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.1 ANTECEDENTES

En 2016, Castro-Vidal y colaboradores, sintetizaron nanogeles con
carboxialquilmetacrilatos, en proporciones de 5, 10 y 15% utilizando el método
de polimerizacion por dispersion. La parte experimental se llevo a cabo utilizando
NIPAAm y como comondmeros las CAM en concentraciones previamente
mencionadas. Después de hacer la polimerizacion, por dispersion, las
nanoparticulas fueron analizadas por dispersion de luz dinamica (DLS) para

determinar tamafios y transiciones con la temperatura (Castro-Vidal et al., 2016).

A e

Carboxialgqulmetacnlatos
MyK. n=4
Mng_ n=10

NIPAAmM

Figura 1. Estructuras quimicas de NIPAAm y carboxialquilmetacrilatos.

Los resultados que se pudieron observar fueron que entre mas sal de M4
se incorporaba en la reaccion para la sintesis de microgeles, decrecian su
tamafio, pero a la vez bajaba levemente su temperatura de transicion. La
disminucién de tamario indicé que la sal actuaba de surfactante en la reaccion.
Por otra parte, al momento de utilizar la sal de M11, aument6 su poder de
surfactante creando nanoparticulas de hasta 27 nm, pero como consecuencia se
pierde la temperatura de transicion, ya que el tamafio no se veia afectado

respecto a la temperatura (Castro-Vidal et al., 2016).

Finalmente, se pudo concluir que si era posible creas geles sensibles a
pH y temperatura utilizando NIPAAmM y M4K, ya que con esta combinacién era

posible tener microgeles mas pequefios que utilizando solamente geles de
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NIPAAm; sin embargo, en el caso de las particulas de M10K con NIPAAmM, se
obtenian nanoparticulas pero por ser mas hidrofobica, disminuyé la temperatura
de transiciébn aunque también se observa que sirve como estabilizador en la

sintesis (Castro-Vidal et al., 2016).

1.2 JUSTIFICACION

Los motivos que conllevan a realizar esta investigacion se centran en que
en la actualidad los medicamentos deben adaptarse a las necesidades que tenga
la sociedad. Estas nanoparticulas estan enfocadas en el tratamiento contra
cancer debido a que los farmacos existentes traen consigo muchos efectos
secundarios haciendo mas dificil la eficacia del tratamiento y la erradicacion de
células cancerigenas. La idea del proyecto es que se tenga una mas acertada
liberacién de farmaco, aprovechando que el crecimiento acelerado de las células
tumorales trae consigo cambios en su fisiologia creando fenestras entre ellas, y
esto facilitaria un extravasado de nanoparticulas cargadas a la zona tumoral,

haciendo una liberacion directa a células cancerigenas.

Las células tumorales, al ser creadas por proliferacion agresiva, cuentan
con una anatomia y fisiologia diferente a un tejido normal, ya que cuenta con
fenestras entre células endoteliales, lo cual facilita el extravasado de moléculas,
por lo cual facilitaria una acumulacion de nanoparticulas cargadas en la zona

tumoral, haciéndose una liberacion mas acertada.

Se pretende que las nanoparticulas inteligentes sintetizadas presenten un
tamafio considerablemente pequefio pero que tenga una transicion de pH y

temperatura, para que pueda actuar en un sitio especifico creandose un sistema



de liberacion de farmaco mas especifico y acertado para la liberacién del

anticancerigeno.
.3 OBJETIVO GENERAL.

Sintetizar una serie de nanogeles de NIPAAmM copolimerizados con
carboxialquilmetacrilamidas y caracterizar sus propiedades de hinchamiento y

aplicacion a la liberacion sostenida de farmacos antineoplasicos.
|.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Sintetizar una serie de carboxialquilmetacrilamidas con 5, 7 y 10 metilenos
en su cadena lateral.

2. Preparar la sal de potasio de las carboxialquilmetacrilamidas.

3. Sintetizar nanogeles de NIPAAmM con las CAM en forma de sal y como
acido, en tres diferentes proporciones (5%, 10% y 15%)

4. Estudiar el efecto de pH y las sales en las temperaturas de transicion de
los nanogeles.

5. Cargar los nanogeles con 5-Fluorouracilo y estudiar su liberacion.

1.5 HIPOTESIS.

Es posible preparar nanogeles sensibles al pH y la temperatura, mediante
la copolimerizacion de NIPAAm y carboxialquilmetacrilamidas (CAM), los cuales

tienen aplicaciones en la liberacion de farmacos.
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II.1 SISTEMA DE LIBERACION DE FARMACOS

Para optimizar la farmacoterapia se requieren sistemas de liberacion
controlada (DDS) (Soares et al., 2016). Para poder desarrollar un transportador
adecuado es necesario conocer cOmo actua el farmaco que se desea manipular:
como se incorpora Yy libera, su estabilidad, vida del transportador a utilizar,
biocompatibilidad, cdmo llega al sitio de accién y su funcionalidad (Soares et al.,
2016). El objetivo de un DDS es lograr una facil administracion, generar una
acumulacion focalizada, minimizar efectos adversos y optimizar efectos
terapéuticos (Q. Hu et al., 2016; Pan et al.,, 2016; Wang et al., 2016). Se ha
sugerido que para poder mejorar la administracion de farmacos, se llegan a
utilizar diversos materiales, donde se incluyen: polimeros sintéticos, lipidos,

materiales organicos y andamios, entre otros (Q. Hu et al., 2016).

II. 2 HIDROGELES Y NANOGELES

La polimerizacion con monémeros polifuncionales trae como producto un
hidrogel. Un hidrogel es una red tridimensional de cadenas poliméricas
entrecruzadas que no puede disolverse en agua o fluidos biolégicos (Lee & Yeh,
2005; Norouzi et al., 2016). Generalmente el hinchamiento en el volumen del gel
se ve alterado por diversos factores en donde se expone: pH, temperatura,
fuerza idnica y campo eléctrico, por lo tanto, se convierten en buenos candidatos
para la liberacion de farmacos. Una de las grandes ventajas que se encuentra
con esta formulacion polimérica, es que al hincharse, no pierden su estructura
interna, lo cual hace que se asemeje a un tejido blando (Lee & Yeh, 2005; Miao
et al., 2016; Soni & Yadav, 2016), ademas de que los hidrogeles presentan una

alta porosidad y biocompatibilidad (Miao et al., 2016).



Los nanogeles, son basicamente nanoversiones de los hidrogeles, que

abarcan didmetros de 20 a 200 nm, pero traen consigo propiedades Unicas, tales

como: alta porosidad, capacidad de absorcibn en agua, estabilidad y
funcionalidad. Gracias a sus caracteristicas, los nanogeles encuentran varias
ventajas para la liberacion de farmacos, ya que, por su tamafo pueden ser
manipuladas para evitar una depuracion rapida por el sistema reticulo endotelial,
ademas de que el farmaco puede cargarse al nanogel y asi poder atravesar
barreras fisiolégicas para llegar a células afectadas, aumentando la eficacia
terapéutica y reduciendo efectos adversos (Sultana et al., 2013). Una gran
variedad de nanogeles se ha explotado para aplicaciones en la administracion
de nuevos farmacos controlados mediante sefiales magnéticas, ionicas y

térmicas para su liberacion (Rejinold et al., 2014).

La formulacién quimica de nanogeles ha traido consigo una gran gama de
estructuras poliméricas inteligentes, siendo Utiles para la encapsulacién, entrega
y liberacién de farmacos de bajo y alto peso molecular; con esto se proporciona
una nueva familia con un alto potencial en la liberacion de farmacos, terapia

genética y herramientas de tejidos (Mauri et al., 2016).

1.3 TIPOS DE POLIMERIZACION

Existen diversos métodos para lograr la sintesis de nanogeles, en los
cuales se encuentran: emulsion heterogénea agua-aceite, método micelar
reversa, emulsificacion de membrana, polimerizacion heterogénea por radical
libre, polimerizacién por precipitacién, polimerizaciébn por dispersion, por

mencionar algunas (Sultana et al., 2013).



[1.3.1 Polimerizacién por precipitacion

Este tipo de polimerizacidon consiste en una primera etapa de mezcla
homogénea, y la iniciacion y polimerizacion en ese medio homogéneo. En este
método es necesaria la utilizacion de un entrecruzante para poder crear un
“entrecruzamiento” entre las cadenas de los polimeros formados para poder
aislarlos entre ellos. Como consecuencia, se obtienen polimeros irregulares, con

una polidispersién alta (Sultana et al., 2013).

[1.3.2 Polimerizacion por dispersion

La polimerizacion por dispersion consiste en tener una fase organica
continua, donde la mayoria de los reactivos (mondémeros, entrecruzante e
iniciador) sean solubles en este medio. La polimerizacion inicia de manera
homogénea, sin embargo, los polimeros se vuelven insolubles en el medio
continuo, lo que conlleva a una dispersion estable de particulas poliméricas, con

la ayuda de estabilizadores coloidales (Sultana et al., 2013).

[1.3.3 Polimerizacién por emulsion sin detergente

La polimerizacién por emulsién sin detergente es un método 6ptimo para
la realizacion de particulas monodispersas, y favorece la disminucion de
impurezas. Una polimerizacidén realizada en medio acuoso se estabiliza por
interacciones electrostaticas (Shibuya et al., 2014). Este tipo de polimerizacion
trae consigo una gran ventaja, ya que no requieren la eliminacion del surfactante
adsorbido en las particulas, ademas se puede mejorar la estabilidad de las

particulas con la adicién de polimeros hidrofobicos (Sakai, 2008).



Cabe mencionar que el uso de una temperatura elevada en este proceso
es fundamental para originar radicales libres, por la descomposicion del

persulfato del iniciador (Pelton, 2000).

1.4 NANOGELES INTELIGENTES

Los nanogeles se clasifican en dos grandes grupos: geles sin respuesta y
geles estimulo responsivos; los primeros son aquellos que solo se hinchan y
deshinchan en presencia de agua. Los nanogeles estimulo responsivos son
aguellos que al estar expuestos en diversos factores como pH, temperatura,
campo iénico o campo magnético, presentan un cambio (Sultana et al., 2013). A
este tipo de nanogeles que presentan una respuesta a estimulos se le llaman
“‘inteligentes” (Palomino et al., 2015). Dentro de los nanogeles “inteligentes”, se
encuentran los termosensibles; éstos se caracterizar por presentar una fase de
separacion en agua cuando se llega a una cierta temperatura, esta temperatura
es conocida como temperatura de transicion (LCST). Dentro de la gama de
polimeros termosensibles, el mas estudiado es Poli(N-isopropilacrilamida)

(PNIPAAM) (Asadi & Khoee, 2016).

[1.4.1 Nanogeles termosensibles

El primer reporte de sintesis de PNIPAAmM y su caracterizacion como
polimeros termosensibles, fue en 1986 por Pelton y Chibante, quienes la

sintetizaron a partir de la polimerizacion por precipitacion (Ballauff & Lu, 2007).

La PNIPAAmM tiene una temperatura de transicion de 30 a 32° C, lo cual
indica que pierde sus propiedades hidrofilicas para volverse hidrofébico en
medio acuoso cuando la temperatura esta sobre su LCST (Palomino et al., 2015),

cabe sefalar que éste fendmeno es reversible, al bajar de nuevo la temperatura,



éste polimero va a volver a su estructura previa, donde es hidrofilica y presenta
hinchamiento (Castro-Vidal, D.a., et al., 2016). Debido a que su temperatura es
muy cercana a la temperatura corporal se convierte en un excelente candidato
para la liberacion de farmacos. Este polimero tiende hincharse de 10 a 1000
veces sin perder su estructura interna, mientras va cambiando la temperatura;
sin embargo, debido a estos cambios en su hinchamiento, se va perdiendo la
fuerza mecéanica y se va modificando su permeabilidad y diametro en la
porosidad (Asadi & Khoee, 2016; Bearat et al., 2012; Minghong et al., 1999;

Rejinold et al., 2014; Serrano-Medina et al., 2012; Setiyorini et al., 2012).

La temperatura de transicion de PNIPAAmM puede ser alterada mediante
la incorporacién de diversos comondémeros dependiendo de la aplicacion. La
conjugacion con monomeros hidrofébicos trae consigo una disminucion en la
LCST, mientras que los comondmeros hidrofilicos aumentan la temperatura (Lee
& Yeh, 2005). Cuando los polimeros sintetizados a partir de NIPAAmM se
sintetizan con grupos pH-ionizables, como el acido carboxilico, asi los geles
pueden generar respuestas de hinchamiento rapidas y dirigidas a mdultiples

estimulos externos, como temperatura y pH (Ballauff & Lu, 2007).

Hidrogeles Termosensibles

(0]
oT < LCST T>LCST

Figura 2. Representacién de hinchamiento de nanogel
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Los nanogeles termosensibles, son una clase de nanogeles que pueden
responder a cambios de temperatura, en base a la temperatura de transicion del
polimero. Este tipo de geles pueden inyectarse sistematicamente para dirigirse
a un tumor y desencadenar la liberacion de un farmaco, por respuesta a un
cambio de temperatura. La temperatura puede alterar las propiedades de un
nanogel, tales como las interacciones polimero-polimero y polimero-agua, que
traen consigo un cambio en el hinchamiento del gel con respecto al cambio de

pH y/o temperatura (Rejinold et al., 2014).

[1.4.2 Nanogeles sensibles a pH

Para poder realizar un polimero sensible al pH, puede introducirse grupos
funcionales como: aminas, acidos fosforicos y 4cidos carboxilicos en el nanogel.
Estos grupos pueden aceptar o donar protones y someterse a cambios en
consecuencia de su dependencia al pH, como lo es el hinchamiento del polimero
0 su solubilidad, que lleva a la liberacion del farmaco (Liu et al., 2014). Los
polimeros sensibles al pH son una clase de polielectrolitos con grupos ionizables
en su estructura, ya sea en grupos laterales o finales. Cuando el medio acuoso
de una composicion iénica cambia, los nanogeles son ionizados y drasticamente
cambia su conformacion. Generalmente los grupos funcionales que hacen a un
nanogel sensible a pH pueden ser grupos acidos o basicos que acepten o donen
protones en respuesta al cambio de pH, estos polimeros pueden ser sometidos
a cambios conformacionales debido a la variacibn de pH que puede ser:
disociacion, desestabilizaciébn por colapso o hinchamiento, y cambios en el

coeficiente de particion entre el farmaco y el transportador (Liu et al., 2014).

Los polimeros utilizados para respuesta a pH suelen ser anidnicos, que

generalmente contengan acido carboxilico en su estructura. En medios acidos,
11



los polimeros estan protonados y su estructura es relativamente hidrofébica, en
caso contrario, al ser desprotonados en un pH por arriba de su pKa, se vuelven
mas hidrofilicos. Estos polimeros pueden empezar teniendo carga negativa y

cambiar a carga positiva cuando el pH disminuye (Liu et al., 2014).

Los componentes sensibles al pH que llevan grupos acidos débiles, como
un polielectrolito anidnico, se pueden incorporar a PNIPAAmM. Cuando un
polielectrolito catidnico es mezclado con un polielectrolito aniénico, se forma un
complejo de polielectrolito mediante atraccidon electroestatica entre dos cargas
opuestas de polielectrolitos. Por lo anteriormente mencionado, se espera que el
LCST del PNIPAAmM con componentes sensibles al pH se vean afectados por el
complejo de polielectrolito, dependiendo los diferentes valores de pH (Kyong et

al., 1998).

Es importante sefalar que si el polimero es expuesto a un pH mayor que el de
su pKa, y mas alto que el pH del 4&cido contenido, el fenomeno de hinchamiento

en transicion del hidrogel puede desaparecer (Yoo et al., 2000).

II.5 CANCER

En la actualidad, nos encontramos en una etapa donde los farmacos van
innovandose, pero a la vez van incrementando su potencial, generando asi un
incremento en el interés para desarrollar nuevos métodos de liberacion de

farmacos que nos ayuden a administrar el principio activo (Kost & Langer, 2012).

El cancer es un gran problema bioldgico, debido a que representa una de
las primeras dos causas de muerte en paises econdémicamente desarrollados.
Una de cada 8 muertes se debe al cancer, y se calcula que para 2030 habra 21.4

millones de casos nuevos y 13.2 millones de muertes por esta causa (Rajan et
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al., 2016). Esta enfermedad es atribuida tanto a factores internos como externos,
por ejemplo, dietas insuficientes, exposicién a radiacion, tabaco (Tacar et al.,

2013).

El cancer es una enfermedad degenerativa que se basa en la proliferacion
incontrolable de células tumorales (Ndong Ntoutoume et al., 2015). Una de las
problematicas actuales donde se pretende utilizar un sistema de liberacion
adecuado es en el tratamiento anticancerigeno. Actualmente, se cuenta con
varios tratamientos: quimioterapia, cirugia, terapia hormonal, radiacién,
inmunoterapia, y terapia génica; a pesar de que hay varias opciones, la
guimioterapia sigue siendo la numero 1 en opcién para el tratamiento
anticancerigeno. La quimioterapia es el tratamiento donde se utilizan farmacos
citotoxicos para eliminar las células cancerigenas (Norouzi et al., 2016), aunque
existen diversos farmacos potentes usados en los diversos tipos de cancer, éstos
no presentan un cambio significativo en el progreso del tratamiento debido a la
ausencia de selectividad celular y limitaciones como la baja solubilidad en agua,
baja disponibilidad y baja eficiencia, trayendo consigo efectos adversos toxicos,
debido a la liberacién sistémica (Ge et al., 2016; Ndong Ntoutoume et al., 2015;
Norouzi et al.,, 2016). Debido a lo previamente mencionado, se sugieren
diferentes métodos de liberacién para un tratamiento focalizado; dentro de estas
se sugieren las micelas, los liposomas, hidrogeles, nano/microparticulas, entre
otros (Norouzi et al., 2016), con el fin de transportar un farmaco hidrofobico al
tejido dafiado (Abandansari et. al., 2014). En algunas ocasiones, las micelas
poliméricas suelen ser disociadas en unidades, los cuales pueden ser eliminados
en circulacion sanguinea, lo que causa una liberacion sistémica y, por lo tanto,

toxicidad. La busqueda de la estabilidad en la micela polimérica es un problema
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gue trae consigo muchos estudios, las micelas entrecruzadas es una de las
herramientas mas potentes para estabilizar la estructura auto-ensamblada. La
ventaja de los diversos estudios es que se podria lograr una liberacién focalizada

de los medicamentos (Cao et al., 2016).

11.5.1 Tumores

Un tumor es definido como un neoplasma, formado de grupos de células
heterogéneas que se proliferan agresivamente y no se desarrollan
adecuadamente. El tejido tumoral es abarcado por dos componentes: la
proliferacion celular y de estroma, el cual comprende a los vasos sanguineos y
tejido conectivo (Tacar et al., 2013). La metéstasis es el responsable para que el
90% de los casos de cancer sean mortales. Para que se genere una metastasis,
enzimas como la metaloproteinasa de matriz debe romper el tejido de la célula
hospedera (donde se encuentra el tumor), una vez que los capilares estan
dafiados o presentan fugas, parte de los racimos de tumores viajan a traves de
distintas regiones del cuerpo. El tumor puede inducir la angiogénesis, para asi
permitirse crecer con su propio suministro de sangre y recibir los nutrientes y
oxigenacion necesarios para su crecimiento y asi poder crecer en distintos
lugares (Tacar et al., 2013; Yao et al.,, 2017). Cabe sefalar que los tejidos
tumorales crean un microambiente mas acido que los demas tejidos, ya que un
tumor sdlido tiene un pH de 6.5 a 7.2, cuando el tejido fisiol6gico es de 7.4 (Gong
et al., 2016; Prabhakarpandian et al., 2015), ademas de que hay un ambiente de
hipoxia, este fenbmeno se atribuye a la irregularidad con el metabolismo de la
glucosa. Alrededor del 85% de tumores solidos tienen un 10% menos de vasos

sanguineos (Prabhakarpandian et al., 2015).
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11.5.2 Efecto potenciado de permeabilidad y retencion

El efecto potenciado de permeabilidad y retencién (EPR) es un fendbmeno
gue se encuentra Unicamente en tejidos tumorales, cambiando asi su anatomia
y fisiologia, comparado con un tejido normal. Dentro de este tejido, se presentan
fenestras de 100 a 600 nm entre las células endoteliales, por lo cual facilita un
extravasado de moléculas de diversos tamafos (Jhaveri et al., 2014). Debido a
la rapidez con que se forman los tejidos tumorales, se realiza una angiogénesis
apresurada, lo cual trae consigo una alta densidad vascular en los tumores,
muestran extravasacion selectiva y retencion de farmacos macromoleculares
(Fang et al., 2011). La angiogénesis es indispensable para el crecimiento del
tumor y su progresion; cuando la vasculatura original no pueden brindar una
adecuada alimentacién y oxigenacion a los tejidos tumorales, los vasos
sanguineos pueden ser activados y estirarse hacia las areas sin vasculatura,
guiadas por macromoléculas del factor de crecimiento vascular endotelial A
(VEGFA, por sus siglas en inglés) (Yao et al., 2017). Este fenbmeno es una de
las estrategias primordiales para la utilizacion de nanocarreadores para
liberacion de farmacos que se basa soélidamente en las caracteristicas
fisiopatoldgicas para una liberacion focalizada y pasiva. El tamafio de los
nanocarreadores es crucial para la utilizacion de este efecto, ya que unos
nanogeles muy pequefios promueven la fuga por capilares, mientras que unos
nanogeles de un gran tamafo, se vuelven mayormente atractivos para la

depuracion por el sistema reticulo-endotelial (Jhaveri et al., 2014).

1.6 SISTEMA DE LIBERACION PARA ANTICANCERIGENOS

Existen diversos métodos para crear un sistema de liberacién controlada

de medicamento por medio polimérico, que ha evolucionado con la intencion de
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prolongar y mejorar el control de la liberacion de un farmaco (Kost & Langer,

2012).

La idea de desarrollar “nanovehiculos” que sean capaces de transportar
el medicamento hidréfobo hacia el sitio de accion, liberar el farmaco solo en esa
area y asi, reducir los efectos secundarios, trae consigo una gran relevancia
debido a que este tipo de sistemas podria generar un acumulamiento de farmaco
y retener su efecto, pudiendo liberar el farmaco en el endosoma y lisosoma por
hidrolisis de pH, aunque también podria ser atrapado por la célula en via
endocitica (Abandansari et al., 2014; Asadi & Khoee, 2016; Cuggino et al., 2016;

Mauri et al., 2016; Zhou et al., 2013).

Los nanogeles, ante los lisosomas y micelas, tienen grandes ventajas
debido a que al tener una mayor porosidad se permite una carga abundante de
farmaco, ademas de que su estructura entrecruzada permite una mayor
estabilidad en suero fisiologico; por lo tanto, es una alternativa ideal para la

administracion de farmacos anticancerigenos (Zhu et al., 2017).

Figura 3. Representacion de sistema de liberacién intracelular para anticancerigenos.
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[1.6.1 5-FLUOROURACILO

El 5-Fluorouracilo (5-FU) es un medicamento que se encuentra en la
primera linea de anticancerigenos utilizados en padecimientos de cancer
colorrectal, gastrointestinal, de mama, cerebro e higado (L. Li et al., 2016). El 5-
FU es un analogo de pirimidina que actia transformandose en distintos
metabolitos citotoxicos dentro de la célula que se incorporan al ADN y ARN, lo
cual trae consigo la apoptosis celular (Egodawatte et al., 2017; Rejinold et al.,
2014). Es importante recalcar que la eficacia del 5-FU se ve afectada por
distintos factores: la inclinacion a crear resistencia en las células tumorales,
citotoxicidad, tiempo de vida media corto, de aproximadamente 20 minutos,
adsorcion irregular en via oral, ademas de que gran cantidad es metabolizada
por el cuerpo. Por lo tanto, su prescripcién es en dosis altas, incrementando los
efectos adversos como: diarrea severa, embolias y mucositis gastrointestinal
(Egodawatte et al., 2017; L. Li et al., 2016). Comparando su baja efectividad al
administrarse de manera libre, ya sea oral o intravenosa, el hecho de
encapsularla en un nanogel trae consigo muchas ventajas, ya que se mejora la
solubilidad en agua, provee propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas,
su tiempo en circulacion aumenta, se reducen los efectos secundarios por su

administracion especifica (W. Hu et al., 2016).

Por lo antes mencionado, hay una gran necesidad de desarrollar un
Sistema de Liberacion de Farmaco (DDS), para poder mejorar su eficacia
terapéutica y poder reducir los efectos adversos. Los nanogeles han demostrado
varias ventajas importantes sobre otros DDS debido a que tienen una buena
estabilidad, se puede controlar el tamafio de la particula, tienen gran variedad de

grupos funcionales, y una facil funcionalizacion (Arunraj et al., 2014).
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Los nanotransportadores poliméricos anfifilicos generan una atracciéon
como potenciales a ser transportadores de mediamentos por diversas ventajas:
propiedades versatiles fisicogquimicas, mejoramiento en solubilidad del farmaco,
prolongacion del tiempo en circulacidn evitando que se depure rapidamente por
el sistema renal y el sistema reticulo-endotelial, disminuyendo efectos adversos,
la orientacion pasiva de los tumores a través del efecto EPR, y la mejora de la
biodisponibilidad del farmaco. La carga del farmaco deberia de ser liberada
especificamente en los sitios de accion, maximizando el efecto terapéutico. Los
polimeros entrecruzados deben actuar como barrera para la liberacion del

farmaco de manera intracelular (Li et al., 2013).
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CAPITULO llI
EXPERIMENTAL
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1.1 GENERALIDADES

EQUIPOS Y REACTIVOS UTILIZADOS

a) EQUIPOS

b)

Balanza analitica Denver Instrument M-220
Potenciometro Hanna Instruments HI 2210
Espectrofotometro UV-Vis Beckman coulter DU 520
Resonancia magnética nuclear de protén (RMN-H)

Espectrofotometro de Infrarrojo

Dispersién de Luz Dinamica (DLS) Zetasizer nano series Malvern

Instruments

Recirculador Lauda Brinkmann Ecoline RE-106
Bafios de temperatura VWR

Liofilizador Labconco freeze dry system/ Freezone 4.5

Maquina de hielo Igloo

REACTIVOS

N-isopropilacrilamida (Sigma-Aldrich Inc.)
Acido 6-aminocaproico (Sigma-Aldrich Inc.)
Acido 8-aminooctanoico (Sigma-Aldrich Inc.)
Acido 11-undecanoico (Sigma-Aldrich Inc.)
Hidréxido de sodio (Sigma-Aldrich Inc.)
Tetrahidrofurano (Spectrum)

Cloruro de metacriloilo (Sigma-Aldrich Inc.)
Acido clorhidrico (J.T. Baker)

Eter etilico (Fermont)
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e Sulfato de magnesio anhidro (Spectrum)
e Hidréxido de potasio (Spectrum)

e Metanol (Fermont)

e FEter de petréleo (Fermont)

e Acetato de etilo (Mallinckcrodt)

e Hexano

e Diclorometano (Fermont)

¢ Dimetilacrilato de etilenglicol

e Persulfato de amonio (Sigma-Aldrich Inc.)
¢ Dimetilacetamida (Sigma-Aldrich Inc.)

¢ Nitrdgeno (gas)
1.2 PURIFICACION DE NIPAAM POR RECRISTALIZACION

En un matraz Erlenmeyer, se colocan 25 gramos de NIPAAm con 200 m|
de hexano que se coloca en un bafio maria a 45° C, se agita hasta que se
disuelva por completo. Ya disuelto, se filtra en caliente para la eliminacién de
impurezas y se deja enfriar, manteniéndose tapado. Una vez cristalizado, se filtra
al vacio y se dan dos lavados con hexano frio. Finalmente se deja secando en la

campana.

Nota: los cristales deben mostrar una coloracion blanca, si estos se observan
amarillentos se debera proceder a los lavados con hexano frio, o empezar

nuevamente el procedimiento.
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111.3 SINTESIS MONOMEROS CARBOXIALQUILMETACRILAMIDAS

La sintesis del monémero se llevé a cabo por el método de Schotten-

Baumann, referido a la formacién de amidas por acrilacion de aminas primarias.

Figura 4. Sintesis para la obtencion de carboxialquilmetacrilamidas.

La reaccion se llevo a cabo a partir del cloruro de metacriloilo y tres w-

aminoacidos, con diferentes niumeros de metilenos en su cadena lateral.

¢ NMAHe, sintetizado a partir del acido 6-aminocaproico (n=5)
¢ NMAGOCc, sintetizado a partir del acido 8-aminooctanoico (n=7)

e NMAUN, sintetizado a partir del acido 11-undecanoico (n=10)

La sintesis de los monémeros se llevé a cabo de la misma manera para los tres

diferentes aminoacidos, descritos a continuacion:

En un matraz bola de 250 ml se disuelven 5 gramos de acido 11-undecanoico
(24.8 mmol), en una disolucion acuosa de NaOH (1N) /THF 20% v/v. La mezcla
se colocé en un bafio frio a 0° C y se mantuvo en agitacion constante. Enseguida,
se adiciond lentamente, con ayuda de una bomba de adicién, 3.9 gramos de
cloruro de metacriloilo (37.3 mmol), con un tiempo de adicion de 3 horas;
después de terminada la adicién, se continua en agitacion constante por 24
horas, a temperatura ambiente. Al terminar la agitacion, la mezcla se filtra al
vacio para eliminar cualquier residuo o impureza, y se acidifica con HCI (2N)
hasta llegar a un pH de 3, conservando la mezcla a 0° C y en agitacion constante.
El contenido se extrae con éter etilico, la fase organica obtenida se lava con HCI

diluido y agua destilada. Posteriormente, se seca con MgSO4 anhidrido, y se filtra
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al vacio. Se continua con tres lavados con hexano de 30 min, y finalmente se
vuelve a filtrar a vacio para dejar precipitar el monémero y proceder con la

cromatografia de capa fina.

.4 CARACTERIZACION DE LOS MONOMEROS

CARBOXIALQUILMETACRILAMIDAS

Para la caracterizacion de los monOmeros se partieron a diferentes
métodos que aseguraran la obtencion de este tipo de monomero, ademas de
asegurar que estuvieran puros para su uso en la sintesis de nanogeles, los
cuales fueron: cromatografia de capa fina, espectrofotometria de infrarrojo y

resonancia magnética nuclear a proton.

[11.4.1 Cromatografia de capa fina

Para realizar las cromatografias, previamente se preparan soluciones del
monomero que serd analizado, disolviendo 50 mg del compuesto en 0.4 ml de
metanol; se preparan las fases mdviles utilizando: acetato de etilo y hexano. En
una lamina de capa fina se coloca, con ayuda de un tubo capilar, una pequefa
muestra de la solucion del mondémero previamente realizada, y se deja secar
para después colocarla cuidadosamente a la camara de cromatografia, donde
se deja correr la fase movil, para finalmente observarla con luz ultravioleta y

sacar su factor de retencion.

[11.4.2 Espectrofotometria de infrarrojo

El infrarrojo fue realizado con el equipo Fourier Transform Infrared
spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR), por método

directo a temperatura ambiente, usando el software OMNIC 09/02/41.

23



[11.4.3 Resonancia magnética nuclear a proton.

La resonancia magnética nuclear de proton fue realizada por el equipo Varian
Mercury NMR de 200 MHz. Se toman entre 10 y 15 mg de muestra, y se disuelve

en cloroformo deuterado, dentro del tubo de RMN.

1.5 SINTESIS DE SAL POTASICA DE MONOMEROS

CARBOXIALQUILMETACRILAMIDAS.

La sal potasica de los diferentes monomeros fue sintetizada a partir de

una igualacion de moles con cada uno de los monémeros sintetizados.

Q o]
n OH -+
N + KOH ————————> " Dok
H H
© o]
Figura 5. Sintesis para la obtencién de sal potasica de carboxialquilmetacrilamidas

Para realizar la sintesis se pesa una cantidad del monémero (entre 1y 2
gramos), y después se pesa la cantidad calculada de KOH con ayuda de la

siguiente formula:

(PM KOH) = (g monémero)

KOH =
g PM monbémero

Ecuacion 1. Férmula para obtencion de gramos necesarios de hidroxido de potasio.

Se coloca el monémero y el hidroxido de potasio en dos diferentes vasos,
y se les adiciona 3 mililitros de metanol a cada uno, y se colocan en un bafio de
hielo en agitacion constante, hasta que se disuelvan completamente. Después
de que se disuelvan por completo, se adiciona el hidroxido de potasio gota a gota
al vaso del monomero disuelto. Después de adicionarlo, se precipita con éter

etilico y se filtra por gravimetria, para después dejarla secar en la estufa a 35° C
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por 24 horas. Finalmente se hacen pruebas de disolucion para poder asegurar

que es soluble en agua.

El procedimiento previamente descrito es para el monémero con 10
metilenos en su cadena latera, para el de 5y 7 metilenos, ademas de agregar el
éter etilico, se precipita también con ayuda del éter de petroleo y después se

prosigue con los demas pasos.

111.6 SINTESIS DE NANOGELES DE NIPAAmM: CAM

La sintesis de nanogeles se llevé a cabo por el método de polimerizacion
por dispersion sin detergente. Todas las reacciones son 0.5 gramos en 50
mililitros de agua miliQ, previamente filtrada. Se realizaron geles con diferentes

concentraciones de monémero y NIPAAmM, que se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 1. Concentraciones utilizadas de NIPAAm y carboxialquilmetacrilamidas

para sintesis de nanogeles.

Mondmero % g mmol Comondémero % g mmol
NIPAAmM 95 0.475 4.198 M5 5 0.025 0.126
90 0.450 3.977 10 0.050 0.251

85 0.425 3.756 15 0.075 0.377

NIPAAM 95 0475 4.198 M5K 5 0.025 0.105
90 0.450 3.977 10 0.050 0.211

85 0.425 3.756 15 0.075 0.316

NIPAAM 95 0475 4.198 M7 5 0.025 0.011
90 0.450 3.977 10 0.050 0.022

85 0.425 3.756 15 0.075 0.033

NIPAAmM 95 0.475 4.198 M7K 5 0.025 0.094
90 0.450 3.977 10 0.050 0.189

85 0.425 3.756 15 0.075 0.283

NIPAAmM 95 0.475 4.198 M10 5 0.025 0.093
90 0.450 3.977 10 0.050 0.186

85 0.425 3.756 15 0.075 0.279

NIPAAM 95 0475 4.198 M10K 5 0.025 0.081
90 0.450 3.977 10 0.050 0.163

85 0.425 3.756 15 0.075 0.244
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El procedimiento que se siguié para realizar los nanogeles se concentrd
en administrar las concentraciones previamente sefialadas en un matraz bola de
100 ml, donde se agreg6 50 ml de agua miliQ, y el entrecruzante (EGDMA) al
5% en peso, para después quitarle el oxigeno con un burbujeo constante con
nitrégeno por media hora en agitacion constante. Después se coloco en un bafio
de aceite a 85° C, con agitacion constante por media hora, para continuar con la
adicion del iniciador (APS) al 2% en peso, y se deja reaccionar por 45 min, en
agitacion constante a 85° C. Para detener la reaccion, al pasar los 45 min se
coloca la solucién en un matraz Erlenmeyer en un bafio de hielo, y después de
que se enfria se coloca en una bolsa de dialisis de 14 kDa, para iniciar la
purificacion de 5 dias. Al concluir los 5 dias, se guardan en viales para

congelarse y después proceder con el liofilizado.

[11.7 LIOFILIZACION Y RECONSTITUCION DE LOS NANOGELES

Los nanogeles se sometieron a liofilizacion después del congelamiento
previo mencionado en el punto anterior, y se colocaron en el liofilizador por 48
horas, finalizando el secado, se pudo observar un material blanco esponjoso, sin

rastros de humedad.

Para la reconstitucion del liofilizado, se tomaron 50 mg de nanogeles en 5
mililitros de agua miliQ, y se dejo en agitacion constante por 4 horas, para asi

continuar con la caracterizacion.
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1.8 TECNICAS DE CARACTERIZACION PARA NANOGELES DE

NIPAAM/CAM

[11.8.1 Dispersion de luz dinamica (DLS)

Se utilizé el equipo de dispersion de luz dinamica DLS Zetasizer Nano NS
equipado con luz verde a 532 nm con un angulo de medicion de 173°, para poder
asi medir el didmetro hidrodindmico de las nanoparticulas en las soluciones

obtenidas. La muestra se diluyo utilizando 20 ul de la solucion de nanogeles con

980 ul de agua miliQ.

El efecto en la temperatura de transicion, se hizo un barrido de
temperaturas, que iniciaba en 20° C hasta los 50° C, haciendo mediciones cada
2°, para asi observar la variacion de diametro respecto al aumento de
temperatura, y determinar su temperatura de transicion. Ademas de hacerse en

agua miliQ, se realizaron en 4 diferentes pH: 3,5, 7y 9.

[11.8.2 Espectrofotometria de infrarrojo

El infrarrojo fue realizado con el equipo Fourier Transform Infrared
spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR), por método

directo a temperatura ambiente, usando el software OMNIC 09/02/41.

Se utilizaron muestras de nanogeles liofilizados, tanto los copolimerizados

con monoémero y sal, asi como de NIPAAm al 100%.

[11.8.3 Determinacién del porcentaje de acido

El contenido de CAM se determind a través de una valoracion
potenciométrica acido-base, en donde se pesaron 50 mg del liofilizado del

nanogel, y se diluyeron en 5 ml de agua miliQ, que se dejaron reconstituyendo
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por 4 horas. Se afiade NaOH valorado al 0.05 M, hasta llegar a un pH de 11,
para asegurar la ionizacion completa de los grupos de &cidos carboxilicos.
Posteriormente, las reconstituciones se titulan lentamente agregandose HCI

valorado al 0.05 M, con ayuda de una micropipeta, agregandose 25 ul cada 8

segundos, hasta llegar a un pH de 3.

El contenido de CAM se calcula por el volumen de HCI 0.05 M consumido,

entre los puntos de inflexién de la curva de titulacion.

111.8.4 Potencial Z

Se utilizo el equipo de dispersion de luz dinamica (DLS), para analizar el
potencial Z, éste se determina con la finalidad de conocer la carga de la

superficie de las particulas.

Para la determinacion del potencial Z, se prepararon disoluciones

utilizando 50 ul de muestra en 5 ml de buffer, los pH de éstos variaron de 3 a 9.

[11.8.5 Microscopia electronica de barrido FESEM

La microscopia electronica de barrido fue realizada en el Centro de
graduados del Instituto Tecnoldgico de Tijuana, en un microscopio JEOL JSM-

7800F Prime a 25 kV.

La preparacion de la muestra se realizo a partir de la muestra dializada,
colocandose en unas rejillas de carbono con cobre, con un Mesh de 400. Se
colocaron 2 pl de la muestra en la parte opaca de la rejilla, se secé con ayuda
de un “kimwipe”, se colocaron 2 pl de acetato de uranilo, se procedi6 a secar, y

finalmente se repitio la adicion y secado del acetato de uranilo.
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Después de la preparacion, la rejilla fue colocada cuidadosamente a un
tubo eppendorf, y se coloco la muestra en la estufa a 25° C durante 24 h para su

secado.
1.9 CARGADO DEL FARMACO 5-FLUOROURACILO (5-FU)

Para el cargado de farmaco se procedio con la técnica de cargado por

medio de dialisis, llevandose a cabo con los siguientes pasos:

Inicialmente, se pesaron 20 mg de 5-FU y se agregaron a un vial con 7.5
ml de dimetilacetamida (DMACc) para disolver, por otro lado, se pesaron 40 mg
de microgeles y se resuspendieron con 7.5 ml de DMAc, la disolucion fue

realizada con agitacion magnética 2 horas, a temperatura ambiente.

La solucién de 5-FU se administré a la solucion de nanogeles “gota a
gota”, en agitacién a 20° C. La solucion resultante se dejé en agitacion por 12
horas, para después verterse a una bolsa de didlisis (con un corte de peso
molecular de 12 a 14 kDa), y se somete a dialisis con agua destilada por 4 horas,
con la finalidad de remover el farmaco no encapsulado. El agua destilada se

reemplaza cada 30 min las primeras 2 horas, y finalmente cada hora.

Finalmente, la solucién extraida de la dialisis se liofiliza para remover el
agua, y la carga del farmaco se determina midiendo la absorbancia UV a 267 nm
en el espectrofotbmetro UV-Vis, calculandose el porcentaje de carga y la

eficiencia de cargado con las siguientes formulas:
111.10 LIBERACION DEL FARMACO 5-FLUOROURACILO (5-FU)
Para la liberacién del farmaco de los nanogeles, se prepararon las

membranas de dialisis (corte de 15 kDa) de la siguiente manera:
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Se colocan 5 ml de buffer 7.4 y se afladen 5 mg de nanogeles cargados y
finalmente se colocan otros 5 ml de buffer. La didlisis fue colocada contra 50 ml
del mismo buffer en un vaso del recirculador, con una temperatura de 37° 25° C,
y dejandose en agitacién constante. Se tomaron alicuotas de 3 ml en intervalos
de tiempo previamente establecidos (0.25, 0.50, 0.75, 1, 2, 4, 8, 12y 24 h). Las
muestras se leyeron en UV-Vis a 267 nm, y se calculo el % de liberacion con la

curva de calibracién para liberacion.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
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IV.1 SINTESIS DE MONOMEROS CARBOXIALQUILMETACRILAMIDAS.

Se obtuvieron los 3 mondmeros por medio de la reaccidon Schotten-
Baumann. En el caso del mondmero 6-metacriloilamidocaproico (M5), se obtuvo
un semisolido color naranja, viscoso, similar a la consistencia de la miel de abeja,

con un rendimiento en la reaccion de 41.51%.

En el caso del mondmero 8-metacriloilamidooctanoico (M7), se obtuvo un
semisolido de color beige, con una consistencia cerosa, con un rendimiento en

la reaccion de 65.15%.

Y finalmente, en el caso del monémero 11-metacriloilamidoundecanoico
(M10), se obtuvo un solido de color blanquecino, no muy dura, similar a la

consistencia de un jabon, con un rendimiento en la reaccién de 50.27%.

Figura 6. Mondmeros obtenidos a partir de la sintesis de carboxialquilmetacrilamidas

V.2 CARACTERIZACION DE MONOMEROS

CARBOXIALQUILMETACRILAMIDAS.

Para la caracterizacion de los monomeros, se recurrieron a 3 pruebas, con la

intencion de asegurar la obtencidn de los compuestos esperados.
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IV.2.1 Cromatografia de capa fina

La cromatografia fue realizada por el método de capa fina, donde se utilizaron
como fase movil n-hexano como parte no polar, y acetato de etilo como parte
polar, en proporciones 4/6 para el caso del monémero M7 y M10. En el caso del
M5, se cambiaron las fases debido a la polaridad del monémero y finalmente se

utilizaron metanol y diclorometano en proporciones 1/9 respectivamente.

Finalmente se pudo comprobar que los compuestos eran puros, debido a

que no hubo algun otro compuesto dentro de la corrida de la cromatografia.

IV.2.2 Espectrofotometria de Infrarrojo
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Figura 7. Espectro de infrarrojo de monémeros M5, M7 y M10

El infrarrojo fue una herramienta importante para la caracterizacion de los
monomeros debido que se pudieron observar las bandas caracteristicas de los

grupos funcionales que se encuentran presentes en los ya mencionados.
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Los grupos funcionales que se encontraron en el monémero M5 fueron los
siguientes: la banda caracteristica del enlace (N-H) de la amida se encuentra a
3367 cmt; a 2937 cm™ se observa la banda que representa al enlace (C-H), que
se encuentra en la parte vinilica y alifatica del monémero; a 1709 cm! se observa
la banda caracteristica del grupo carboxilo (C=0), presente en la amida y el
grupo carboxilico; seguido de esta banda a una longitud de onda de 1651 cm™
se observa la banda caracteristica de la parte vinilica (C=C); y en las longitudes
de onda 1444 cm y 1380 cm, se pueden observar las bandas representativas
de la parte alifatica, que corresponden a (CHs) y (CH2), respectivamente.
Finalmente, a la longitud de onda de 1032 cm™ se encuentra la banda
caracteristica del enlace (C-O), enlace que representa la presencia del grupo del
acido carboxilico. En la siguiente tabla se pueden apreciar las bandas

caracteristicas de los 3 monémeros:

Tabla 2. Sefales caracteristicas de grupos funcionales encontrados en M5, M7

y M10
Mondémeros
Enlaces M5 M7 M10
N-H 3367 3333 3311
C-H 2937 2929 2919

C=0 1709 1693 1697

C=C 1651 1651 1648

-Wo
epuo ap pnibuoT

CHs 1444 1530 1429
CH:2 1380 1334 1409
C-O0 1032 927 916
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IV.2.3 Resonancia magnética nuclear de proton
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Figura 8. Espectro de Resonancia magnética nuclear de proton en M7

El estudio que concluyé con la caracterizacion del monémero, fue
someterla a resonancia magnética nuclear para proton, donde los resultados

mostraron lo siguiente:

La sefial que se encuentra alrededor de 9.6 ppm en forma de singulete
alargado que integra para uno, se le atribuye al hidrégeno presente en el 4cido
carboxilico, debido a que sus desplazamientos son de 10 a 13 ppm, sin embargo,
por estar pegada a una cadena alifatica pudo haberse recorrido un poco la sefial.
La siguiente sefial en el espectro estd en 6.0 ppm, otro singulete ancho que
integra para uno, se atribuye al hidrégeno de las amidas, sefiales que aparecen
alrededor de 5 a 9 ppm. Hay dos sefales casi juntas, una en 5.2 y otra en 5.6
ppm, las dos sefiales aparecen como singuletes e integran para uno e indican la
misma letra de proton, sin embargo, los dos hidrégenos de la parte vinilica son

diferentes debido a que uno de ellos esta del lado de la amida, y debido a la
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electronegatividad de este grupo funcional, se desprotege mas ese protén que

el que esta vecinal con el metilo.

Alrededor del 3.2 ppm se encuentra un doble de dobles, que indica la
presencia de dos vecinos cercanos a ese proton, ademas de que integra para 2
protones. Por su desplazamiento, integracion y tipo de sefial, se atribuye al
proton del carbono seguido del &acido carboxilico, debido a que por la
electronegatividad que genera el grupo, hay un cierto tipo de desproteccion,
comparada con la demas parte de la zona alifatica. Alrededor de 2.2 ppm se
encuentra un multiplete que integra para dos, sefial atribuida al proton del
carbono pegado a la amida, desprotege levemente al protén. Finalmente se
encuentran las sefiales que se asignan a la cadena alifatica. Se puede observar
un singulete alrededor de 1.8 ppm, que integra para 3, esta sefial, debido a su
proteccion e integracion se atribuye al metilo que esta pegado al grupo amida.
Seguida de esta sefial se encuentra un multiplete en 1.4 ppm que integra para
4, sefial que se atribuye a los protones de la cadena alifatica que estan a 3
enlaces de los dos grupos funcionales, y al final se encuentra una sefial, que es
otro multiplete en 1.2 ppm que integra para 6, esta sefial se asigna para los

protones que estan a 4, 6 y 8 enlaces del grupo funcional.

Los mondémeros M5 y M10 también fueron sometidos a resonancia magnética

nuclear, los cuales se pueden encontrar en ANEXO 1.

V.3 SINTESIS DE SAL POTASICA DE MONOMEROS

CARBOXIALQUILMETACRILAMIDAS

Se preparod la sal potasica de cada uno de los monémeros, para obtener

la materia prima para la sintesis de nanogeles.
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La sal que se obtuvo a raiz del monémero M5, fue de color naranja claro,
semisodlido, pastoso y muy higroscopica; se obtuvo un porcentaje de rendimiento
de la reaccion de 68.14%. La sal obtenida a partir del monémero M7, fue de color
blanquecina, semisélido, ceroso; se obtuvo un porcentaje de la reaccion de
81.29%. Finalmente, la sal obtenida a partir del monémero M10, fue de color

blanquecina, solido duro y se obtuvo un porcentaje de rendimiento 51.12%.

M10K

Figura 9. Sales potasicas obtenidas a partir de monémeros M5, M7 y M10

IV.4 SINTESIS DE NANOGELES DE NIPAAmM/CAM

En la sintesis de nanogeles, se obtuvieron 18 reacciones, obtenidas bajo
el siguiente criterio: se realizaron diferentes concentraciones (porcentaje en
peso) del comonémero (5, 10 y 15%), ademas de que, en su respectiva sal,
también se llevaron a cabo las mismas concentraciones de comonomero. En
todos los casos se utilizé el mismo entrecruzante (EGDMA) e iniciador (APS) en

los mismos porcentajes en peso, 5y 2% respectivamente.

IV.5 CARACTERIZACION DE NANOGELES NIPAAM/CAM

La caracterizacion de los nanogeles se realiz6 pasando por varias
pruebas, inicialmente se leyeron los crudos en el DLS, después se sometio a

dialisis de 5 dias, conllevando a una segunda leida, y posteriormente se
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congelaron para liofilizarse y de ahi seguir haciendo mediciones para analizar su

comportamiento en diferentes pH’s y temperatura.
IV.5.1 Diametro hidrodinamico de nanogeles purificados en dialisis

El tamafio de los nanogeles se determiné por medio del DLS, para poder
determinar su didmetro hidrodindmico, las siguientes mediciones fueron

realizadas a partir de las dispersiones dializadas, mostrando los siguientes

resultados:
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Figura 10. Diametro hidrodinamico de nanogeles de NIPAAmM:M10 purificadas.

Como se puede observar en la grafica anterior, hay una variacion minima
en el cambio del diametro cuando va aumentando la cantidad de &cido del M10,
sin embargo, se observa que, en el caso del incremento en la proporcién de sal,
hay un cambio significativo en el diametro, demostrando el efecto tensoactivo

gue genera la sal en los nanogeles. Se puede observar en la gréfica que, al
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administrarse el monémero, en su forma acida, la variacién es minima, ya que
los tamafios estan en un rango de 700-800 nm, por otro lado, se aprecia que el
cambio en el diametro en las diferentes proporciones de sales hay un gran
cambio, haciendo una variacion que inicié en 421.7 nm, y un minimo de 91.1 nm
al administrarse el mayor porcentaje de M10K (15%). Es importante sefialar que
este efecto tensoactivo se ve potenciado en la administracion de la sal, sin

embargo, en los 3 mondmeros acidos no hay una variabilidad significativa en los

tamafos (ANEXOS 2y 3).
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Figura 11. Diametro hidrodinamico de nanogeles NIPAAM:CAM en forma de sal al 15%

Se puede observar en la gréfica que, al ser los de menor tamafio y haber
sufrido el efecto tensoactivo mayor, en el caso del M5 y M7, no hay un cambio
entre ellas, y el efecto mayor se dio en el caso del M10, siendo la sal con la

cadena mas larga, monémero que al hacerse sal generé un gran cambio,

comparandose con M10 al 15%.
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IV.5.2 Diametro hidrodinamico de nanogeles copolimerizados NIPAAm:

CAM

Después de analizarse la dialisis, se vaciaron las soluciones de nanogeles
en viales de 20 mililitros, para proceder al congelamiento y liofilizado de 36 horas.
Los rendimientos obtenidos fueron altos en todos los casos, lo que demuestra la
estabilidad de los nanogeles al congelarse, ademas que, al obtener bastante
rendimiento, se facilito la caracterizacion de éstos. Seguido a esto, se procedio
a analizar si los nanogeles seguian estables, y se volvio a medir el didmetro
hidrodindmico, resuspendiendo 5 miligramos de muestra en 5 mililitros de agua
miliQ, dejandose en agitacién constante por 4 horas, para finalmente leerlos en

el DLS a 25° C, obteniéndose los resultados mostrados en el ANEXO 4.

Tabla 3. Porcentajes de rendimientos obtenidos en liofilizados de nanogeles.

Mondmero Sal monémero
NIPAAmM: M5 NIPAAM:M5K
% M5 %R %M5K %R

5 80.41 5 65.00
10 59.82 10 68.78
15 72.38 15 63.74
NIPAAM: M7 NIPAAM:M7K
% M7 %R %M7K %R
5 77.42 5 83.48
10 81.50 10 87.71
15 74.88 15 84.69
NIPAAmM: M10 NIPAAM:M10K
% M5 %R %M5K %R
5 80.41 5 65.00
10 59.82 10 68.78
15 72.32 15 63.74

Para leerse, las resuspensiones se diluyeron 1:50, tomandose una

muestra de 20 ul en 980 pl de agua miliQ. Se pudo percibir que las particulas
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seguian siendo estables, debido a que su polidispersién no variaba demasiado,
ademas de que se pudieron leer después de resuspenderse. Cabe sefialar que
la variacion en tamafio resulta igual que en la didlisis, demostrandose
nuevamente el efecto tensoactivo en los nanogeles copolimerizados con las

sales potasicas de los diferentes monémeros.
IV.5.3 Efecto de pH en diametro hidrodinamico de nanogeles

Los nanogeles fueron expuestos a distintos pH’s para poder realizar su
afectacion al diametro, dependiendo el ambiente al que se veia expuesto. La
prueba se realiz6 diluyendo 20 ul en 980 pl del buffer con el pH deseado (3, 5, 7

0 9), para posteriormente hacer la medicion en el DLS (Figura).
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Figura 12. Efecto de pH en diametro hidrodinamico de nanogeles NIPAAmM:M5.
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Se puede observar en la imagen que los nanogeles copolimerizados con
la parte acida del monémero M5 muestran variacion de tamafio, aumentando su
tamafio conforme aumenta el porcentaje del monémero presente en la reaccion,
habiendo una posible ionizacion de los nanogeles, por lo cual se justifica el
incremento de tamafio; en el caso de las sales, no hay alguna variacion
significativa en su tamafio, haciéndolas insensibles al cambio del pH, con esto
se puede deducir que la sal queda en la superficie, por lo cual no hay alguna
afectacion en las propiedades de la NIPAAmM, caso contrario que ocurre al utilizar
la parte acida, debido a que ahi se puede observar una interaccion entre el

mondémero M5 con la NIPAAm, habiendo una copolimerizacion dentro del

nanogel.
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Figura 13. Efecto de pH en diametro hidrodinamico de nanogeles NIPAAM:M7.

42



Caso similar al previamente descrito, se observa en el caso de los
nanogeles copolimerizados con M7, donde se puede observar el mismo
fenémeno, cuando hay un incremento del porcentaje utilizado de la parte acida
del mondémero se puede observar el incremento en los nanogeles, cuando se
utiliza la sal del M7, los nanogeles no presentan un cambio cuando se va
incrementando el pH lo cual indica, nuevamente, que al sintetizar nanogeles con
la sal, ocurre una polimerizacion por blogue, quedando de manera superficial del

nanogel, por lo tanto, no hay alguna afectacion en las propiedades de la

NIPAAM.
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Figura 14. Efecto de pH en diametro hidrodindmico de nanogeles NIPAAmM:M10.

Finalmente, en el caso del M10, se puede observar que no se percibe

tanto una afectacion del tamafo conforme incrementa el pH, en su forma acida
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o en su forma de sal, los tamafios se mantienen, debido a que al ser demasiada

larga la cadena alifatica

IV.5.4 Efecto de latemperaturay pH en los nanogeles copolimerizados con

NIPAAm: CAM

La prueba del efecto de temperatura se realizé6 mediante el DLS, haciendo
escaneos de tamafo desde 20° a 50° C, cada dos grados centigrados,
generando una tendencia para determinar la temperatura de transicion; esta
prueba se realizé en agua miliQ, ademas de en 4 diferentes pH'’s: 3,5, 7y 9. Se
puede observar que, dependiendo el pKa, afecta su aglomeracion en los distintos
sistemas. Al analizar el comportamiento de los nanogeles en agua, junto a la
NIPAAmM, se puede observar que los nanogeles utilizados como blanco, con un
100% de NIPAAmM se comportan como marca la literatura, debido a que su
temperatura de transicion se observa a los 32° C (Musial et al., 2017; Serrano-
Medina et al., 2012). A su vez, se observa el cdmo en los tres casos, al
copolimerizar a la NIPAAm con la forma acida del monémero, aumentan en
tamafio y se percibe una afectacion en su temperatura de transicion,
generalmente por arriba de los 32° C, lo que indica que el mondmero interacciona
con la NIPAAm y afecta su transicion; se observa de igual manera que al tener
los nanogeles copolimerizados con la sal del monémero, no hay una variacion
en su temperatura de transicion, por lo que se deduce que la sal queda en la
superficie y no hay interaccién, por lo cual no hay afectacion en las propiedades

de la NIPAAM.
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Figura 15. Efecto de temperatura en el tamafio de nanogeles de NIPAAM y NIPAAM:CAM en

agua. (A) NIPAAm:M5, (B) NIPAAM:M7 y (C) NIPAAM:M10
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En el caso del M5 (FIGURA), su pKa es de 5.2 (Maganfa et al., 2017), por
lo cual las aglutinaciones se muestran en los pH’s acidos 3 y 5, al encontrarse
en su forma no ionizada. Cuando se rebasa su pKa, se observa una tendencia
decadente, debido a que la molécula se encuentra ionizada, estabilizando las

nanoparticulas.
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Figura 16. Efecto de temperatura en el tamafio de los nanogeles de NIPAAM:M5 y

NIPAAM:M5K en pH de 3a 9.
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De igual manera, con estas mediciones en DLS, fue posible extraer la
temperatura de transicion, la cual fue adquirida graficando los tamafios obtenidos
conforme la temperatura aumentaba, ademas de que se grafico la derivada de
los datos previamente mencionados; en el caso de un incremento radical dentro
de la gréfica se hace evidente la transicion, sin embargo, en el caso de un
incremento lento se toma el punto mas alto obtenido en la gréfica de derivadas.

Los datos obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4. Temperaturas de transiciéon de nanogeles NIPAAM:CAM

pH3 pH5 pH7 pH9

32 34 30 30

30 36 34 34

30 36 38 36

MsK 5 34 32 32 32 30
MsK 10 32 32 32 32 30
MsK 15 34 32 30 32 30
M+ 5 34 34 32 32 30
My 10 36 32 32 32 32
My 15 32 32 32 34 32
MzK 5 34 32 32 32 32
M-K 10 36 30 30 32 32
M-K 15 34 30 30 32 32
Mio 5 32 34 32 32 30
Mio 10 34 32 32 32 32
Mio 15 28 32 32 34 32
MoK 5 30 30 30 34 32
M1oK 10 30 28 28 34 32
MoK 15 30 34 28 34 34

En el caso del monémero M5, temperaturas variadas desde 30 a 38° C,
las variaciones fueron en todas las concentraciones de la parte acida en los

distintos pH’s, aunque es importante sefialar que se obtuvo la temperatura de pH
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a 38° C, esto se dio en pH 7, aunque es necesario ratificar que el pH donde se
esperaba el aumento de temperatura para mejoramiento del sistema de
liberacion era a un pH menor, sin embargo es motivante a que si hay una
respuesta a temperaturas altas, y que al ser la parte 4cida, hubo una interaccién
interna entre los dos mondmeros (NIPAAM:CAM), que si alterd la temperatura
de transicion de la NIPAAm; en el caso de las sales, la temperatura de transicion
se mantuvo incluso ligeramente por debajo de la temperatura de transicion de
NIPAAmM o en ella, lo que se podria explicar como una interaccion superficial del

nanogel, generando una estabilidad en la temperatura.

En el caso del M7, se sabe que su pKa es de 6.0, y nuevamente se puede
observar una aglomeracion en los pH’s por debajo del pKa, ya que los nanogeles
al estar principalmente no ionizados, interaccionan entre si, por lo cual se genera
una aglutinacion. Nuevamente en el caso de los pH’'s mas altos, hay una
tendencia decadente, lo cual indica que el nanogel esta estable
morfolégicamente, sin embargo, si hay una afectacibn a su diametro,
disminuyendo conforme aumenta la temperatura, sufriendo una transicion

(FIGURA)
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Figura 17. Efecto de temperatura en el tamafio de los nanogeles de NIPAAM:M7 y

NIPAAM:M7K en pH de 3 a 9.

Respecto a los cambios en la temperatura de transicion del M7 se

determind que en los mondmeros copolimerizados con la parte &cida, se

mantiene dentro del rango de la temperatura de transicion de la NIPAAm, pero a

su vez hay ligeros aumentos sobre este rango, cosa que no se puede observar

en la sal, donde se mantiene en la temperatura de transicién de la NIPAAm.
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Al analizar las transiciones del M10, se puede observar que hay

tendencias a contraerse en los pH’s por arriba de pH 7, debido a que su pKa es

de 7, por lo cual se presenta agregacion en 3 distintos pH’s debido a lo

mencionado anteriormente por sus partes parcialmente ionizada y la busqueda

de estabilidad de cargas.
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Figura 18. Efecto de temperatura en el tamafio de los nanogeles de NIPAAM:M10 y

NIPAAM:M10K en pH de 3 a 9.
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Para el caso de las temperaturas de transicién de este monémero, en los
casos del mondémero en parte 4cida, hubo una transicion levemente aumentada,
que indica que el monémero se afiadié internamente con el nanogel, afectando
parcialmente su transicion. A la vez, se puede observar que, en el caso del
mondémero en forma de sal, la temperatura de transicibn no varia
significativamente, o disminuye, lo cual indica que el monémero se integré por la

superficie del nanogel por lo cual no hubo un cambio en su transicion.

IV.5.5 Espectrofotometria de infrarrojo

El espectro obtenido por infrarrojo se utilizé con la finalidad de demostrar
la copolimerizacion de los mondmeros con NIPAAm; se realiz6 tomando una
muestra de liofilizado de nanogeles, utilizando aquellos que tenian un 15% de

mondémero/sal.

Transmitancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
—— NIPAAM

Longitud de onda (cm™) _M;Q%/
[ 0

Figura 19. Espectro de infrarrojo de geles de NIPAAm y micro/nanogeles de NIPAAM:M7 y

NIPAAM:M7K al 15%
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En el espectro de infrarrojo de PNIPAAmM aparece una banda a 3600 cm-
1 (estiramiento N-H), bandas a 1635 cm-1 y 1537 cm-1, que se deben a la
presencia de los grupos amida (amida | y II, respectivamente), en 1385 cm-1
corresponde a las vibraciones C-H provenientes de -CH(CH3)2. Se observa una
pequefia bada a 1725 cm-1 correspondiente al estiramiento del grupo carbonilo

del EGDMA.

También se observan los espectros de infrarrojo de los micro/nanogeles
M7 15 % y M7K 15%. Se observan bandas similares a los obtenidos con los
microgeles de PNIPAAmM, excepto que el pico observado en 1725 cm-1 es
ligeramente mas fuerte, debido a la adicidon de la sefial del carbonilo en el éster
de los comonémeros aniénicos. La banda esperada a 1555 cm-1 del grupo

carboxilato, se superpone para la sefial de la flexion del grupo amida.

Tabla 5. Sefales caracteristicas de grupos funcionales encontrados en

PNIPAAmM y micro/nanogeles NIPAAM:M7 y NIPAAM:M7K.

Monomeros

Enlaces PNIPAAM M7 M7K

15% 15%

N-H 3255 3292 3284

C-H 2982 2932 2933
Amida | 1637 1635 1634 §
Amida Il 1537 1533 1538 ‘Cé
C=0 1725 1717 1716 % y
c=C ; 1635 1634 i
CHs 1434 1457 1458 §

CH> - 1386 1386

CH- 1362 1366 1367

C-0 - 926 927
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IV.5.6 Determinacién del porcentaje de acido

El contenido de CAM fue determinado a través de una valoracion
potenciométrica, se pesaron 50 mg de liofilizado de nanogeles, y se diluyeron al
1%. Se le afiadi6 NaOH valorado al 0.05 M, hasta tener un pH de 11, con la
finalidad de la ionizacién completa de los grupos de acidos carboxilicos; seguido
de eso se titulé con HCI valorado al 0.05 M con una micropipeta, hasta obtener
un pH de 3. El contenido de CAM fue calculado con ayuda de la siguiente

ecuacion:

, . AVol tit«M tit+*PM acido
% acido = *100

W muestra (mg)

Ecuacion 2. Férmula para la obtencién del porcentaje de acido en nanogeles

En la siguiente tabla se pueden observar los resultados obtenidos; inicialmente
se muestra el pH inicial de cada uno de los liofilizados, seguido por el porcentaje
tedrico en peso de cada uno de los mondmeros utilizados. El porcentaje
calculado se obtuvo a partir del monémero pesado sobre el peso total de todos
los reactivos, y finalmente se encuentra el porcentaje obtenido con ayuda de la

titulacion.
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Tabla 6. Porcentaje de acido obtenido en nanogeles NIPAAM:CAM

Mondmero pH inicial % % %
tedrico | calculado experimental
Ms 3.73 5 4.47 4.98
Ms 3.41 10 8.75 4.95
Ms 3.44 15 13.41 11.42
MsK 4.47 5 4.51 14.19
MsK 4.61 10 9.27 11.18
MsK 4.95 15 13.38 11.44
Mz 5.19 5 4.55 4.57
Mz 4.64 10 9.75 6.89
Mz 6.68 15 13.52 11.99
M7K 4.62 5 4.58 5.28
M7K 5.77 10 9.26 8.48
M7K 5.04 15 13.40 14.49
Mo 4.09 5 4.56 7.77
Mo 5.31 10 8.89 5.43
M1o 4.60 15 13.49 5.90
M1oK 4.64 5 4.45 4.34
M1oK 5.65 10 9.00 37.64
MioK 5.53 15 13.39 15.38

Se observa que es congruente desde el porcentaje teérico hasta el

porcentaje experimental.

IV.5.7 Potencial Z

El potencial Z fue realizado a partir de mediciones en DLS, donde se

colocaba 1 ml en la celda, de una dilucién previamente preparada al 1%.
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Tabla 7. Potencial Z de microgeles y nanogeles de NIPAAm y CAM’s.

Mondmero % Potencial

NIPAAmM 100 -7.213
Ms 15 -12.2
MsK 15 -13.6
M7 15 -12.1
M7K 15 -14.4
M1o 15 -10.2
MoK 15 -19.9

En la tabla, se puede observar que los valores de carga obtenidos
para el potencial Z son negativos en todos los casos, incluyendo los microgeles
elaborados al 100% con NIPAAmM. También se observa que se encuentra mas
negativo cuando se utiliza la sal de cada mondmero, debido a que, al ser mas
polar, generan mayor carga. El potencial Z fue una herramienta utilizada para
saber la carga superficial de las nanoparticulas, lo cual es importante debido a
gue al ser negativo, no generaria una interaccion o un complejo con la célula,

haciendo mas viable el sistema de liberacion.

IV.5.8 Microscopia electrénica de barrido FESEM

Figura 21. FESEM de nanogeles (A) NIPAAM:M10 y (B) NIPAAM:M10K
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La microscopia electrénica de barrido se llevé a cabo con la finalidad de
poder observar la morfologia y el tamafio de los nanogeles, ademéas de poder

corroborar el efecto tensoactivo de la sal, al ser utilizadas como mondmero.

La preparacion de la muestra colocada en el microscopio electronico de
barrido fue una muestra al 1%, dializada, y tefiida con acetato de uranilo. La

muestra fue colocada en una rejilla de Cobre y carbono con un Mesh de 400.

Del lado izquierdo, se muestran las nanoparticulas elaboradas con el
mondmero en forma &cida y del lado derecho se observan las nanoparticulas
elaboradas con la sal potasica del monémero. Se puede observar que en ambos
casos se presentan figuras esféricas y los tamafios se correlacionan con el

tamafio contraido de los geles.

IV.6 CARGADO DE NANOGELES CON 5-FLUOROURACILO (5-FU).

El cargado de microgeles fue realizado mediante el método de didlisis, el
cual consistia en disolver 20 mg de farmaco y 40 mg de microgeles en
dimetilacetamida, por separado. Se afiadié gota a gota la solucién del 5-FU en

la solucion de geles y se dej6 en agitacion constante por 12 horas.

La solucién se colocé en dialisis por 4 horas, contra agua destilada, donde
ésta se cambi6 cada media hora las primeras 2 horas, y finalmente cada hora
hasta completar las 4 horas; la finalidad de la didlisis fue eliminar todo el farmaco
libre, para asi obtener solamente los microgeles cargados. Al finalizar la dialisis,
se colocaron en viales y se congelaron utilizando hielo seco para evitar la
formacion de cristales de agua en la solucion. Para la liofilizacion se recurrié a
mantener el vial en enfriamiento durante un dia, asi evitando el

descongelamiento precoz de la solucion.
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La determinacion del cargado fue realizada a través de la curva de
calibracion (ANEXO 5), donde se obtuvo que el porcentaje de cargado fue de

11.73%, con una eficiencia de cargado del 32.93%
IV.7 LIBERACION DE NANOGELES CON 5-FLUOROURACILO (5-FU)

La liberacion del farmaco se llevé a cabo mediante la utilizacion de
membranas de didlisis, con un corte de 15 kDa usando de medio buffer de 7.4,
dejandose en agitacion constante con temperatura controlada (a 37° y 25° C),
tomandose muestras en los tiempos previamente establecidos (0.25, 0.50, 0.75.
1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 8.0, 12 y 24 h). La concentracion del farmaco liberado fue
calculada con la extrapolacion de datos en la curva de calibracion (ANEXO 6), y
de ahi se calcul6 el porcentaje del farmaco liberado. La grafica muestra los

resultados obtenidos en la liberacion.
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Figura 22. Liberacion de 5-Fluorouracilo a 25° C y a 37° C.
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En la gréfica, se puede apreciar que, en la liberacibn, de ambas
temperaturas, se obtuvo una respuesta rapida, debido a que a los 90 min se
obtuvieron aumentos considerables en las mediciones del 5-FU, y después de
las 2 horas la liberacion fue lenta y se mantuvo en el mismo rango porcentual.
Es importante sefalar que en los dos casos no se obtuvo la liberacién del 100%
del farmaco, la liberacion a 25° C tuvo una liberacion total de 55.72% a las 24 h,
mientras que la liberacion a 37° aument6 a 61.53%, lo cual demuestra que las
nanoparticulas colapsan con el aumento de temperatura, superandose la

temperatura de transicién del PNIPAAmM, mejorando asi la liberacion del farmaco.

58



CAPITULO V
CONCLUSIONES
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Es posible sintetizar nanogeles a partir de la copolimerizacién de NIPAAmM
con carboxialquilmetacrilamidas con 5, 7 y 10 metilenos en su cadena lateral, asi
CcOmo con sus respectivas sales potésicas; se pudo observar que en respuesta
sobre el didmetro, no hubo cambios significativos al usar la forma &cida del
mondmero, sin embargo se nota un efecto tensoactivo al usar su forma de sal,
que al aumentar la concentracién porcentual de la sal, habia una reduccion
significativa en el tamafio, como se pudo observar en el caso del M10, donde se
aprecia claramente el efecto tensoactivo, generando un decremento en el
diametro que iba de los 400 a los 100 nm usando los diferentes porcentajes de

sal.

Los nanogeles si tienen respuesta a pH's y a temperatura debido a que
las carboxialquilmetacrilamidas se encuentran en el nucleo del nanogel,
afectando la temperatura de transicion, sin embargo, el incremento fue muy leve

por arriba de la temperatura de transicion de la NIPAAm.

Cabe sefialar que los nanogeles a partir de la forma &cida de los tres
distintos mondémeros tienen una respuesta en el diametro en la variacion de pH,
ademas de que en los casos de los copolimerizados a partir de los mondmeros
M5, M5K, M7 y M7K, presentan una agregacion a pH’s acidos debido a sus pKa,
lo que difiere de los nanogeles copolimerizados con M10 y M10K ya que, al tener

un pH mas alto, presenta agregacion hasta pH 7.

La carga de la superficie de las nanoparticulas se muestra negativa, lo
cual es un buen indicio para una liberacion controlada de farmacos, ya que al ser
utilizado para una liberacion celular, al tener carga negativa se evitaria la

formacion de complejos o interaccion entre célula y nanogel.
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La morfologia de las particulas es esférica, y se encuentra una buena
polidispersion entre ellas, ademas de que se puede observar y comprobar el
como el aumento del monémero favorece el efecto tensoactivo dentro de las

nanoparticulas.

Es posible el cargado de las nanoparticulas con 5-Fluorouracilo, por
medio de dialisis, obteniéndose porcentajes de cargado de 11.73% con una
eficiencia de cargado de 32.93%, ademas de que en la liberacion observo un
efecto favorable a temperatura de 37° C, y a su vez, el porcentaje de liberacion
fue mayor que a 25° C, concluyendo que las nanoparticulas si son sensibles a
temperatura y muestran una respuesta de mayor colapso cuando se rebasa su

temperatura de transicion.
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ANEXO 1: Resonancia Magnética nuclear de protén de M5y M10
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ANEXO 2: Tabla de resultados de diametro en dialisis: M5, M7 y M10.

Diametro

Monomero % (d.nm) pDI

Ms 5 937.3 0.19
Ms 10 986.1 0.052
Ms 15 798.3 0.028
MsK 5 472.3 0.104
MsK 10 374.2 0.185
MsK 15 249.6 0.179
Mz 5 1027 0.125
Mz 10 1048 0.142
Mz 15 975.8 0.19
M7zK 5 548.9 0.102
M7zK 10 275.3 0.173
MzK 15 274.4 0.187
Mio 5 560.5 0.046
Mio 10 593.6 0.154
Mio 15 499.4 0.037
M1oK 5 421.7 0.127
Mi1oK 10 170.4 0.141
M1oK 15 91.1 0.184
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ANEXO 3: Gréaficas de dispersion de diametro en monémeros y sales de M5 y

M7.

N
o
1

—a— M5 5%
—e— M5 10%
—a— M5 15%
—a— M5K 5%
—e— M5SK 10%
—a—M5SK 15%

Intensidad (%)

10 - '””1'60 - '””1300 - ””1.0.('100
Tamafo (d.nm)

-
2]
1

—a— M7 5%
—e— M7 10%
—A—M7 15%
—a—M7K 5%
—o— M7K 10%
—a—M7K 15%

Intensidad (%)

! LEL S B L LI | ' L B L B L | Y LIS B L LI |
10 100 1000 10000
Tamano (d.nm)

74



ANEXO 4: Tabla de diametros y % de rendimiento en resuspension de

nano/microparticulas.

Tamafo
Monémero % 25°C pDI
(d.nm)
Ms 5 1186 0.175
Ms 10 837.5 0.126
Ms 15 738.4 0.085
MsK 5 528.1 0.257
MsK 10 385 0.122
MsK 15 264.8 0.107
M7 5 1032 0.117
Mz 10 1074 0.163
Mz 15 690.5 0.116
MzK 5 600.2 0.163
MzK 10 288.7 0.135
MzK 15 262.2 0.195
Mio 5 506.8 0.131
M1o 10 656.9 0.212
Mio 15 560.3 0.18
MoK 5 392.4 0.191
MoK 10 146.6 0.205
MioK 15 110.4 0.253
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ANEXO 5: Curva de calibracion para cargado de 5-Fluorouracilo.

Concentracién Absorbancia

(ng/ml)
10 0.5190
20 1.0250
50 2.5550
80 4.1317
100 5.0550
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ANEXO 6: Curva de calibracién para liberacion de 5-Fluorouracilo.

Concentracion Absorbancia

ug/mi
2 0.095
5 0.239
10 0.472
20 0.945
50 2.382
80 3.76
100 4.72
Curva calibracion liberacion 5-FU
5
y = 0.0471x + 0.0038
4 R%2=0.9999
% ;
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