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RESUMEN

En este trabajo se presenta un profarmaco polimérico con caracteristicas nanométricas,
sintetizado a partir del mondémero acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB), por medio de
una reaccion de polimerizacion, en la cual se utilizd etilenglicol dimetacrilato (EDGMA)
como entrecruzante y persulfato de amonio (APS) como iniciador de la reaccién polimérica.
El profarmaco polimérico fue sometido a diferentes pruebas para su caracterizacion,
realizadas por medio de técnicas analiticas, asi como también, se realizé un estudio de

hidrdlisis - liberacidn para conocer su dependencia a pH’s fisioldgicos.

Para la caracterizacion del mondmero, se utilizé cromatografia de capa fina (CCF),
espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) y resonancia
magnética nuclear de proton (RMN-1H). Después de someter el monémero a una reaccion
de polimerizacién, para la obtencidn de nanoparticulas poliméricas, a estas se les midié su
tamafio por medio de la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS). Las nanoparticulas
sintetizadas fueron liofilizadas y sometidas a un estudio de hidrdlisis - liberacién a 3 pH's
fisioldgicos simulados: 1.2, 6.8 y 7.4. A las nanoparticulas liberadas en solucién a pH 6.8 se
les evalud por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-

MS) y por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).

Dado los resultados obtenidos, se encontrd que el profarmaco polimérico sintetizado a
partir de MAOB, efectivamente presenta caracteristicas nanométricas (297 nm) y ademas
es dependiente a pH’s fisioldgicos, ya que se aprecid la liberacion del farmaco en los 3 pH’s,
siendo mayor a pH 1.2 (5.5 mg en 2.5 horas). Por lo cual, se plantea que esto se efectua por
medio de un mecanismo de hidrdlisis en el cual obtendremos como producto la liberacién
del farmaco acido salicilico, esto debido al enlace |abil tipo éster que presenta la molécula
del profarmaco. Por lo tanto, este profarmaco polimérico podria presentarse como una
opcién para superar las limitantes de la administracién de medicamentos, pues gracias a

sus caracteristicas se puede mejorar su liberacidn, distribuciéon y efectividad.



CAPITULO |
I. INTRODUCCION
1.1 ANTECEDENTES

En los ultimos afos, se han buscado sistemas que ayuden a superar las limitaciones de la
administracién de medicamentos convencionales, como lo son: la efectividad limitada, la
deficiente distribucidn y su toxicidad. Por lo cual, se ha llevado a un gran desarrollo de los
sistemas de administraciéon de farmacos, los cuales son tecnologias disefadas para la

administracion dirigida y / o la liberacion controlada de agentes terapéuticos. !

La investigacion actual sobre sistemas de administracidon de farmacos se puede describir en
cuatro amplias categorias: vias de administracién, vehiculos de administracién, carga, y

estrategias de localizacién. !

En la categoria de vehiculos de administracion, se ha planteado el uso de nanotecnologia,
mas especificamente, el uso de nanoparticulas. La convergencia de la nanotecnologia con
otras disciplinas como las ciencias de los materiales, la biologia celular y molecular, las
ciencias farmacéuticas y la medicina ha generado gran revolucidn tecnoldgica que se
vislumbra como la de mayor impacto en el futuro debido a sus potenciales aplicaciones en
el diagnédstico y tratamiento de enfermedades (Kumar, Mansour, Friedman y Blough, 2013).
Gracias a esta convergencia con otras disciplinas, se ha llevado al nacimiento del concepto
de nanomedicina, el cual, segun la organizacién The European Science Foundation, después
de intensos debates, la definié como aquella aplicacion de la nanotecnologia al diagndstico,
la prevencidn y el tratamiento de enfermedades y, en consecuencia, al entendimiento de
los procesos patofisiologicos que intervienen en el origen y curso de una enfermedad

determinada (Duncan y Gaspar, 2011).2

La nanomedicina, propone que los sistemas de liberacién se deben desarrollar para
identificar el sitio blanco, el cual puede ser un érgano, una célula, un compartimento celular

(nucleo, citoplasma) o incluso, un organelo (Maity y Stepensky, 2015), dirigirse a él y



entregar selectivamente su carga terapéutica. Ademas, la entrega del farmaco debera ser
de manera controlada en respuesta a un estimulo interno o externo (Mura, Nicolas y
Couvreur, 2013) y que podran transportar simultdneamente varios farmacos y/o
biomacromoléculas (péptidos, proteinas y acidos nucleicos). Los sistemas mas sofisticados,
lamados también plataformas multifuncionales de liberacion de farmacos, incluyen
componentes que permiten rastrearlo por técnicas de figura y sirven para el diagndstico e
identificacién del estadio de determinada patologia (Mura et al., 2013, Kemp et al., 2015,

Mura y Couvreur, 2012). 2

Existe una gran variedad de nanoparticulas para transportary liberar fdrmacos en respuesta
a un estimulo. Dicho estimulo puede ser interno (pH, concentracién de enzimas o de
metabolitos y gradiente redox) o externo (temperatura, campo magnético, ultrasonido y
luz). Logrando asi, controlar la liberacidn de principio activo en el espacio y / o tiempo.
Especificamente, a estos sistemas, se les denomina: sistemas de liberacidon de farmacos
estimulo - respuesta o inteligentes. Los materiales que los constituyen deben experimentar
una protonacidon especifica, una escision hidrolitica, cambios moleculares o
supramoleculares en respuesta al estimulo o ser susceptibles a una estimulacién fisica

concreta. 3

La primera vez que se uso el concepto de liberacidn de farmacos estimulo - respuesta, fue
en 1978. Se desarrollaron liposomas cargados con el antibidético neomicina, el cual se
liberaba al aumentar la temperatura (44 °C) mientras que se retenia a temperatura

fisioldgica (37 °C).3

Por otro lado, el uso de moléculas de farmacos para construir sistemas de suministro de
nanofarmacos basados en profarmacos poliméricos han captado gran atencién. Los
polimeros fueron incluidos oficialmente en el campo farmacéutico en 1980 en la
Farmacopea Americana (USP) y desde entonces se han empleado como auxiliares de

formulacion en medicamentos (Martin, 1993; USP, 2006).



Los profdrmacos poliméricos como sistemas de administracién de farmacos pueden
proporcionar muchas ventajas, como: la liberacién selectiva de farmacos en tejidos o células
diana; la mejora en la solubilidad en agua de los farmacos hidréfobos; la prevencion de la
liberacién prematura de farmaco y evitar la degradacion y / o desactivacion del farmaco en
la etapa de liberacién; ayudan a prolongar el tiempo del farmaco en circulacidon sanguinea;
aumentan la acumulacién de farmaco en tejido tumoral, debido al efecto mejorado de

permeabilidad y retencion (EPR). ®

El acido salicilico en conjunto con poliésteres y alcohol polivinilico, es un ejemplo de
profarmaco polimérico, pues se ha observado que da como resultado una liberacién
hidrdlisis - dependiente del farmaco. Dicho farmaco pertenece a la familia de los
antinflamatorios no esteroideos (AINE’s) y se estima que su origen deriva de la salicina, un
extracto activo de la corteza del sauce blanco (Salix alba), el cual fue aislado y nombrado
por el quimico aleman Johann Andreas Buchner en 1828. En 1829, fue aislado por Henri
Leroux, un farmacéutico francés, y el 1838, Raffaele Piria, un quimico italiano, logro
convertir esta sustancia en un azucar y un segundo componente, que por oxidacién se

convirtié en lo que hoy conocemos como acido salicilico. & 22

El 4cido salicilico, es comunmente utilizado con fines terapéuticos, pues presenta buenas

propiedades antiinflamatorias, antitrombdticas, analgésicas y antimicrobianas.

1.2 HIPOTESIS

La hidrdlisis - liberacién de acido salicilico a partir de nanoparticulas poliméricas de acido
metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB), podria ser dependiente de pH’s fisioldgicos, debido al
enlace labil tipo éster que presenta el sistema disefiado y aplicarse como una propuesta de

sistema de liberacion de farmaco a escalas nanométrica.
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1.3 JUSTIFICACION

Debido a la aparicién de enfermedades y trastornos, la forma de dosificacién especifica
adecuada ha adquirido gran importancia para tratar enfermedades y mejorar la salud del
paciente. Las formas de dosificacién convencionales tienen muchas deficiencias, como lo
son: la administracion repetida del medicamento con un tiempo de vida media corto, una
disminucidon de la adherencia al tratamiento del paciente, la efectividad limitada, la
deficiente distribucion, su toxicidad, un perfil tipico de concentracion plasmatica pico -

valle, por lo cual no se puede lograr una dosificacién dirigida, entre otras.

Se ha demostrado que, a medida que el nUmero de medicamentos y/o de administraciones
por dia aumenta, disminuye el cumplimiento terapéutico. 8 Ademas, se han encontrado
cifras de cumplimiento del 84% para medicamentos que se administran una vez al dia,
contra el 59% cuando se administra tres veces al dia. Por otro lado, las alteraciones en el
estilo de vida como: la dificultad en seguir el horario pautado, especialmente si afecta las
horas de descanso nocturno, y tratamientos que implican cambios de habitos alimenticios,
o interfieren en los horarios de trabajo o en la vida social, suponen un obstaculo para el

cumplimiento del tratamiento por parte del paciente. ?

Debido a todas aquellas limitaciones de la administracion de medicamentos
convencionales, se han buscado alternativas que ayuden a superarlas, como lo es la
dosificacion modificada y dirigida, utilizando sistemas poliméricos biocompatibles como

base estructural y sistemas nanométricos. 7

Existen estructuras nanomeétricas profarmaco poliméricas, basadas en respuestas a
estimulos, como cambios en el pHy temperatura, estas han dado buenos resultados gracias
a su tamano de particula pequefio, el cual es determinante en la velocidad de disolucién,
pues mientras menor sea su tamano, mayor serd el area superficial disponible para la
disolucion, ademas cuentan con estabilidad y eficacia contra tumores malignos, gracias a la

retencion y permeabilidad que se logra en las células tumorales. 7 Adicionalmente, existen

11



nanotransportadores anticancerigenos que utilizan la ligera diferencia en el pH entre los

tejidos sanos (pH= 7.4) y el medio extracelular de los tumores sélidos (pH= 6.5-7.2). 3

Por otro lado, las infecciones bacterianas también se caracterizan por valores bajos de pH
debidos a la fermentacion anaerobia y a la inflamacién, por lo cual con la ayuda de
nanotransportadores poliméricos sensibles a pH y cargados con antibidtico, se puede
lograr, por medio de interacciones electrostaticas con los elementos de carga negativa de

la pared bacteriana, la liberacién del antibiético. 310

Por lo tanto, con este trabajo, se justifica la propuesta de un sistema que consiste en
nanoparticulas poliméricas capaces de hidrolizarse y liberar acido salicilico cuando se
somete a estimulos, como lo son los cambios de pH y temperatura, los cuales podrian
permitir una liberacién de farmaco dirigida y especifica en el sitio de interés y a distintas
zonas del organismo, permeando barreras fisiolégicas especiales, superando las
limitaciones que tienen las formas de administracién de medicamento convencionales, lo
cual podria ayudar en el tratamiento de patologias como las infecciones e inflamaciones,
asi como propiciar el aumento de la biodisponibilidad y reducir efectos adversos. Logrando

con ello una terapia inteligente o a la medida de las necesidades del paciente.

1.4 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nanoparticulas poliméricas a partir del mondémero acido metacriloiloxi-o-
benzoico (MAOB), su caracterizacién y estudio hidrdlisis-liberacion de acido salicilico a

diferentes pH’s fisioldgicos simulados.

1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.5.1. Sintetizar el monémero acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB) y su purificacion.

1.5.2. Caracterizacion del mondmero por medio de espectrofotometria de infrarrojo (FTIR-

ATR) y resonancia magnética nuclear de protén (RMN-1H).

12



1.5.3. Sintetizar nanoparticulas poliméricas a partir del monémero acido metacriloiloxi-o-

benzoico (MAOB) y caracterizarlas por medio de FTIR-ATR.

1.5.4. Realizar estudios de hidrélisis - liberacion del acido salicilico en 3 pH’s fisioldgicos
simulados y cuantificarlo por medio de espectrofotometria de UV-Vis y caracterizarlo por
medio de cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) y cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (CG-MS).

1.6 MARCO TEORICO

1.6.1 Monémero

Un mondmero, deriva del griego mono y meros que significan uno y parte, respectivamente.
Este es una molécula de pequeifia masa molecular que pueden estar unida a otras moléculas

0 mondmeros, a veces cientos o miles, por medio de enlaces quimicos y forman

macromoléculas llamadas polimeros. 1

Un mondmero es capaz de formar enlaces covalentes con una secuencia de moléculas
adicionales similares o distintas, cuando se somete a condiciones de una reacciéon de

polimerizacion. Es decir, mediante esta reaccidn, se convierte en una unidad repetida de la

secuencia de polimeros. 12

- | .
00 o
G o o
o0
{ [

L p—

Figura 1. Molécula de estireno.
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El estireno (Figura 1) es un mondmero ampliamente utilizado en la actualidad, el cual puede
polimerizarse facilmente cuando es expuesto a calor, luz o catalizadores de perdxido,

formado el poliestireno. 3

1.6.2 Polimero.

La palabra polimero deriva del griego poli y meros, que significan mucho y partes,
respectivamente. Este término ha sido definido como una macromolécula o molécula de
gran tamafio. Los polimeros son compuestos organicos y cuentan con un alto peso
molecular, ademas, se conforman, como su nombre lo dice, por muchas unidades

estructurales repetitivas, es decir, por monémeros. 1114

En cuanto a sus propiedades fisicoquimicas, Los polimeros se caracterizan por tener un bajo
punto de fusién, baja densidad, pobre conductividad eléctrica y térmica, asi como poca

reactividad quimica. 14

Se clasifican dependiendo de su origen en naturales o sintéticos. Los sintéticos contienen,
por lo regular, entre uno y tres tipos distintos de unidades que se repiten, mientras que los
naturales o biopolimeros (celulosa, ADN o proteinas), presentan estructuras mucho mas
complejas. En la actualidad, los polimeros sintéticos son los que han llamado mas el interés

en el dmbito comercial .14

Figura 2. Estructura del polietileno.
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El polietileno (Figura 2) es un polimero de cadena repetitiva de etileno (CHz)n. Es una
molécula compuesta por al menos mil unidades de etileno unidas por enlaces covalentes.
Este se caracteriza por tener propiedades quimicas y mecdnicas sobresalientes,
destacdndose su lubricidad, resistencia al impacto y abrasién, y por ser quimicamente

inerte. 1
1.6.3 Aplicaciones de los polimeros.

Las aplicaciones de los polimeros cada vez son mayores y diversas, pues estos son
constituyentes importantes de muchos materiales, como los utilizados en equipos
electrdnicos, en los medios de transporte, en el instrumental utilizado en la ciencia médica,
en los tejidos con que se conforma la tela de la ropa, en los empaques y embalajes que
permiten el mejor almacenamiento de mercancias, y de infinidad de pequefios y grandes
objetos que forman parte de nuestra vida diaria. 1® Sin embargo, en los ultimos afios, los
polimeros también han sido utilizados para la mejora de la liberacién de farmacos, siendo

una interesante propuesta y alternativa.
1.6.4 polimero profarmaco.

Actualmente, el uso de polimeros para aplicaciones biomédicas ha captado gran atencion,
particularmente en el uso mejorado de farmacos, pues se han realizado disefios conjugados

polimero-farmaco o profarmacos poliméricos. 17-26

La unidn quimica de medicamentos de bajo peso molecular a polimeros sintéticos o
naturales se ha investigado con la finalidad de mejorar la eficacia de los dispositivos de
liberacion de control de medicamentos a través de una liberacidn constante pero
prolongada de medicamentos, generando efectos secundarios minimos. Los farmacos
pueden estar unidos a los vehiculos poliméricos utilizando una serie de reacciones quimicas
con participaciéon de grupos funcionales tales como hidroxilo o carboxilo que estdn
presentes originalmente en la cadena del polimero o formados alternativamente por
funcionalizacién. Otra posibilidad es el uso de mondmeros funcionalizados en la sintesis de
un precursor polimérico reactivo.’

15
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Figura 3. Liberacion de hidrdlisis dependiente de acido salicilico.

Un ejemplo de profarmaco polimérico es el acido salicilico (Figura 3) en conjunto con
poliésteres y alcohol polivinilico, pues se ha observado que da como resultado una
liberacion hidrélisis - dependiente del farmaco. El acido salicilico es comunmente utilizado
con fines terapéuticos, pues presenta buenas propiedades antiinflamatorias,
antitrombdticas, analgésicas y antimicrobianas. Ademas, se sabe que los salicilatos inducen
la apoptosis en las células cancerosas. En los ultimos afios se han presentado muchos
estudios sobre la sintesis e hidrdlisis de conjugados de profarmacos poliméricos con AINE’s

como el naproxeno, indometacina, ibuprofeno, ketoprofeno y fenoprofeno. © 26
1.6.5 Nanoparticulas.

Las nanoparticulas (NPs) son particulas coloidales, las cuales se definen como la distribucién
de particulas o particulas sélidas. La palabra “nano” deriva de “nanos”, es una palabra griega

que significa “extremadamente pequefio”. 18

La primera vez que se utilizd el término de nanoparticula para la liberacion de farmacos fue
en 1976 para describir unas particulas poliméricas de 100 nm que transportaban viriones.
19 The Royal Society and Royal Academy of Engineering propuso en 2004 una definicién de
nanoparticula segun la cual su tamafio oscila entre 1 y 100 nm. Sin embargo, no todas las
NPs usadas con fines médicos cumplen esta definicion.?® En realidad, no hay una razén
especifica por la que establecer el limite superior en 100 nm. El principio fundamental que

diferencia a las NPs del resto no es el tamafio, sino que tienen nuevas caracteristicas que
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no presentan los mismos materiales en mayores dimensiones como, por ejemplo, que su
superficie en proporcidn a su masa es mucho mayor que en otras particulas.?! Por eso, en
nanomedicina los sistemas considerados NPs para la liberacion de farmacos oscilan entre
10 nm y 1000 nm. Al ser de tamafo pequefio, las nanoestructuras presentan propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas Unicas (por ejemplo, un area reactiva aumentada con la
capacidad de atravesar barreras celulares y tisulares) que las convierten en un material

recomendable para aplicaciones biomédicas. 2

Las nanoparticulas son de gran interés por dos motivos principales: en primer lugar, es
posible conseguir un nivel terapéutico apropiado durante periodos de tiempo mayores de
los que se consiguen mediante administraciones convencionales, ademas de poder ayudar
en el tratamiento de infecciones de tipo crénico que necesitan medicacidén constante. En
segundo lugar, tienen la capacidad de dirigir el efecto del farmaco al tejido enfermo en vez
de distribuirlo por todo el organismo, esto es de gran importancia cuando se trata con

farmacos con alta toxicidad sistemdtica, como los anticancerigenos.?

Existen diferentes tipos de nanoparticulas dependiendo de su morfologia y propiedades
fisicas o quimicas, como lo son: las nanoparticulas a base de carbono, las nanoparticulas
poliméricas, las nanoparticulas metalicas, las nanoparticulas ceramicas, las nanoparticulas
semiconductoras y las nanoparticulas a base de lipidos, por mencionar algunas. De estas,
las nanoparticulas poliméricas son las mas investigadas debido a sus ventajas sobre las otras
pues son de facil preparacién, y en nanomedicina se utilizan por tener buena retencion y
proteccion de medicamento.?* Ademds, permiten lograr un suministro mejorado de
farmacos (poco solubles en agua y de tamafio de particula pequefio) a sitios de dificil acceso,
después de un proceso de administracién, favoreciendo asi una disolucién mds rapida en el
torrente sanguineo, lo que lleva al suministro dirigido de forma especifica a células o tejidos,
aumentando la eficacia terapéutica del farmaco y reduciendo los efectos secundarios, asi
como el uso de diversas vias de administracién (parenteral, intraocular, oral, nasal, entre

otras). 2%
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Las NPs se clasifican, atendiendo a su composicidon, en NPs orgdnicas (poliméricas,
dendrimeros, liposomas y micelas) y en NPs inorganicas (de oro, de éxidos de hierro, de
silice mesoporosa y nanotubos de carbono). También hay nanotransportadores que
combinan los dos tipos de componentes, son las NPs hibridas. Los farmacos pueden
incorporarse por encapsulacion (en cuyo caso quedan recluidos en el interior del sistema),
por adsorciéon a su superficie, por absorcidon y por conjugacion (de este modo el principio
activo queda unido covalentemente al nanotransportador). Esto depende del método de

sintesis utilizado.2% %4
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Figura 4. Esquema de la administracion y liberacidn del farmaco de las nanoparticulas.

Por otro lado, se sabe que ciertos agentes de contraste de imagen pueden incorporarse
dentro de las nanoparticulas, permitiendo la visualizacién del sitio de administracion del

farmaco o para monitorear la eficacia in vivo del agente terapéutico. 22

Entre sus ventajas, las nanoparticulas preparadas a partir de polimeros naturales o
sintéticos son econdmicas, no toéxicas, biodegradables, no trombogénicas, no
inmunogénicas, no inflamatorias con un diametro de particulas pequefio e inhiben la

agregacion plaquetaria. %

La Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) ha aprobado mas de dos docenas de productos de nanotecnologia para uso clinico,
y muchos nanoproductos potenciales aun se encuentran en desarrollo clinico y preclinico.

Por lo tanto, se espera que la investigacion y el interés en este campo sea cada vez mayor.2®
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1.6.6 Tipos de liberacion de farmacos.

Los sistemas de liberacién se han desarrollado con la finalidad de modificar la via de
administracion en beneficio del paciente, mejorar la biodisponibilidad, cambiar el perfil de

liberacidon o mejorar una formulacidn para una nueva presentacién y linea de venta.

Un sistema o forma farmacéutica convencional o de liberacién inmediata (FLI o SLI)
comienza a liberar el principio activo a los pocos minutos de ser administrada. Cuando se
realizan modificaciones en la velocidad, el lugar o el momento de liberacion del principio
activo, nos encontramos ante un sistema o forma farmacéutica de liberacién modificada

(FLM o SLM). 2
Los sistemas de liberacion de farmacos se pueden clasificar en: 2

Sistemas de liberacion inmediata: en esta clasificacion se encuentran las formas
farmacéuticas convencionales, estas se caracterizan porque liberan sus componentes

activos de manera inmediata hacia el lugar de absorcion.

Sistemas de liberacion retardada: sucede cuando la liberacidn del principio activo se retrasa,
ya que se libera en un momento distinto al de la administracién, pero sin prolongar el efecto

terapéutico (no hay cambios en ningun otro pardmetro terapéutico).

Sistemas de liberacion controlada: en estos, el principio activo se libera escalonadamente
en el tiempo, alargandose el efecto terapéutico. A su vez, este tipo de liberacién se clasifica

en:

® Sistemas de accion sostenida: el principio activo se libera a una velocidad constante,
con el objetivo de conseguir una velocidad de absorcion también constante y asi
evitar las fluctuaciones de los niveles plasmaticos de principio activo, reduciendo
con ello los efectos adversos.

e Sistemas de accion prolongada: en estos sistemas, el principio activo se libera

inicialmente en proporcidon suficiente para producir efecto terapéutico y
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posteriormente lo hace de forma mas lenta, manteniendo la concentracién eficaz,

con lo que se consigue alargar el efecto terapéutico.

E r
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!
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E { Dehil e mls respoesa fumacokigica
5
Tiermga £ Libaragidn inmediaca
B: Liberacidn relardada  E: Accitn sostenida
22 Acclin repatida

Figura 5. Representacion grafica de los distintos tipos de liberacion de farmacos.
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CAPITULO Il

Il. EXPERIMENTAL

.1

© N o U B~ W N e

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

EQUIPOS Y REACTIVOS
Equipos

Agitador magnético VWR Dyla-Dual.

Balanza analitica, marca Denver Instrument M-200.

Bafio de temperatura, marca VWR International Shel Lab modelo 1217.

Bomba de adicion, marca RAZEL, modelo R-99.

Brucker (RMN).

Cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas (GC- MS).
Cromatografo de liquidos de alta resolucion (CLAR).

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

Espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR).
Espectrofotometro Ultravioleta-Visible Beckman Coulter DU520, Single Cell module.
Equipo de filtracién con membrana millipore Superlco, Life Sciences GHP Acrodisc
25mm Syrenge Filter 0.2um, filtros Suport-100 0.2um 47mm PN60310.

Estufa de vacio WVR.

Liofilizador Freeze Dry Sistem/Freezone 4.5 Labconco serie 0309095570, 60 cyclos.
Potenciometro, 430 Corning. o Potenciometro HANNA, modelo HI 2210.
Purificador de agua, marca Barnstead Sybron, modelo D2604.

Recirculador de agua con temperatura controlada, Cole-Parmer Polystat modelo
12101-10.

Recirculador de agua con temperatura controlada, marca LAUDA Brinkmann,

ecoline RE106.
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b. Reactivos, solventes y Gases
Los reactivos fueron adquiridos en su mayoria con proveedor de Aldrich Chemical Company.

Acido clorhidrico
Acido salicilico
Agua destilada

Anhidrido metacrilico

1.

2

3

4

5. Diclorometano
6. Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA)

7. Etanol

8. Eteretilico

9. Fosfato de potasio monobdsico

10. Fosfato dibasico de sodio

11. Hexano

12. Hidroxido de sodio

13. Membrana para dialisis, Spectra/Por MWCO: 12-14,000

14. Metanol

15. Nitrogeno grado alta pureza

16. Persulfato de amonio (APS)

17. Poli(etilenglicol) metil éter metacrilato (1,100 g/mol) (PEGMA1100)
18. Removedor del inhibidor hidroquinona

19. Sulfato de Magnesio anhidro, 99% (MgS04)

20. Tetrametilendiamina

21. Trietilamina
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Il. 2 PURIFICACION DE EGDMA

Se eluyd el entrecruzante EGDMA (dimetacrilato de etilenglicol) por una columna empacada
con removedor del inhibidor de hidroquinona. El EGDMA purificado se colocé en viales

limpios, correctamente cerrados, para su posterior empleo.
Il. 3 SINTESIS DE MONOMERO ACIDO METACRILOILOXI-O- BENZOICO (MAOB).

El método por el cual se sintetizé el monémero MAOB ha sido reportado previamente por
Licea-Claverie, Rogel-Hernandez, y Lopéz- Sanchez en 2003. La reaccion de sintesis se

muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Ruta de sintesis de Acido metacriloiloxi-o-benzoico.

En un matraz bola de 100 mL se disolvieron 6.91 g de &cido salicilico y 0.49 g de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), en 8.42 mL de trietilamina y 20 mL de diclorometano. Se
colocé la solucion en un bafio de hielo a 0 °C y se mantuvo con agitacion constante, hasta
disolver los reactivos sélidos. Posteriormente, se agregd gota a gota 7.50 g de anhidrido
metacrilico (50 mmol), por un tiempo controlado de 3 horas, mediante el uso de una bomba
de adicion. La solucidn se agito durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
se transfirié la solucién a un vaso de precipitado de 250 mL y se acidificdé con acido
clorhidrico, hasta un pH=3.0, manteniendo la mezcla a 0 °C y con agitacidn constante. Se
extrajo el precipitado obtenido por medio de éter etilico, utilizando un embudo de
separacion de 250 mL. Posteriormente, se lavé la fase orgdnica con 20 mL de una dilucién

de acido clorhidrico 0.1 M y 20 mL de agua destilada. La fase orgdanica se secd utilizando
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sulfato de magnesio anhidro se filtré a vacio y se colocé en un cristalizador de vidrio hasta
obtener un sélido seco. Este sélido, a su vez, se lavd con 30 mL de agua a temperatura
ambiente y otros 30 mL a 40 °C, repitiendo tres veces de manera intercalada. Finalmente,
se purificé el producto por medio de recristalizacién utilizando metanol y se dejé secar a

50°C en estufa con vacio.
Il. 4 CARACTERIZACION DE MAOB.

Antes de realizar la sal de MAOB, se realizé la caracterizacion del monémero MAOB, para

identificarlo y asegurar que el material se encontraba en estado puro.
Il. 4.1. Cromatografia de capa fina (CCF).

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

de éter de petrdleo / éter etilico (50:50).

Se prepararon dos soluciones, la primera solucién (A), consistio en disolver 30 mg de acido
salicilico en 1 mL de metanol, dicha solucién fue tomada como solucién de referencia. Para
la segunda solucién (B), se colocaron 30 mg del monémero de MAOB previamente

obtenido, y se disolvieron en 1 mL de metanol.

En una placa cromatografica de aproximadamente 2 cm de anchoy 6 de largo, se trazo una
linea inicial donde se colocé: en el punto A, 10 plL de la solucién A, y en el punto B, 10 puL de
la solucién muestra, con una distancia de separacion de 1 cm uno del otro. Posteriormente,
se procedio a colocar cuidadosamente la placa en una cdmara cromatografica que contenia
5 mL de la mezcla de éter de petrdleo / éter etilico (50:50). La placa fue retirada de la cdmara
cromatografica después de que la mezcla recorrid alrededor del 85 % de la placa, se dejo
secar y después se observd bajo luz ultravioleta, finalmente se midid el recorrido de cada

una de las soluciones.
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Il. 4.2. Espectrofotometria de infrarrojo por transformada de Fourier, con

reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

El analisis de espectroscopia de infrarrojo se realizé con el equipo Fourier Transform
Infrared spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR). Se limpid con
metanol la superficie del diamante y se dejo secar. Posteriormente, se colocd una pequeia
cantidad del producto en el diamante, se bajo la punta y, con ayuda del software, se leyd la

muestra y se obtuvo el espectro IR.
Il. 4.3. Resonancia Magnética Nuclear (RMN-H?).

Se pesaron 25 mg de mondmero de MAOB y se transfirieron a un tubo para RMN,
posteriormente se agregaron 0.6 mL de cloroformo deuterado (CDCls) por medio de una
pipeta de vidrio, para evitar algun tipo de contaminacién. Se tapd el tubo, se agitod
ligeramente hasta disuelto y se leyd en el equipo Spinsolve high de 60 MHz para obtener el
espectro de RMN vy asi determinar los diferentes tipos de protones que existian en la

molécula.
Il. 5 GENERACION DE SAL DE MAOB.

Se pesaron 0.9820 g de mondmero de MAOB y 0.2669 g de hidréxido de potasio (KOH).
Estos se transfirieron a sus respectivos vasos de precipitado que contenian 10 mL de
metanol, cada uno. Las soluciones se colocaron en un bafio de hielo a 0 °C y se mantuvieron
con agitacién constante, hasta disolver los reactivos sélidos. Una vez disueltos, se agregd
gota a gota la solucién de KOH y metanol al vaso de precipitado que contenia la solucion de
MAOB. Posteriormente, se agregaron 40 mL de éter etilico y se dejo en refrigeraciéna 8 °C

por 24 h.
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Figura 7. Ruta de sintesis de sal de MAOB.

Se precipité la solucion obtenida en 40 mL de éter etilico, esto con ayuda de agitacion
mecanica, posteriormente se filtré por medio de un filtro con tamafio de poro de 0.45 um
y equipo de filtrado. Este paso se repitid hasta cubrir el total de la solucidn, utilizando
aproximadamente 900 mL de éter etilico. El sélido filtrado se dejé secar a 50 °C por medio

de una estufa con vacio.
Il. 6 CARACTERIZACION DE SAL DE MAOB.

La sal obtenida, al igual que el mondédmero, se caracterizé por medio del equipo Fourier
Transform Infrared spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR), como

se menciona en el punto Il. 4.2. para obtener el espectro IR.
1. 7 SINTESIS DE NANOPARTICULAS.

En un matraz bola de 50 mL, se agregaron 12.5 mL de agua destilada y 0.25 g de sal de
MAOB. Se colocé en agitacion y se adicionaron 12.5 mL mds de agua destilada,
posteriormente, se colocaron 10 pL de etilenglicol dimetacrilato (EDGMA) 5% molar como
agente entrecruzante. La solucidn se colocé en atmdsfera inerte por medio de burbujeo de
gas nitrégeno, por 30 minutos, colocando un tapdn antivuelco con septum al matraz para
evitar entrada de oxigeno. Pasados los 30 minutos, se colocé en bafo de aceite a 85 °C. Se
adicionaron 110 uL de persulfato de amonio (APS), 2% w/w el cual actia como iniciador de
la reaccion de polimerizacidn, y nuevamente se dejé en agitacion por 40 minutos a 85°C. La
solucidn se transfirié a un matraz Erlenmeyer de 250 mL que se tapd con papel parafilm y

se colocd en un bafio de hieloa 0 °C.
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1. 8 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS.

A las particulas obtenidas se les midié su tamafio, por medio del equipo de Dispersion de

Luz Dindmica (DLS) ZetaSizer.

El producto obtenido a partir de la reaccidon de polimerizacion dio lugar a nanoparticulas
gue quedaron inmersas en una solucion liquida. De esta solucién se tomd 1 mL, se colocd
en una celda, para posteriormente realizar una primera lectura. Para la segunda lectura, se
tomaron otros 1.5 mL de solucién y se filtraron por medio de un filtro de nylon con tamafo
de poro de 0.45 um, se colocaron en la celda previamente ambientada con agua bidestilada
y se leyd en el equipo. Las lecturas se realizaron a 25 °C, es decir, la solucién se dejo

atemperando antes de su lectura. La solucidn restante se liofilizo.
Il. 9 GENERACION DE LIOFILIZADO DE NANOPARTICULAS.

El producto de la reaccion obtenida para la sintesis de nanoparticulas, fue liofilizado por
medio del equipo liofilizador Labconco (freeze dry systema / freezone 4.5) , este se colocd
a una temperatura de -50 °C por 3 dias. El producto obtenido se colocé en viales de vidrio,

limpios y secos, previamente pesados.
11.10 ESTUDIO DE HIDROLISIS — LIBERACION.
Para este estudio se realizé la preparacion de las siguientes soluciones amortiguadoras:

11.10.1 Solucion de fluido gastrico simulado a pH 1.2: Se pesaron 2 g de NaCl y se
disolvieron en un vaso de precipitado de 1 L que contenia 750 mL de agua destilada,
se agregaron 7 mL de HCl concentrado. La solucion se ajustd a pH, posteriormente
se transfirié a un matraz volumétrico de 1 L y se llevé a volumen final con agua

destilada.

11.10.2 Solucion de fluido intestinal simulado a pH 6.8: Se pesaron 6.8 g de fosfato
de potasio monobdsico y se disolvieron en un vaso de precipitado de 1 L que

contenia 500 mL de agua destilada, se agregaron 77 mL de una solucion de NaOH
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0.2 N. Esta solucidn se ajustd por medio de HCl 0.2 N o NaOH 0.2 N. La solucion se
transfirid a un matraz volumétrico de 1 L y se llevd a volumen final con agua

destilada.

11.10.3 Solucion de fluido intestinal simulado a pH 7.4: Se pesaron 6.8 g de fosfato
de potasio monobdsico y se disolvieron en un vaso de precipitado de 1 L que
contenia 250 mL de agua destilada, se agregaron 190 mL de una solucién de NaOH
0.2 N y 500 mL de agua destilada. Esta solucidn se ajusté por medio de HCI 0.2 N o
NaOH 0.2 N. La solucién se transfirid a un matraz volumétrico de 1 L y se llevé a

volumen final con agua destilada.

Una vez obtenidas las soluciones, se utilizaron membranas de dialisis 12-14 kDa, en las
cuales se colocaron 10 mg del liofilizado de nanoparticulas con 10 mL de estas soluciones a
pH fisiolégico simulado, después las membranas, previamente selladas, se colocaron en
vasos de precipitado de 60 mL que contenian 50 mL de medio. Los diferentes medios para
utilizar fuerona pH 1.2, 6.8 y 7.4. Posteriormente, se paso a colocar cada uno de los sistemas
obtenidos a un oscilador VWE Shel Lab con condiciones de 37 °Cy a 40 rpm. Para cada uno
de los medios a diferentes pH'’s, se realizaron muestreos, tomando 1 mL del medio, a los 10
min, 20 min, 30 min, 1 h, 2 h,3 h,4 h, 5 h, 6 hy 24 h. Cada una de las muestras tomadas se

leyeron en un espectrofotémetro UV a una longitud de onda de 235 nm.

Nota. Después de tomar 1 mL de medio, se repuso ese mismo volumen con medio nuevo,

previamente atemperado a 37 °C.

Anterior al estudio de hidrdlisis - liberacidn, se realizdé una curva de calibracién para acido
salicilico, por medio de espectrofotometria UV-Vis, a longitud de onda de 236 nm, dicha

curva se presenta en el anexo I.
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Figura 8. Representacion de sistema de hidrélisis-liberacién de acido salicilico a partir de

nanoparticulas poliméricas. Poli(MAOB) en forma de sal (A) y acido salicilico (B).

Il. 11 EVALUACION DE LIBERACION DE ACIDO SALICILICO POR MEDIO DE
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC/MS).

Se realiz6 una prueba de hidrdlisis - liberacién como se describe en el punto Il. 10, esta vez
solo en pH 6.8, se llevd a cabo por 6 horas y solo se tomd una muestra al finalizar este
periodo de tiempo. Posteriormente, se colocaron 15 mL del medio y se le agregd gota a
gota acido clorhidrico concentrado, hasta llegar a pH 3.0. Se extrajo con cloroformo, por
medio de un embudo de separacién de 30 mL, se colocaron 30 mL de cloroformo y 10 mL
del medio previamente acidificado. Se agité vigorosamente el embudo y se liberd la presion
cada vez que sometia a agitacidn, este paso se repitio tres veces. Una vez separada la fase
acuosa de la organica, se procedid a desechar la fase acuosa y recuperar la fase organica,
esta ultima se colocé en un vaso de precipitado y se dejé en una campana de extraccion por

1 dia, esto con el fin de que se evaporara el cloroformo.

Después de evaporar el cloroformo contenido en la fase organica, quedd una ligera capa
color blanco (acido salicilico), esta se resuspendié en 1 mL de metanol, finalmente este
volumen se filtré por medio de un filtro de nylon de 0.45 um y una jeringa de 1 mL, y se
colocé en viales para HPLC. Finalmente, se leyd en el cromatégrafo de gases acoplado a

masas.

29



. 12 EVALUACION DE LIBERACION DE ACIDO SALICILICO POR MEDIO DE
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

Después de la realizaciéon de la prueba de hidrdlisis - liberacion (11.10), se tomdé una muestra
del medio a pH 6.8 la cual se analizdé por medio de un cromatografo de liquidos de alta

resolucion.
Il. 12.1 Preparacion de soluciones:
1.L12.1.1 Fase movil (solucion buffer: acetonitrilo (70:30)):

a) Solucidn buffer: se pesaron 1.6 g de 1-heptanosulfonato de sodio y
se disolvieron en 300 mL de agua grado HPLC, esto se transfirié a un
matraz volumétrico de 1000 mL y se llevé a volumen con agua grado
HPLC. Posteriormente, se ajusté el pH a 3.5 +/- 0.05 con acido acético
glacial. La solucién obtenida se filtré y desgasificé utilizando un filtro
de nylon de tamafio de poro de 0.45 pm y 47 mm de didmetro. Se
colocd en un reservorio limpio y seco.

b) Solucién de acetonitrilo: Se filtré y desgasificaron 500 mL de
acetonitrilo grado HPLC, utilizando un filtro de nylon de tamafio de
poro de 0.45 um y 47 mm de didmetro. Se colocé en un reservorio

limpio y seco.

1.12.1.2 Solucién diluyente: Se realizé una mezcla de acetonitrilo y acido
férmico (97:3), se desgasificd y filtré por medio de un filtro de nylon de

tamafio de poro de 0.45 um y 47 mm de diametro.

11.L12.1.3 Solucion de estandar de referencia de acido salicilico a

concentracién nominal 32 pg / mL:

a) Se pesaron aproximadamente 20 +/- 1 mg de estandar de acido

salicilico y se transfirieron a un matraz volumétrico de 50 mL que
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contenia 30 mL de solucidn diluyente, esto se agitd mecanicamente
hasta disuelto y se aford con solucion diluyente.

b) Se colocé una alicuota de la solucién anterior (a), se transfirié a un
matraz volumétrico de 25 mL y se aford con solucion diluyente. La
solucidn se agito por 30 segundos y se filtré por medio de un filtro de
nylon de tamafo de poro de 0.45 pm y 13 mm de diametro. La

solucidn filtrada se colocé en un vial de 2 mL.

11.12.1.4 Solucidon muestra: Se tomé una porcion de la solucidn obtenida en
la prueba de hidrdlisis - liberacion a pH 6.8, se filtré por medio de un filtro
de nylon de tamafo de poro de 0.45 um y 13 mm de diametro. La solucién

filtrada se colocd en un vial de 2 mL.
11.12.2 Condiciones cromatograficas.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas para el analisis.

Columna Hypersil Gold, Diamm 250 mm x 4.6 mm
Flujo 1.2 mL/ min
Tiempo de corrida 5 minutos
Fase movil isocratica Acetonitrilo : Buffer (30 : 70)
Longitud de onda UV a 280 nm
Temperatura de la 45 °C
columna
Volumen de inyeccion 10 pL

Se procedid a purgar las lineas del equipo y a acondicionar la columna, por alrededor de
30 minutos con las condiciones del método, y posteriormente se leyeron las muestras y

capturaron los datos obtenidos.
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CAPITULO Il

Ill. RESULTADOS Y DISCUSIONES

111.1 SINTESIS DE MONOMERO ACIDO METACRILOILOXI-O- BENZOICO (MAOB).

Se obtuvo un polvo fino, color blanco, con un rendimiento del 98.58 %. Este se colocd en
viales de vidrio con tapa, y se conservd en condiciones de baja humedad y a 25 °C de
temperatura, para evitar su hidratacién. El mondmero obtenido se forma debido a una
reaccion de esterificacién, que resulta de la uniéon de acido salicilico con anhidrido
metacrilico, por lo cual la estructura resultante estara compuesta de un acido carboxilico
en posicién orto y un grupo éster en la posicidn ipso del anillo aromatico. Esta reaccion
sucede en consecuencia de un ataque nucleofilico al carbonilo del anhidrido metacrilico,
por parte del oxigeno del hidroxilo presente en el acido salicilico, por lo tanto, se produce

una sustitucion nucleofilica acilica.
11.2 CARACTERIZACION DE MAOB.
111.2.1 Cromatografia en capa fina.

Se logré observar, por medio de luz UV, la presencia de acido salicilico, como se observa en
la Figura 9. Del lado izquierdo se encuentra el estandar de referencia de acido salicilico (A)

y del lado derecho se encuentra la muestra de MAOB (B).

Figura 9. Cromatografia en capa fina.
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El factor de retencidn se calculd y se obtuvo lo siguiente:

Rf = Distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacién/ Distancia que

recorre el disolvente hasta el frente del eluyente.
Rf (A) =(3.8cm /4.2 cm) = 0.90
Rf(B)=(3.9cm /4.2 cm) =0.92

El factor de retencién obtenido, de 0.97 es muy cercano a 1 (valor ideal) por lo tanto,
podemos decir que nuestra muestra es efectivamente similar a nuestro estandar de
referencia. Es decir, de manera cualitativa, podemos ver que en nuestro monémero se
encuentra presente acido salicilico. Ademas, al utilizar una fase movil de acetato de etiloy
hexano, en una proporcion 50:50, podemos observar un adecuado desplazamiento de esta

en la fase estacionaria.

111.2.2 Espectrofotometria de infrarrojo por transformada de Fourier, con

reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

En el espectro de infrarrojo del mondmero (Figura 10), se lograron observar bandas

caracteristicas de la molécula, los enlaces se describen en la Tabla 2:

% Transmitancia
287423
2664.01
253740
2359.65
1733.92
1697.85
1636 .46
1606.38
1576.26
1488.18 1449.75!

1416.95 1376 .84

130918

129447 1272143
1201.97
1147.986 1124 88
1084.81
965.21 101253
844.18
817.89 B97 45
850.81
784.78
749.14

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nimero de Ondas (cm-1)

Figura 10. Espectro de infrarrojo del monémero de MAOB.
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Tabla 2. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro IR de MAOB.

Enlace Numero de onda (cm™) | Grupo funcional Molécula de MAOB
c=0 1697.85 Acido carboxilico
O-H 2664.01 Acido carboxilico
. W S
C=0 1733.92 Ester |
/o
C=C 1636.46 Vinilico v ﬁ
H C
\OH
C-H 2974.23
Cc=C 1606.39 Aromatico “ H
H
Cc-O 1294.47 y 1012.53 Unido al
benceno (éster)
Bandas de 1800-2200 Aromatico O-

combinacion

sustituido

Como se puede observar, el mondmero sintetizado cuenta con las bandas caracteristicas de
los enlaces correspondientes a los grupos funcionales de nuestra molécula. Esto debido a
gue la molécula de MAOB cuenta con un anillo aromatico, por lo que en el espectro
podemos observar un conjunto de bandas entre 1800 cm™ y 2200 cm?, la flexién C-H oop,
la encontramos a 749.12 cm™ y la tension C-H a 2974.23 cm™; lo anterior debido a que el
anillo se encuentra sustituido en la posicidon 1y 2, por lo tanto, tiene una orientacién orto.
También cuenta con una parte acida, por lo cual vemos que en el numero de onda 1697.85
cml, aparece una banda intensa, correspondiente al enlace carbonilo, y a 2664.01 cm?, se
observa otra banda caracteristica que corresponde al enlace O-H. Ademas, la molécula de

MAOB se compone por un éster, por lo cual, podemos ver en el espectro una banda bien
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definida a 1733.92 cm™, correspondiente al enlace C=0; también, se observa a 1636.46 cm

! una banda correspondiente al enlace vinilico.
11.2.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN-H).

En el espectro de RMN-'H (Figura 11), podemos observar que existen 8 tipos de protones
en nuestra molécula, lo cual, al comparar con nuestra molécula, podemos ver que son los
tipos de protones que estan presentes. El protén a, a un desplazamiento de 2.23 ppm. se
observa un singulete que integra para 3 H, por lo cual pertenece a los hidréogenos del metilo;
el protdon b, a 5.93 ppm. que integra para 1 H, correspondiente al hidrégeno vinilico que se
encuentra en posicion cis con respecto al metilo; El protdn c, un singulete que integra para
1 H, corresponde a otro de los hidrégenos vinilicos que se encuentra en posicién trans con
respecto al metilo, a 6.53 ppm.; Entre 7.25 ppm. y 8.20 ppm. existe una sefial multiple en 4
paguetes que integra para 4 Hy pertenecen al anillo aromatico (proténd, f, y g); finalmente,
el protén h, a 9.45 ppm. hay un singulete ancho que integra para 1 H correspondiente al

acido carboxilico.
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Figura 11. Espectro de RMN-'H del mondmero de MAOB.
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111.3 CARACTERIZACION DE LA SAL DE MAOB.

I.3.1 Espectrofotometria de infrarrojo por transformada de Fourier, con

reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

Se logré obtener un espectro de infrarrojo similar al obtenido anteriormente en el
mondémero, solo que ya no fue posible observar el enlace O-H que se encontraba en el acido
carboxilico, pues al ser una sal de potasio, el hidrégeno que se perdié en esta molécula fue
sustituido por un ion de K* (Figura 12), la molécula y los enlaces quimicos se encuentran en
la Tabla 3. El resto de los enlaces de los diferentes grupos funcionales, permanecieron

iguales.

3391.58
2359.10
181017

% Transmitancia
1140.07
8998.72

811.05

1029.22

40+

1283 .50

1585 .86
1460.23
1388 48

742 .05

201

1486.16

10+

b e  — et e e o e e e e .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de Ondas (cm-1)

Figura 12. Espectro de infrarrojo de nanoparticulas poliméricas de MAOB en forma de sal.
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Tabla 3. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro IR de la sal de MAOB.

Enlace Numero de onda (cm™) | Grupo funcional | Molécula de sal de MAOB
Cc=0 1585.86 Carbonilo de
éster 2
c-OK* 1642.77 Ester 2
H,C \C/EH,,
Cc=0 1642.77 |
S x
0 o
C-H 2359.10 Alifatico . I
\O'K+
Cc=C 1486.16 Aromatico ) .
H
c-0 1293.50y 998.72
Banda de 1700-2000 Aromatico O-
combinacion sustituido

En el espectro IR obtenido, se puede observar que las nanoparticulas dan como resultado
bandas caracteristicas de los enlaces correspondientes a los grupos funcionales de nuestra
molécula. Pues esta, al igual que el mondmero, cuenta con un anillo aromatico, por lo que
en el espectro podemos observar un conjunto de bandas entre 1700 cm™ y 2000 cm™, la
flexién C-H oop, la encontramos a 742.05 cm™ y la tensién C-H a 2359.10 cm™?; por lo que
sabemos que el anillo tiene una orientacion orto. Sin embargo, al realizar la reaccién de
polimerizacion hay dos cambios importantes en la estructura polimérica con diferencia a la
del mondédmero. La primera diferencia es que el enlace vinilico (C=C) que se encuentra en el
éster, en la estructura del mondmero, desaparece al realizar la reaccidn de polimerizacién,
por lo cual, en el espectrograma no veremos presente la banda caracteristica de este enlace

en la molécula de la sal de MAOB. La segunda diferencia es que, al formarse una sal,
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desaparecera la parte acida para dar lugar a un éster, por lo cual la banda del enlace O-H
del acido carboxilico que estaba presente en el mondmero, ya no estara presente en la

estructura de las nanoparticulas en forma de sal.

En cuanto al enlace carbonilo del éster que esta en la posicidon 1, podemos ver una banda a
1642.77 cm™, lo cual hace referencia a este enlace. El enlace carbonilo del éster que se
encuentra en la posicidon 2, o donde se encuentra la parte catidnica, podemos ver que su

banda correspondiente estd a 1585.86 cm™.

En la Figura 13, podemos observar una comparativa entre dos espectros IR, en el cual el
espectro en color azul representa el mondmero de MAOB y el espectro color negro

representa las nanoparticulas poliméricas en forma de sal potasica.

Transmitancia (u.a)

C=C

v T T T T T g T " T y
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de ondas (cm™)

Figura 13. Espectro IR comparativo entre MAOB y nanoparticulas poliméricas de MAOB en

forma de sal.
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111.4 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS.

111.4.1 Determinacion de tamaio de particula por medio de dispersiéon de luz
dinamica (DLS).

De acuerdo con la técnica de DLS, se obtuvo una distribucion de particula uniforme,

con un tamafio de 297.5 nm para la sal polimérica de MAOB, por lo cual se pudo

confirmar que el sistema era nanométrico.

25

20 [

-
()]
1

Intensidad (%)
=

0 *I*I*I*I*-*l*l*-*l/. H-E-H-H-B-E-E-E

T o ———u L
100 1000
Tamainio de particula (nm)

Figura 14. Distribucion de tamafio de particula.

111.5 ESTUDIO DE HIDROLISIS - LIBERACION.

En los estudios de hidrdlisis - liberacion se observé que las nanoparticulas liberan el farmaco
acido salicilico en los 3 pH’s, pero hay una mayor liberacion a menor tiempo a pH 1.2, pues
de los 10 mg colocados, se lograron liberar 5.5 mg al cabo de 2 horas con 30 minutos. Sin
embargo, en los pH’'s 6.8 y 7.4, la liberacidn se dio de manera similar, pero ligeramente por
debajo de la de pH 1.2, como se observa en la Figura 15 Para el estudio a pH 6.8 se obtuvo
una liberacion maxima a las 3 horas y media, liberdndose 4.2 mg al medio. Y para el estudio

a pH 7.4, se liberaron 4.3 mg a las 3 horas. El que se haya liberado mayor cantidad de
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farmaco en el medio a pH 1.2, puede ser atribuido a que ocurre una ionizacién del polimero

en forma de sal potasica en el medio de disolucién a pH acido.
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Figura 15. Hidrdlisis - Liberacion de acido salicilico a partir de MAOB, por medio de

nanoparticulas poliméricas en forma de sal.

11.6 EVALUACION DE LIBERACION DE ACIDO SALICILICO POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA
DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC/MS).

Se obtuvo el espectro de las nanoparticulas poliméricas de MAOB, el cual, de manera
cualitativa, por medio de la espectrometria de masas se obtuvieron los iones que
conformaban la molécula del acido salicilico, asi como su masa, obteniendo un ion
molecular de 138.17 m/z, al comparar con la bibliografia (Figura 16, inciso b), se confirma

la liberacion de acido salicilico (C7He03) al medio.
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Figura 16. a) Espectro de masas de acido salicilico obtenido a partir del medio de
liberacion. b) Espectro de referencia de acido salicilico, obtenido de NIST Standard

Reference Database 69: NIST Chemistry WebBook. ¥’

Il. 7 EVALUACION DE LIBERACION DE ACIDO SALICILICO POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA
DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR).

Se obtuvieron los cromatogramas del estandar de referencia de acido salicilico y de la
muestra problema, es decir, de las nanoparticulas poliméricas de MAOB. Observando que
la respuesta del pico de la muestra coincide con la respuesta del pico del estandar de
referencia, ya que el tiempo de retencidon del acido salicilico es similar entre ambas
muestras (Figura 17). Por lo cual podemos confirmar que efectivamente se liberd acido

salicilico al medio a partir de las nanoparticulas sintetizadas.
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Figura 17. Cromatogramas de acido salicilico a) estandar de referencia, b) muestra de

nanoparticulas poliméricas de MAOB.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

1. Se logrd sintetizar y purificar el monémero de MAOB, obteniendo un buen
rendimiento de 98.6 %, esto gracias a una reaccion de esterificacién por sustitucion
nucleofilica acilica del acido salicilico.

2. La correcta caracterizacién del mondmero se logré por medio de las técnicas FTIR-
ATR y RMN-'H, obteniendo resultados satisfactorios, pues se encontraron las
sefiales caracteristicas del mismo en cada una de las técnicas. Con la técnica de FTIR-
ATR se pudieron confirmar los grupos funcionales de la molécula y con la técnica de
RMN-H se pudieron definir los diferentes tipos de protones de esta.

3. Se sintetizaron nanoparticulas poliméricas a partir del mondmero propuesto e
igualmente se lograron caracterizar por medio de FTIR-ATR, obteniendo las bandas
caracteristicas principales de la molécula del polimero, por lo cual se pudo confirmar
que se efectud la reaccién de polimerizacion.

4. Finalmente, se logro realizar el estudio de hidrdlisis - liberacion de acido salicilico a
partir de las nanoparticulas poliméricas sintetizadas, esto realizado en 3 distintos
medios con pH’s fisiolégicos simulados, para después cuantificarlo por medio de
espectrofotometria UV-Vis, en la cual se demostré la sensibilidad a pH y
temperatura en los 3 medios, habiendo una mayor liberacién del fdrmaco a pH 1.2,
esto debido a la ionizacion del polimero en forma de sal potdsica en el medio acido.

5. Los resultados obtenidos pueden ser de suma importancia en nanomedicina y el
campo de nanoparticulas, pues es bien sabido que cada vez tienen mas impacto en
el desarrollo de nuevos sistemas de liberacién que ayuden a superar las limitantes
de los comunmente usados. Al tener sistemas de suministro de nanofarmacos a base
de profarmacos poliméricos, podemos proporcionar una administracién dirigida a
sitios especificos y lograr el efecto terapéutico deseado en el paciente, atravesar
barreras fisiolégicas especiales como la barrera hematoencefdlica, evitar la

liberacion y degradacién prematura del farmaco, asi como su toxicidad.
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6. Ademas, el dcido salicilico es ampliamente utilizado en diferentes patologias por sus
grandes propiedades antiinflamatorias, antitrombodticas, analgésicas y
antimicrobianas, y que mejor que poder combinarlo con un sistema nanométrico,
logrando un efecto rapido, dirigido y sin deficiencias de dosificacién, siendo como y

eficaz para el paciente.
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CAPITULO V. ANEXOS

Anexo 1. Curvas de calibracion.

Absorbancia
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Figura 18. Curva de calibracion a pH 1.2.
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Figura 19. Curva de calibracién a pH 6.8.
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Absorbancia
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Figura 20. Curva de calibracion a pH 7.4.
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