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l. Introduccion

1.1 Antecedentes

La salud humana se encuentra activamente amenazada por distintas enfermedades
que pueden ser dificiles de tratar con farmacoterapias convencionales como en los casos de
enfermedades degenerativas, autoinmunes, metabdlicas o cancer, solo por mencionar algunas
(Vilara, Tulla-Puche, & Albericio, 2012). Existe una gran cantidad de farmacos para el
tratamiento de la mayoria de las enfermedades, sin embargo, las formas farmacéuticas
convencionales no siempre logran brindar control adecuado sobre las cantidades de farmaco
necesarios en el sistema para que la terapia farmacoldgica sea exitosa, ya que muchas de las
veces son administradas dosis ineficaces o que resultan toxicas para el organismo
(Arredondo, 2009).

Se sabe que muy pocos farmacos logran unirse selectivamente al blanco o diana
terapéutica, por lo que, se necesita una herramienta para dirigir el farmaco al tejido u érgano
deseado para reducir la incidencia de dosis ineficaces y la toxicidad relacionada a la dosis.
Fue en afio 1906 cuando el médico Aleman Paul Ehrlich introdujo el concepto de “bala
magica” el cual hace referencia a liberacion de farmacos dirigida, lo cual hasta la actualidad
sigue representando un reto pues una vez seleccionado correctamente el farmaco para el
tratamiento se debe elegir el transportador de éste, el cual debe ser estable, no producir
interacciones, que se pueda eliminar correctamente del organismo y que no induzca la
activacion del sistema inmune (Cho, Wang, & Shin, 2008) (Sabyasachi, 2017).

Recientemente se han estudiado diferentes materiales poliméricos que funcionan
como novedosos sistemas de liberacion, como lo son los hidrogeles, las nanoparticulas y

microparticulas, segun sea su tamafio (Kreuter, 1996). Estos polimeros, que actian como




medio de transporte de farmacos, pueden ser sintetizados de distintos polimeros que en
combinacion pueden atribuirles distintas caracteristicas que confieren especificidad ante la
aplicacion deseada (Aguilar, 2007).

Las nanoparticulas son potencialmente Gtiles como transportadores de farmacos v,
cuando se combinan con ligandos dirigidos, pueden cumplir muchos atributos de una
"formula magica". Ademas, ofrecen varias ventajas potenciales que incluyen una mayor
eficacia e indice terapéutico, mejora en la respuesta farmacocinética, obtencion de tamafios
reproducibles con oportunidad de mejora de la superficie, capacidad para atrapar farmacos
tanto hidrofilos como lipofilos, aumento de la estabilidad del farmaco frente a la degradacion
enzimatica, entregando asi el farmaco atrapado intacto a varios tejidos y células para la
administracion dirigida y especifica del sitio y, por lo tanto, disminuyendo la toxicidad del
farmaco. El tamafio y otras caracteristicas se pueden manipular segn el medicamento y el
uso previsto del producto (Santa & Lépez, 2013) (Sabyasachi, 2017).

Se encuentra en investigacion y desarrollo una clase de polimeros nombrados
“inteligentes” ya que tienen la capacidad de responder, alterando su estructura ante diversos
estimulos externos fisicos, quimicos y bioldgicos, de los cuales la temperatura y el pH
resultan mas relevantes para posibles aplicaciones biomédicas (Fu, 2018) (James, 2014)
(Lanzalaco S. &., 2017).

En un estudio realizado por Magafia y colaboradores, se demostré que la molécula de
poli(acido 2 metacriloiloxi-0-benzoico) contiene un enlace hidrolizable del tipo éster que
tiende a hidrolizarse en funcién de pH y cuyo producto de degradacién es el acido salicilico,

actuando asi como polimero profarmaco (Magafia, y otros, 2016).




1.2 Justificacion

La N-isopropilacrilamida (NIPAAm) tiene un comportamiento particular que ha
hecho que se vuelva uno de los materiales poliméricos mas estudiados en la actualidad por
su termosensibilidad que es cercana a la temperatura corporal, por lo que resulta relevante su

estudio para posibles aplicaciones en el campo de la medicina.

En soluciones acuosas presenta una temperatura de transicion de fase cercana a los
32 °C, conocida como temperatura de solucion critica (LCST) por sus siglas en ingles. Este
fendmeno es producido porque las cadenas del polimero tienen grupos amida que son grupos

hidrofilos y grupos isopropilo que son hidrofobos (Boztepea, Kiinkul, & Yceer., 2020).

A temperaturas menores que su LCST (cerca de 32 °C), los puentes de hidrogeno
entre el polimero y el agua permiten que se hinche la estructura donde el agua ocupa los
espacios vacios entre las cadenas del polimero, mientras que a temperaturas superiores de su
LCST las cadenas se deshidratan y colapsan abruptamente. Pudiendo asi aprovechar estas

propiedades para adaptarlas a sistemas de liberacion de farmacos.




1.3 Objetivo general

Sintetizar una serie de microgeles termosensibles a base de N-isopropilacrilamida

(NIPAAmM) copolimerizados con diferentes porcentajes de acido metacriloiloxi-o-benzoico

(MAOB), para liberacion de acido salicilico a partir de la hidrdlisis de MAOB.

1.4 Objetivos especificos

Sintetizar y caracterizar el mondémero acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB).
Sintetizar microgeles de NIPAAm copolimerizados con MAOB en diferentes
porcentajes desde 5% al 20%.

Caracterizar los microgeles obtenidos determinando el tamafio y temperatura de
transicion.

Estudiar/cuantificar el contenido de acido por medio de titulacion.

Estudiar/cuantificar la liberacion de &cido salicilico a partir de MAOB.




Il. Marco tedrico

11.1 Sistemas de liberacion de farmacos

Los sistemas de liberacion de farmacos (DDS, por sus siglas en ingles Drug Delivery
System) son dispositivos o formulaciones farmacéuticas que ayudan a que se lleve a cabo la
liberacion controlada o dirigida de un agente terapéutico en el cuerpo humano mejorando asi
su seguridad y eficacia al controlar la velocidad, tiempo y lugar de liberacion del principio

activo (Kewal, 2008) (Sabyasachi, 2017).

Comuanmente los farmacos presentan deficiencias debido a sus caracteristicas
farmacocinéticas, farmacodindmicas y fisicoquimicas. Con el objetivo de mejorar al maximo
la respuesta terapéutica se desarrollaron sistemas de liberacion modificada que, a diferencia
de los sistemas de liberacion de farmacos convencional que liberan de manera inmediata el
principio activo, estos tienen como posibilidad que se pueda realizar la liberacion del farmaco
en un sitio mas especifico y se puede mantener relativamente estables las concentraciones de
farmaco en la sangre, tejidos u 6rganos, mejorando asi la biodisponibilidad (Saez, 2004)

(Vargas, 2015) (Hernandez, 2010) (Patel, 2016) (Rojas, 2016) (Aguirre, 2017).

Las formas farmacéuticas de liberacion modificada tienen como objetivo comun
suministrar al organismo una cantidad terapéutica de farmaco en el sitio apropiado, en un
tiempo adecuado y que la concentracion efectiva sea mantenida (Fig. 1). De esta manera se
logran disminuir la incidencia en terapias ineficaces o toxicas (Gennaro, 2003) (Ministerio

de sanidad y consumo, 2015).
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Figura 1. Representacion de niveles de concentracion plasmatica después de la
administracion de un farmaco a partir de una forma farmacéutica de liberacion controlada
(LC), liberacién inmediata (L) y liberacion sostenida (LS).

Caracteristicas y definicion de las distintas formas farmacéuticas orales de liberacion

controlada (Fig. 2):

Formas farmacéuticas de liberacion sostenida: Inicialmente se libera una cantidad
de farmaco para obtener la respuesta deseada inicial de forma rapida, posteriormente se libera
una cantidad adecuada y constante para que la velocidad de absorcion del farmaco sea igual
a la velocidad de eliminacion durante un tiempo prolongado (10 a 24 horas). Presentan una
cinética de liberacion del farmaco de orden cero, manteniendo la concentracion plasmatica

del farmaco constante (sufié, 2002).




Formas farmacéuticas de liberacion prolongada: El farmaco se libera inicialmente
en la cantidad suficiente para producir la accion terapéutica o en un ligero exceso que no sea
toxico para el organismo, posteriormente de libera lento y a una velocidad que no siempre es
igual a la velocidad de eliminacién. Estas formas farmacéuticas presentan una liberacion
lenta pero no constante, observandose un nivel plasmatico que varia dentro del margen

terapéutico (sufié, 2002).

Formas farmacéuticas de liberacion repetida: Son aquellas que inicialmente
proporcionan una dosis simple de farmaco y a un tiempo posterior liberan otra dosis similar;
en el intervalo de tiempo entre la liberacion de una dosis y otra, no existe liberacion de
principio activo. Se trata de liberar el farmaco en dos 0 més dosis iguales espaciadas en el

tiempo (sufié, 2002).

Formas farmaceéuticas de liberacion retardada o diferida: Liberan el principio
activo después de transcurrido un tiempo de latencia, por lo que no se obtienen niveles
plasmaticos del farmaco hasta que la forma farmacéutica se encuentre en la zona del tracto

digestivo en donde se desea que se active el sistema (sufié, 2002).
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Figura 2. Representacion de los perfiles de concentracion plasmatica segun la forma
farmacéutica.




Durante las Gltimas décadas ha recibido mucha atencion el desarrollo y aplicacion de
materiales poliméricos como sistema de liberacion controlada ya que ofrecen mayor control
y especificidad, para lograr terapias farmacoldgicas exitosas que, ademas, de resultar mas
cémodo para el paciente, se pueden disminuir los efectos no deseados (Arredondo, 2009)

(Enas, 2013) (Nikkolaos, 1993).

11.2 Sistemas polimeéricos de liberacién de farmacos

El desarrollo de polimeros ha proporcionado a los cientificos con un gran catalogo de
estructuras quimicas, que sigue creciendo debido al desarrollo de nuevos métodos de
polimerizacion y la sintesis de nuevos mondmeros. Las diversas metodologias sintéticas con
que se cuenta no solo permiten una estructura quimica adecuada si no también una
modulacion exacta de las propiedades fisicoquimicas de estos, lo cual permite la posibilidad
de encontrar un material polimérico que cumpla con las especificaciones necesarias en un
gran rango de aplicaciones. La nanomedicina no es una excepcion y se encuentran polimeros
gue poseen caracteristicas necesarias en esta Adrea como biodegradabilidad,

biocompatibilidad, baja o nula inmunogenicidad y citotoxicidad.

La ventaja que ofrecen los polimeros y sus métodos de sintesis permite no solo el
control de su naturaleza quimica y propiedades fisicoquimicas, sino que ademas permiten la
facil modificacion de estos, durante o luego de su sintesis lo cual proporciona un mayor rango

posibilidades de ser usados como nanotransportadores (Santa & Lépez, 2013).




11.3 Hidrogeles

Un hidrogel es definido como una red polimérica tridimensional producto del
entrecruzamiento de uno 0 mas monomeros (Fig. 3), los cuales se pueden obtener en forma
de nanoparticula, microparticula o en masa que se hincha al estar en contacto con agua y que

no se disuelve en ésta ya que el agua rellena Unicamente los espacios intermoleculares.

Punto de entrecruzamiento

<
=
<— 4 Cadena
polimérica
Estado

colapsado
Estado hinchado

Figura 3. Representacion de un hidrogel en estado colapsado e hinchado. Asi como de las
cadenas y puntos de entrecruzamiento.

Su capacidad de absorber agua se debe a los grupos funcionales hidrofilicos presentes
en su estructura como -OH, -CONH-, -CONH:-, -COOH y -SOsH. Gracias a esta propiedad
y que ademas presenta buena biocompatibilidad por ser blando y elastico se han vuelto de
gran interés para el area biomédica, siendo uno de los primeros biomateriales con aplicacion

en el cuerpo humano (Arredondo, 2009) (Kopecek, 2007).

Comunmente en el estado hinchado de un hidrogel la fraccion masa de agua es mayor

que la fraccion masa del polimero (Enas, 2013) (Kopecek, 2007).
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I1.4 Nano y microparticulas

Durante los Gltimos afios se ha buscado incorporar la nanotecnologia en los sistemas
de liberacion de farmacos pues ofrecen ventajas como lo son una administracion especifica
y/o control en el tiempo de liberacion de fa&rmacos de distintos tamarios, asi como de otros
agentes bioactivos. Generalmente se clasifican como nanoparticulas a aquellas que se

encuentran en un tamafio de 10 a 1000nm (Rojas, 2016) (Jauregui-Haza, 2012).

La nanotecnologia farmacéutica se centra en incorporar los agentes terapéuticos en
sistemas biocompatibles como lo son las nanoparticulas, sistemas micelares y sus
conjugados. Estos sistemas ofrecen muchas ventajas en la administracion de farmacos, pero
enfocados principalmente en mejorar la eficacia y seguridad de éstos, por ejemplo,
mejorando la biodisponibilidad, extendiendo el efecto del principio activo y/o evadir la
degradacion quimica o enzimatica de los agentes terapéuticos (Mehrdad, Amir, & Pedram,

2008).

Como parte de los sistemas particulados a nanoescala encontramos las nanoparticulas
de hidrogeles, mejor nombradas como nanogeles, estos sistemas poseen las caracteristicas de
las nanoparticulas y los hidrogeles al mismo tiempo como lo es la hidrofilia, flexibilidad,
gran capacidad de absorber agua por lo que tienen buena biocompatibilidad. Mientras que al
mismo tiempo tienen todas las ventajas de las nanoparticulas como su una larga vida en
circulacion y la posibilidad de ser dirigido a la biofase deseada ya sea de manera pasiva o

activa, como podria ser los sitios tumorales (Jauregui-Haza, 2012).

Los microgeles tienen dimensiones coloidales con diametro en estado hinchado entre

100 nm y 5 um (Karg & Hellweg, 2009).
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I1.5 Polimeros que responden a estimulos o polimeros inteligentes.

Se define como polimero que responde a estimulos o polimero inteligente a aquel que
responde fisica y/o quimicamente a estimulos ambientales como temperatura, pH, luz, campo
eléctrico, iones y moléculas bioldgicas. De los que resultan més relevantes para aplicaciones

biomédicas son los que responden a pH y temperatura.

Los polimeros que responden a la temperatura presentan en su estructura un buen
equilibrio hidrofébico- hidrofilico, y pequefios cambios de temperatura alrededor de la
temperatura critica hacen que las cadenas colapsen o se expandan respondiendo a los nuevos
ajustes de las interacciones hidrofobicas e hidrofilicas entre las cadenas poliméricas y los

medios acuosos (Aguilar, 2007).

Estan a la vanguardia de la tecnologia de administracion de farmacos, ya que han
mostrado una respuesta rapida a pequefios cambios en el ambiente, lo que se traduce en
cambios significativos en su microestructura y en las propiedades fisiologicas y quimicas.

segun lo deseado (Grainger, 2010) (Kuckling, 2011).

11.6 N-isopropilacrilamida (NIPAAmM)

La NIPAAm es un polimero sensible a la temperatura que ha sido ampliamente
estudiado con multiples aplicaciones biomédicas, debido a que presenta una temperatura de
transicion reversible del estado hinchado/colapsado muy cercana a la temperatura corporal
(cercana a los 32 °C). A temperaturas menores de su LCST de transicion las cadenas, en
presencia de agua, se hidratan expandiéndose y a temperaturas mayores se deshidratan y
colapsan. Este fendmeno se debe a la presencia en su estructura de grupos isopropil que le da

caracter hidrofébico y grupos amida, hidrofilicos (Fig. 4) (Li, 2006) (Lanzalaco s. A., 2017).
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Muestra una transicion de fase de volumen Unica en la que a temperaturas inferiores
a su LCST mantiene un estado hidrofilico con estructura expandida o hinchada, a
temperaturas mayores que su LCST se vuelve relativamente hidrofobica con un estado
deshidratado o colapsado llamado estructura colapsada. La presencia de grupos hidrofilos e
hidrofobos dentro del polimero neutro es responsable de este comportamiento reversible de
sol-gel del homopolimero NIPAAmM en soluciones de agua. La reversibilidad de los estados
hidrofilicos / hidrofobicos se produce al variar la temperatura por debajo o por encima del
valor LCST (32 °C). La LCST es la temperatura por encima de la cual el gel se vuelve
insoluble en un ambiente acuoso. LCST depende de la concentracién critica de gel (CGC).
ElI LCST depende principalmente del enlace de hidrégeno entre las moléculas de agua y la
estructura de las unidades funcionales de monémero del polimero NIPAAm; es decir, enlaces

N-HyC =0 (Lanzalaco S. &., 2017) (Guan & Zhang, 2011).

Hinchado colansado
r 5 N/ A N\
Grupos X
polares Grupos
\ ‘, apolares
\ O /
(. >
) ¥
f\) B)

Figura 4 A) Estructura quimica de NIPAAm, B) representacion de su conformacién fisica
segln la temperatura.
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La NIPAAm como acarreador de fArmacos combina las ventajas de los hidrogeles y
las nanoparticulas. Ventajas tales como hidrofilia, flexibilidad, alta capacidad de absorcion
de agua y la buena biocompatibilidad, son caracteristicas de los hidrogeles, mientras que las
ventajas, como la larga vida util en circulacion y la posibilidad de ser dirigida activa o
pasivamente a la biofase deseada, sitios tumorales, se originan a partir de su tamafio que cae

en el rango coloidal (Guan & Zhang, 2011).

11.7 Profarmacos

Un profarmaco es un compuesto farmacoldgicamente inactivo el cual es transformado
por procesos metabdlicos y/o quimicos a una sustancia activa. Hoy en dia aproximadamente
el 10% de los farmacos terapéuticamente utilizados son profarmacos y cerca de la mitad de
éstos son hidrolizados a su forma activa en particular la hidrolisis de ésteres (Fig. 5.)

(Kelemen, Hancu, Rusu, Erzsébet, & Székely Szentmiklosi, 2016).

H,C~_O

Enalapril Simvastatina

Figura 5. Ejemplos de estructuras de profarmacos utilizados en la actualidad.
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El término profarmaco ha sido utilizado desde finales del siglo XIX, pero fue hasta
finales de la década de 1950 cuando Adrien Albert introdujo por primera vez especificamente
el término “profirmaco” para compuest0oS que por si mismos son inactivos, pero por procesos

de bioactivacion se obtiene el derivado activo (Fig. 6.) (Abet, Filace, Recio, & Alvarez-

Builla, 2016).
I Profirmaco l
Membrana

Efecto Biotransformacién
farmacolégico g @ C

Fig. 6. Representacion esquematica de un profarmaco disefiado para lograr atravesar una
membrana celular.

El desarrollo de polimeros profarmacos tiene distintos objetivos de los que se
destacan principalmente: mejorar la solubilidad acuosa del farmaco, mejorar la absorcion y
permeabilidad de membranas, reduccion de los efectos secundarios y metabolizacion del

farmaco. También se pueden clasificar segun la fase en la que se desee intervenir. En la fase
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farmacéutica se busca mejorar la solubilidad, la estabilidad quimica, mejorar las propiedades
organolépticas y/o disminuir la irritacion local que puede provocar. En la fase
farmacocinética mejorar la absorcion, modular el metabolismo, mejorar la biodisponibilidad,
liberacion selectiva hacia el érgano o tejido diana. Para la fase farmacodinamica se busca

principalmente disminuir la toxicidad (Abet, Filace, Recio, & Alvarez-Builla, 2016).
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I11. Experimental

I11.1 Reactivos y solventes

Acido clorhidrico (HCI)

Acido salicilico (grado reactivo, Sigma-Aldrich Inc.)
Agua desionizada

Anhidrido metacrilico (Sigma-Aldrich Inc.)
Diclorometano (DCM) (Sigma-Aldrich Inc.)
Dimetacrilato de etilenglicol (EDGMA)
4-Dimetilaminopiridina (DMAP) (Sigma-Aldrich Inc.)
Eter etilico (Productos Quimicos Monterrey S.A. de C.V.)
Hexano (Sigma-Aldrich Inc.)

Hidroxido de sodio (NaOH) (J.T. Baker)

Metanol (Productos Quimicos Monterrey S.A. de C.V.)
N-isopropilacrilamida (NIPAAm) (Sigma-Aldrich Inc.)
Nitrogeno grado alta pureza (INFRA S.A. de C.V.)
Persulfato de amonio (APS) (Sigma-Aldrich Inc.)

Sulfato de magnesio anhidro (MgSO4) (Spectrum Chemical Mfg. Corp.)
Trietilamina (TEA)
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111.2 Sintesis de acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB)

Se realizé la sintesis de MAOB (Fig. 7) agregando 6.91 g de acido salicilicoy 0.49 g
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) a un matraz bola, como solventes se agregaron 8.42 mL
de trietilamina (TEA) y 20 mL de diclorometano (DCM), manteniendo una agitacion
constante. Esta reaccion se realizé a 0 °C en un bafio de hielo. Una vez disuelto el contenido,
se agreg6 gota a gota por medio de una bomba de adicion 7.50 g de anhidrido metacrilico
durante 3 horas. Una vez concluido esto, se mantuvo la reaccién en agitacion a temperatura

ambiente durante 24 h.

o oH
o -
o o o
DMAPRTEAMDCM SO0
el
24h + H
0
Acido Anhidrido Acido
Salicilico Metacrilico 2-MBA Metacrilico

Figura 7. Ruta de sintesis de MAOB

Concluidas las 24 horas, la solucion se transfirido a un vaso de precipitado a 0 °C
manteniendo en agitacion constante. La solucion se llevé a pH acido con HCI 3 N, formando
asi un precipitado. A esta solucion se le realiz6 una extraccién en un embudo de separacién
con 20 mL éter etilico y posteriormente se hicieron 2 lavados, uno con 20 mL una dilucién

de HCIl y uno con 20 mL de agua destilada.
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A la fase organica resultante se le agregé MgSO4 anhidro para eliminar el exceso de
aguaen la solucion y después fue filtrada a vacio y vertida en un recristalizador, para evaporar
el solvente se mantuvo reposando en campana durante un dia. Al sélido obtenido de la
recristalizacion se lavd al vacio con un filtro primero con 30 mL de agua destilada a
temperatura ambiente y después con 30 mL de agua a 40 °C. Se repitio en tres ocasiones el
lavado para eliminar impurezas, después del lavado, el producto se transfiridé a un vaso de
precipitado y se disolvid en metanol y posteriormente se vertié en un recristalizador y se seco

un dia en campana.

Para la purificar el producto, se raspé del recristalizador, se procedio a llevar toda la
cristaleria y embudo, a 60 °C en una estufa y se calenté hexano a 60 °C, se disolvio el
mondmero en el hexano caliente y se filtro en caliente se procedié a verter la solucion en un
recristalizador y se dej6 un dia en campana. Finalmente, el producto fue secado durante 1 dia

en estufa de vacio a 40 °C, una vez seco fue raspado y pesado.

111.3 Cromatografia de capa fina

Se realiz6 una cromatografia de capa fina (TLC) para evaluar la pureza del producto
obtenido. Se preparé una solucién estandar y una de la muestra, la solucion estandar se
prepard en un tubo Eppendorf disolviendo 30 mg de &cido salicilico en 1 mL de metanol y la
solucion muestra se prepar6 con 30 mg de MAOB en 1 mL de metanol. Como eluyente se

utilizaron 3 mL de una solucion 50:50 de acetato de etilo/hexano.
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I11.4 Analisis de infrarrojo

Para este andlisis se utilizd el equipo ATR Thermo sicentific modelo Nicolet iS5. El
equipo fue limpiado con etanol para su utilizacion, posteriormente se hace una lectura blanco
para descartar las bandas que pudiera arrojar debido al medioambiente. Se agreg6 cantidad
suficiente para cubrir la superficie del detector y se ajusta la punta diamante para su correcta
utilizacion, finalmente se hace un barrido de 16 lecturas para obtener el espectro infrarrojo

del compuesto sintetizado.

I11.5 Purificacion de NIPAAmM

La purificacion de NIPAAm se realiza con 25 g de NIPAAm por cada 200 mL de
hexano. Se agregd hexano a un matraz Erlen Meyer y se calentd en el bafio de agua hasta que
el hexano logre la temperatura de 45 °C. Se agreg6 los 25 g de NIPAAm hasta disolver por
completo, una vez disuelto se filtrd en caliente para eliminar cualquier impureza. Tapar y
enfriar a temperatura ambiente, una vez cristalizado se filtra al vacio lavando con hexano frio
y secar en campana. Nota verificar que los cristales tengan un color blanco, si se observan

amarillentos proceder con mas lavados de hexano frio o repetir la purificacion.

111.6 Sintesis de microgeles NIPAAM-MAOB
Se llevd a cabo la sintesis de microgeles de NIPAAm con distintos porcentajes de
MAOB, en las siguientes proporciones 5, 15, 17.5 y 20 %. Los célculos de todas las

reacciones se realizaron para 0.5 g de NIPAAm.
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111.7 Microgel NIPAAM-MAOB 5%

Se toma como referencia que 0.5 g de NIPAAm corresponde a 100 % al cual se restara
el porcentaje deseado correspondiente al contenido de MAOB en el microgel en este caso 5
% por lo que: % NIPAAm = (100 % —5 %) =95 %, asi el cociente resultante sera
multiplicado por los 0.5 g iniciales para conocer la cantidad que corresponde en gramos:

Monémero NIPAAm = (0.5 g)(0.95) = 0.475 g .

Para calcular la cantidad de comonémero MAOB correspondiente a 5 % es el cociente

del porcentaje y los 0.5 g de referencia por lo que MAOB: (0.59)(0.05) = 0.025g.

Es importante calcular los moles que corresponden la cantidad de monémero y
comondmero ya que, en base a los moles totales, es decir, de la suma de los moles de
NIPAAM y MAOB, se va a calcular la cantidad necesaria de entrecruzante dimetacrilato de

etilenglicol (EGDMA) 5 % y de iniciador persulfato de amonio (APS) 2 %.

Para realizar la sintesis, se mezcl6 en un matraz bola 0.475 g de NIPAAmM
previamente purificado y 0.025 g de MAOB con 50 mL de agua Mili Q, se afiadi¢ 40.7 uL
de EGDMA (5 %) que actla como entrecruzante en la polimerizacion. Para mantener el
ambiente de la reaccién inerte, es decir, sin presencia de oxigeno, se desgasificd inyectando

con gas nitrégeno a flujo constante y manteniendo en agitacion por 30 minutos.

Una vez concluido el tiempo de desgasificacion, se calentd la reaccion en un bafio de
aceite a 85 °C por 30 minutos con agitacion constante. Pasado este tiempo con ayuda de una
jeringa se agreg6 0.394 mL de APS manteniendo en calentamiento en el bafio de aceite a 85
°C con agitacion constante durante 45 minutos. Finalizado el tiempo verter la solucion en un

matraz Erlen Meyer dentro de un bafio de hielo.
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111.8 Purificacion por dialisis y liofilizado

Para eliminar los remanentes de la reaccion se purifico por medio de diélisis. Se
agregaron las soluciones obtenidas de la sintesis del microgel en una membrana para dialisis
con tamafo de poro de 12-14 kD y se mantuvieron en aproximadamente 1 litro de agua

destilada por 7 dias a temperatura ambiente, cambiando el agua cada 24 horas.

Una vez purificadas se agregd a un vial de vidrio 15mL de la solucion de los

microgeles y se llevd a congelar, una vez congelados se sometio al proceso de liofilizado.

111.9 Determinacién de tamafio de particula

El tamafio de particula es analizado por medio de la técnica de dispersion de luz
dindmica (DLS) en el equipo Zetasizer Nano NS (Malvern Instruments). Se realizaron dos
mediciones de las formulaciones, la primera una vez purificada la muestra y una segunda

medicion una vez que la muestra fue liofilizada.

Las muestras deben estar de manera liquida para a ser analizadas con una
concentracion de 1 mg/mL, de esta solucion se toma 1 mL de la solucién de cada una de las
formulaciones de microparticulas y se determiné el tamafio de particula para comprobar que
exista solamente una distribucion del tamafio de particula. Esta muestra es colocada en una
celda especial del equipo, se analiza a una temperatura ambiente de 25 °C y con un minimo

de 16 lecturas por muestra por triplicado.
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111.10 Determinacion de la temperatura de transicion

Este andlisis se realiza en el mismo equipo Zetasizer Nano NS (Malvern Instruments)
donde se coloca 1 ml de muestra de cada una de las preparaciones en una celda especial del
equipo, este analisis se realiza para obtener el comportamiento de la microparticula respecto
al cambio en la temperatura desde 20 a 50 °C, este se realiza con un aumento de temperatura

de 2 °C y se mide el tamafio de particula en cada una.

111.11 Determinacién del contenido de MAOB por titulacién acido-base

Se prepararon soluciones de NaOH 0.05 N y HCI 0.05 N, las cuales fueron valoradas
y filtradas respectivamente.

La determinacion del contenido de &cido se llevd por medio de una valoracion
potenciométrica. Se resuspendieron 50 mg del liofilizado en 5 mL de agua purificada
desionizada. Se obtuvo el valor del pH inicial de la solucién, se agregé NaOH 0.05 N hasta
llegar a pH 11y se retitulé con HCI 0.05 N agregando 25 pL cada 8 segundos hasta llevar a
pH 3, registrando el valor de pH resultante de cada adicion de HCI 0.05 N.

Este procedimiento se repitié para los microgeles de cada porcentaje y con ellos se

determind la cantidad de &cido en cada muestra.

111.12 Analisis infrarrojo de los microgeles
Para este andlisis se utilizd el equipo ATR Thermo sicentific modelo Nicolet iS5. El
equipo fue limpiado con etanol para su utilizacion, posteriormente se hace una lectura blanco

para descartar las bandas que pudiera arrojar debido al medioambiente. Se agreg6 cantidad
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suficiente para cubrir la superficie del detector y se ajusta la punta diamante para su correcta
utilizacion, finalmente se hace un barrido de 16 lecturas para obtener el espectro infrarrojo

del compuesto sintetizado. Se repitid este mismo proceso para cada microgel.

111.13 Estudio hidrdlisis-liberacion

Para este estudio se colocaron 15 mg del microgel en una membrana de diélisis con 5 mL
de medio, en este caso, buffer pH 7.4, una vez cerrada la membrana se coloca en un vaso con
45 mL del mismo medio. Se coloc6 en un oscilador VWR Shel Lab a 75 rpm, este fue
calentado previamente a 37 °C. Para el muestreo se tomd 1mL del medio a los 15 min, 30
min, 1hr, 2hr, 3hr, 4hr, 24hry 72hr, Se colocé en un tubo Eppendorf, recuperamos el mililitro

agregando 1mL de buffer. Se analiz6 por espectrofotometria UV a 235nm.
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IV. Resultados y discusion

IV.1 Sintesis y caracterizacion de MAOB
Se llevo a cabo la sintesis la cual se obtuvo un solido blanco (Fig. 8). Se realizé TLC
como prueba primaria de pureza de la sintesis de MAOB. Este proceso obtuvo un rendimiento

del 80 %, el cual fue analizado por infrarrojo.

Figura 8. Sélido de MAOB.

Con el espectro del infrarrojo (Fig. 9) podemos corroborar que aparecen las bandas
indicativas de nuestra estructura, tenemos a 1739 cm™ el estiramiento del carbonilo (C=0)
del éster, en la banda 3070 cm* el estiramiento =C-H (sp?), a 1692 cm™ el estiramiento C=0,
del carbonilo del acido carboxilico, ademés el estiramiento C=C (no aromaético),
caracteristico de un monoémero a 1619 cm™. Cuando se forma en polimero, se pierde ese
doble enlace. Ademas, bandas de intensidad débil entre 1800 a 2000 cm™, caracteristicos de

compuestos aromaticos.
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Figura 9. Espectro FTIR de MAOB

V.2 Sintesis y caracterizacion de microgeles NIPAAM/MAOB

Se obtuvieron microparticulas de NIPAAM/MAOB (Fig. 10) a los diferentes
porcentajes los cuales, caracterizadas por medio de dispersion de luz dinamica, nos muestra
los diferentes tamafios de las microparticulas a 25 °C, asi como su indice de polidispersidad
(PDI), los cuales se muestran en la Tabla 1, en esta se muestra los tamafios de particula en

estado de diélisis y liofilizado.

Con el espectro infrarrojo de NIPAAm (Fig. 11) podremos corroborar la sintesis entre ambos
monomeros, tomandose como referencia que la molécula de NIPAAm arroja una banda a los

3276 cm™* debido al enlace de vibracion de estiramiento de N-H, una banda a los 3071 cm™
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por el enlace de estiramiento C-H tipo sp?, una a 2969 cm™ de enlace de estiramiento de C-
H sp?, un banda a los 1657 cm™ por el enlace de estiramiento del C=0, una a los 1620 cm™
debido al enlace de doblamiento de N-H, 1544 cm™ C=C, una a los 1465 cm de doblamiento

de CH2 y un enlace de estiramiento del C-N a los 1247 cm™,

H3C CH3
0 NH
%C/
HsC i
C
/ ™
H,C
OoO—— -X n
O TH
C
\ \O

Figura 10. Estructura de los microgeles de NIPAAmM-MAOB.

Los resultados obtenidos corroboran de la mejor manera que los datos se encuentran

con una distribucion homogénea y con un PDI inferior al 0.25.

Los hidrogeles recuperados por liofilizado presentan estabilidad a este proceso pues

mantienen un tamafio muy similar al obtenido antes de someterlos a dicho proceso.
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Figura 11. Espectro infrarrojo de NIPAAmM

Tabla 1. Tamafio de microparticulas de NIPAAM/MAOB a 25 °C

5% 669.3 |0.101 747.8 575.9 0.053| 620

15% 413.7 0.05 4425 419.4 0.098| 524.8
17.50% 486.8 |0.097 541.8 531.1 0.077| 581.7

20% 382.6 |0.035 404.3 424.2 0.09 | 468.2
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Como se muestra en la tabla 1 podemos observar que se mantiene un PDI bajo (menor
a 0.25) lo que nos indica que el tamafio de particula de la poblacion es homogéneo, se puede
observar de forma mas visual en las Figuras 12 a la 15. También a pesar de que no es
tendencia, a medida que se aumenta el porcentaje de copolimero cargado en el microgel el

tamanio de particula es menor.

Distribucion de tamaiio microgel NIPAAm/MAOB 5%
23
20 H
. 13 A .
= —— Microgel crudo
i —— Microgel liofilizado
= 10 4
=
5 4
0 4
T T T T
0.1 1 10 100 1000 10000
Tam afio (d.nm)

Figura 12. Gréfico de distribucién de tamafio de particula de los microgeles
NIPAAM/MAOB 5%, recién purificados y resuspendidos una vez liofilizados.
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Distribucion de tamaiio microgel NIPAAm/MAOB 15%
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Figura 13. Gréfico de distribucién de tamafio de particula de los microgeles
NIPAAM/MAOB 15% recién purificados y resuspendidos una vez liofilizados.
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Figura 14. Gréfico de distribucién de tamafio de particula de los microgeles
NIPAAM/MAOB 17.5% recién purificados y resuspendidos una vez liofilizados.
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Distribucion de tamaiio microgel NIPAAm/MAOB 20%
25
20
. 13 .
o —— Microgel crudo
é: —— Microgel liofilizado
= 10 -
=
5 4
0 4
T T T T
0.1 1 10 100 1000 10000
Tamafio (d.nm)

Figura 15. Gréfico de distribucién de tamafio de particula de los microgeles
NIPAAM/MAOB 20% recién purificados y resuspendidos una vez liofilizados.

V.3 Efecto de la temperatura en el tamafo del microgel

Una de las caracteristicas de los microgeles de N-isopropilacrilamida que resultan
relevantes es su temperatura de transicion la cual es cercana a los 32 °C. En las gréaficas de
colapse de tamafio respecto aumenta la temperatura podemos observar el efecto del

porcentaje de copolimero en la temperatura de transicion del microgel.

En las figuras 16 a la 20 podemos observar que la temperatura de transicién de las

diferentes formulaciones, incluyendo el microgel de NIPAAmM puro, se mantiene entre 28 y
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32 °C, siendo en el caso del microgel con mayor contenido de copolimero la temperatura de

colapse fue mas gradual iniciando a los 28 °C.

Microgel NIPAAm 100%
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400

330 4
o 300 -
T 250

200

130 T T T T T T T

13 20 23 30 33 40 45 30 33
Temperatura (°C)

Figura 16. Gréfico de colapso de tamafio respecto a la temperatura del microgel NIPAAmM
100%.

32



Tamafio (dnm)

1000

200

200

T00

600

300

400

300

Microgel NIPAAmM/MAOB 5%

15

23 30 33 40 45

Temperatura (°C)

50

35

Figura 17. Gréfico de colapso de tamafio respecto a la temperatura del microgel

NIPAAM/MAOB 5%.
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Figura 18. Gréfico de colapso de tamafio respecto a la temperatura del microgel

NIPAAM/MAOB 15%.
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Tamafio (dnm)
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Figura 19. Gréfico de colapso de tamafio respecto a la temperatura del microgel
NIPAAM/MAOB 17.5%.
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Figura 20. Gréfico de colapso de tamafio respecto a la temperatura del microgel
NIPAAM/MAOB 20%.

V.4 Determinacion del contenido de MAOB por titulacion potenciométrica.
Este andlisis nos da un claro panorama de la cantidad de &cido que tiene cada
microparticula ya que por medio de la retrotitulacion se pueden cuantificar el nimero de

grupos acidos que componen a la molécula.

En la tabla 2 se puede observar los porcentajes de acido obtenido de manera
experimental y de manera tedrica, con ellos observamos si la incorporacion en mayor o menor

que lo propuesto.

36



Tabla 2. Contenido en porcentaje de copolimero acido obtenido respecto los valores
esperados

% MAOB teorico 5 15 175 20
% MAOB obtenido 4.79 11.35 17.58 24.4

A continuacion, en las figuras 21 a la 24 se muestran los graficos de la retrotitulacion

y la determinacion de porcentaje de grupos acidos de cada una de las formulaciones.

Microgel NIPAAm-MAOB 5%
Primera derivada

0.040

0033 +

0.030

00235

0.020 ~

dpH/ dHC]

0013 ~

0.010

0.003 +

0.000 T T T T T T
] 100 200 300 400 300 600 T00

Volimen de HCI (ul)

Figura 21. Curva de titulacion para microgel NIPAAM-MAOB 5%. El recuadro interior
muestra la derivada y los picos maximos representan el punto de equivalencia.
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Microgel NIPAAm-MAOB 15%
Primera derivada

0.03

0.04 +

0.03

dpH/dHCI

0.01

0.00 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Volimen de HCI (ul)

Figura 22. Curva de titulacién para microgel NIPAAM-MAOB 15 %. El recuadro interior
muestra la derivada y los picos maximos representan el punto de equivalencia.
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Microgel NIPAAmM-MAOB 17.5%
Primera derivada

0.020

0018

0016

0.014 +

0012

0.010 S

0.008

dpH/ dHC]

0.006

0.004

0.002 +

0.000 +

0 200 400 600 300 1000 1200 1400

Volamen de HCI (ul)

Figura 23. Curva de titulacion para microgel NIPAAM-MAOB 17.5%. El recuadro interior
muestra la derivada y los picos maximos representan el punto de equivalencia.
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Microgel NIPAAm-MAOB 20%
Primera derivada

0.020

0013

0.010

dpH/dHC]

0.003

0.000

] 200 400 600 800 1000 1200 1400

Volamen de HCI (ul)

Figura 24. Curva de titulacion para microgel NIPAAM-MAOB 20%. El recuadro interior
muestra la derivada y los picos maximos representan el punto de equivalencia.

IV.6 Analisis infrarrojo de los microgeles

La estructura quimica de los microgeles arrojo el espectro que podemos observar en
la figura 25. En la figura 26 podemos encontrar el comparativo de los espectros IR de los
monomeros que se puede tomar como referencia para observar la presencia y cambio de las
sefiales en el microgel polimerizado, asi mismo como en las figuras 9 y 11 que cuentan con

la asignacién de cada una de sus bandas.
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Se observa una banda ancha a los 3301 cm™ atribuible a la vibracion de estiramiento
del enlace N-H de la amida secundaria de la molécula de NIPAAm, una banda a los 2977
cm del enlace de estiramiento C-H de tipo alifatico, una banda de intensidad media a los
1722 cm™ caracteristica del estiramiento C=0 del enlace carbonilo del éster de MAOB, una
banda intensa a los 1644 cm™ debida a la vibracion de estiramiento del enlace C=0 de la
amida de NIPAAm, una banda de intensidad media a los 1544 cm™ del doblamiento del
enlace N-H, una banda de intensidad media a los 1458 cm™ debido al enlace CH,

(doblamiento) y una serie de bandas entre 1000 cm™ y 1250 cm™ por el enlace C-O.

110

100 ~

90 +

80

1722.71

3301.25
70 4 2977.45

145827 1172.25

Transmitancia (%)

60 - 1533.83

1644.46

50

40 -

v 1 v I v 1 ' 1 v I v I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

N. de onda (cm™)

Figura 25. Espectro infrarrojo de los microgeles NIPAAM-MAOB.
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Figura 26. Comparativo de los espectros infrarrojos de: A) NIPAAm, B) MAOB y C)
Microgeles NIPAAmM-MAOB.

IV.7 Estudio hidrdlisis-liberacion

En la figura 27 se representan las liberaciones de los microgeles NIPAAmM-MAOB 5,
15y 20 % a pH 7.4 en donde se puede apreciar que hay una diferencia significativa en la
disminucion de la liberacion del farmaco a medida que aumenta el porcentaje del mondémero
MAOB cargado en el microgel, donde los microgeles con un cargado de 5% alcanzaron una

liberacion del 100% en un periodo de 24 h, sin embargo esto disminuye en los porcentajes
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altos como 15 y 20 % estando entre un 20 y 30% de liberacion de &cido salicilico, esto se
atribuye a que entre mayor es el porcentaje de poli(MAOB) en las particulas copolimerizadas,
disminuye la solubilidad, ya que en los % altos se puede observar que estos microgeles a las

72 h no se han disuelto completamente.

En la figura 28 que representa la liberacion a pH 1.2 del microgel NIPAAm-MAOB
17.5 % donde la liberacion fue minima. Esto se atribuye a que a medida que aumentamos la

cantidad de monémero MAOB, disminuye la solubilidad de éste, asi como el cambio de pH.

Microgeles NIPAAmM-MAOB
Fraccion liberada de acido salicilico a pH 7.4 respecto al tiempo

- —— Microgel NIPAAmM-MAOB 3%

—i#— Microgel NIPAAm-MAOB 15%

10 1 —a— Microgel NIPAAm MAOE 20%
0.8 -+
g 06 -
g 04 -
) 02 -
0.0 -

10 II;F[I' ll]'IIII'IIII 10000

Tiempo (minutos)

Figura 27. Cinética de liberacion de microgeles NIPAAM-MAOB 5, 15y 20% a pH 7.4.
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Fraccicn liberada

Microgele NIPAAm-MAOB 17.5%

Fraccion liberada de Acido salicilico a pH 1.2 respecto al tiempo
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0023

0.020

0013
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10

100 1000
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10000

Figura 28. Cinética de liberacion de microgel NIPAAM-MAOB 17.5% a pH 1.2.
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V. Conclusiones

V.1 Se lograron sintetizar con éxito microgeles de NIPAAM-MAOB en distintos porcentajes
de contenido de MAOB (5,14, 17.5 y 20%), de los cuales los microgeles esperados con
contenido de 5y 17.5% de co-mondmero fueron los méas cercanos al deseado con 4.79% y
17.58% respectivamente, a futuro para evitar estas posibles variaciones en el contenido del
mondmero se podria controlar de manera més precisa la temperatura de reaccion tanto como

el tiempo de enfriamiento para detener ésta misma.

V.2 Tras la caracterizacion individual de los mondmeros mediante IR y al comparar éstos
con el espectro IR obtenido de los microgeles observamos que se mantienen las bandas
caracteristicas de cada uno de los mondmeros, corroborando asi que se logré correctamente

la copolimerizacién de los monémeros en la estructura del microgel.

V.3 Con el estudio de hidrdlisis-liberacion se observd que a medida que aumenta en
contenido de MAOB en la microparticula es menor la solubilidad del microgel en el medio,
por lo que en un futuro se podrian realizar microgeles con porcentajes mayores a 5% pero
sin rebasar 15% ya que a partir de este contenido en el microgel se observa que la fraccién
liberada de farmaco es minima, esto buscando obtener cantidades mayores de farmaco

liberado.
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Anexos

Recta de calibracion de acido salicilico a pH 1.2
1.6

1.0 ~

08 4

Absorbancia

04 4

00 - Absorbancia =0.00340 + {0.0332 * Concentracion)

0 3 10 13 20

(3]
L

Concentracion (mg)

Grafica 1. Recta de calibracion de &cido salicilico a pH 1.2
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Absorbancia
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Recta de calibracion de acido salicilico a pH 7.4
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Graéfica 2. Recta de calibracion de acido salicilico a pH 7.4
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