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RESUMEN

En este proyecto se estudiaron la sintesis y propiedades de nanogeles nucleo-
coraza sensibles a la temperatura y pH, donde el nucleo entrecruzado esta
constituido por un copolimero de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) y &acido
metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB), mientras que la coraza esta constituida por las
cadenas de el polietilenglicol metiléter metacrilato (PEGMAM) que emanan del
nacleo. Se sintetizaron los nanogeles via polimerizacion por emulsion sin
detergente, utilizando al PEGMAM como estabilizante; se estudi6 la influencia de las
concentraciones del PEGMAM y de dos diferentes entrecruzantes y del MAOB en el
tamano de los nanogeles, la capacidad de hinchamiento y colapso con respecto a la
temperatura y al pH; asi como la estabilidad de los nanogeles. El tamafo de
particula y el numero de distribuciones se determinaron por Dispersion de Luz
Dinamica (DLS), por microscopias electronicas AFM y TEM. Se obtuvieron
nanogeles monodispersos con diametro hidrodinamico (Dh) entre 100-400 nm a
26°C, 60-300 nm a 37°Cy 40-200 nm a 50°C , todas con una sola distribucion de
tamafos. Con la finalidad de estudiar la estabilidad de la emulsion, se realizaron
estudios de potencial Z en diferentes valores de pH vy titulaciones acido base para
cuantificar los grupos anionicos en el nucleo de los nanogeles. Los nanogeles con la
mejores caracteristicas en tamano (<200 nm), y de respuesta al pH y la temperatura
se sintetizaron a gran escala y se evalué su capacidad para ser cargados con
farmacos modelos. Finalmente se evalud la cinética de liberacion de los nanogeles

cargados bajo condiciones de pH y temperatura.
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The synthesis and properties of a thermal/pH-sensitive core-shell copolymer
latex were investigated, the crosslinked core consisted of a copolymer of N-
isopropylacrylamide (NIPAAm) and methacryloyloxy-o-benzoic acid (MAOB). These
polymers were synthesized in an aqueous soap-free emulsion polymerization
system. The acidic core, and shell were stabilized by poly(ethylene glycol) methyl
ether methacrylate PEGMEM brush chains emanating there from nanogels. The
influence of PEGMEM content, and two different crosslinkers and MAOB
concentrations on size and transition temperature swelling capacity and the stability
of the nanogels were studied. The nanogels particle size distributions were
determined both by dinamyc light scattering (DLS) and atomic force microscopy
(AFM).  Monodisperse particles were produced with hydrodynamic diameters
between 200-550 nm (at 25°C) and 150-250 nm (at 50°C). Zeta Potential studies of
the emulsion at different pH and acid-base titration studies confirm the presence of

anionic charges on the nanogels.
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.1 ANTECEDENTES

Los mecanismos de accion de los medicamentos utilizados convencionalmente
muestran, entre algunas de sus dificultades generales, la imposibilidad para trasladar
a los principios activos de forma directa a regiones especificas del organismo. La
distribucion sistémica de los farmacos provoca reacciones adversas y toxicidad
asociada a los mismos. Para resolver esta situacion se busca la vectorizacion de los
farmacos, es decir, liberar los farmacos directamente en el sitio de accién, en la
cantidad adecuada y en el momento preciso que se requiera. Para esto es necesario
desarrollar sistemas de liberacion que deban cumplir con ciertas caracteristicas,
como son, la baja toxicidad, propiedades Optimas para el transporte y liberacion del
farmaco y una larga vida media en el organismo. Todas estas caracteristicas son
favorecidas con por la aplicacion de la nanotecnologia en este campo, la cual
permite que por medio de la fabricacién de dispositivos a escala nanométrica, se
libere el farmaco sélo hacia células que necesiten del tratamiento farmacolégico.’
Dentro de los sistemas de liberacion de farmacos a escala nanométrica se
encuentran los nanogeles inteligentes, los cuales se definen como una red
polimérica ligeramente entrecruzada que se encuentra embebida en un disolvente o
solucion; estos dispositivos han sido ampliamente utilizados en los sistemas de
liberacién de farmacos, ya que permiten la liberacion de forma menos invasiva y
toxica para tejidos que no requieran del tratamiento farmacoldgico. Es decir, la
escala nanométrica permite que dichos dispositivos de transporte interaccionen con

poros de las membranas celulares de una manera selectiva.? Se requiere que los



nanogeles tengan una tamafo menor a los 200 nm para que se facilite la entrada
del nanogel a la célula por endocitosis para incorporarse al interior celular, de
manera simultdnea se reduce la captura de las nanoparticulas por el sistema
fagocitico mononuclear (MPS, por sus siglas en inglés); La vectorizacién de
nanogeles hacia tejidos blanco se ha logrado mediante la bioconjugacién de la
superficie del nanogel con ligandos especificos que pueden reconocer receptores en
células danadas. En el caso de la vectorizacion a tejidos cancerigenos, los ligandos
efectivos para células cancerigenas incluyen derivados del acido fdlico, péptidos,
proteinas, y anticuerpos3. Se ha demostrado que las nanoparticulas pueden
acumularse de manera pasiva (aun sin la bioconjugacién con ligandos especificos),
en los tumores cancerigenos debido a que estos presentan un endotelio mas
permeable (poros de mayor diametro) que los tejidos sanos, por lo que nanogeles
con un diametro entre 50 y 200 nm son utiles para liberar farmacos de manera
selectiva en tumores cancerigenos.*® Una caracteristica indispensable de las
nanoparticulas con aplicacién farmacéutica es que sean biocompatibles, esto se
puede lograr si las nanoparticulas contienen cadenas de polietilenglicol (PEG) en su
superficie, el cual les proporciona propiedades de camuflaje en el torrente
sanguineo, asegurando su persistencia en la circulacién sanguinea. Una vez que el
nanogel penetra en el tejido blanco es necesario un mecanismo que permita la
liberacién del farmaco. Una estrategia es el desarrollo del fendmeno de estimulo-
respuesta de nanoparticulas “PEGiladas” mediante la incorporacion de segmentos

de polimeros inteligentes que puedan inducir cambios importantes en las
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caracteristicas de las particulas en respuesta a estimulos externos tales como
metabolitos, fuerzas idnicas, temperatura, pH, etc.® En particular, se han disefiado
nanoparticulas “pegiladas” que responden al pH, para aplicaciones biomédicas,
tomando en cuenta que los tumores, la piel, y los endosomas/lisosomas presentan
un pH mas acido comparado con el tejido normal (pH 7.4). Un estimulo que es de
gran interés, es la temperatura, considerando que los tumores, debido a su
acelerado metabolismo, presentan mayor temperatura que el tejido sano y ademas
que ademas, es factible incrementar la temperatura en una area especifica del
cuerpo mediante una fuente de calor externa. Uno de los materiales termosensibles
mas estudiados es la (N-isopropilacrilamida) (NIPAAm) ya que los polimeros lineales
de este material sufren una transicion de fase de ovillo expandido a gldbulo contraido
(soluble a precipitado) mientras que los hidrogeles sufren una transicion de hinchado
a colapsado a una temperatura critica (LCST) de aproximadamente 32°C.5 " Dada la
proximidad de la LCST a la temperatura corporal (37°C), la poli(NIPAAmM)
(PNIPAAmM) es un candidato potencial para ser utilizado como acarreador biomédico,
tanto como polimero lineal, hidrogel o copolimero. La PNIPAAmM se ha estudiado
para el suministro de farmacos a tumores, en recubrimientos termosensibles, en
micelas para la liberacion controlada de farmacos, y como superficie de fijacidon-
desprendimiento de células vivas. La PNIPAAmM se ha utilizado también en
soluciones oftalmicas, ya que no se ha encontrado que presente citotoxicidad

in vitro.®



.2 JUSTIFICACION

La obtencion de nanogeles mediante polimerizacion en emulsion o
microemulsion ha sido ampliamente documentada. La gran desventaja de este
método es el uso de altas concentraciones de tensoactivo, el cual resulta altamente
dificil de eliminar. Por lo tanto es indispensable desarrollar metodologias para
obtener nanogeles que no requieran del uso de tensoactivos. Se requiere, ademas,
que el método de preparacion sea sencillo y que permita producir nanogeles a gran
escala para realizar estudios de cargado y liberacion con una variedad de farmacos.
La liberaciéon del farmaco del nucleo de los nanogeles, se puede lograr utilizando
materiales sensibles a la temperatura y/o al pH. El material sensible a la
temperatura mas estudiado es la N-isopropilacrilamida (NIPAAm) la cual tiene una
temperatura de transicién de 32 °C, que es un valor inferior a la temperatura corporal
(I), por ello resulta necesaria la adicion de grupos hidroflicos o ionizables para
ajustar la temperatura de transicion. Por otra parte, el cargado de farmacos
insolubles en agua en estas estructuras nanométricas se ve limitada por la pobre
afinidad con los nucleos de las particulas estudiadas; ademas, la presencia de
grupos aniénicos en el nucleo de la particula incrementa considerablemente la

interaccidén con farmacos cationicos (ej. Doxorrubicina)(II).

En este proyecto se pretende obtener nanogeles mediante la polimerizacion por
emulsion sin detergente de metacrilato y de polietilenglicol. Se espera que el
macromero funcione como emulsificante. El nucleo estara formado por el material

sensible a la temperatura NIPAAM para que el sistema tenga respuesta al



mencionado factor. Se ajustara la temperatura de transicion con un monémero
acido; es necesario usar un monémero acido hidrofébico para que se incorpore a la
fase discontinua de la emulsién y se integre al nanogel. Para éste fin, se ha
seleccionado al acido metacrioloxi-o-benzoico (MAOB) (III). En una proporcién que
oscilara entre el 5 y 15%. Los nanogeles obtenidos seran evaluados por su
capacidad para ser cargados con farmacos modelo (neutro, basico y acido). Se
evaluara la cinética de liberacion de los geles cargados bajo diferentes condiciones

de pH, temperatura y fuerza idnica.
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.3 OBJETIVOS GENERALES

a) Sintetizar y caracterizar nanogeles con coraza de polietilenglicol y nucleo

sensible a la temperatura y al pH.

b) Estudiar las posibles aplicaciones de los nanogeles obtenidos, En particular el

cargado de éstas nanoparticulas con farmacos anticancerigenos de bajo peso

molecular, y la liberacidn de estos en respuesta a cambios en el medio

ambiente.

.4 OBJETIVOS PARTICULARES

a)

b)

Sintetizar polimeros entrecruzados de NIPAAM/EGDMA y NIPAAm/DVA
mediante la técnica de polimerizacién por radicales libres, variando las
proporciones de entrecruzante.

Sintetizar nanogeles via polimerizacion en emulsion sin detergente del
metacrilato de polietilenglicol (PEGMAM) con geles de NIPAAM/EGDMA
y NIPAAmM/DVA, variando las relaciones PEGMAM/geles.

Sintetizar el monémero acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB).

Sintetizar nanogeles via polimerizacion en emulsion sin detergente de
co-monémeros de NIPAAmM/MAOB, variando las proporciones de MAOB.
Evaluar a los nanogeles obtenidos mediante DLS, para estimar su tamafo
y el numero de distribuciones, determinar el efecto de la temperatura y el

pH en el diametro hidrodinamico y estabilidad de los nanogeles.



h)

Caracterizar la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas mediante
microscopia electronica (AFM, TEM).

Sintesis y caracterizacion de los nanogeles a gran escala.

Cargar los nanogeles con los farmacos hidrofébicos doxorrubicina (basico)
y 5-fluorouracilo (neutro), equilibrando las nanoparticulas de una solucién
que contenga a los farmacos.

Realizar estudios de liberacidén controlada de farmacos anticancerigenos,
evaluando el efecto de temperatura, pH y evaluar su aplicabilidad al area

biomédica.
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1 NANOTECNOLOGIA Y NANOBIOMEDICINA
Mientras que el mundo de la nanotecnologia es relativamente nuevo, la
existencia de dispositivos y estructuras funcionales en dimensiones nanométricas no
lo es y, en efecto, tales estructuras han existido en la tierra desde sus inicios.” La
nanotecnologia ofrece varias estructuras del orden de una milmillonésimas de un
metro; el prefijo nano en el mundo de la nanotecnologia refiere a una milmillonésima
parte (1 x 10®). Esta ciencia se encarga del estudio , produccion, caracterizacion y
manipulacion a nivel, atdmico, molecular y supramolecular a escala nanométrica (en
el intervalo de 0.1 a 100 nm), para crear y utilizar las estructuras, materiales,
dispositivos y sistemas con propiedades y funciones atribuibles a su pequenisimo

tamanio.'®"

Todos los sistemas bioldgicos y sintéticos tienen sus primeros niveles
de organizacion en la nanoescala (nanocristales, nanotubos y nanobiomotores),
donde sus principales propiedades y funciones estan bien definidas. El objetivo de
la nanotecnologia puede ser descrita como la habilidad de ensamblar moléculas en
objetos utiles, integrados a lo largo de varias escalas de longitud y, después de
utilizarlos, degradarlos a moléculas. Los rearreglos o reorganizacion de la materia en
la nanoescala, utiliza interacciones débiles tales como fuerzas de Van Der Waals,
enlaces de hidrogeno, dipolos electrostaticos, y varias fuerzas superficiales;
requieren bajo consumo de energia y permiten cambios reversibles y otros cambios
subsecuentes. *'"

Uno de los retos mas importantes es entender los procesos intracelulares y la

biologia del sistema nervioso. La nanotecnologia ofrece herramientas y plataformas



11
tecnolégicas para la biomedicina, por ejemplo, la investigacion en el ambiente
subcelular, los procesos bioldgicos incluyendo el autoensamblaje, la transformarcién
de nanobiosistemas en lugar de nanocomponentes individuales, y el desarrollo de
nuevos biosensores. La ciencia de los nanobiosistemas es una de las areas mas
desafiantes y de mas rapido crecimiento de la; es esencial para comprender los
sistemas bioldgicos y para desarrollar nuevas herramientas para la medicina, tales
como la sintesis de nuevos principios activos y su liberacién sitio especifica,
medicina regenerativa, etc.

La nanobiomedicina es una area que aplica los principios y técnicas de la
nanoescala para entender y transformar materiales inertes y biosistemas para
propositos médicos, tales como la sintesis de un principio activo, el disefio de
dispositivos para liberacion controlada de farmacos, comprensién de los procesos
neurolégicos, reemplazo de dérganos, etc. Se espera que se acelera la integracion
de la nanotecnologia con la biomedicina, la biologia, la informacion tecnoldgica y

las ciencias cognoscitivas, se espera que se acelere en la proxima decada.?

.2 NANOSISTEMAS COMO ACARREADORES FARMACEUTICOS.

Los micro y nanosistemas sintetizados a partir de materiales organicos e
inorganicos, han adquirido gran interés en aplicaciones biomédicas tales como
disefios de biosensores y sintesis de acarreadores o dispositivos de liberacion de
farmacos sitio-especifico, etc. Emulsiones, suspensiones, micelas, liposomas,

dendrimeros, polimeros sensibles, son algunos ejemplos de acarreadores
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farmacéuticos. Estos tienen muchas ventajas sobre los sistemas convencionales, ya
que liberan mejor, amplian la bioactividad del principio activo protegiéndolos de los
efectos del medio ambiente biolégico, muestran menos efectos secundarios,
demuestran alta eficacia, y requieren menor cantidad de principio activo."" Es muy
importante para un vehiculo de liberacion, que tenga propiedades de
biocompatibilidad, que ni él ni sus productos de degradacién sean toxicos o
produzcan efectos alérgicos o inflamatorios. Estos sistemas también deben proteger
la actividad y estabilidad de los principios activos y mejorar el transporte a través de
las membranas biolégicas. Si algunas funciones especificas se incorporan al
dispositivo, también podria ser posible la liberacién del farmaco en un sitio
especifico, por ejemplo un sitio donde el sistema puede ser estimulado por
sefalizacion celular.

En el disefio y formulacién de sistemas de liberacion, los parametros clave
son el tamafio del dispositivo, el método de cargado, la estabilidad del farmaco, los
parametros de degradacion de la matriz y la cinética de liberacion del farmaco. Los
nanosistemas, tienen muchas ventajas sobre los microsistemas, tales como poder
circular en sangre por periodos largos de tiempo sin ser reconocidos por los
macrofagos, su facil penetracion en los tejidos a través de capilares y membranas
celulares, facilidad para ser captados por las células, demostrando alta eficacia
terapéutica en el sito diana, y poder sostener el efecto farmacolégico en el sitio

especifico por un largo periodo de tiempo.
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1.3 NANOSISTEMAS POLIMERICOS PARA LA LIBERACION DE FARMACOS
El objetivo mas importante para la liberacion controlada de farmacos es
ofrecer la maxima efectividad terapéutica, mientras disminuyen los efectos
secundarios del farmaco. A este respecto los nanosistemas versatiles para la
liberacion de farmacos, se basan en novedosos biomateriales a partir de polimeros,
los cuales han sido ampliamente estudiados para buscar ventajas en el tratamiento

con el farmaco.

1.3.1 Micelas poliméricas
Las micelas poliméricas han tenido una importante aplicacion en la
nanoescala como acarreadores para la liberacion de farmacos de bajo peso

315 Las micelas son ensamblados

molecular, proteinas, genes, eftc
supramoleculares de tamafio nanométrico (entre 10 y 100 nm) formados a partir de
copolimeros en bloque o copolimeros injertados. Las micelas tienen una distribucion
de tamafos muy estrecha y se caracterizan por su arquitectura nucleo-coraza, en
donde los bloques hidrofébicos se agregan del exterior acuoso para formar un nucleo
interno rodeado por una coraza de cadenas de copolimeros hidrofilicos. Una micela
es termodinamicamente estable, en relacion al desensamblaje de cadenas, si la
concentracion de copolimeros en bloque excede la concentracion micelar critica. La
arquitectura nucleo-coraza de la micela polimérica es esencial por su utilidad como
un novedoso material funcional para aplicaciones farmacéuticas. El nucleo de las

micelas tiene un espacio para cargar agentes terapéuticos o de diagnostico. La

coraza hidrofilica tiene un cepillo como corona que estabiliza la micela en una
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dispersion acuosa.'® El poli(oxido de etileno) (PEO), se utiliza frecuentemente como
un bloque hidrofilico de un copolimero que forma micelas (Figura 1). Las
propiedades mas relevantes que se conocen de este polimero son: su alta capacidad
de hidratacién, alta hidrosolubilidad, no-toxicidad, no-inmunogenicidad, y funcionar
como un eficiente protector estérico para diversas microparticulas tales como

liposomas y nanocapsulas en medios bioldgicos.'"®

‘W }
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poliion-metal

Micela polimérica

Figura 1. Micelas poliméricas formadas mediante auto ensamblaje de copolimeros: de
PEO y complejos poliiénicos.

1.3.2 Dendrimeros

Los dendrimeros representan una clase nueva de macromoléculas, las
presentan una estructura tridimensional Unica en la cual una serie de ramas se
extienden desde el nucleo.?®*?* Un dendrimero tipico se compone de tres
caracteristicas estructurales principales: Un nucleo multifuncional, un ramificado de
unidades y grupos de superficie. Se ha estudiado recientemente la aplicacién de

dendrimeros en la administracion de farmacos anticancerigenos, antivirales,
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antibacterianos y agentes de contraste en resonancia magnética nuclear.?®? Los
dendrimeros tienen una arquitectura unica, la cual
puede proveer varias ventajas para la liberacion de
farmacos: En primer lugar, la cavidad interna del
dendrimero proporciona interacciones no covalentes

con drogas hidrofobicas para lograr la encapsulacién y

(on

obtener una liberacion controlada del farmaco. En segundo lugar, la multivalencia
controlada de los dendrimeros puede ser utilizada para adjuntar combinaciones de
moléculas y farmacos, dirigidas a grupos de solubilizacién de la superficie de los
dendrimeros de una manera bien definida.?’”  En tercer lugar, la forma globular de
la mayoria de los dendrimeros podria tener algun efecto en las propiedades
bioldgicas, y la baja polidispersidad de los dendrimeros podria tener efecto en las
propiedades farmacocinéticas. Los dendrimeros aplicados a la liberacién de

farmacos, ofrecen un protocolo uniforme y prometedor para la captura del farmaco,

la conjugacién y la liberacion controlada.

1.3.3 Liposomas

Los liposomas estan hechos principalmente de fosfolipidos, y por esta razén
son altamente biocompatibles y biodegradables. Los liposomas tienen la ventaja de
ser capaces de liberar macromoléculas, tales como enzimas, proteinas y material
genético.?® Desde el punto de vista morfoldgico, los sistemas liposomales pueden
ser clasificados en funcion del numero de bicapas, en unilamelares, oligolamelares, o

multilamelares; en funcién del tamafo promedio del acarreador, en pequefas
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(<100 nm), medianas (100-500 nm) vy grandes (>1um), respectivamente. Para

formular liposomas se utilizan comunmente lecitinas, colesterol; moléculas

poliméricos para modificar las propiedades en funcién de los
requerimientos terapéutic:os.29 Diferentes componentes

pueden modificar la biodistribucién, la carga de superficie, la

liberacion y la velocidad de aclareamiento del farmaco liberado del sistema

Iiposomal.zg'30

El tiempo de vida media en circulacion de un liposoma, puede
verse alterado por la carga de su superficie, la cual puede influir en la
farmacocinética del sistema.®’ Un aspecto importante en la aplicacién de los
liposomas como sistemas de liberacion de farmacos, es la posibilidad de lograr una

liberacion disparada del farmaco a partir del acarreador en respuesta a ciertos

estimulos, como la temperatura y el pH.

1.3.4 Nanogeles

El término “nanogel” define a las dispersiones acuosas de particulas a base
de hidrogeles formadas fisica o quimicamente por redes de entrecruzantes
poliméricos, a escala nanometrica.? El término nanogel (NanoGel™) fue
introducido por Alexander V. Kabanov y Serguei V. Vinogradov para definir redes
bifuncionales entrecruzadas de un poliién y de un polimero no iénico para la
liberacién de polinucledtidos [polietilenimina (PEI) y polietilenglicol (PEG) o PEG-cl-

PEI]. Algunos otros estudios describieron a los nanogeles como nanoparticulas de
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hidrogeles poliméricos, por ejemplo Akiyoshi y Sunamoto propusieron agregados
nanomeétricos hinchados de colesterol modificado para la liberacion de insulina.?’
Jung Kwon Oha y colaboradores? definieron a los nanogeles como particulas
poliméricas entrecruzadas las cuales pueden ser consideradas como hidrogeles si
éstas son solubles en agua y si poseen gran contenido de agua, para formar
cadenas poliméricas hinchables, si son biocompatibles y si tienen propiedades
mecanicas. Los nanogeles ofrecen ventajas como sistemas poliméricos de
liberacién de farmacos: un tamafio ajustable de nanémetros a micrémetros, una gran
superficie para bioconjugacion polivalente, y una red interior para la incorporacion de

las biomoléculas y farmacos (Figura 2).??

Grupos carboxilo
Funcionalidad

Grupo amino
Sensibilidad al pH

Coraza de PEG
Estabilidad coloidal

Figura 2. Nanogel con coraza de PEG funcionalizado con grupos carboxilo sensibles al pH.
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En general los nanogeles representan una familia novedosa de materiales
dentro de la escala nanométrica para aplicaciones en la liberaciéon de farmacos,
genes Yy un sin fin de agentes. Las publicaciones del area farmacéutica y la
nanomedicina relacionadas con los nanogeles, se incrementaron notablemente a
partir del afio 2002. Esto demostré su aumento en el interés de los nanogeles como
biomateriales para su aplicacion en el area farmacéutica. Los nanogeles son
materiales muy prometedores como sistemas de liberacion de farmacos ya que

presenta una alta capacidad para cargar farmacos.?

1.4 DESARROLLO DE NANOGELES PARA APLICACIONES BIOMEDICAS

El disefo y la preparacion de hidrogeles tienen gran interés en la ingenieria
biomédica, las aplicaciones farmacéuticas en la liberaciéon de farmacos y en las
ciencias de biomateriales, ya que presentan estructuras quimicas en tres
dimensiones, excelentes propiedades mecanicas, alto contenido de agua y una alta
biocompatibilidad.> Se requieren diversos criterios para disefiar y desarrollar
nanogeles para aplicaciones in vivo. Un criterio es la estabilidad de los nanogeles en
la circulacion sanguinea; ésto es importante porque la inestabilidad podria generar la
liberacién prematura de los farmacos causando efectos adversos. Otro criterio es la
bioconjugacién de la superficie de los nanogeles con ligandos especificos que
pueden reconocer receptores de células dafadas; estos ligandos para células
cancerigenas incluyen a derivados del acido fdlico, péptidos, proteinas y

anticuerpos.®3* Otro criterio es el control sobre las dimensiones menores a 200 nm
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de didmetro; lo que facilita la entrada de los nanogeles a la célula por endocitosis y
endocictosis mediada por receptor, e impide su deteccidbn por el sistema
inmunolégico.35 El dltimo criterio es la biodegradabilidad de los nanogeles; la
biodegradacién no sélo modula la liberacion del farmaco, si no que también permite
la eliminacion del dispositivo vacio después de la liberacion del farmaco. Se han
desarrollado diversos entrecruzantes funcionalizados con uniones biodegradables,
éstos incluyen péptidos® anhidridos®’, oligolactatos®, poliperéxidos®, disulfuros*,
acetales’’ y polifosfoésteres*”. Existen varias estrategias sintéticas para la
preparaciéon de los nanogeles, entre las cuales se incluyen los métodos
fotolitograficos, el micromolde, la modificacion de biopolimeros, la polimerizacion

heterogénea por radicales libres y la polimerizacion radicalica controlada.®

1.4.1 Polimerizacion heterogénea por radicales libres

El proceso de polimerizacion heterogénea (formacion de particulas) es un
sistema de dos fases en el cual el mondmero y/o el polimero forman una fina
dispersién en un liquido inmiscible y el iniciador de la polimerizacion puede ser
soluble en el mondémero (fase dispersa) o en el medio de polimerizacion (fase
continua). Ademas del mondmero, el medio de polimerizacion y el iniciador, también
se pueden agregar uno o mas aditivos a la mezcla de reaccion para emulsificar al
monomero y/o estabilizar las particulas poliméricas que se van formando. Varias
combinaciones de estos métodos se han empleado para producir particulas

poliméricas esféricas o con superficies irregulares y con distribuciones estrechas de
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tamanos, desde los 50 nm hasta 1 um. Entre los métodos de polimerizacion
homogénea por radicales libres*® se incluye a: la polimerizacion en suspension,
polimerizaciéon en dispersion, polimerizacibn en emulsion, la polimerizacion en
emulsion sin detergente, la polimerizacién nucleo-coraza, la polimerizacion por
precipitacion, la polimerizacion en miniemulsion inversa y la microemulsion inversa
(Figura 3), Todos estos métodos se distinguen y se diferencian por los siguientes
criterios:

1) Estado inicial de la mezcla de polimerizacion.
2) Cinética de polimerizacion
3) Mecanismo de la formacion de las particulas

4) La formay tamano de las particulas formadas
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Figura 3. Caracteristicas de la cinética e intervalo de tamafios de las particulas poliméricas
producidas por diferentes métodos de polimerizacion heterogénea.

11.4.1.1 Polimerizaciéon en suspension

En el método de polimerizaciéon en suspension, el iniciador es soluble en el
mondmero y estos son insolubles en el medio de polimerizacién. La relacién de
volumen entre la fase dispersa y la fase continua se mantiene entre 0.1-0.5, pero en
principio puede ser tan alta como la unidad o incluso mas. En este método, la fase
dispersa es suspendida en el medio en forma de pequefias gotas (microgotas) por
medio de un agitador y un agente estabilizador. La polimerizacion se inicia a

temperaturas entre 20 y 100°C, completandose la reaccién al 100%. Bajo estas
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condiciones, el mondémero es convertido directamente a las correspondientes

microesferas de aproximadamente 10 a 1000 um.*

1.4.1.2 Polimerizacion en dispersion

La polimerizacion en dispersion es una técnica que permite la preparacion de
particulas en la escala micrométrica y con distribuciones estrechas de tamanos.
Para la reaccion de polimerizacion en dispersion se incluyen ingredientes como el
monomero y el iniciador solubles en la fase continua compuesta por disolventes
organicos. Al inicio de la polimerizacion, la mezcla de reaccion es homogénea, sin
embargo, los polimeros formados, al ser insolubles en del medio continuo, conducen
a la formacién de una dispersion de particulas poliméricas que se estabilizan con la
ayuda de estabilizadores coloidales.**** Dependiendo de la solubilidad en el medio,
puede ocurrir una separacion de fases en las primeras etapas de la reaccién para
obtener microradicales y macromoléculas; esto permite la nucleacion y la formacion
de particulas primarias. Por lo tanto, las particulas primarias formadas en la
reaccion de polimerizacion en dispersion se hinchan por el medio de polimerizacion
y/o por el monémero. Como resultado de la polimerizacion en dispersion se obtienen

particulas esféricas cuyos diametros oscilan entre en un intervalo de 0.1 a 10pum.

11.4.1.2 Polimerizacion en emulsion
En una polimerizacién en emulsion, el mondmero es insoluble en la fase
continua, pero ocurre la emulsificacién por medio de un tensoactivo o detergente. El

iniciador es soluble en el medio, pero no en la fase dispersa. Bajo estas
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condiciones, el monémero esta presente parcialmente en la mezcla en forma de
gotas de aproximadamente 1 a 10um de longitud, aunque un porcentaje pequefo del
monomero se disuelve también parcialmente en el medio; y parcialmente en forma
de micelas cubiertas de detergente (ca.50-100 Angstroms®) dependiendo de la
concentracion del emulsificante. La relacion de volumen entre las fases, por lo
general es de 0.1-0.5 y la polimerizacion se lleva a cabo entre 40 a 80°C. La mezcla
para la polimerizacion en la fase inicial de la emulsion se presenta en la Figura 4.

Desde el momento que se adiciona el iniciador al medio, se inicia la
polimerizacién (es decir, fuera de las gotas y micelas). Los radicales formados en
el medio de polimerizacion son rodeados por el mondmero disuelto y las moléculas
de emulsificante, o son absorbidos por las micelas de mondmero recubiertas de
detergente. Los detalles exactos de la formacién y el crecimiento de las particulas
dependen en gran medida de la mezcla de polimerizacion*®. El tamafio de particula

del latex esta regularmente en el intervalo de 50 a 300 nm.*?
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Gotas de
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o= Mondmero M= Micelas que contienen mondmeros
S= Micelas de detergente _¢ Macroradicales en crecimiento
N= Nucleo polimérico L= Latex en crecimiento

Figura 4. Esquema de la primera fase de la polimerizacién en emulsién.

En un sistema de polimerizacion en emulsion, uno de los principales
problemas es la contaminacion superficial por emulsificantes, tales como
tensoactivos o detergentes, siendo extremadamente dificil su remocion, ya que los

emulsificantes estan incorporados sélidamente en el ntcleo de las emulsiones.*
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11.4.1.3 Polimerizacion en emulsioén sin detergente
La polimerizacion en emulsion sin detergente, es una polimerizacion en
emulsidon pero sin utilizar tensoactivos. Se piensa que el método se desarrolla en
cuatro etapas (Figura 5): durante de la primera etapa, el medio de polimerizacién es
acuoso, donde uno de los monémeros es soluble en el medio y el otro monémero es
hidrofébico, el cual forma la fase dispersa; en la segunda etapa, el mondémero
hidrofobico es inicialmente polimerizado, posteriormente comienzan a crecer
cadenas de segmentos hidrofébicos dependiendo del radio de reactividad entre el
mondmero hidrofébico y el mondmero hidrofilico en el medio acuoso. En la tercera
etapa, los radicales del polimero se estabilizan por la formacién de micelas de
autoensamblaje en agua, después del crecimiento del peso molecular debido a la
selectividad y miscibilidad, donde las cadenas hidrofébicas activadas son recogidas
en el nucleo y las cadenas hidrofébicas emanan del nucleo. En la ultima fase, la
polimerizacién procede dentro del nucleo de las micelas. Por lo tanto se pueden
obtener microesferas poliméricas con tamanos de distribucion desde los 100 nm
hasta 1p m.* En la polimerizacién en emulsién sin detergente, la estabilidad de las
microgotas de mondmero dependen de la absorcion de las moléculas del iniciador
(incluyendo los iones) o del mondmero hidrofilico. El efecto estabilizante de estas
especies podria ser débil, sin embargo a la temperatura de polimerizacion (40-80°C),
la situacion puede cambiar, porque tanto las reacciones en la fase acuosa y la
interfase, podria proporcionar suficiente emulsificacion para estabilizar las

microgotas. La reaccion en la interfase podria ser mas importante para la formacién
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de las particulas, porque el oligdbmero generado en la interfase podria actuar como
nucleo para la condensacién del mondémero hidrofébico, formando un aérea
supersaturada. Por consiguiente, la velocidad de generacion de las particulas es
relativa a la velocidad de reaccidon en la interfase, la cual es determinada por la

concentracion del iniciador en la misma.*’

. Monémero hidrofébico

@ Radical
-
N
e Blogue de mondémero
&
~

¢ Bloque hidrofilico

nucleo

Figura 5. Esquema de la polimerizaciéon en emulsion sin detergente.

En comparacion con los sistemas de polimerizacion en emulsién, la superficie
de la emulsion sin detergente esta completamente limpia por no utilizar

emulsificantes. Ademas, la superficie se puede modificar quimicamente, exponiendo
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diversos grupos funcionales, por lo que este método es de interés, especialmente en

ingenieria biomédica y aplicaciones farmacéuticas.*®4°

1.4.1.4 Polimerizacion nucleo-coraza

La formacion de particulas nucleo-coraza por polimerizacion heterogénea es
superficialmente similar a la polimerizacion en emulsion. Para la formacion de la
coraza alrededor de un nucleo por polimerizacion directa, se deben tomar

estrictamente las siguientes condiciones de polimerizacion:

1) Las particulas del nucleo no deben hincharse en el monémero;

2) La coraza de las particulas deben formarse o precipitarse en la superficie del
nucleo;

3) Los segmentos del nucleo y de la coraza no deben difundirse unos con otros

(deben ser inmiscibles).

Una estructura nucleo-coraza ideal puede obtenerse al unir cadenas de
polimero preformadas en la superficie del nucleo. EI proceso de formacién nucleo-
coraza es complicado, y depende de los detalles exactos de las condiciones
experimentales, tales como la difusién del monémero en las semillas y la miscibilidad
de los dos polimeros. ***° La coraza hidrofilica es como una coraza que estabiliza las
particulas en una dispersion acuosa; la arquitectura nucleo-coraza de las particulas

poliméricas es esencial para utilizarla como un material funcional novedoso en
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aplicaciones farmacéuticas, ya que el nucleo de las particulas es un espacio de

carga para diferentes agentes terapéuticos y de diagnéstico.”

1.5 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOSISTEMAS POLIMERICOS.

Los nanogeles pueden ser caracterizados por sus propiedades fisico-
quimicas, como el tamano, numero de distribuciones, cargas superficiales y
morfologia. Para la medicion del tamafo de particula, se utilizan comunmente dos
técnicas:  Dispersion de Luz Dinamica (DLS) y Difraccién de Laser (LD).*
La Dispersion de Luz Dinamica, también conocida como Espectroscopia de
Fotocorrelacion (PCS), mide las fluctuaciones de la intensidad de la luz cuando es
dispersada por el movimiento de las particulas (Figura 6). Las fluctuaciones en la
dispersidn de la luz, son el resultado del movimiento browniano de las particulas y su
velocidad puede ser correlacionada al tamafo de las particulas. La DLS analiza
estas fluctuaciones de intensidad a una escala en el orden de nano, micro y
milisegundos, obteniéndose el coeficiente de difusion (D), y posteriormente el
diametro hidrodinamico (Dh). El intervalo de diametro de las particulas que se puede
medir por DLS, va desde 1nm hasta 3mm.°"

Otra técnica es la Difraccion de Laser (LD), que se basa en la relacion entre el
angulo de difraccion y el radio de las particulas, a menor tamafio de particula, mayor
dispersiéon de luz. En general es recomendable utilizar las dos técnicas

simultaneamente para obtener datos mas precisos; sin embargo, se debe mantener
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en mente que ambas técnicas DLS y LD no miden el tamafo de particula

directamente, solo correlacionan la dispersion de la luz con el tamafio de particula.

particulas
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lens
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=
i Luz dispersa
:
1
1
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Detector
de fotones
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1

Intensidad

B EEEE———
Dispersion de luz dinamica

Tiempo
Figura 6. Diagrama de la funcion de un instrumento convencional de dispersion de luz
dinamica (DLS).
Para obtener informacién directa del tamafio de particula y la forma de la

particula, se utiliza la Microscopia Electrénica (EM). Con la microscopia se puede
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obtener informacién estructural que se dispersa por electrones; las técnicas de EM
mas comunmente utilizadas son la Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y
la Microscopia de Fuerza Atomica (AFM). La AFM se basa en las fuerzas
interactivas entre una superficie y una punta de sondeo que permite la proyeccion de
la imagen de la particula. Esta técnica tiene ventajas, es muy sencilla la preparacion
de la muestra, se pueden utilizar muestras fluidas, por lo que es posible llevar a
cabo el andlisis directamente en las muestras hidratadas.®"?

La determinacién del potencial Z (Figura 7), se utiliza para predecir la

estabilidad de almacenamiento de las dispersiones coloidales. °3

En general, a
mayor valor del potencial zeta de nanoparticulas, mayor sera la estabilidad de la
dispersion coloidal debido al efecto de repulsion de cargas entre las nanoparticulas.
La estabilidad coloidal de una dispersiéon es la resistencia a la floculacién o
agregacion de las particulas y resulta en una vida media larga; esto depende del
balance de repulsiones o atracciones de las cargas que existen entre las particulas.
Si las particulas tienen una mutua repulsién entonces la dispersiéon sera estable. Si

las particulas tienen poca o ninguna fuerza de repulsion entonces se presenta un

mecanismo de inestabilidad, ej. Agregacion, floculacion, etc.

Las caracteristicas superficiales también son importantes para la interaccion
de los acarreadores coloidales con los sistemas biolégicos in vivo.
La caracterizacion del estado fisico de los acarreadores coloidales (principalmente
de vesiculas y nanoparticulas a base de lipidos), puede ser realizado eficientemente

por dos técnicas, Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y difractometria de rayos
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X. El método por DSC se basa en el hecho de que diferentes materiales poliméricos
poseen diferentes puntos de fusién y diferentes entalpias de fusiony los cambios en
los parametros termotropicos de los sistemas son una evidencia de diferentes

arreglos espontaneos y/o inducidos.

Potencial de superficie

Potencial de Stern

<otencial Z

Distancia desde la superficie de la particula

Figura 7. Potencial Z. La primer capa del liquido rodeada de particulas, se divide en dos
partes: Una region interna (capa de Stern) donde los iones se encuentran
fuertemente unidos y otra regién externa (capa difusa) donde la interaccion entre
los iones es menos fuerte.
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La técnica de rayos X permite la caracterizacion de las formas poliméricas y la
determinacién de los espacios grandes y pequefios en una matriz, por ejemplo la
rejilla de un lipido o un lipido sélido en las nanoparticulas.’**® La ventaja de estas
dos técnicas es la posibilidad de analizar particulas en suspension sin la necesidad
de secarlas o liberarlas del disolvente, para evitar posibles modificaciones en la

estructura del dispositivo.®’

1.7 CARGADO DE NANOGELES CON FARMACOS Y BIOMOLECULAS

Existen diferentes estrategias para la incorporaciéon de farmacos y agentes
biolégicos dentro de los nanogeles; una de las propiedades mas importantes para
este fin, es el hinchamiento de los nanogeles. Por otra parte, se han estudiado
diversos métodos para el cargado; por atrapamiento fisico, conjugacién covalente y
autoensamblaje controlado.

En el método por atrapamiento fisico,”® la sustancia activa se pone en
contacto con el monémero y con el entrecruzante antes de la sintesis del gel, de
manera que a medida que se forma la red, el farmaco queda atrapado en los poros
de la misma. Esta técnica requiere que el tamano del poro sea menor que el farmaco
para evitar que se salga del gel. El atrapamiento fisico de farmacos se ha logrado
con la complejacion de cadenas de dextranos con poli-L-lactidos y poli-D-lactidos
en nanogeles monodispersos biodegradables con tamafios de particula de 70 nm °”

La Doxorrubicina también se ha cargado en nanogeles entrecruzados con grupos
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anfifilicos,a base de plurénico F127 8 o poli[oligo(éxido de etileno)metilmetacrilato].
Se ha demostrado que el cargado a base de interacciones hidrofobicas reduce la

capacidad de cargado. %9

En el método por conjugacién covalente, la sustancia
activa puede ser conjugada con un grupo vinilico y después se pone en contacto con
el agente entrecruzante, de modo que el farmaco actuia como un monémero mas,
formando parte de la red, y asi queda inmovilizada. La actividad del farmaco se
conserva casi integra después de la reaccion.”

Un ejemplo de conjugacion covalente es el cargado de cisplatino en
nanogeles de PEG-b-PMA. ®*®"  Tales nanogeles contienen un nucleo poliidnico
entrecruzado con PMA y un polimero hidrofilico (PEG) en la coraza del nanogel; en
en solucion acuosa el cisplatino reacciona con los grupos carboxilicos del nucleo, lo
cual permite el colapso del farmaco para cargarse en el nucleo. Alternativamente se
han utilizado nanogeles de poliacrilamida para incorporar quimiotripsina,
copolimerizando por microemulsién inversa.®> Estos nanogeles contienen a la
proteina unida covalentemente, pudiendo incrementar la termoestabilidad y la vida
media de la proteina.®®

Otro enfoque diferente se basa en el autoensamblaje controlado de nanogeles
a base de polielectrolitos con cargas opuestas a los solutos, el cual puede producir
nanomateriales con alta capacidad para cargar agentes bioldgicos.®*

Por otra parte, el hinchamiento y el colapso de los nanogeles son las unicas
propiedades para optimizar el cargado y la liberacidén de farmacos. El hinchamiento

de los nanogeles en medios acuosos, es controlado por la estructura del nanogel (la
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estructura quimica del polimero, el grado de entrecruzamiento y la densidad de
carga en los geles a base de polielectrolitos) y por parametros ambientales, como el
pH, la fuerza idnica, y la naturaleza quimica de los iones de bajo peso molecular,
para polielectrolitos; asi como la respuesta de los nanogeles a la temperatura
(Figura 8). Es importante saber que un balance entre la presibn osmotica y la
elasticidad del polimero determina las dimensiones fisicas de un nanogel.®®

La presion osmética de los nanogeles a base de polielectrolitos resulta de una
diferencia de concentraciones de iones moviles entre el interior de los nanogeles y el
exterior (en la solucion). Los grupos ionizables atraen contra-iones hidratados; esto
favorece el hinchamiento del nanogel, mientras que la entropia de elasticidad de las
cadenas poliméricas se interpone en la expansion. La ionizacién de los nanogeles a
base de poli-electrolitos acidos, dependen del pH. La reduccién en el total de las
cargas, el numero de contraiones y un cambio en el pH, resulta en una compresion
del nanogel, (por la reduccién de la presion osmatica) hasta que el volumen excluido
de las cadenas poliméricas limita una mayor compresion. El hinchamiento de los
nanogeles a base de polielectrolitos depende también de la fuerza idnica. Por
ejemplo, a mayor fuerza ionica el hinchamiento de nanogeles catiénicos a base de
PAETMAC se da por la concentracion del entrecruzante, mientras que a menor
fuerza idnica, el hinchamiento es influido por el entrecruzante y la concentracién de
las cargas.?®  En algunos casos, las interacciones entre el disolvente y las cadenas
poliméricas de los nanogeles dependen de la temperatura, permitiendo el

hinchamiento o el colapso de los nanogeles. Por ejemplo, puesto que las cadenas
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de PPG en polimeros plurénicos exhiben una LCST, los nanogeles a base de
plurénico son sensibles a la temperatura. Por ejemplo, se ha demostrado que
nanogeles pequefios de 120 nm, presentan un hinchamiento drastico hasta 400 nm
por medio de un descenso de la temperatura por debajo de la LCST.%" También se
ha observado el hinchamiento por efecto de la temperatura, en nanogeles a base de
copolimeros de N-isopropilacrilamida (NIPAAm).68 Esta propiedad puede ser
utilizada para disefiar sistemas para cargar farmacos sensibles a estimulos. Una de
las ventajas de la alta dispersidén de los nanogeles es que responden muy rapido al
cambio de las condiciones ambientales,®® las cuales facilitan la incorporacién y la
liberacion de agentes biolégicos en aplicaciones farmacéuticas, En contraste, el
equilibrio de hinchamiento para los macrogeles, requiere de periodos largos de
tiempo, en el orden de dias.  El hinchamiento y el colapso de los nanogeles son
propiedades uUnicas para optimizar el cargado de farmacos y su respectiva

liberacion.”
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Figura 8. Factores que afectan el hinchamiento de los nanogeles. a) Un aumento en la
concentracion del entrecruzante, disminuye el grado de hinchamiento. b) Un
incremento en el pH, resulta un colapso de nanogeles con cadenas compuestas
por poliacidos débiles. ¢) Un aumento en la fuerza iénica, disminuye el grado de
hinchamiento en nanogeles a base de polielectrolitos. d) Nanogeles a base de
polimeros con LCST colapsan al aumentar la temperatura por arriba de la LCST.

1.6 PRINCIPIOS DE LA LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS EN
NANOGELES.

El control de los farmacos administrados en el cuerpo humano, mejora la
eficacia de la terapia médica y permite nuevos tratamientos farmacologicos. Se han
logrado patrones bien definidos de liberacién sostenida de farmacos, los cuales
mantienen niveles del farmaco en el cuerpo humano sin inducir efectos secundarios.

Sin embargo el tratamiento de tumores, el control del dolor y terapias para
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infecciones, requieren una liberacion pulsatil, con la finalidad de obtener éptimos
efectos terapéuticos 6ptimos.”®

Los agentes bioldgicos y los farmacos pueden liberarse de los nanogeles a
través de: 1) Difusion simple, 2) Degradacion del nanogel, 3) Cambios del pH,
4) Desplazamiento por el contrario-iones presentes en el medio, y 5) Transicion
inducida por una fuente externa de energia (Figura 9). Un ejemplo de liberacién por
difusién, es la liberacion controlada de DOX a partir de nanogeles plurénicos.”
También se han desarrollado nanogeles que pueden liberar agentes terapéuticos, en
respuesta al ambiente del sitio de la enfermedad; por ejemplo, un nanogel de
acrilamida con entrecruzantes a base de acetales es estable al pH fisiolégico (7.4),
pero se degrada a pH 5, liberando su proteina encapsulada.”

Los nanogeles a base de polielectrolitos que incorporan agentes biolégicos a
través de enlaces electrostaticos, pueden liberar los agentes bioldgicos en respuesta
a cambios del medio ambiente. Por ejemplo, los nanogeles de PAA, sensibles al pH,
pueden liberar una carga opuesta de la proteina en el sitio del tumor o con la

acidificacion de los endosomas.”3

En resumen, la combinacién de los métodos presentados en la Figura 7,
pueden proporcionar un medio muy util para el control de las caracteristicas de
cargado-liberacion. En el caso de una micela polimérica, la liberacion del farmaco es
controlada por dos factores,?? el primero es la fuerza de enlace del farmaco en el

nucleo de la micela; el segundo es la unidon de las cadenas poliméricas en las
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micelas entre si, caracterizadas por la CMC. Ambos factores son considerados en
términos de la estabilidad termodinamica y la estabilidad cinética.®®%

El tamafo tan pequefio de las micelas, no suele ser una limitante en la
velocidad de difusién del farmaco (al menos para los medicamentos de bajo peso
molecular). Como resultado, se relaciona la estabilidad termodinamica con la
cinética del farmaco-micela; esto es, entre mas fuerte sea el enlace, mas lenta sera
la liberaciéon. Como una regla general, las micelas poliméricas, son menos estables
que los liposomas y nanoparticulas hechas a base de polimeros degradables y, por
lo tanto, la velocidad de liberacion de las micelas es mas rapida. Los nanogeles
proporcionan los medios para mejorar en eficiencia de este tipo de sistemas de
liberacién. Por ejemplo, la liberacién del farmaco puede decrecer por las cadenas de
entrecruzante del nanogel, se puede ajustar y hacerlo sensible a cambios del medio
ambiente o como sea requerido. Los nanogeles hidrofilicos se hinchan mientras se
libera el farmaco. Asi mismo, el nanogel debe sostener la liberacion del farmaco
desde sus capas internas; esto puede ser utilizado para modificar o eliminar la
liberacién o incluso para alcanzar la cinética de orden cero del farmaco liberado al

sitio deseado.’*%
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Figura 9. Liberacién de farmacos a partir de nanogeles. a) Difusion del farmaco a partir de
nanogeles. b) Liberacion de farmacos a través de la degradacion de las cadenas
del entrecruzante biodegradable. c) Un cambio en el pH promueve wuna
desionizacion de la red polimérica y la liberacion de los enlaces electrostaticos
entre el nanogel y el farmaco. d) Cationes Multivalentes de bajo peso molecular o
poliibnes de carga positiva 0 negativa, pueden desplazar a los farmacos con
carga similar a partir del complejo electrostatico con un nanogel ionico.
e) Liberacion del farmaco por la aplicacién de energia externa a los nanogeles, la
cual induce la degradacion o transicion estructural de las cadenas poliméricas
del nanogel.
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lIl.1. GENERALIDADES

Equipos y Reactivos utilizados

a)

Equipos

. Cromatoégrafo de liquidos de alta resoluciéon (HPLC).

El equipo HPLC utilizado es de la marca Pekin Elmer 200 series. Consta de
una columna de separacion de lecho mezclado conectada en serie, (Supelco
LC18 linear, tamafio 5 pm x 25cm x 4.6 ID), Detector de UV- VIS (Varian
Prestar, LC295). Software Turbocrom Navigator para HPLC Advanced LC

Sampler Processor 1ISS200.

. Resonancia Magnética Nuclear de protén (*H-RMN)

El equipo utilizado fue un Varian Mercury NMR200 de 200 MHz. Todos los
analisis se realizaron a temperatura ambiente y se utilizdé CDCls.como

disolvente.

. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Se utilizé el equipo TA instruments, MDSC2920 modulado.

. Espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR)

El equipo utilizado de IR es de la marca Pekin Elmer, modelo 1600 series FT-
IR: NUmero de barridos: 8, de 4000 a 450 cm-1, resolucién 4, intervalo de 2.0
cm-1, los anadlisis se realizaron en peliculas en pastillas de NaCl con

dispersidn en diclorometano.
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5. Dispersion de Luz Dinamica (DLS)
Equipo ZetaSizer Nano-ZS series, de marca Malvern Instruments, modelo
ZEN3500 con laser verde de 532 nm. Para evaluar la LCST se midi6 el Dh de
los nanogeles y la intensidad de la luz en funcién de la temperatura desde
20°C hasta 50°C en solucion (10ul/1ml) con agua destilada y filtrada con filtro
de 0.2 um de didmetro de poro.

6. Equipo de filtraciéon.
Para todos los experimentos de sintesis y analiticos, se utilizé el equipo de
filtracion con membrana millipore Superlco, Life Sciences GHP Acrodisc 25
mm Syringe Filter 0.2 ym, filtros Suport-100 0.2 my 47 mm PN60310

7. Espectrofotémetro Ultravioleta-Visible
UV-Visible spectrophotometer Beckman Coulter DU520 .

8. Potenciometro
Se utiliz6 un medidor de pH 430 Corning, para realizar las titulaciones y
preparar soluciones reguladoras de diferentes pH.

9. Rotaevaporador
Se utilizé un destilador de solventes a presion reducida (Rotaevaporador)
HAAKE Buchler, Inc.

10.Purificador de agua
Equipo purificador de agua desionizada Barnstead Sybron, modelo D2604, en
todos los experimentos y caracterizaciones se utiliz6 agua desionizada y

filtrada con filtros de 0.2um de diametro de poro.
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11.Recirculador
Se utilizaron dos recirculadores, uno fue de la marca Cole Parmer Polustat
modelo 12101-10 y el otro de la marca LAUDA ecoline RE106.
12.Baio Maria.
El equipo de bafio con control de temperatura es de la marca VWR
International Shel Lab modelo 1217.
13.Microscopio de Fuerza Atémica (AFM)
Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA.
14.Microscopio Electronico de Transmisién (TEM)
La caracterizacion de los nanogeles por Microscopia Electrénica de
Transmisién (TEM), fue realizada en el Centro de Nanociencias y
Nanotecnologia de la UNAM campus Ensenada B.C. por el Dr. Eder Lugo
Medina.
15.Sistema liofilizador
Se utilizd el equipo Freeze Dry Sistem/Freezone 4.5 Labconco serie

0309095570, de 60 ciclos.

b) Reactivos y disolventes

Todos los reactivos fueron adquiridos de Aldrich Chemical Company, excepto donde
se indica lo contrario:

o 3,9-Divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro[5.5]undecano (DVA)

o 5-Fluorouracilo (5-FU)
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Acetatato de sodio
Acetato de uranilo 1%
Acido Clorhidrico, 37.4% (Fermont)
Acido salicilico
Agua destilada (Arrowhead)
Anhidrido metacrilico (Polysicences Inc.): purificado por destilacién a 90°C
con hidroquinona.
Bicarbonato de sodio
Carbonato de sodio
Cloroformo deuterado 99.8% (CDCI3)(Acros Organics)
Cloruro de sodio (NaCl)
Dimetilacetamida (DMA)
Dimetilaminopiridina (DMPA)
Doxorrubicina (DOX)
Eter de petréleo (Fermont)
Eter etilico (Fermont)
Etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) (Acros Organics)
Fosfato monobasico de potasio (KH,PO4.H,0)
Fosfato monobasico de sodio (NaH;PO4.H,0)
Hexano (Fermont)

Hidréxido de sodio (NaOH)



45

J Metanol (Fermont)

o N-Isopropilacrilamida (NIPAAm), purificada por recristalizacién con hexano.
o Persulfato de amonio (APS)

J Polietilenglicol metiléter metacrilato (PEGMAM)

o Sulfato de magnesio anhidro, 99% (MgSQOy,)
J Tetrahidrofurano (THF) (Spectrum)

. Trietilamina (TEA)

c) Gases

Nitrégeno y Argén grado ultra alta pureza (UHP), de INFRA S.A. de C.V.

Los experimentos de sintesis fueron realizados en el Centro de Graduados e
Investigacion del Instituto Tecnoldgico de Tijuana, B.C.

RMN de "H 200 MHz. por el Dr. Adrian Ochoa Teran

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) por la M.C. Sandra Ponce Vargas

Microscopia de Fuerza Atémica. por el Dr. Angel Licea Claverie.
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.2 SINTESIS DE PQLiMEROS ENTRECRUZADOS DE NIPAAM/EGDMA, VIA
POLIMERIZACION EN DISPERSION.

.21 Purificacion de NIPAAm por recristalizacion

En un matraz Erlenmeyer se agregaron 25g de N-isopropilacrilamida
(NIPAAmM) y se disolvieron en 200 mL de hexano a 40°C; se agité vigorosamente
hasta disolver completamente a la NIPAAm, posteriormente se filtré en caliente para
eliminar las impurezas insolubles. Después de filtrada la solucion se dejo enfriar a
temperatura ambiente y luego en un bafo de agua fria para recristalizar
completamente a la NIPAAm. El solido se filtré a vacio y se lavd con hexano frio (3 x
20 mL). Finalmente el solido (24.5g) se sec6 en la estufa de vacio a 25°C durante

48 h.

l.2.2 Sintesis de nanogeles de NIPAAm entrecruzados con EGDMA
Estos experimentos preliminares se llevaron a cabo con la finalidad de
estudiar la formacion de nanogeles por el método de polimerizacion en dispersion,
segun la ruta de sintesis en la Figura 10. Se realizaron tres diferentes soluciones
acuosas al 1% compuestas por 0.5 g (4.41 mmol) de NIPAAm vy con diferentes
proporciones de Etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) en 50 mL de agua destilada

(Tabla 1).



Tabla 1. Concentraciones de EGDMA utilizadas en cada solucién acuosa.

EGDMA (% mol) EGDMA (g, mmol)

1 EGDMA 1% mol 0.0087g (0.043 mmol)
2 EGDMA 5% mol 0.043 g (0.220 mmol)
3 EGDMA 10% mol 0.087 g (0.44 mmol)
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En un matraz bola se adicionaron por separado cada una de las solucién

acuosas al 1%; cada sistema se desgasificdé con argéon por 30 minutos para eliminar

el exceso de oxigeno presente. Posteriormente las soluciones se llevaron a un bafio

de aceite, hasta alcanzar un temperatura estable de 85°C; se adicioné el iniciador de

la polimerizacion (APS) al 2%w/w, 0.02 g (8.7 x 10" mmol) con agitacién constante y

se continud la polimerizacion por 45 minutos. Las emulsiones se purificaron por

dialisis, utilizando membranas MWC de 12-14,000 Da. Las emulsiones obtenidas se

observaron como un liquido blanco semitransparente y se caracterizaron via DLS.

)
HN EGDMA

H,0 /APS/85°C

NIPAAmM

Figura 10. Ruta de sintesis para la formacion de nanogeles via polimerizacion en dispersion.
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.3 SINTESIS DE NANOGELES NUCLEO-CORAZA ViA POLIMERIZACION EN
EMULSION SIN DETERGENTE

De acuerdo con los resultados obtenidos respecto a la formaciéon de los

nanogeles, se decidié realizar diversos experimentos de sintesis variando las

proporciones de NIPAAm para el nucleo y Polietilenglicol metiléter metacrilato

(PEGMAM), para la coraza, asi como los entrecruzantes, y sus proporciones. La

sintesis de los nanogeles nucleo-coraza se realizd segun la ruta de sintesis de la

Figura 11, por el método de polimerizacién en emulsién sin detergente, utilizando al

PEGMAM como estabilizante.

O -
o) )
O HN EGDMA
n + : >

H,O /APS/85°C

PEGMAM NIPAAmM NANOGEL

Figura 11. Ruta de sintesis para la formacion de nanogeles nucleo-coraza.

.3.1 Sintesis de nanogeles nucleo-coraza de NIPAAM/EGDMA

Se realizaron diversos experimentos variando la proporcion de PEGMAM
(Tabla 2), con la finalidad analizar la proporcién adecuada de estabilizante para

obtener geles a escala nanométrica.
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Tabla2. Concentraciones de NIPAAm, PEGMAM y EGDMA utilizadas en cada una de las
mezclas de reaccion.

Relaciéon (%w/w)  NIPAAm PEGMAM EGDMA EGDMA

NIPAAm:PEGMAM g, mol g, mol % g, mol

1 1 0.0079, 0.039
2 90:10 0.45,3.97 0.05, 4.5 X102 5 0.039, 0.199
3 10 0.079, 0.390
4 1 0.0070, 0.0350
5 80:20 0.40,3.53 0.10, 0.090 5 0.034, 0.170
6 10 0.070, 0.350
7 1 0.0061, 0.030
8 70:30 0.35,3.09 0.15,0.136 5 0.031, 0.150
9 10 0.061, 0.300
10 1 0.0052, 0.026
11 60:40 0.30,8.83  0.20, 0.181 5 0.026, 0.130
12 10 0.052, 0.265

Se realizaron diversas soluciones acuosas al 1%, disolviendo diferentes
proporciones de NIPAAm, y PEGMAM (Tabla 2) en 50 mL de agua. Cada una de
estas soluciones se colocé en un matraz bola, adicionando diferentes proporciones
de entrecruzante (EGDMA) al 1, 5y 10 %mol (Tabla 2).

El sistema se desgasificd con argon por 30 minutos para eliminar el exceso
de oxigeno presente; posteriormente las soluciones se llevaron a bafo de aceite,
hasta alcanzar una temperatura estable de 85°C; se adiciond el iniciador de la
polimerizaciéon (APS) al 2%w/w, 0.02 g (8.7 x 10® mmol) a cada una de las
soluciones y con agitacion constante se continud la polimerizacién por 45 minutos.

Las emulsiones obtenidas se purificaron por dialisis, utilizando membranas MWC de
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12-14,000 Da. Las emulsiones se observaron como un liquido blanco

semitransparente y se caracterizaron via DLS.

11.3.2 Sintesis de nanogeles nucleo-coraza de NIPAAm/DVA

Con la finalidad de estudiar el efecto del entrecruzante y considerando los
resultados del Dh y de estabilidad obtenidos con nanogeles entrecruzados con
EGDMA, se decidio utilizar la composicién de NIPAAM:PEGMAM (70:30) para los
experimentos cambiando el entrecruzante a DVA. La sintesis de nanogeles
entrecruzados con DVA, se llevé a cabo utilizando el método de polimerizacién en
emulsién sin detergente, de acuerdo a la ruta de sintesis de la Figura 2. Se
realizaron tres diferentes soluciones acuosas al 1% , disolviendo 0.35 g (3.09 mmol)
de NIPAAm y PEGMAM 0.15 g (0.136 mmol) en 50 mL de agua y con diferentes

proporciones de DVA (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones de DVA utilizadas en las soluciones acuosas.

Relacion (%w/w)  DVA DVA
NIPAAmM:PEGMAM % g, mol

1 1 0.0065, 0.031
2 70:30 5 0.033, 0.155
3 10 0.065, 0.300

En matraces bola separados se adicionaron, las soluciones acuosas al 1%;
los sistemas se desgasificaron con argén por 30 minutos para eliminar el exceso de

oxigeno presente; posteriormente las soluciones se colocaron en un bafo de aceite,
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hasta alcanzar una temperatura estable de 85°C; se adiciond el iniciador de la
polimerizacid APS 4% w/w, 0.04 g (8.7 x 10 mmol), con agitacion constante, hasta
continuar la polimerizacion por 50 minutos. Las emulsiones obtenidas se purificaron
por dialisis, utilizando membranas MWC de 12-14,000 Da. Las emulsiones se

observaron como un liquido blanco transparente y se caracterizaron por DLS.

.4 SINTESIS DEL ACIDO METACRILOILOXI-O-BENZOICO (MAOB)

La sintesis del MAOB se realizé segun la ruta de sintesis (Figura 12)
reportada por Licea y colaboradores.” En un bafio de hielo, se colocdé un matraz
bola de tres bocas (250 ml), equipado con un termémetro y una barra magnética, se
disolvieron bajo agitacion, 6.91g (50 mmol) de de acido salicilico y 0.49g (4 mmol) de
DMAP en 8.42mL de trietilamina y 20 mL de diclorometano. Esta solucion se llevo a
0°C en bafo de hielo; posteriormente, con una jeringa de adicion se agregd gota a
gota 7.50g (560 mmol) de anhidrido metacrilico previamente purificado. La solucion
se agitd por 5 horas a 0°C, seguido por agitacidon a temperatura ambiente durante 24
horas. La solucion obtenida se concentré al vacio y se lavo 4 veces con 25 mL de
HCl 2N y la fase organica se sec6 con MgSO,. El producto se purificé por
recristalizacion con éter de petréleo, el mondmero obtenido se lavdé con agua
caliente, después con agua fria y por ultimo con éter de petréleo; posteriormente se
refrigeré hasta su uso. El producto se observé como un sélido blanco esponjoso y se

caracteriz6 por FTIR y H'RMN (Anexo 1).
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OH

Os_OH 0 \1
OH o} DMPAP/TEA/DCM 0" o 0
* >—< - COOH 4+ >_/<
O Tr/i24 h
Figura 12. Ruta de sintesis para la obtencién del MAOB.

.5 SINTESIS DE NANOGELES NUQLEO-CORAZA DE NIPAAM/MAOB ViA
POLIMERIZACION EN EMULSION SIN DETERGENTE

Considerando los resultados obtenidos en el Dh y Ila estabilidad, con
diferentes proporciones de PEGMAM vy diferentes entrecruzantes, se decidié utilizar
la composicion de NIPAAM:PEGMAM (70:30) para realizar los experimentos con
nucleo anidnico.

Con la finalidad de estudiar la incorporacién del grupo anionico y el efecto en
la temperatura de transicién con el pH, se ensayo la incorporacion del grupo acido
anfifilico (MAOB) utilizando diferentes proporciones molares con respecto a la
NIPAAm, 5,10 y15% respectivamente. Este grupo anidnico permitira la interaccion
con farmacos mediante puentes de hidrégeno o interacciones idnicas para optimizar
el cargado de farmacos. La sintesis de nanogeles con nucleo acido, se llevé a
cabo utilizando el método de polimerizacion en emulsién sin detergente, de acuerdo

a la ruta de sintesis de la Figura 13.
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O i
0 0 0”0
0] HN COOH
n o 4 : + EGDMA 6 DVA

H,O /APS/85°C

PEGMAM NIPAAM MAOB NANOGEL

Figura 13. Ruta de sintesis para la formaciéon de nanogeles con nucleo acido.

.51 Sintesis de nanogeles de NIPAAmM/EGDMA/MAOB

Considerando los resultados obtenidos en el Dh y la estabilidad con
diferentes proporciones del entrecruzante EGDMA, para continuar con los
experimentos de la incorporacién al nucleo del grupo anidnico se decidio utilizar la
composicion de NIPAAM:PEGMAM (70:30)/EGDMAs%mol-

La sintesis de nanogeles con nucleo acido entrecruzados con EGDMA, se
llevd a cabo por el método de polimerizacion en emulsion sin detergente, de
acuerdo a la ruta de sintesis de la Figura 13.  Se realizaron tres diferentes
soluciones acuosas al 1% w/w de monémeros compuestas por, 0.35 g (3.09 mmol)
de NIPAAm, 0.15g (0.136 mmol) de PEGMAM, y 0.031g, (0.150 mmol) de EGDMA

en 50 mL de agua destilada y con diferentes proporciones de MAOB (Tabla 4):

Tabla 4. Concentraciones de MAOB utilizadas en las reacciones estudiadas.

Relacion (%w/w) MAOB MAOB
NIPAAM:PEGMAM % g, mol
1 5 0.032, 0.155
2 70:30 10 0.064, 0.310

3 15 0.095, 0.460
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En cada una de estas soluciones se trabajé de acuerdo al método de sintesis
descrito anteriormente (seccién [11.3.1). Las emulsiones obtenidas se observaron
como un liquido blanco turbio y se caracterizaron utilizando técnicas adecuadas

para sistemas coloidales.

11.5.2 Sintesis de nanogeles de NIPAAm/DVA/MAOB

Considerando los resultados obtenidos en el Dh y Ila estabilidad, con
diferentes proporciones del entrecruzante DVA, para continuar con los
experimentos de la incorporacion del grupo anionico se decidid utilizar la
composiciéon de NIPAAM:PEGMAM (70:30)/DVAsmor-

La sintesis de nanogeles con nucleo acido entrecruzados con DVA, se llevé a cabo
utilizando el método de polimerizacidon en emulsion sin detergente, de acuerdo a la
ruta de sintesis de la Figura 13.

Se realizaron tres diferentes soluciones acuosas al 1% w/w de mondmeros
compuestas por 0.35 g (3.09 mmol) de NIPAAm, 0.15 g (0.136 mmol), 0.033g (0.155
mmol) de DVA en 50 mL de agua destilada y con diferentes proporciones MAOB de
acuerdo a la Tabla 4.

Para realizar la sintesis se utiliz6 el método descrito anteriormente en la
seccion 111.3.2, utilizando APS 4% wiw, 0.04 g (8.7 x 10® mmol). Las emulsiones
obtenidas se observaron como un liquido blanco semitransparente y se

caracterizaron utilizando diferentes técnicas para sistemas coloidales.
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.6 TECNICAS DE CARACTERIZACION PARA LOS NANOGELES
SINTETIZADOS DE NIPAAM/MOAB

a) Dispersién de Luz Dinamica (DLS). Se utilizé el equipo de Dispersion de Luz
Dinamica con la finalidad de caracterizar la formacion y el tamafio de los nanogeles
en las emulsiones obtenidas. Se diluyeron 100 yL de muestra aforando a un
volumen de 10 mL de agua destilada y filtrada, luego se procedié a correr la muestra
en el equipo haciendo un barrido de temperaturas, de 20°C a 50°C, obteniendo el %
en volumen de tamanfos y la curva de transicion de los nanogeles.

b) Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Se utilizé un calorimetro TA
Instruments, MDSC 2920 modulado, con la finalidad de caracterizar la composicion
de los nanogeles. Para la determinacion de la Tg se utilizo el siguiente método de
analisis: Equilibra a -40°C, Isotérmico por 10 minutos, Modular +/- 0.50°C cada 60
segundos y rampa 5.00°C/min hasta 200°C. Para la determinacion de la LCST se
utilizé el siguiente método de analisis: Equilibrar a 5°C, Isotérmico por 10 minutos,
Modular +/- 0.50°C cada 60 segundos y rampa 10°C/min hasta 200°C.

c) Potencial Z. Se utiliz6 el equipo DTS nano para analizar el potencial z con la
finalidad de determinar la carga de la superficie de los nanogeles. Se tomaron
100 pyL de las emulsiones previamente purificadas y se diluyeron en 10 mL de
solucion amortiguadora a diferentes pH (de 3 a 10); cada una de las diluciones se
colocaron en cubetillas para posteriormente analizar el potencial Z.

d) Determinacion del contenido de MAOB por titulacion acido-base. Con la

finalidad de cuantificar el acido incorporado en el nucleo de los nanogeles, se utilizd
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el método de retrotitulacion acido-base. En un vaso de precipitados se adicionaron 2
mL de NaOH 0.1N con 10 mL de agua y se adicionaron 100 mg de nanoparticulas
con agitacion constante; posteriormente se adicionaron gota a gota 3 mL de HCI
0.001N, se tomaron lecturas de pH (cada 0.05 ml) y obteniéndose la curva de
titulacion y la curva de la derivada del pH.
e) Microscopia de Fuerza Atémica (AFM). Con el equipo de AFM se analizé la
morfologia de los nanogeles de acuerdo al siguiente método: Se colocé una gota de
la emulsion [1%(w/w)] en la superficie de un portaobjetos (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, PA), se dejoé secar por 60 minutos y posteriormente la
muestra se observé en el microscopio.
f) Microscopia Electréonica de Transmisién (TEM). En el equipo de microscopia
TEM se analizé la presencia de nucleo-coraza en los nanogeles, utilizando un
marcador radioactivo como agente de contraste. Se adicion6 una gota de la
suspension de nanoparticulas al 1%w/w a una superficie de malla 30 de cobre
recubierta con carbono. A esta gota se le agregaron dos gotas de solucion acuosa de
acetato de uranilo al 2%. Las muestras se secaron en una estufa de vacio a 25°C y

40°C por 24 h. Las muestras secas se sujetaron en el TEM y se observaron a 8kV.

.7 LIOFILIZACION Y RECONSTITUCION DE LOS NANOGELES

Se realizaron estudios de estabilidad al proceso de liofilizado a todos los
nanogeles sintetizados de composicion NIPAAM/PEGMAM/MAOB, con la finalidad

de aplicarlos al la parte experimental de cargado y liberacion de farmacos,
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analizando las modificaciones y/o la estabilidad en su morfologia, su estructura y

su radio hidrodinamico.

a) Liofilizacion

Se tomaron los 50 mL de las emulsiones previamente purificadas y
caracterizadas, se congelaron en viales de LabConco; posteriormente se colocaron
en el liofilizador por cuatro dias para obtener las muestras completamente secas. Se
obtuvieron las emulsiones liofilizadas y se observaron como un polvo blanco

€esponjoso.

b) Reconstitucién

Para reconstituir el material liofilizado, en un vial se mezclaron 100 mg del
polvo liofilizado con 10 mL de agua destilada y filtrada bajo agitacion constante
durante 5 horas. Una vez reconstituida la emulsion, se diluyé una alicuota de100 pl
en 10 mL de agua. Se realizo la caracterizacion de las muestras reconstituidas via
DLS de acuerdo al método anteriormente descrito en la seccion Ill.6 inciso a,
haciendo un barrido de temperaturas en el intervalo de 20 a 50°C, para observar los

cambios en los nanogeles con respecto al proceso de liofilizacion y reconstitucion.

.8 SINTESIS A GRAN ESCALA DE NANOGELES NIPAAM/MAOB ViA
POLIMERIZACION EN EMULSION SIN DETERGENTE

Se realizé la sintesis a gran escala (1 Litro) de nanogeles con nucleo acido,

de composiciéon NIPAAM:PEGMAM (70:30)/EGDMAs59,mo/ MAOB 10%mol y
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NIPAAM:PEGMAM  (70:30)/DVA5%mo/MAOB10%,moi  Utilizando el método de
polimerizacién en emulsién sin detergente, de acuerdo a la ruta de sintesis de la
Figura 13. Se realizaron 2 soluciones acuosas al 1%, compuesta por 7g (61.85
mmol) de NIPAAm, 3 g (2.72 mmol) de PEGMAM y 1.27g (6.85 mmol) de MAOB en
1000 mL de agua destilada y filtrada. Cada una de estas soluciones se colocaron en
el reactor bajo atmadsfera de nitrogeno, adicionando los diferentes entrecruzantes y

las diferentes proporciones de iniciador (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones de entrecruzantes e iniciador utilizados en cada una de la
reacciones a gran escala.

Entrecruzante Entrecruzante APS APS
5% mol (g, mmol) %w/w g, mmol
DVA 0.66, 3.1 4 0.8,174.0
EGDMA 0.62, 3.0 2 0.4, 87.0

El reactor se conecté a un sistema de reflujo para alcanzar la estabilidad de
la temperatura a 85°C; una vez con la temperatura en equilibrio, se adiciond el
iniciador de la polimerizacion (APS) y con agitacion constante a 500 rpm se continué
la polimerizacion por 50 minutos. Las emulsiones se purificaron durante una semana
por dialisis, utilizando membranas MWC de 12-14,000 Da. Las emulsiones

obtenidas se observaron como un liquido blanco y se caracterizaron via DLS.
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1.9 CARGADO DE LOS NANOGELES

Para llevar a cabo el cargado de los nanogeles, se realizaron ensayos
preliminares para obtener las condiciones adecuadas para la incorporacion del
farmaco hacia el nucleo de los nanogeles. Los ensayos se realizaron con
nanogeles de composicion NIPAAM:PEGMAM (70:30)/EGDMAse,mo/MAOB10%mol Y
NIPAAM:PEGMAM (70:30)/DVAs%mo/MAOB 10%mo Variando las condiciones como la

temperatura de cargado, la temperatura de recuperacién, y el medio de cargado.

11.9.1 Cargado de los nanogeles con 5-Fluorouracilo

El cargado de nanogeles se llevé a cabo de acuerdo a la Figura 14 por el
método de equilibrio. Se cargaron 30 mg de 5-FU en 100 mg de nanogeles: Se
redispersaron 100 mg de nanogeles en una solucion que contiene 30 mg de 5-FU.
Esta solucion se llevé al recirculador a 20°C por 24 h. Para recuperar los nanogeles
cargados, se centrifugd la solucién cargada, a 9500 rpm a 20°C por 60 minutos, el
precipitado se separo del sobrenadante y se liofilizd para continuar con el analisis de

cargado.

Centrigugacion p—

Buffer 7.4, 20°C, 24h

Figura 14. Diagrama de flujo para el cargado de los nanogeles con 5-Fluorouracilo.
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Para cuantificar el farmaco cargado por HPLC, se realiz6 el siguiente
procedimiento: Se pes6 1 mg de nanogeles cargados y se resuspendieron en
solucion amortiguadora de fosfatos 7.4 con agitacion constante en un recirculador a
10 °C por 24 horas, posteriormente se filtré la solucién y se analizé por HPLC para
obtener la eficiencia de cargado y el porcentaje de carga de cada uno de los grupos
de nanogeles. Los calculos para obtener el porcentaje de carga y la eficiencia se

pueden analizar en el anexo 5.

11.9.2 Cargado de los nanogeles con Doxorrubicina

El cargado de nanogeles con DOX, se llevé a cabo de acuerdo al diagrama de
la Figura 15. Se cargaron 4.5mg de DOX en 30 mg de nanogeles: se redispersaron
30 mg de nanogeles en 8 mL de agua, una vez reconstituidos los nanogeles, se
adiciono un volumen de NaOH 0.1 M para dar una cantidad equimolar de NaOH con
los grupos acidos del nanogel (0.45 mL), posteriormente se agregd una solucion de
DOX compuesta por 4.5 mg del farmaco en 1.25 mL de agua. Esta mezcla se llevo
al recirculador a 20°C por 5 horas con agitacion constante. Para recuperar los
nanogeles cargados, se centrifugd la solucion cargada a 9500 rpm a 20°C por 60
minutos. El precipitado se separd del sobrenadante y se liofilizd para continuar con
el analisis de cargado.

Para cuantificar el farmaco cargado, se realizé el siguiente procedimiento:
Se pes6 1 mg de nanogeles cargados y se resuspendieron en una mezcla de

DMA:H20 (1:1) pH3, a 4 °C con agitacion constante en un recirculador por 5 horas.
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Posteriormente la solucion con el farmaco liberado se analizé mediante
espectrofotometria UV-VIS para obtener la eficiencia de cargado y el porcentaje de
carga de cada uno de los grupos de nanogeles cargados. Los calculos para obtener

el porcentaje de carga y la eficiencia se pueden analizar en el anexo 5.

Centrigugacion p—
H,0, 20°C, 4h

Liofilizaciéon

Figura 15. Diagrama de flujo para el cargado de los nanogeles con DOX.

1.9.3 Curva de calibracién del 5-Fluorouracilo por HPLC

Para la cuantificacion del farmaco en el cargado de los nanogeles, se utilizo el
equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion. Se realizo la validacion del
metodo analitico para el 5-FU, se evaluaron los parametros analiticos segun lo
reportado en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), linealidad,
precision, exactitud y ,especificidad y limite de deteccién. En el método validado las
condiciones utilizadas fueron las siguientes: Se utilizé6 una fase movil compuesta por

metanol:amortiguador a pH 5 (10:90), una velocidad de flujo de 1mL/min, una presién
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de 750 kPa, en el detector una longitud de onda de 267 nm, el tiempo de elucién de
8 minutos por muestra, el tiempo de retencion entre 6.5 y 7 minutos y volumen de
inyectado de 25ul. Esta validacién es el proceso establecido para la obtencién de
pruebas documentadas de que el método es lo suficientemente fiable para producir
el resultado esperado. Posteriormente se realizd una curva de calibracion con
diferentes concentraciones del farmaco, utilizando los datos de las areas bajo la

curva obtenidas con cada concentracion (Anexo 6).

11.9.4 Curva de calibracion de la DOX por UV-VIS

Se realizd una curva de calibracion (Anexo 7) para el analisis del cargado con
DOX, utilizando una solucién madre compuesta de DMA:H,O 1:1 pH 3, con una
concentracion de 1mg/mL y las muestras a diferentes diluciones para obtener
concentraciones en la escala de pg/mL, disueltas en DMA:H,O 1:1 pH 3.
Los analisis de control de proceso del farmaco, se realizaron empleando el
espectrofotometro UV-VIS (Beckman Coulter DU520) con las siguientes condiciones:
cubetas de cuarzo con paso 6ptico de 1cm, con una longitud de onda de 485 nm y

las soluciones blancos de DMA:H,0 1:1 pH 3.

1110 ESTUDIOS DE LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS.
Estos ensayos tienen la finalidad de analizar la cinética de liberacion de los
farmacos modelos cargados en los nanogeles, con respecto al pH y la temperatura.

Para obtener la cinética de liberacion, estos ensayos se realizaron en condiciones
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fisiolégicas normales y en condiciones fisioldgicas de una célula neoplasica

(Tabla 6):

Tabla 6. Condiciones fisioldgicas de las células en diferentes estados.

Condicion H Temperatura
de la célula P (°C)
Normal 7.4 37
Neoplasica 5 42
111.10.1 Degradacion del DVA

Ademas, con la finalidad de analizar la liberacion de los farmacos por medio
de la degradacion del entrecruzante labil al pH, se realizaron experimentos para
nanogeles entrecruzados con DVA expuestos a pH acido.

Se tom6é 1 mL de la emulsion de nanogeles y se aforé a 10 mL con una
solucién amortiguadora de fosfatos pH 5.5 y se expusieron a 42°C por 48 horas;
posteriormente se analizd el cambio de los nanogeles en su Dh via DLS, mediante

las graficas de % en volumen con respecto al Dh y al tiempo.

111.10.2 Estudios de liberacion de nanogeles cargados con 5-FU.

Se prepararon tres membranas de dialisis WCO de 15,000 Da. En una
membrana se coloco una solucién de amortiguadora 7.4, que contiene 3 mg de 5-FU
como solucién de referencia, en las otras dos membranas se colocaron 10 mL de

solucion amortiguadora 7.4 y una cantidad de nanogeles cargados con 3 mg de
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5-FU. Posteriormente las tres membranas se llevaron a viales con 100 ml de solucién
amortiguadora, los viales que contienen a las membranas, se mantuvieron a una
temperatura controlada de 37°C, se tomaron muestras del medio en intervalos de 1
hora durante 24 horas. Cada muestra recolectada fue analizada mediante
espectrofotometria UV-VIS usando como blanco a la solucién amortiguadora de
fosfatos 7.4. Este experimento de liberacion controlada, se repiti6 modificando el
medio de liberacion a solucion amortiguadora de fosfatos pH 5 y la temperatura
controlada se modific6 a 42°C. Los caélculos utilizados para la cuantificacién del

farmaco liberado se muestran en el Anexo 8.

11.10.3 Estudios de liberacion de nanogeles cargados con DOX

Se prepararon tres membranas de dialisis WCO de 15,000 Da. En una
membrana se colocd una solucidén amortiguadora 7.4, que contiene 1 mg de DOX
como solucién de referencia, en las otras dos membranas se colocaron 10 mL de
solucién amortiguadora pH 7.4 y una cantidad de nanogeles cargados con 1mg de
DOX. Posteriormente las tres membranas se transfirieron a viales con 50 mL de una
solucién amortiguadora, las cuales se mantuvieron a una temperatura controlada de
37°C, se recolectaron muestras del medio a intervalos de 1 hora durante 72 horas.
Cada muestra recolectada se analizé mediante espectrofotometria UV-VIS tomando
como blanco el amortiguador de fosfatos 7.4. Este experimento de liberacion
controlada, se repiti6 modificando el medio de liberacion a una solucidon

amortiguadora de fosfatos pH 5 y modificando la temperatura controlada a 42°C. Los
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calculos utilizados para la cuantificaciéon del farmaco liberado se muestran en el
Anexo 9.

11.10.4 Curva de calibracion del 5-FU por UV-VIS

Para el analisis de la liberacion del 5-fluorouracilo, se realizé una curva de
calibracion (Anexo 10), utilizando una solucién de trabajo a una concentracion de
1mg/mL y se prepard una serie de diluciones en un intervalo de concentraciones en
la escala de pg/mL, disueltas en solucion amortiguadora de fosfatos 7.4
previamente filtrada. Los analisis de control de proceso del farmaco, se realizaron
empleando el espectrofotometro UV-VIS (Beckman Coulter DU520) con las
siguientes condiciones: cubetas de cuarzo con paso o6ptico de 1cm, con una
longitud de onda de 267 nm y como solucién blanco la solucién amortiguadora de

fosfatos pH 7.4.

11.10.5 Curva de calibracion de la DOX por UV-VIS

Para el analisis de las liberaciones de la doxorrubicina, se realizdé una curva
de calibracién (Anexo 11), utilizando una solucion de trabajo a una concentracion
de 1mg/mL y se preparo una serie de diluciones para obtener concentraciones en la
escala de pg/mL disueltas en agua destilada vy filtrada. Los analisis de control de
proceso del farmaco se realizaron empleando el espectrofotometro UV-VIS
(Beckman Coulter DU520) con las siguientes condiciones: cubetas de cuarzo con
paso Optico de 1cm, a una longitud de onda de 485 nm y usando como blanco agua

destilada y filtrada.
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CAPITULOIV
RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1  SINTESIS DE POLIMEROS ENTRECRUZADOS DE NIPAAM/EGDMA, ViA

POLIMERIZACION EN DISPERSION.
V.11 Sintesis de nanogeles de NIPAAm entrecruzados con EGDMA

En el ensayo preliminar para el estudio de la formacién de nanogeles, se
obtuvieron diferentes dispersiones; el producto se observé como un liquido blanco
semitransparente, aumentando la intensidad del color con respecto a la
concentracion del entrecruzante. Estas dispersiones se caracterizaron via DLS, para
analizar el tamafio de particula con el Dh; estos resultados se pueden observar en la

Tabla 7.

Tabla7. Dh de los nanogeles sintetizados con NIPAAM/EGDMA a 26°C.

Cédigode NIPAAmM:PEGMAM APS EGDMA Dh
muestra (%WIW) (%mol) (% mol) (nm) 26°C
R17/PN89 1% 750 + 125
PN90 100 2% 5% 878 £ 100
PN6-1 10% 1772 +259

En el anadlisis de las dispersiones, se obtuvieron graficas con una sola
distribucion de tamafos con el porcentaje en volumen. Los nanogeles entrecruzados
con EGDMAiymo son de menor Dh, en comparacion con los hidrogeles
entrecruzados con EDGMAsymo, Y EGDMA%mo  respectivamente (Figura 16).
Si se observan las distribuciones, a menor proporcion de entrecruzante, menor es el
didmetro de los hidrogeles. En el efecto de la temperatura contra la intensidad de
dispersion, se observa un cambio abrupto en el tamafo de los hidrogeles a los 32°C,

este cambio corresponde a la LCST de la NIPAAm, en la cual los hidrogeles pasan
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de un estado hidrofilico a un estado hidrofébico o bien, de hinchado a colapsado.
Esto indica que a 32°C los nanogeles se colapsan aumentando la intensidad de

dispersion de la luz en el medio (Figura 17).
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Figura 16. Distribucién de tamafios por volumen de los microgeles entrecruzados con
diferentes proporciones molares de EGDMA.

Con el método de polimerizacién en dispersion se obtienen hidrogeles a
escala micrométrica, y con los resultados anteriormente descritos, se propuso
realizar experimentos para obtener emulsiones estabilizadas por un macrémero, con
el metacrilato de polietilenglicol metiléter (PEGMAM) esperando que la estabilidad

‘produzca particulas a escala nanométrica.
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Figura 17. Efecto de la temperatura en el Dh y la derivada del conteo de la dispersion de luz
para hidrogeles entrecruzados con EGDMA ¢,mol-

IvV.2 SiNTESI&} DE NANOGELES NUCLEO-CORAZA ViA POLIMERIZACION EN
EMULSION SIN DETERGENTE

Estos experimentos se llevaron a cabo con la finalidad de analizar la
formacion de nanogeles con coraza de polietilenglicol, variando las relaciones de
NIPAAM:PEGMAM; asi como los entrecruzantes y sus proporciones molares al 1,5y
10%. Los productos obtenidos en estos experimentos se caracterizaron via DLS
para determinar el tamafio (Dh) y numero de distribuciones del % de tamafios en

volumen.
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V.21 Sintesis de nanogeles nucleo-coraza de NIPAAM/EGDMA

Se obtuvieron doce emulsiones con aspecto diferente c/u, de acuerdo con la
proporcion de estabilizante y de entrecruzante; la intensidad del color blanco
semitransparente al aumentar el peso de estabilizante; emulsiones con bajas
concentraciones de estabilizante presentaron un aspecto blanquizco. Las
emulsiones obtenidas en los experimentos se caracterizaron via DLS, obteniendo los
tamanos de particula con respecto a la temperatura y analizando el numero de
distribuciones y el tamafo de particula; estos resultados se pueden analizar en la

Tabla 8.

Tabla 8. Dh de los nanogeles sintetizados con NIPAAmM/PEGMAM/EGDMA a 26°C.

Codigode NIPAAm:PEGMAM EGDMA Dh
muestra (%W/W) (% mol) (nm) 26°C

PN51 1% 634 £ 110
PN23 90:10 5% 873 +110
PN37 10% 1043+150
PN62 1% 430+80
PN63 80:20 5% 528+70
PN60 10% 540470
PN67 1% 127 + 18
PN69 70:30 5% 295 + 50
PN70 10% Pp
PNE1 1% 239 + 43,60 + 11
PNE2 60:40 5% Pp

PNE3 10% Pp
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En los resultados que se muestran en la Tabla 8, se puede observar que con
proporciones de NIPAAm:PEGMAM (70:30) se lograron obtener Dh menores en
comparacién con las demas proporciones de NIPAAM:PEGMAM (90:10) vy
NIPAAM:PEGMAM (80:20), manteniendo su LCST cercana a los 38°C, (Figura 18).
En los experimentos de composicion NIPAAM:PEGMAM (60:40) se observa un
precipitado al final de reaccién, esto significa que a mayor concentraciéon del
estabilizante podria haber una polimerizacion del PEGMAM que esta en exceso

formando un precipitado. (Figura 19).
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Figura 18. Barrido de temperaturas de los nanogeles de composicion
NIPAAM:PEGMAM(70:30)/EGDMA 59,mol-

El efecto de la concentracion del entrecruzante dentro de los experimentos
con proporciones NIPAAM:PEGMAM (70:30), se observa que a menor proporcion

de entrecruzante es menor el Dh.
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Figura 19. Distribuciones de tamanos por volumen de nanogeles de NIPAAM:PEGMAM
(60:40)/EGDMA 19,mol-
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Figura 20. Efecto de la concentracién del entrecruzante (EGDMA) en nanogeles de
composicion NIPAAm:PEGMAM (70:30) .
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Por lo tanto los nanogeles entrecruzados con EGDMA¢mo S€ obtuvieron con

un Dh menor de aproximadamente 150 nm. De acuerdo con esto datos, los
nanogeles entrecruzados con EGDMA+ymo, los nanogeles entrecruzados con
EGDMA19%mo Y EGDMAsymo (Figura 20) se analizaran para determinar su respectiva
estabilidad al proceso de liofilizado y reconstitucién para aplicaciones posteriores a

la incorporacion del grupo anionico y para el cargado de farmacos.

IvV.2.2 Reconstitucion y liofilizacién de los nanogeles nucleo-coraza de
NIPAAM/EGDMA

Se realizaron estudios de estabilidad al proceso de liofilizado, para aquellos
nanogeles que presentaron los mejores resultados en cuanto a la formacion y al
tamano. Por ello se analizé la estabilidad al proceso de liofilizado y de reconstituciéon
a los nanogeles de composicion NIPAAM:PEGMAM (70:30)/EGDMA1%mo Y
NIPAAM:PEGMAM (70:30)/EGDMAs%mol-

Con la liofilizacion se logré obtener el rendimiento de la sintesis de
nanogeles, que para los nanogeles de composicion NIPAAM:PEGMAM
(70:30)/EGDMA19,moi fue del 76% y el rendimiento para NIPAAmM:PEGMAM
(70:30)/EGDMAS5,mo fue del 85%. Los productos liofilizados se observan como un
polvo blanco esponjoso y el polvo reconstituido se observa como un liquido
blanquizco, el cual se caracterizd via DLS para analizar la estabilidad del tamafio y el
numero de distribuciones al proceso de liofilizado, obteniendo los resultados que se

observan en la Tabla 9.
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Tabla 9. Dh de los nanogeles NIPAAmM/PEGMAM(70:30)/EGDMA reconstituidos a 26°C .

Cdédigo de EGDMA Dh Dh (nm)26°C
muestra (% mol) (nm) 26°C reconstitucion
PN84 1% 127 £ 18 2915, 243+68, 47361489
PN80 5% 295 + 50 380+75

En estos resultados se puede observar que los nanogeles de composicién
NIPAAM:PEGMAM(70:30)/EGDMA%mo NO son estables al proceso de liofilizado, ya
que no se logré obtener la forma y el tamafo original de los nanogeles. Esto se
puede observar en la Figura 21 en donde se muestran distribuciones de tamafos
multimodales, las cuales nos indican que los nanogeles se rompen con el proceso de
recuperacion. En cuanto a los nanogeles NIPAAM:PEGMAM(70:30)/EGDMAsq,mol
estos son mas estables a los procesos de liofilizado y reconstitucion, manteniendo su
tamafo con distribuciones monomodales (Figuras 22 y 23) manteniendo su LSCT =

37°C observada en la gréafica de intensidad de dispersion de la luz (Figura 24).
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Figura 21. Distribucién de tamafos por volumen de nanogeles liofilizados y reconstituidos de
NIPAAM:PEGMAM(70:30)/EGDMA 19mol-
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Figura 22. Efecto de la temperatura en el Dh de nanogeles entrecruzados con EGDMAse;,me
liofilizados y reconstituidos.
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Figura 23. Distribucién de tamafios por volumen de nanogeles entrecruzados con
EGDMAS5% liofilizados y reconstituidos.
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Figura 24. LCST de los nanogeles reconstituidos de composicion
NIPAAM:PEGMAM(70:30)/EGDMAs9%mol-
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Con los experimentos y los datos obtenidos anteriormente podemos concluir

que la composicién de nanogeles NIPAAM:PEGMAM(70:30)/EGDMA5¢, moi €S la mas
adecuada para continuar las sintesis de nanogeles en donde se incorporaran grupos
anionicos al nucleo de los mismos, mediante reacciones de polimerizacion en

emulsion sin detergente copolimerizando con MAOB.

IV.2.3 Sintesis de nanogeles nucleo-coraza de NIPAAm/DVA

Se realizaron experimentos de composicion NIPAAM:PEGMAM (70:30)
utilizando como entrecruzante al DVA, variando las proporciones a 1,5y 10% mol.
Se obtuvieron tres emulsiones con aspecto diferente c/u, de acuerdo con la
proporcion de entrecruzante; la opacicidad aumenté al aumentar la concentracién de
entrecruzante (DVA). Las emulsiones obtenidas en los experimentos, se
caracterizaron via DLS, analizando el numero de distribuciones de tamafos y el

tamano de la particula con el Dh; estos resultados se pueden analizar en |la Tabla 10.

Tabla 10. Dh de los nanogeles NIPAAmM/PEGMAM(70:30)/DVA a 26°C .

Cédigo de DVA Dh
muestra (% mol) (nm) 26°C
S/IN 1% 75+10
Ac9 5% 80+9

Ac17 10% 88+12, 563+27
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En el grupo de nanogeles entrecruzados con DVAqp%mo S€ presentaron dos
distribuciones. Una distribucién aparece en la escala de micrémetros, indicando la
presencia de algun precipitado, por lo tanto con esta concentracién no se logro
obtener la formacién completa de los nanogeles; los nanogeles entrecruzados con
DVA1%mo Y DVAsymol tuvieron tamafos de ~75 nm y 80 nm a 26°C respectivamente,
con una sola distribucion de tamanos (Figura 25), presentando una transicion
continua con la temperatura (Figura 26). Por lo tanto, a menor proporcion de
entrecruzante es menor el Dh; y de acuerdo al tamafo (Dh), los nanogeles
entrecruzados con DVA14mo Y DVAsy.mol S€ analizaran para su respectiva estabilidad
al proceso de liofilizado y reconstitucion para las aplicaciones posteriores a la

incorporacion del grupo aniénico al nucleo y para el cargado de farmacos.
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Figura 25. Distribucién de tamaros por volumen de nanogeles con entrecruzados con DVA.
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Figura 26. Barrido de temperaturas para nanogeles NIPAAM/PEGMAM/DVA 59,mol

IV.2.4 Reconstitucion y liofilizacién de los nanogeles nucleo-coraza de
NIPAAm/DVA

Se realizaron estudios de estabilidad al proceso de liofilizado vy
reconstitucion con nanogeles que presentaron los mejores resultados en cuanto a la
formacion y el menor Dh. Por ello se eligi6 a los nanogeles de composicion,
NIPAAM:PEGMAM (70:30)/DVA1%mor Y NIPAAM:PEGMAM (70:30)/DVAsymo para
tales analisis. Con la liofilizacion se logré cuantificar el rendimiento de los nanogeles,
obteniéndose el 76% de rendimiento para los nanogeles de composicion
NIPAAM:PEGMAM (70:30)/DVA1%moal Y €l 83% para nanogeles de composicion
NIPAAM:PEGMAM (70:30)/DVAs%mo. LOs productos liofilizados se observan como

un polvo blanco esponjoso y el polvo reconstituido se observa como un liquido
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blnaquizco traslucido, el cual se caracterizé via DLS con el fin de establecer la
estabilidad al proceso de liofilizado. Los resultados de estos analisis se observan en

la tabla 11.

Tabla 11. Dh de los nanogeles de composicion, NIPAAM/PEGMAM(70:30)/DVA,
reconstituidos a 26°C .

Cddigo de DVA Dh Dh (nm)26°C
muestra (% mol) (nm) 26°C reconstitucion
Ac52 1% 75+10 36+8, 10+1, 2531+500
Ac18-5 5% 80 +9 82+10

Se puede observar que los nanogeles NIPAAM:PEGMAM(70:30)/DVA1% moi NO
conservan su estabilidad después del proceso de liofilizado ya que no se logrd
obtener la forma y el tamano original de los nanogeles. Esto se puede observar en la
Figura 27 en donde se muestran las distribuciones de tamafios multimodales, las
cuales nos indican que los nanogeles se rompen con los procesos de liofilizacion y/o
reconstitucion. Con respecto a los nanogeles NIPAAM:PEGMAM(70:30)/DVAsomo
las distribuciones son monomodales (Figura 28) lo cual nos indica que estos
nanogeles mantienen su estabilidad a los proceso de liofilizacion y reconstitucion,

manteniendo su tamano (Figura 29).
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Figura 27. Distribucién de tamafios por volumen de los nanogeles
NIPAAmM:PEGMAM(70:30)/DVA,, liofilizados y reconstituidos.
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Figura 28. Distribucién de tamafos por volumen de nanogeles entrecruzados con DVAse,
liofilizados y reconstituidos.

81



82

100 +

—O— Liofilizado

90 —e— Dispersion

80

70

Dh (nm)

60
50

40-

2|0'2|5'3|0'3|5'4|0'4|5'50
Temperatura (°C)

Figura 29. Efecto de la temperaturas en el Dh de nanogeles entrecruzados con DVAse,
liofilizados y reconstituidos.

Con base a los datos obtenidos en relacion al tamafio de particula y la
estabilidad a los proceso de liofilizado y reconstitucion, se pueden realizar
experimentos con proporciones de entrecruzante al 5%mol para continuar las
sintesis de nanogeles en donde se incorporaran grupos anionicos al nucleo de los
nanogeles, mediante reacciones de polimerizacion en emulsiéon sin detergente
copolimerizando con MAOB.

IV.3 SINTESIS DEL MONOMERO METACRILOILOXI-O-BENZOICO
(MAOB)

El mondmero acido se obtuvo como un solido blanco esponjoso del cual se

obtuvo un rendimiento del 50%, se caracterizé por FTIR y H'RMN (Anexo 1y 2);

obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 12.
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Tabla 12. Datos de los espectros y rendimiento de la sintesis del MAOB.

Estructura Grupo Funcional FT-IR H-NMR
(cm™) (Ppm)
O-H 9.2, s (1H)
i =C-H (aromatico) 3079 8.2-7.0, m (4H)
0~ SO0 a-CHs (C-H) 2985 2.1, 2(3H)
COOH C=0 (éster) 1736
C=0 (acido) 1694
H.C=C 1637 6.5, 5.8, s (2H)
C-O 1119
C=C (aromatico) 1455
C-O-H 1409
C-O (acido) 1297

En el espectro FTIR se observo una banda ancha para el estiramiento O-H del
grupo acido (desde aprox. 2550 hasta 3300 cm™), estiramiento C=0 del grupo éster
(1736 cm™), estiramiento C-H aromatico (3079 cm™), estiramiento C-H alifatico
(2985, 2876 cm™), estiramiento C=0 del grupo acido (1694 cm™), estiramiento C=C
vinilico (1637 ¢cm™), estiramiento C=C aromatico (1455 cm™), la flexion C-O-H (1409
cm™), y el estiramiento C-O del grupo &cido (1119 cm™).

El espectro de "H-RMN (200 MHz) se obtuvo en CDCl;. A continuacion se indica
el desplazamiento quimico, la multiplicidad, la integracion de protones y el grupo
funcional correspondiente a cada senal obtenida: 6(ppm) 2.1 (dd, 3H, J»>=1.54, -CH3);
7.0 (dd, 1H, J1=J>= 1.19, orto-ArH respecto al metacrilato); 8.2 (dd, 1H, J1=J>=1.75,
orto-ArH respecto al grupo acido). Las sefiales de los protones vinilicos se asignaron
tomando en cuenta que el acoplamiento frans es mayor, ademas, el H en posicidn

cis esta en mayor contacto con el disolvente y por lo tanto mas desplazado.
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Las sefales de los protones aromaticos se asignaron de acuerdo al efecto protector

del metacrilato y desprotector del grupo acido.

IV.4 SINTESIS DE NANOGELES NUCLEO-CORAZA DE NIPAAM/MAOB ViA

POLIMERIZACION EN EMULSION SIN DETERGENTE

La sintesis de nanogeles con nucleo acido y coraza de polietilenglicol se llevo
a cabo con la finalidad de estudiar la incorporacion al nucleo del grupo aniénico
(MAOB) y el efecto en la temperatura de transicion con el pH. Se estudi6 la
incorporacion del grupo acido anfifilico (MAOB) para analizar la interaccion con
farmacos y este grupo anidnico, mediante puentes de hidrégeno o interacciones
iGnicas para optimizar el cargado de farmacos.

En los experimentos de sintesis para nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/MAOB, se obtuvieron tres emulsiones con aspecto
diferente cada una, la intensidad del color blanco lechoso aumenté de acuerdo con
el aumento en peso de MAOB. Con los experimentos del grupo de nanogeles de
NIPAAM/PEGMAM/DVA/MAOB, se obtuvieron tres emulsiones con aspecto
diferente cada una; se observa un liquido blanco lechoso de acuerdo con la
proporcion de MAOB; la turbidez aumentd al aumentar la concentracion de MAOB en

la alimentacion.
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IV.4.1 Caracterizacion de los nanogeles de NIPAAM/MAOB mediante
Dispersion de Luz Dinamica (DLS)
Las emulsiones obtenidas en los experimentos se caracterizaron via DLS,
determinando los tamafos de particula (Dh) en funcion a la temperatura y
analizando el numero de distribuciones; estos resultados se pueden observar en la

Tabla 13.

Tabla 13. Dh de los nanogeles entrecruzados con EGDMA y DVA a 26°C.

Cédigo de NIPAAM:PEGMAM Entrecruzante MAOB Dh
muestra (%WIW) (% mol) (nm) 26°C

M16 5% 527 + 70
M12 70:30 EGDMA 10% 383+ 60
M10 15% 342+ 45
AMA1 5% 48+ 8

AM7-AC31 DVA 10% 97+ 10

AM6-AM?2 15% 239+ 20

En la tabla 13 se observa que, en nanogeles entrecruzados con EGDMA, a
mayor concentracion de MAOB disminuye el Dh de las particulas (Figura 30); a
diferencia de los nanogeles entrecruzados con DVA donde se observa que a mayor
proporcion de MAOB, aumenta el Dh de los nanogeles (Figura 31). En cuanto a la
comparaciéon de tamafos con respecto al efecto del entrecruzante, se observa que
los nanogeles entrecruzados con DVA se obtienen con menor Dh en comparacion
con nanogeles entrecruzados con EGDMA (Figura 32), presentando ambos grupos

distribuciones monomodales de tamarnios, lo cual indica la formacion uniforme de los
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nanogeles. Con respecto al efecto de la temperatura, se observa en ambos grupos

de nanogeles, una transicidon de fase continua (Figuras 33 y 34).
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Figura 30. Distribucién de tamafos por volumen de nanogeles de composicion
NIPAAmM/PEGMAM/EGDMAs¢,m. /MAOB a 26°C.
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Figura 31. Distribucién de tamanos por volumen de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVAsy,mo /MAOB a 26°C.
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NIPAAM/PEGMAM/DVAsymo /IMAOB 'y NIPAAM/PEGMAM/EGDMAs«,mo /MAOB.



88

600 +

500

400 4

Dh (nm)

300

200+

T T
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Temperatura °C

Figura 33. Efecto de la temperatura de nanogeles NIPAAM/PEGMAM/EGDMA variando las
proporciones de MAOB.
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Figura 34. Efecto de la temperatura de nanogeles NIPAAM/PEGMAM/DVA variando las
proporciones de MAOB.
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Uno de los objetivos de la incorporacion del grupo acido en los nanogeles fue
modificar la temperatura de transicién de la NIPAAm, y como se puede observar en
las graficas de intensidad contra temperatura (Figuras 35 y 36) se presenta un
cambio abrupto de la temperatura de transicion cercano a los 37°C. Esto es, a dicha
temperatura hay un aumento en la intensidad de dispersién de la luz, ya que los
nanogeles por arriba de esta temperatura se colapsan, disminuyendo su diametro

hidrodinamico y por lo tanto, aumentando la dispersion e intensidad de la luz.
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Figura 35. Efecto de la temperatura en el Dh y LCST de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/MAOB 1p5mol-
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Figura 36. Efecto de la temperatura en el Dh y LCST de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVA/MAOB 1% mol-

Con los resultados anteriormente descritos, podemos concluir que los
nanogeles entrecruzados con EGDMA y con proporciones de MAOB del 10 y
15% mol, presentaron un menor tamano de particula, en comparacion con los
nanogeles preparados con MAOBsymo; €n cambio en los nanogeles entrecruzados
con DVA se logré obtener nanogeles de menor Dh con MAOB5y,me €n comparacion
con MAOB5¢.mol. Con base a estos resultados, se analizara la estabilidad al proceso
de lioflizado y de reconstitucion; ademas se caracterizara el efecto al pH para el

grupo de nanogeles con proporciones de MAOB del 10 y 15%mol.
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IV.4.2 Liofilizacién y reconstitucion de nanogeles nucleo-coraza de
NIPAAM/MAOB

Se realizaron estudios de estabilidad o resistencia al proceso de liofilizado a
nanogeles sintetizados y caracterizados de NIPAAM/MAOB. Con la liofilizacion se

logré obtener el rendimiento de los nanogeles, el cual se puede observar en la tabla

14.

Tabla 14. Rendimiento de los nanogeles NIPAAm/PEGMAM/MAOB.

Nanogeles rendimiento

%
EGDMA/MAOB:s9,mol 92
EGDMA/MAOB 1%mol 68
EGDMA/MAOB 15%mol 89
DVA/MAOB:5y,mol 89
DVA/MAOB 1¢%mol 91
DVA/MAOB15%moI 92

Los productos liofilizados se observan como un polvo blanco esponjoso y el
polvo reconstituido se observa como un liquido blanco lechoso, el cual se caracterizd
via DLS obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 15. De acuerdo con
los resultados obtenidos, se observa que los nanogeles de ambos grupos, son
estables al proceso de liofilizado ya que se logré obtener la forma y el tamafo
original de los nanogeles; esto se puede observar en las distribuciones de tamarios
monomodales de los nanogeles reconstituidos de EGDMA/MAOB 10%mol. y
DVA/MAOB1o%mol, (Figura 37 y 38) las cuales nos indican la estabilidad al procesos

de liofilizado y reconstitucion.
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Tabla 15. Dh de los nanogeles liofilizados y reconstituidos de NIPAAM/MOAB a 26°C.

Cédigo de Entrecruzante MAOB Dh Dh (nm)26°C
muestra (% mol) (nm) 26°C reconstitucion
M21 5% 527 £ 70 526 + 57
M27 EGDMA 10% 383+ 60 408+ 50

M17-7 15% 342+ 45 374+ 42
DH 5% 48+ 8 54 + 10
DH DVA 10% 97+ 10 102+ 8

DH 15% 239+ 20 260+ 15

Los resultados de los experimentos previos en relacion al tamafo de particula
y a la estabilidad durante los procesos de liofilizacidon/reconstitucion, sugieren, que
todos los nanogeles de composicion NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/MAOB vy
NIPAAM/PEGMAM/DVA/MAOB  son estables al proceso de lioflizado y de

reconstitucion.
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Figura 37. Distribucién de tamafos por volumen a 26°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAM/PEGMAM/EGDMAsy,moi /IMAOB 1¢,mol
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Figura 38. Distribucién de tamaros por volumen a 26°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAM/PEGMAM/DVAse,mo IMAOB 1g9%mol

Con base a los resultados anteriores, los nanogeles con proporcién de
MAOB de 10 y 15% mol se consideran idéneos para aplicaciones como el cargado y
liberacion de farmacos modelo, ya que presentan el tamafo ideal y resisten el
proceso de liofilizacion y reconstituciéon. Posteriormente se caracterizara el efecto
del pH sobre estos nanogeles, para determinar algunas de sus probables

aplicaciones biomédicas.

IV.4.3 Determinacion del Potencial Z para nanogeles NIPAAmM/MAOB
Se utilizé el equipo DTS nano para determinar la carga de la superficie de los

nanogeles, el Potencial Z . En la Figura 39 se observa que los nanogeles presentan
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un potencial Z negativo debido a los grupos sulfatos del iniciador; a medida que el
pH se incrementa el potencial Z disminuye, debido a la ionizacidn de los grupos
carboxilo. Hay un cambio drastico del potencial Z a un pH cercano a 5 debido a que

a ese pH se encuentra el pKa del MAOB (5.4).™

-4 —O—DVA
6 —e— EGDMA

] —— DVA/MAOB 10%
-8 —w— EGDMA/MAOB10%

—(— DVA/MAOB 15%
—O— EGDMA/MAOB 15%

Potencial Z (mV)

2t T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Figura 39. Potencial Z de los nanogeles en diferentes proporciones de MAOB.

IV.4.4 Determinaciéon del MAOB incorporado en los nanogeles de
NIPAAM/MAOB mediante titulaciones acido-base

Con la finalidad de cuantificar la cantidad de acido incorporado al nucleo de
los nanogeles, se utilizé el método de retrotitulacion acido-base. Se obtuvo la curva
de titulacion y la curva de la derivada del pH (Anexo 3) para cuantificar la cantidad de
MAOB (los célculos se muestran en el Anexo 4). Los resultados se muestran en la

Tabla 16.
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Tabla 16. Cantidad de MAOB incorporado al nucleo de los nanogeles.

%wIw Esperado %wIw Esperado %wI/w Obtenido
EGDMA/MAOB 5% 6 7.5
EGDMA/MAOB 10% 10 10.3
EGDMA/MAOB 15% 14.5 12.9
DVA/MAOB 5% 5.4 5.1
DVA/MAOB 10% 10 12.5
DVA/MAOB 15% 14.5 14

En los resultados anteriores se observa que el peso del acido obtenido en las
retrotitulaciones, concuerda con el peso de acido en la alimentacién, indicando una

eficiente incorporacion del acido a los nanogeles.

IV.4.5 Caracterizacion de los nanogeles nucleo-coraza de
NIPAAM/MAOB por su efecto con el pH via DLS

El grupo de los nanogeles sintetizados con  composicidén
NIPAAM/PEGMAM/DVA/MAOB 1o y 15%moi Y NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/MAOB ¢ y
15%mol, S€ caracterizaron expuestos a diferentes valores de pH (3 a 10) mediante
DLS con el fin de analizar el efecto del pH en la temperatura de transicion, y verificar
su aplicabilidad a sistemas bioldgicos, tales como la sangre y células tumorales.

En el grupo de nanogeles con EGDMA/MAOB 1p%mol, (Figura 40) podemos

observar que con el efecto a pH acido (6 a 3) hay disminucion en el tamafo, esto
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es el colapso de los nanogeles por efecto del nucleo acido (MAOB) no ionizado, y
presentando una transicién de fase continua con la temperatura.

Con el efecto a pH basico (8 a 10) y con soluciéon amortiguadora pH 7.4, se
producen un hinchamiento de los nanogeles debido a la ionizacion de las cargas del
MAOB resultando el efecto de Donnan, y presentando una transicion de fase
continua con la temperatura.

En la Figura 41 se muestra el efecto de la temperatura en los nanogeles con
MAOB al 15%mol, en este caso también se observan cambios a diferentes valores
de pH; en solucion amortiguadora pH 7.4 los nanogeles se hinchan y a pH mas
basicos se rompen por la fuerza i6nica del medio; (esto ocurre con el aumento de
concentracion de MAOB); en medios acidos los nanogeles pasan de un estado
hidrofébico o precipitado, disminuyendo su Dh ya que los nanogeles no presentan

algun grado de ionizacion.
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Figura 40. Efecto del pH y la temperatura en el Dh en nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/MAOB 1 g9%mo/ EGDMAs,mol-

En el grupo de nanogeles con DVA/MAOBip%mo Y DVA/MAOB 5%mol
(Figura 42 y 43), se observo que a pH acido disminuye el tamafio de los nanogeles,
debido a su colapso por efecto del nucleo no ionizado (MAOB), obteniendo una
transicion de fase continua con el efecto de la temperatura. A pH basico y en
solucion amortiguadora pH 7.4, los nanogeles con proporcion de MAOB al 15%mol,
no presentaron resistencia a la fuerza iénica en el medio ya que estos poseen una
concentracion mayor de MAOB y con ello, se obtuvieron distribuciones multimodales
de tamanos; con nanogeles al 10% mol de MAOB se logré una resistencia al pH 7.4,

este hecho favorece su aplicacién a sistemas bioldgicos.
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Figura 41. Efecto del pH y la temperatura en el Dh de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/MAOB 59mol-
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Figura 42. Efecto del pH y la temperatura en el Dh en nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVA/MAOB 1% mol-
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Figura 43. Efecto del pH y la temperatura en el Dh en nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVA/MAOB 154 mol

En conclusion, en cuanto al efecto del pH, sdélo con nanogeles
EGDMA/MAOB1o%mo S€ obtuvo un buen grado de hinchamiento a pH arriba de 6.
Los nanogeles DVA/MAOB 15%mol, NO resistieron la fuerza idnica, pero si se obtuvo un
colapso de los nanogeles a pH acidos; los nanogeles DVA/MAOB 1p%mol resistieron a
la fuerza i6nica del pH 7.4 y se colapsaron a pH acidos. Por lo tanto, para
aplicaciones de cargado y liberacibn de farmacos en sistemas bioldgicos, se
caracterizara su estabilidad a procesos de liofilizado y de reconstitucion, ademas se
caracterizaran via AFM, TEM y DSC para analizar la morfologia y la composicién a
nanogeles NIPAAM/PEGMAM/EGDMAS5y%mo/ MAOB 109 mol y

NIPAAM/PEGMAM/DVAsy,mo/ MAOB 10%mo-
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IV.4.6 Caracterizacion de los nanogeles de NIPAAM/MAOB mediante
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Para la caracterizacion de los nanogeles por Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC), se utilizé un calorimetro TA instruments, MDSC 2920 modulado,
obteniendo los siguientes resultados:

En las Figuras 44 y 45 se presentan los termogramas de los dos grupos de
nanogeles, en las cuales se pueden observar las transiciones vitreas (Tg) de los
materiales que componen a los nanogeles. En la Figura 44 se observa el
termograma de nanogeles entrecruzados con EGDMA; una transicion se observa a
6°C correspondiente a una fase rica de polietilenglicol y otra transicion se observa a
93°C la cual corresponde a la Tg de la fase rica en pNIPAAm. Considerando que la
Tg de la pNIPAAmM es de 110 °C podemos concluir que el nucleo esta formado en su
mayoria por NIPAAm con un poco de entrecruzamiento por PEG.

En la figura 45 se observa el termograma de nanogeles entrecruzados con
DVA; una transicibn se observa a 10°C correspondiente a una fase rica de
polietilenglicol y otra transicidn se observa a 41°C la cual corresponde a la Tg de la
fase de pNIPAAm. Considerando que la Tg de la pNIPAAmM es de 110°C podemos
concluir que el nucleo esta formado en su mayoria por NIPAAm con menor

proporcion de PEG recubriendo la superficie del nanogel.
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Figura 44. Termograma de nanogeles de NIPAAmM//PEGMAMA/EGDMAs9mo MAOB 159 mol
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Figura 45. Termograma de nanogeles de NIPAAM//PEGMAMA/DV Asy,mo/ MAOB 159,mol.
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IvV.4.7 Caracterizaciéon de los nanogeles de NIPAAM/MAOB mediante
Microscopia de Fuerza Atémica (AFM).

El analisis microscopico de los nanogeles por AFM, produjo imagenes que

permitieron determinar su tamafo y morfologia.

Figura 46. AFM de nanogeles de NIPAAM/PEGMAM/EGDMAs¢,mo MAOB 150,mol

En la Figura 46, se observa el relieve de los nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMAs59%mo/MAOB 10%.mol . ESta imagen nos indica la morfologia
esférica de los nanogeles incluso el tamafio de éstos, que coinciden con los Dh
estimados por DLS, que son aproximadamente de 400 nm.

En la Figura 47, se observa el relieve de los nanogeles de composicién
NIPAAM/DVAs%mo/MAOB10%mol - Esta imagen nos indica la morfologia esférica de
los nanogeles; el Dh de los nanogeles en la microscopia coincide con la
caracterizaciéon por DLS, que indica un Dh aproximado de 100 nm para esta

composicion de nanogeles.
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Figura 47. AFM de nanogeles de NIPAAmM//PEGMAMADV Ase,mo/ MAOB 159,mol

IV.4.8 Caracterizacién de los nanogeles de NIPAAM/MAOB mediante
Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

En el equipo de Microscopia Electronica de Transmision (TEM) se analizo la
presencia de nucleo-coraza en los nanogeles sintetizados, utilizando un colorante
radioactivo como agente de contraste. Peppasy colaboradores” proponen que las
cargas negativas son afines al colorante radioactivo, por lo tanto ese contraste
oscuro que se observa en el nucleo es el colorante. En conclusion, el nucleo esta

cargado negativamente.
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Figura 48. TEM de nanogeles de NIPAAM/PEGMAM/EGDMAsymo/ MAOB 159 mol

En la Figura 48, se observa la estructura y la arquitectura de los nanogeles de
composicion NIPAAM/PEGMAM/EGDMAs,mo/MAOB10%mol - Esta imagen nos indica
la arquitectura nucleo-coraza formada en los nanogeles, donde claramente se
observa la coraza blanca que rodea al nucleo oscuro tefido con el colorante
radioactivo; el diametro de los nanogeles en la microscopia, coincide con la
caracterizaciéon por DLS, que indica un Dh a 40°C de aproximadamente 200 nm para

esta composicion de nanogeles.
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Figura49. TEM de nanogeles de NIPAAM/PEGMAM/DVAse,mo/ MAOB 15%mo

En la Figura 49, se observa la estructura y la morfologia de los nanogeles de
composicion NIPAAM/PEGMAM/DVAs59,mo/MAOB10%mo . Esta imagen nos indica la
arquitectura nucleo-coraza formada en los nanogeles; el didmetro de los nanogeles
en la microscopia coincide con la caracterizacion por DLS, que indica un Dh a 40°C

de aproximadamente 40 nm para esta composicion de nanogeles.

IV.5 SINTESIS A GRAN ESCALA DE NANOGELES NIPAAmM/MAOB ViA
POLIMERIZACION EN EMULSION SIN DETERGENTE

Después de analizar los resultados anteriormente expuestos, se procedio a
realizar la sintesis a gran escala de nanogeles con nucleo acido y coraza de

polietilenglicol, para evaluar la factibilidad de produccion de altas cantidades
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nanogeles con el proposito de realizar experimentos de cargado con diversos
farmacos.

En los experimentos de sintesis a gran escala de nanogeles de
NIPAAM/MAOB, se obtuvieron dos emulsiones de 1L con aspecto blanco lechoso
cada una, las cuales se caracterizaron via DLS para determinar el tamano de los
nanogeles sintetizados a gran escala y compararlos con los nanogeles sintetizados
en volumenes de 50 mL y evaluar si existe alguna modificacion en su tamafio

(Tabla 17).

Tabla 17. Dh de los nanogeles sintetizados a gran escala.

Nanogeles Dh Dh (nm)26°C
(nm) 26°C agran escala

NIPAAM/PEGMAM/EGDMAs5%,mo/MAOB154moi 383+ 60 397150

NIPAAM/PEGMAM/DVAs%mo/ MAOB 15%mol 97+ 10 107+8

En la Figura 50 se puede observar el tamafo de los nanogeles sintetizados a
gran escala de NIPAAM/PEGMAM/EGDMAs59,mo/MAOB 15%mo, @aproximadamente de
400 nm, a 26°C, el cual es similar a los nanogeles sintetizados en 50 mL, esto indica
qgue no hay modificacion o variacion significativa en el tamafio, en las distribuciones y

en la morfologia.
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Figura 50. Dh a 26°C de nanogeles sintetizados a gran escala de
NIPAAM/PEGMAM/EGDMAs,mo/ MAOB 159,me COMparados con los nanogeles
sintetizados en 50 mL de agua.
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Figura 51. Dh a 26°C de nanogeles sintetizados a gran escala de
NIPAAM/PEGMAM/DVAsy,mo/ MAOB154.mo COMparados con los nanogeles
sintetizados en 50 mL de agua.
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En la Figura 51 se puede observar el tamafo de los nanogeles sintetizados a

gran escala de NIPAAM/PEGMAM/DVAsy%mo/MAOB 159,moi, @aproximadamente de 100

nm, el cual es similar a los nanogeles sintetizados en 50 mL. Esto indica que no hay

modificaciébn o variacion alguna en el tamafo, en las distribuciones y en la
morfologia.

Con base a estos resultados, se puede concluir que es posible reproducir la

sintesis de ambos grupos de nanogeles, en reacciones a gran escala, preservando

sus propiedades fisicas y quimicas.

IV.6 CARGADO DE LOS NANOGELES

Los experimentos para incorporar los farmacos modelo a los nanogeles
NIPAAM/PEGMAM/EGDMAsy,mo/ MAOB 10%mol y NIPAAM:PEGMAM
(70:30)/DVA5%mo/MAOB 199%mol S€ realizaron variando la temperatura de equilibrio, la
temperatura de recuperacion y el medio de cargado. Para cuantificar la cantidad de
farmaco cargado, se utilizaron los calculos mostrados en el Anexo 5, con los cuales

se obtiene el porcentaje de carga y la eficiencia.

IV.6.1 Cargado de los nanogeles con 5-Fluorouracilo

Los experimentos de cargado con 5-Fluorouracilo se realizaron variando las

condiciones del método, tales como la temperatura y la naturaleza del medio.
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En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos de acuerdo con los
calculos utilizados en el Anexo 5 y la curva de calibraciéon obtenida por HPLC

(Anexo 6).

Tabla 18. Eficiencia de carga y % de carga en nanogeles cargados con 5-FU.

Nanogeles %Eficiencia %Carga
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA5%mo/ MAOB 10%mol 43 15
NIPAAM/PEGMAM/DVA5%mo/ MAOB 109%mol 46 16

Las condiciones para estos experimentos fueron diferentes para cada
composicién de nanogeles. Para nanogeles entrecruzados con EGDMA el medio de
equilibrio fue solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4 a 20°C y la recuperacion a
42°C; para los nanogeles entrecruzados con DVA, el medio de equilibrio fue agua
destilada a 20°C y la recuperacion a 20°C. Con los resultados obtenidos, se puede
observar que ambos grupos de nanogeles poseen la misma capacidad de al farmaco

ya que no tienen diferencia significativa en la eficiencia y el % de carga.

IV.6.2 Curva de calibracion del 5-Fluorouracilo por HPLC

Las curvas de calibracion del fluorouracilo fueron lineales, con coeficientes de
correlacion iguales a 0.998 (Anexo 6); obteniendo tiempos de retencidon entre 6.5-7

minutos, y diferentes cromatogramas utilizando los datos del area bajo la curva de
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cada una de las concentraciones. Los coeficientes de variacion de los estudios de la
repetibilidad fueron inferiores al 2% para las 8 réplicas realizadas. Los métodos
resultaron especificos, lineales, precisos y exactos en el intervalo de concentraciones

estudiadas.

IV.6.3 Cargado de los nanogeles con Doxorrubicina

Los experimentos de cargado con DOX se realizaron en medio basico a 20°C
y la recuperacion fue a 20°C para ambos grupos de nanogeles. En la Tabla 19 se
muestran los resultados obtenidos de la curva de calibracidn obtenida por

espectrometria UV-VIS (Anexo 7) y con los calculos utilizados en el Anexo 5.

Tabla 19. Eficiencia de carga y % de carga en nanogeles cargados con DOX.

Nanogeles %Eficiencia %Carga
NIPAAM/PEGMAM/EGDMAS5%mo/ MAOB 10%mol 63 46
NIPAAM/PEGMAM/DVAsymo/ MAOB 10%mol 45 26

Con base a los resultados obtenidos, se puede concluir que ambos grupos de
nanogeles tienen una alta capacidad para cargar farmacos. Esto es debido a las
intracciones ionicas entre el nucleo del nanogel con el grupo amino ionizado de la
DOX; esto se puede observar en la Figura 51, en donde el precipitado ( nanogeles

entrecruzados con EGDMA) se observa de color purpura mas intenso en
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comparacién con el sobrenadante, es decir, que hay mayor concentracién de DOX
en el precipitado, donde se encuentran los nanogeles que precipitan al cargarse el

farmaco.

Figura 52. Cargado de nanogeles NIPAAM/PE GMAM/DVAs%mo/ MAOB159,mo con DOX.
Precipidado (Izquierda) y sobrenadante (Derecha).

Del mismo modo, en la Figura 52 se puede observar el experimento para
cuantificar la cantidad de DOX cargada en los nanogeles. En este experimento se
liber6 todo el farmaco incorporado en 1 mg de precipitado y en 1 mg de

sobrenadante.
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Figura 53. Andlisis del cargado de los nanogeles NIPAAM/PE GMAM/DV Ase,mo/ MAOB 159 mol
con DOX. Cuantificacion de la DOX cargada en 1 mg de sobrenadante
(Izquierda) y 1 mg de precipidado (Derecha).

En esta imagen (Figura 53) se observa que en la liberacion del farmaco del
precipitado hay un aumento en el color rojo-naranja y el sobrenadante se torna
rosado; esto es, existe mas absorbancia en el precipitado por lo tanto hay mayor
concentracion en el precipitado. Con esto se puede concluir que los nanogeles
sintetizados son muy eficientes para cargar farmacos cationicos.

En cuanto a los nanogeles entrecruzados con EGDMA, en estos se obtuvo
mayor porcentaje de carga en comparacion con los nanogeles entrecruzados con

DVA, debido a la diferencia de tamafos del nucleo entre ambos grupos de

nanogeles.
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IV.7 ESTUDIOS DE LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS.

Los experimentos para la liberacién controlada de los farmacos modelo
incorporados a los nanogeles, se realizaron variando la temperatura de liberacién y
la naturaleza del medio de liberacién, con la finalidad de analizar la aplicacion de los
nanogeles en la liberaciéon controlada de los farmacos en condiciones fisiologicas
normales de circulacién sanguinea y condiciones de una célula neoplasicas. Ademas
se analizo la liberacidon de los farmacos por medio de la degradacién de nanogeles
entrecruzados con DVA, ya que éste entrecruzante si se expone a pH menores de 6

se hidroliza, rompiendo o degradando a los nanogeles.’

V.71 Degradacién del DVA

Se realizaron los experimentos de degradacién de nanogeles entrecruzados
con DVA; se expusieron a pH 5.5 hasta 48 horas a 42°C. Posteriormente se
caracterizaron via DLS obteniendo tres graficas de tiempo con respecto al % en
volumen contra el Dh. En la Figura 54 se muestran los resultados obtenidos de la
degradacion. Al comienzo, se observa la medida original de los nanogeles
entrecruzados con DVA, sin estar expuestos al pH. A las 24 horas de exposicion se
observd un ligero cambio en la morfologia de los nanogeles. Dos distribuciones de
tamafno comienzan a surgir; esto indica que los nanogeles comienzan a romperse. A
las 48 horas se observé un cambio mas notable, los nanogeles estan degradados y

ademas agregados. En conclusién, los nanogeles entrecruzados con DVA se
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degradan en 48 horas, expuestos a pH 5.5; y con esto pudiera existir una liberacion

completa del farmaco en este tiempo.

18

16
14 —0h
] —e— 24h
12 —0— 48h
\o 4
2 104
GC) J
8
E
=
o 61
> J
44
2 -
0 T LB | T T T LA | T TrTTTT
1 10 100 1000 10000

Dh (nm)

Figura 54. Andlisis de la degradacion de nanogeles
NIPAAM/PEGMAM/DVAsy,mo/ MAOB5mo €Xpuestos a pH 5.5

IV.7.2 Estudios de liberaciéon de nanogeles cargados con 5-FU.

El farmaco liberado se cuantific6 mediante espectrofotometria UV-VIS
utilizando la curva de calibracion mostrada en el anexo 10 y para obtener la fraccion
liberada con respecto al tiempo, se usaron los calculos mostrados en el anexo 8; se
utilizaron blancos de reactivos para comparar la liberacion a diferentes condiciones a
partir de nanogeles cargados (Anexo 12). Las liberaciones con 5-Fluorouracilo, se

realizaron variando la temperatura y el pH; en la Figura 55 se presenta la grafica de
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liberacién con nanogeles EGDMA/MAOB en la cual se observa una deficiente

liberacién en ambas condiciones del medio. A las 6 horas hay una mayor fraccién

liberada a 37°C a pH 7.4; posteriormente hay una caida en la absorbancia

aproximadamente a las 24 horas. Esto nos indica que hay una inestabilidad del

farmaco en este medio. En condiciones de pH 5 y 42°C, no hay cambios

significativos, solo que a las 12 horas hay una mayor fraccion liberada, entonces en

estas condiciones se retrasa la liberacién del farmaco.
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0.8—-
0.7—-
0.6—-
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0.4—-
0.3—-

Fraccion liberada

0.2 1
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Figura 55. Liberacion del 5-Fluorouracilo a partir de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMASsy,mo/ MAOB 154,m0i, @ diferentes condiciones.

En la Figura 56 se presenta la grafica de liberacion con nanogeles DVA/MAOB

en la cual se observa una deficiente liberacion en ambas condiciones del medio, a

las 12 horas hay una mayor fraccion liberada a 37°C y pH 7.4, y a pHS5 y 42°C;
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posteriormente hay una caida en la absorbancia, aproximadamente a las 24 h. Esto

nos indica que hay una inestabilidad del farmaco en los medios.
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Figura 56. Liberacion del 5-Fluorouracilo a partir de nanogeles de composicién
NIPAAM/PEGMAM/DVAs5y,ma/MAOB54.mai, @ diferentes condiciones.

En conclusiodn, los nanogeles sintetizados no son eficientes para la liberacién
con el 5-Fluorouracilo, puesto que no se presenta ningun cambio significativo, bajo

ambas condiciones de liberacion.

IV.7.3 Estudios de liberacién de nanogeles cargados con DOX
Para cuantificar el farmaco liberado por espectroscopia UV-VIS, se utilizd la
curva de calibracion (Anexo 11) y para obtener la fraccién liberada con respecto al

tiempo, se utilizaron los calculos mostrados en el Anexo 9 . Se utilizé un blanco con
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farmaco para comparar las liberaciones a diferentes condiciones con nanogeles
cargados (Anexo 13).

En la Figura 57, se observa una escasa liberacién del farmaco. En
condiciones de 37°C en solucion amortiguadora de fosfatos 7.4, sélo se libera el 35%
del farmaco incorporado, a las 24 horas; después de este tiempo, se observa una
disminucién en la fraccién liberada, esto es una disminucién en la absorbancia unida
a la degradacion del farmaco; la DOX es inestable al medio, después de 24hrs de

exposicion.
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Figura 57. Liberacion de la DOX a partir de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMAGs,mo/ MAOB 159,m0, @ diferentes temperaturas y pH.
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Figura 58. DOX incorporada en los nanogeles de composiciéon
NIPAAM/PE GMAM/EGDMAGs¢,mo/MAOB 59,me después de la liberacién a 36 hrs.

Esto también se puede observar en la membrana de dialisis (Figura 58) en la
cual se encuentra la mayor parte del farmaco aun incorporado en los nanogeles
después de 36 h. En la Figura 57, también se observa una mayor liberacion del
farmaco en condiciones de 42°C en solucion amortiguadora de fosfatos pH 5, ya que
a las 72 horas se libera el 100% del farmaco incorporado.

En la Figura 59, se observa una escasa liberacién del farmaco en condiciones
de 37°C en amortiguador de fosfatos 7.4, sélo se libera el 30% del farmaco
incorporado, a las 24h; después de este tiempo, se observa una disminucion en la
fraccion liberada, esto es, la disminucion de la absorbancia unida a la degradacion

del farmaco; la DOX es inestable al medio, después de 24 horas de exposicion.
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Figura 59. Liberacion de la DOX a partir de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVAsy,mo/ MAOB50,mo cOn DOX, a diferentes condiciones.

Esto también se puede observar en la membrana de dialisis (Figura 60) en la
cual se encuentra la mayor parte del farmaco aun incorporado en los nanogeles
después de 36 h. En la Figura 59, también se observa una mayor liberacion del
farmaco en condiciones de 42°C en solucién amortiguadora de fosfatos pH 5, ya que
se libera el 84% del farmaco incorporado, a las 36 horas.

En condiciones acidas a 42°C, la liberacion del farmaco es mas rapida en
nanogeles entrecruzados con DVA, comparada con la de los nanogeles
entrecruzados con EGDMA. Esto se debe a que el DVA se hidroliza a pH menor de

6. Este punto se comprueba con el experimento de degradacién de DVA (Figura 53),
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el cual se llevo a cabo exponiendo a los nanogeles a la temperatura de 42°C a

pH 5 por 48 horas.

L

Figura 60. DOX incorporada en los nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVAsymo/MAOB54.mo1 después de la liberacion a 36 hrs.

Se puede concluir que las condiciones de liberaciones,que resultan de estos
estudios son aplicables al area biomédica; los nanogeles podrian mantenerse en
circulacién sanguinea durante 36 horas sin liberar la mayor parte del farmaco, por lo
que pudiera disminuir los efectos adversos del farmaco. Los nanogeles
entrecruzados con EGDMA vya incorporados a las células cancerigenas podrian
parcialmente liberar todo farmaco aproximadamente a las 72 horas mientras que los
nanogeles entrecruzados con DVA incorporados en las céluas cancerigena podrian

liberar todo farmaco en un periodo que oscila entre las 36 y 48 horas.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES
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Se sintetizaron nanogeles nucleo-coraza, sensibles a la temperatura y al pH;
los nanogeles fueron preparados por el método de polimerizacion en emulsion sin
detergente, utilizando a la NIPAAm y un mondmero anfifilico el MAOB y PEGMAM
como el macrémero estabilizador.

Los nanogeles demostraron caracteristicas de nucleo-coraza con buena
dispersion en solucidon acuosa. La introduccion de grupos ionizables en el nucleo de
las nanoparticulas permite ajustar la temperatura de transicion y ofrecen una ancla
para el cargado de solutos de carga opuesta por interacciones ionicas.

El entrecruzante utilizado para preparar los nanogeles tiene un efecto
importante en el tamafno de los nanogeles. Los nanogeles mas pequefos se
obtuvieron con un entrecruzante labil, el DVA, en comparacion con EGDMA. Los
nanogeles con baja concentracion de entrecruzante no son estables al proceso de
reconstitucion, y no pueden soportar la presion de Donnan generada por la
ionizacion de los grupos basicos.

El MAOB ademas de proporcionar grupos anionicos también ejerce un efecto
de emulsificante con respecto a los nanogeles entrecruzados con EGDMA, ya que
el MAOB interviene en el Dh de los nanogeles; los nanogeles entrecruzados con
EGDMA reduce su Dh al aumentar la concentracién de MAOB. En los nanogeles
entrecruzados con DVA crece su Dh al aumentar la concentracién de MAOB.

El método de sintesis es rapido y eficiente para llevar la sintesis de los

nanogeles a gran escala, para obtener una produccion masiva. La desventaja del
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metodo es que no es posible obtener nanogeles con alta densidad de entrecruzante
debido a la generacion de macrogeles.

La sintesis a media escala de los nanogeles (1 litro de reaccion), arrojé
resultados muy semejantes a los nanogeles sintetizados en un volumen de 50 mL de
reaccion, en cuanto al Dh y numero de distribuciones; por lo que la reproduccion de
los nanogeles se puede obtener en un solo paso en 1 litro de emulsion, con
aproximadamente el 90% de rendimiento.

Los nanogeles sintetizados resultaron dispositivos con alta capacidad para
cargar o encapsular los farmacos modelos propuestos en este trabajo. El método de
cargado fue optimizado.

Los nanogeles cargados con DOX resultaron O6ptimos para su posible
aplicacién biomédica, ya que fue posible obtener una liberacion sostenida y 6ptima
en los experimentos realizados in vitro bajo condiciones de temperatura y pH
esperadas en tumores cancerigenos. Los nanogeles entrecruzados con DVA
liberaron la DOX incorporada en menor tiempo en dichas condiciones, ya que los
grupos acetales son labiles a condiciones acidas lo que lleva a la degradacion vy
ruptura del nanogel.

Los nanogeles cargados con 5-FU, liberaron el farmaco de manera inmediata
en condiciones de células normales y en condiciones de células neoplasicas. La
cinética de liberacion es debida a que el 5-FU es un acido débil (anion) por lo que

existe repulsion con los grupos acidos del nanogel. Esto demuestra la importancia de
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las interacciones idnicas para el cargado y la liberacion de farmacos usando

materiales poliméricos.
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ANEXO 1. FTIR del Acido Metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB).
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ANEXO 3. Curva de titulacion de nanogeles, curva de la derivada del pH
(NIPAAmM/PEGMAM/EGDMAS5%mo/MAOB 10%,)
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ANEXO 4. Calculos para obtener el %w/w del acido incorporado a los nanogeles.

%de acido incorporado = peso del acido x 100
peso de la muestra

peso del acido=

Vol. de titulante=

ANEXO 5. Calculos para obtener el porcentaje de carga y la eficiencia.

Porcentaje de Carga

% Carga = w del farmaco x 100
w de los nanogeles

Eficiencia

Eficiencia = w del farmaco recuperado x 100
w del farmaco adicionado




ANEXO 6. Curva de calibracion del 5-FU por HPLC
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ANEXO 7. Curva de calibracién para el cargado con DOX por espectrometria

UVv-VvIS
ug/mL  Abs 0.25
2 0.063 y =0.015x + 0.032
3 0.079 0.2 R2=0.999
4 0.093
5 0.11 w 010
6 0.126 2
7 0.142 01
8 0.156 0.05
9 0.169
10 0.188 0
E 8-;2‘9‘ 0 5 10 15
13 0.232 he/ml
ANEXO 8. Analisis para cuantificar la liberacion de los nanogeles con
5-FU a diferentes condiciones.
Nanogeles EGDMA/MAOB a pH 7.4 37°C
Tiempo | Abs Dil ABS Conc Walicuota | Wmedio WIlib Flib
0 0 0 0 0 0 0
0.25 | 0.493 | 1.00 | 0.493 | 9.8478261 | 19.69565 | 984.78261 | 984.7826 | 0.3282609
0.5 |0.588 | 1.00 | 0.588 | 11.913043 | 23.82609 | 1191.3043 | 1191.304 | 0.3971014
1 0.723 | 1.00 | 0.723 | 14.847826 | 29.69565 | 1484.7826 | 1484.783 | 0.4949275
4 0.897 | 1.00 | 0.897 | 18.630435 | 37.26087 | 1863.0435 | 1863.043 | 0.6210145
6 0.098 | 10.00 | 0.98 | 20.434783 | 40.86957 | 2043.4783 | 2043.478 | 0.6811594
12 0.096 | 10.00 | 0.96 20 40 2000 2000 | 0.6666667
24 0.092 | 10.00 | 0.92 | 19.130435 | 38.26087 | 1913.0435 | 1913.043 | 0.6376812
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Nanogeles DVA/MAOB a pH 7.4 37°C

Tiempo | Abs Dil ABS Conc Walicuota | Wmedio Wilib Flib
0 0 0 0 0 0 0
0.25 | 0.833 | 1.00 | 0.833 | 17.23913 | 34.47826 | 1723.913 | 1723.913 | 0.4536613
0.5 0.09 | 10.00 | 0.9 | 18.695652 | 37.3913 | 1869.5652 | 1869.565 | 0.4919908
1 0.139 | 10.00 | 1.39 | 29.347826 | 58.69565 | 2934.7826 | 2934.783 | 0.7723112
4 0.141 | 10.00 | 1.41 | 29.782609 | 59.56522 | 2978.2609 | 2978.261 | 0.7837529
6 0.163 | 10.00 | 1.63 | 34.565217 | 69.13043 | 3456.5217 | 3456.522 | 0.909611
12 0.177 | 10.00 | 1.77 | 37.608696 | 75.21739 | 3760.8696 | 3760.87 | 0.9897025
24 0.165 | 10.00 | 1.65 35 70 3500 3500 0.9210526
Nanogeles EGDMA/MAOB apH5 y 42°C
Tiempo | Abs Dil ABS Conc Walicuota | Wmedio Wilib Flib
0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.58 | 1.00 | 0.58 11.7391 11.73913 | 1173.913 | 1173.913 | 0.301003
0.5 0.605 | 1.00 | 0.605 | 12.2826 12.28261 | 1228.261 | 1228.261 | 0.314939
1 0.972 | 1.00 | 0.972 | 20.2609 | 20.26087 | 2026.087 | 2026.087 | 0.519509
4 0.11 (10.00| 11 23.0435 23.04348 | 2304.348 | 2304.348 | 0.590858
6 0.12 | 10.00| 1.2 25.2174 | 25.21739 | 2521.739 | 2521.739 0.6466
12 0.124 | 10.00 | 1.24 26.087 26.08696 | 2608.696 | 2608.696 | 0.668896
24 0.11 (10.00| 11 23.0435 23.04348 | 2304.348 | 2304.348 | 0.590858
Nanogeles DVA/MAOB apH5 y 42°C
Tiempo | Abs Dil ABS Conc Walicuota | Wmedio Wilib Flib
0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 |0.232 | 1.00 | 0.232 | 4.17391 | 4.173913 | 417.3913 | 417.3913 | 0.099379
0.5 0.389 | 1.00 | 0.389 | 7.58696 | 7.586957 | 758.6957 | 758.6957 | 0.180642
1 0.922 | 1.00 | 0.922 | 19.1739 19.17391 | 1917.391 | 1917.391 | 0.456522
4 0.179 | 10.00 | 1.79 38.0435 | 38.04348 | 3804.348 | 3804.348 | 0.905797
6 0.188 | 10.00 | 1.88 40 40 4000 4000 0.952381
12 0.197 | 10.00 | 1.97 41,9565 | 41.95652 | 4195.652 | 4195.652 | 0.998965
24 0.185 | 10.00 | 1.85 39.3478 | 39.34783 | 3934.783 | 3934.783 | 0.936853




ANEXO 9. Analisis para cuantificar la liberacion de la DOX.
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Nanogeles EGDMA/MAOB pH 7.4 a 37°C
Tiempo Abs Dil ABS Conc Walicuota Wmedio WIib Flib
0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.018 | 1.00 | 0.014 | 1.666667 3.333333 83.33333 | 83.33333 | 0.083333
0.5 0.014 | 1.00 | 0.018 | 2.333333 4.666667 116.6667 | 116.6667 | 0.116667
0.75 0.019 | 1.00 | 0.019 2.5 5 125 125 0.125
1 0.022 | 1.00 | 0.022 3 6 150 150 0.15
2 0.023 | 1.00 | 0.023 | 3.166667 6.333333 158.3333 | 158.3333 | 0.158333
4 0.024 | 1.00 | 0.024 | 3.333333 6.666667 166.6667 | 166.6667 | 0.166667
8 0.041 | 1.00 | 0.041 | 6.166667 12.33333 308.3333 | 308.3333 | 0.308333
12 0.044 | 1.00 | 0.044 | 6.666667 13.33333 333.3333 | 333.3333 | 0.333333
24 0.047 | 1.00 | 0.047 | 7.166667 14.33333 | 358.3333 | 358.3333 | 0.358333
48 0.044 | 1.00 | 0.044 | 6.666667 13.33333 333.3333 | 333.3333 | 0.333333
Nanogeles DVA/MAOB pH 7.4 a37°C
Tiempo Abs Dil ABS Conc Walicuota Wmedio Wilib Flib
0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.009 | 1.00 | 0.009 | 0.833333 1.666667 41.66667 | 41.66667 | 0.041667
0.5 0.016 | 1.00 | 0.016 2 4 100 100 0.1
0.75 0.017 | 1.00 | 0.017 | 2.166667 4.333333 108.3333 | 108.3333 | 0.108333
1 0.019 | 1.00 | 0.019 2.5 5 125 125 0.125
2 0.027 | 1.00 | 0.027 | 3.833333 7.666667 191.6667 | 191.6667 | 0.191667
4 0.031 | 1.00 | 0.031 4.5 9 225 225 0.225
8 0.032 | 1.00 | 0.032 | 4.666667 9.333333 233.3333 | 233.3333 | 0.233333
12 0.038 | 1.00 | 0.038 | 5.666667 11.33333 283.3333 | 283.3333 | 0.283333
24 0.041 | 1.00 | 0.041 | 6.166667 12.33333 | 308.3333 | 308.3333 | 0.308333
48 0.035 | 1.00 | 0.035 | 5.166667 10.33333 258.3333 | 258.3333 | 0.258333
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Nanogeles EGDMA/MAOB pH 5 a 42°C
Tiempo Abs Dil ABS Conc Walicuota Wmedio Wilib Flib
0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.007 | 1.00 | 0.014 | 1.666667 3.333333 83.33333 | 83.33333 | 0.083333
0.5 0.01 | 1.00 | 0.018 | 2.333333 4.666667 116.6667 | 116.6667 | 0.116667
0.75 0.018 | 1.00 | 0.018 | 2.333333 4.666667 116.6667 | 116.6667 | 0.116667
1 0.021 | 1.00 | 0.021 | 2.833333 5.666667 141.6667 | 141.6667 | 0.141667
2 0.029 | 1.00 | 0.029 | 4.166667 8.333333 208.3333 | 208.3333 | 0.208333
4 0.04 | 1.00| 0.04 6 12 300 300 0.3
8 0.053 | 1.00 | 0.053 | 8.166667 16.33333 | 408.3333 | 408.3333 | 0.408333
12 0.067 | 1.00 | 0.067 10.5 21 525 525 0.525
24 0.081 | 1.00 | 0.081 | 12.83333 25.66667 | 641.6667 | 641.6667 | 0.641667
36 0.086 | 1.00 | 0.086 | 13.66667 27.33333 683.3333 | 683.3333 | 0.683333
48 0.095 | 1.00 | 0.095 | 15.16667 30.33333 758.3333 | 758.3333 | 0.758333
72 0.126 | 1.00 | 0.126 | 20.33333 40.66667 | 1016.667 | 1016.667 | 1.016667
Nanogeles DVA/MAOB pH 5 a 42°C
Tiempo Abs Dil ABS Conc Walicuota Wmedio Wilib Flib
0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.028 | 1.00 | 0.028 4 8 200 200 0.2
0.5 0.034 | 1.00 | 0.034 5 10 250 250 0.25
0.75 0.044 | 1.00 | 0.044 | 6.666667 13.33333 | 333.3333 | 333.3333 | 0.333333
1 0.056 | 1.00 | 0.056 | 8.666667 17.33333 | 433.3333 | 433.3333 | 0.433333
2 0.069 | 1.00 | 0.069 | 10.83333 21.66667 | 541.6667 | 541.6667 | 0.541667
4 0.086 | 1.00 | 0.086 | 13.66667 27.33333 | 683.3333 | 683.3333 | 0.683333
8 0.091 | 1.00 | 0.091 14.5 29 725 725 0.725
12 0.096 | 1.00 | 0.096 | 15.33333 30.66667 | 766.6667 | 766.6667 | 0.766667
24 0.104 | 1.00 | 0.104 | 16.66667 33.33333 | 833.3333 | 833.3333 | 0.833333
36 0.105 | 1.00 | 0.105 | 16.83333 33.66667 | 841.6667 | 841.6667 | 0.841667
48 0.1 |100| 0.1 16 32 800 800 0.8
72 0.06 | 1.00 | 0.06 9.333333 18.66667 | 466.6667 | 466.6667 | 0.466667




ANEXO 10.

pg/mL

Curva de calibracion para las liberaciones con 5-FU por
espectrometria UV-VIS
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ANEXO 12. Analisis para cuantificar la liberacion del blanco con 5-FU

Tiempo (h)

Blanco apH7.4 y 37°C
Tiempo | Abs Dil ABS | Conc | Walicuota | Wmedio Wiib Flib
0.25 | 0.273 | 1.00 | 0.273 | 5.0652 | 10.1304 | 506.5217 | 506.522 | 0.16884
0.5 0.521 | 1.00 | 0.521 | 10.457 20.913 1045.652 | 1045.65 | 0.34855
0.75 |0.661| 1.00 | 0.661 | 13.5 27 1350 1350 0.45
1 0.098 | 10.00 | 0.98 | 20.435 | 40.8696 | 2043.478 | 2043.48 | 0.68116
4 0.11 |10.00 | 1.1 | 23.043 | 46.087 2304.348 | 2304.35 | 0.76812
6 0.098 | 12.00 | 1.176 | 24.696 | 49.3913 | 2469.565 | 2469.57 | 0.82319
12 0.098 | 13.00 | 1.274 | 26.826 | 53.6522 | 2682.609 | 2682.61 0.8942
24 0.08 | 13.00 | 1.04 | 21.739 | 43.4783 | 2173.913 | 2173.91 | 0.72464
Blanco apH5 y 42°C
Tiempo | Abs Dil ABS Conc | Walicuota | Wmedio WIlib Flib
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 | 0.832 | 1.00 | 0.832 | 17.2174 | 17.21739 | 1721.739 | 1721.739 | 0.491925
0.5 0.13 | 10.00 | 1.3 |27.3913 | 27.3913 2739.13 | 2739.13 | 0.702341
0.75 | 0.139 | 10.00 | 1.39 | 29.3478 | 29.34783 | 2934.783 | 2934.783 | 0.752508
1 0.186 | 10.00 | 1.86 | 39.5652 | 39.56522 | 3956.522 | 3956.522 | 1.014493
4 0.18 | 10.00 | 1.8 | 38.2609 | 38.26087 | 3826.087 | 3826.087 | 0.981048
6 0.175] 10.00 | 1.75 |37.1739 | 37.17391 | 3717.391 | 3717.391 | 0.953177
12 0.16 |10.00 | 1.7 36.087 | 36.08696 | 3608.696 | 3608.696 | 0.925307
12 0.16 | 10.00 | 1.65 35 35 3500 3500 0.897436
—a—37°CypH 7.4
—8—42°CypH5
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ANEXO 13 Analisis para cuantificar la liberacion del blanco con DOX.

143

Tiempo (h)

Blanco pH 7.4 a 37°C
Tiempo | Abs Dil ABS Conc Walicuota | Wmedio Wilib Flib
0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.069 | 1.00 | 0.014 | 1.666667 | 3.333333 | 83.33333 | 83.33333 | 0.083333
0.5 0.104 | 1.00 | 0.018 | 2.333333 | 4.666667 | 233.3333 | 233.3333 | 0.074074
0.75 0.135 | 1.00 | 0.135 | 21.83333 | 43.66667 | 2183.333 | 2183.333 | 0.693122
1 0.145 | 1.00 | 0.145 23.5 47 2350 2350 0.746032
2 0.19 | 1.00 | 0.19 31 62 3100 3100 0.984127
4 0.21 | 1.00 | 0.21 34.33333 | 68.66667 | 3433.333 | 3433.333 | 1.089947
8 0.183 | 1.00 | 0.183 | 29.83333 | 59.66667 | 2983.333 | 2983.333 | 0.94709
12 0.15 | 1.00 | 0.15 24.33333 | 48.66667 | 2433.333 | 2433.333 | 0.772487
24 0.124 | 1.00 | 0.124 20 40 2000 2000 0.634921
48 0.115 | 1.00 | 0.115 18.5 37 1850 1850 0.587302
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