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1. RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se reporta la influencia de la relacion molar
Lactido/Glicdlido en la elaboracion de nanoparticulas poliméricas, al utilizar la mezcla
poli(alcohol vinilico)-dodecil sulfato de sodio como estabilizador electroestérico y
poli(alcohol vinilico) como estabilizador estérico (testigo). Para elaborar los polimeros con
diferente relacion molar Lactido/Glicolido se consideraron los siguientes valores teoricos:
100/0 para obtener poli(acido lactico), mientras que 88/12 y 64/36 para sintetizar poli(acido
lactico-co-glicolico). Las polimerizaciones se llevaron a cabo por apertura de anillo (ROP, por
sus siglas en inglés) a 130°C partiendo de los dimeros ciclicos Lactido y Glicélido, ademas de
utilizar octanoato estafioso y 1-dodecanol como catalizador y co-catalizador, respectivamente.
Una vez caracterizados los polimeros se procedio a elaborar las emulsiones por el método
emulsidn-evaporacion, las cuales fueron estabilizadas con una concentracion de poli(alcohol
vinilico de 15 g/L (solo o mezclado con dodecil sulfato de sodio) de diferente peso molecular
(MW=13-23, 31-50 y 85-124 KDa) y posteriormente, almacenadas durante 28 dias a 37.4°C
en presencia de buffer fosfato salino (PBS). Durante la etapa de elaboracion, fue posible
obtener emulsiones coloidalmente estables al utilizar diferente MW de poli(alcohol vinilico)
como estabilizador, donde la relacion molar Lactido/Glicolido influy6 en el valor de Diametro
de particula. Asimismo, fue posible confirmar la formacion del estabilizador electroestérico al
utilizar la mezcla poli(alcohol vinilico)-dodecil sulfato de sodio durante la elaboracion y
almacenamiento de las emulsiones, debido a una mayor capacidad estabilizadora con respecto
a la obtenida con poli(alcohol vinilico). Dicha estabilizacion electroestérica resulté novedosa
desde el punto de vista cientifico, ya que no se ha reportado en nanoparticulas de poli(acido
lactico) y poli(acido lactico-co-glicolico. Ademas, de acuerdo a los resultados obtenidos en
peso molecular y pH sugieren que la mezcla poli(alcohol vinilico-dodecil sulfato de sodio
promovio una menor difusion de agua hacia el interior de las nanoparticulas que al utilizar
solamente poli(alcohol vinilico). Finalmente, se estudié la degradacion del poli(acido lactico)
y poli(acido lactico-co-glicdlico) en forma de pelicula encontrandose que la degradacion fue
mas pronunciada al incrementar la cantidad de Glicélido en el polimero, lo cual se corroboré

con las mediciones de pH en las soluciones acuosas donde se mantuvieron inmersas.



2. INTRODUCCION

En la actualidad, los polimeros sintéticos tienen una gran ventaja sobre los polimeros naturales
debido a su alta pureza. En particular, algunos de los polimeros sintéticos que han tenido
mucho auge, sobre todo en el campo de la medicina, y que han sido aprobados por la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) son los de la familia de
los poliésteres, como por ejemplo, el poli(acido lactico) (PLA), el poli(acido glicolico) (PGA)
y el copolimero que se forma entre ellos, el poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA)?, Estos
polimeros son de gran interés en el area biomédica por ser biocompatibles y biodegradables en
el cuerpo humano, ademas de no presentar toxicidad y ser facilmente desechados cuando se

encuentran en el interior del organismo?3),

En el caso del PLGA, hoy en dia existe en la literatura un gran namero de investigaciones que
reportan su uso en forma de nanoparticulas, como una alternativa prometedora en la liberacion
controlada de ciertos medicamentos en el tratamiento de pacientes con cancer®*®. Uno de los
métodos mas utilizados para la elaboracion dichas nanoparticulas es el llamado emulsion-
evaporacion, el cual se caracteriza por partir de polimero preformado y utilizar altas
velocidades de agitacion (>10,000 rpm). Este método se basa en la emulsificacion de una
solucion organica de polimero en una solucidn acuosa con estabilizador dando origen a la
emulsion. Posteriormente, el solvente organico se elimina de la emulsion a presion reducida
con el fin de dar rigidez a las nanoparticulas dispersas en agua estabilizadas con tensoactivo®.
Entre los tensoactivos mas utilizados se encuentran los de tipo no i6nico y en particular los de
la familia poli(alcohol vinilico) (PVA). Sin embargo, no existen reportes en la literatura donde
se haya combinado dicho estabilizador estérico con un estabilizador electrostatico,
particularmente con el dodecilsulfato de sodio (SDS), con el fin de originar un estabilizador de

tipo electroestérico.

Por ello, en el presente trabajo de investigacion se reporta la estabilidad coloidal de las
nanoparticulas poliméricas variando su relacion molar LA/GA, utilizando como
estabilizadores coloidales la mezcla PVA-SDS y PVA como testigo. La estabilidad coloidal se

estudid al dar seguimiento a la evolucion del diametro de particula (Dp) en las emulsiones



durante su elaboracion y almacenamiento. Ademas, durante almacenamiento también se
estudio la degradacion de las nanoparticulas de PLA y PLGA mediante la determinacion de
los pesos moleculares y cambios en el pH de las emulsiones, asi como también en forma de

peliculas poliméricas.



3. ANTECEDENTES

3.1 GENERALIDADES

Los polimeros son macromoléculas formadas por unidades repetitivas de bajo peso molecular
[lamadas mondmeros. Por su origen, estas macromoléculas se clasifican generalmente en

naturales, semi-sintéticos y sintéticos(®.

Los polimeros naturales existen en la naturaleza y las biomoleculas que presentan los seres
vivos son macromoléculas poliméricas. Ejemplos de estos polimeros son las proteinas, acidos
nucleidos, celulosa, quitina, hule o caucho natural, etc. En el caso de los polimeros semi-
sintéticos estos se obtienen por transformacion de polimeros naturales. Como por ejemplo la
nitrocelulosa, caucho vulcanizado. Por otro lado, los polimeros sintéticos se obtienen por
procesos industriales (polimerizacion) generalmente utilizando mondmeros vinilicos
(alquenos). Algunos ejemplos son nylon, poli(estireno), poli(cloruro de vinilo), poli(etileno),
entre otros. Algo que caracteriza a los polimeros sintéticos es que pueden fabricarse en varias

formas con morfologia deseadas®.

Otra forma de clasificar a los polimeros se basa en la manera en que se sintetizan. Por
ejemplo, los polimeros de adicion se forman a partir de la polimerizacion de mondmeros
vinilicos (doble enlace carbono-carbono). Otro ejemplo, son los polimeros de condensacion
gue se forman por la reaccion de dos mondmeros cada uno con dos grupos funcionales y se

elimina alguna molécula pequefa, que a menudo es agua®.

Cuando solo se utiliza un tipo de monémero como materia prima la macromolécula formada
recibe el nombre de homopolimero. Por otro lado, si las cadenas del polimero estan
compuestas por dos tipos de unidades monomeéricas, el material recibe el nombre de
copolimero®. Los materiales poliméricos tienen muchas propiedades, algunas de ellas son la
cristalinidad, la resistencia al impacto, resistencia a solventes, resistencia quimica,
flexibilidad, dureza, etc. No obstante, dichas propiedades no solo estan relacionadas con su

naturaleza quimica, sino también a factores quimicos tales como la distribucion y la magnitud



de la cristalinidad, la distribucion de las longitudes de cadena, la naturaleza y cantidad de

aditivos, como pueden ser las cargas, refuerzos y plastificantes, etc®.

3.2 POLIMERIZACION EN SISTEMAS HOMOGENEOS

Diversos procesos de polimerizacion se utilizan para elaborar polimero sintético, los cuales se
diferencian generalmente por los ingredientes empleados durante la etapa de sintesis. A
continuacion se presentan algunos de los procesos de sintesis mas utilizados mencionando en

cada uno de ellos, algunas de sus caracteristicas principales.

3.2.1 Polimerizacion en masa®

La polimerizacion en masa se caracteriza por utilizar como ingredientes monémero y
catalizador. Dicho proceso es ampliamente utilizado en la fabricacion de polimeros de
condensacion, donde las reacciones son ligeramente exotérmicas y la mayor parte de la
reaccion tiene lugar cuando la viscosidad de la mezcla es todavia lo suficientemente baja para
permitir con facilidad el mezclado y la transferencia de calor. Por estas razones, el control de
la polimerizacién es relativamente facil. Por otro lado, la polimerizaciébn en masa con
monomeros vinilicos se dificulta ya que la reaccion es altamente exotérmica por lo que es
dificil de controlar a medida que incrementa la conversion de mondémero a polimero. Dicho
incremento ocasiona que la viscosidad en el sistema aumente mientras que la trasferencia de

calor disminuya, problema comin en masa.

3.2.2 Polimerizacion en solucién?

La polimerizacion en solucién se diferencia de la polimerizacién en masa en que ademas de
utilizar monoémero y catalizador, también se utiliza un solvente donde el polimero formado es
soluble en él. A diferencia del proceso en masa, en solucion se tiene mejor transferencia de
calor lo que conlleva a mejor control durante la polimerizacion. No obstante, se tienen
desventajas en dicho proceso ya que el solvente puede promover la trasferencia de cadena del

polimero, ademas de que es dificil separarlo del polimero al terminar la polimerizacion.



3.3 POLIMERIZACION EN SISTEMAS HETEROGENEQOS

Diversos procesos de polimerizacion en medios heterogéneos también se utilizan para elaborar
polimeros. Dos de los procesos mas importantes en el @mbito industrial se mencionan a

continuacion.

3.3.1 Polimerizacion en suspensiont®

Dicho proceso se caracteriza por utilizar como ingredientes el monomero, iniciador, bajas
concentraciones de tensoactivo y agua. Una vez que el tensoactivo esta disuelto en el agua y el
iniciador en el mondmero, dichas soluciones son mezcladas y son agitadas con el fin de formar
una emulsion, donde las gotas de monomero formadas se mantienen estabilizadas con
tensoactivo. A medida que trascurre la polimerizacion, las gotas de mondémero se van
haciendo cada vez mas rigidas debido a la formacion de polimero hasta que finalmente se
obtienen particulas rigidas conocidas como perlas. Para algunas aplicaciones, las perlas de
polimero pueden utilizarse directamente, mientras que para otras es necesaria Su
compactacién. Este método se utiliza comercialmente para preparar polimeros vitreos, duros,

tales como el poli(estireno), poli(metacrilato de metilo), poli(cloruro de vinilo), etc.

3.3.2 Polimerizacion en emulsion@®

Este proceso se caracteriza por utilizar como ingredientes mondmero, iniciador, tensoactivo y
agua. Se diferencia de la polimerizacion en suspension en dos aspectos importantes: el
iniciador se disuelve en la fase acuosa, es decir, en el agua, donde las particulas de polimero
producidas presentan tamafios alrededor o mayores a los 100 nm. Estas diferencias conllevan a
cinéticas distintas lo que permite que se produzca un polimero de peso molecular elevado a
altas velocidades de reaccion. Cuando la concentracion de tensoactivo en el agua se encuentra
por arriba de la concentracion micelar critica (CMC) se da origen a la formacion de micelas,
las cuales son hinchadas con monomero una vez que es adicionado al sistema. Otra parte del
monomero se encuentra en forma de gotas y el resto disuelto en agua. EI modo en como

procede la polimerizacion es el siguiente. Una vez que se aplica la temperatura deseada para



que el radical se forme en la fase acuosa, este se empieza a propagar (reacciona con moléculas
de mondmero) hasta que la cadena alifatica alcanza cierta grado hidréfobo y se introduce en la
micela hinchada con monOmero para continuar su propagacion; en este punto la micela
hinchada recibe el nombre de particula. Dicha particula continGa creciendo gracias a la
presencia de mondémero el cual a su vez es restablecido por el monémero soluble en la fase
acuosa a través de las gotas de monémero. Finalmente, la polimerizacion termina cuando ya
no existen gotas de mondmero, monomero soluble en la fase acuosa y monémero en el interior
de las particulas. Los productos de una polimerizacion en emulsién son Ilamados latex
sintéticos o latex poliméricos, pero normalmente se les llama solamente latex. Sin embargo, en
el campo industrial se les conoce como emulsiones, el cual este término desde el punto de
vista academico es incorrecto, porque una emulsion es una dispersion liquido-liquido y no una

dispersion solido-liquido, como es el caso de los latex.

Por otra parte, otro proceso menos comun pero muy utilizado en la elaboracion de polimeros
biodegradables es la polimerizacion por apertura de anillo (ROP, por sus siglas en inglés)®?.
Este tipo de polimerizacion involucra monomeros ciclicos tales como éteres ciclicos, acetales,
amidas (lactamas), esteres (lactonas) y siloxanos. Dicha polimerizacién depende de factores
cinéticos y termodinamicos. EI mas importante para convertir un monomero ciclico en una
unidad monomérica lineal (para el caso de polimero) es el factor termodinamico, esto es, la

estabilidad relativa del mondmero ciclico y de la estructura del polimero lineal.

Cabe mencionar que en el presente proyecto de tesis, el polimero que se va a elaborar va
enfocado hacia aplicaciones medicas, por este motivo se proporciona al lector la siguiente

informacion acerca de dichos materiales en esta rama de la ciencia.

3.4 POLIMEROS EN LA MEDICINA

En las dltimas décadas se han elaborado un gran numero de biomateriales que presentan
propiedades diferentes a otros materiales (por ejemplo: polimeros 6 ceramicos). El término de
biomaterial se aplica a cualquier sustancia 0 combinacion de sustancias, de origen natural o

sintético, disefiadas para actuar interfacialmente con sistemas biolégicos con el fin de evaluar,



tratar, aumentar o disminuir un tejido, 6rgano o funcién del organismo humano®.
Particularmente, el término biocompatible se refiere a aquellos materiales que pueden
implantarse en el ser humano por tiempo indefinido y no causar dafio. Por otra parte, el
término biodegradable de acuerdo con la sociedad europea de biomateriales, es un proceso en
el cual agentes biol6gicos como enzimas 0 microbios juegan un papel dominante en el proceso
de degradacion®. En este ultimo caso, los materiales y los sub-productos generados en el
organismo no deben ser mutagénicos, carcinogénicos, antigenos y toxicos, aungue Si

compatibles con el tejido receptor y de facil procesado para ser eliminados®.

De acuerdo a su origen, los biomateriales pueden ser naturales™ ¢ sintéticos®"). Los naturales
se caracterizan por ser materiales complejos, heterogéneos y dificilmente caracterizables y
procesables. Algunos ejemplos son el colageno purificado, fibras proteicas (lana, seda). Por
otra parte, los materiales sintéticos se pueden utilizar en instrumentacion y accesorios médicos
(ejemplos: bolsas para suero o sangre, mangueras o tubos flexibles, adhesivos, pinzas, hilos de
sutura, etc) ademas de aplicaciones temporales (ejemplos: suturas, los sistemas de liberacién
de farmacos e ingenieria de tejidos) o permanentes (ejemplos: prétesis o implantes
ortopédicos, en dispositivos de fijacién 6sea). En el caso de las aplicaciones temporales, el
material debe ser biocompatible y biodegradable con cinéticas de degradacion muy

especificas, mientras que en el caso de aplicaciones permanentes solamente biocompatible.

Algunos polimeros sintéticos biodegradables y biocompatibles que han tenido mucho auge,
sobre todo en el campo de la medicina, y que han sido aprobados por la Administracién de
Drogas y Alimentos (FDA) son los de la familia de los poliésteres, como por ejemplo, el
poli(acido lactico) (PLA), el poli(acido glicolico) (PGA) y el copolimero que se forma al tener
las dos unidades repetitivas de cada homopolimero en la misma macromolécula llamado
poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA)M23). En lo que respecta a este Gltimo, hoy en dia se
estd investigando su uso en forma de nanoparticula como una alternativa prometedora en la

liberacion controlada de farmacos para el tratamiento de pacientes con cancer®49),



3.5 GENERALIDADES DEL POLI(LACTIDO) (PLA)

El PLA es un homopolimero termoplastico, amorfo o semi-cristalino, que ha sido ampliamente
estudiado en aplicaciones como suturas biodegradables y diferentes implantes para la fijacion
de fracturas y para la elaboracion de dispositivos vasculares. Generalmente, la sintesis del
PLA se lleva a cabo mediante ROP del dimero ciclico del acido lactico (LA) llamado lactido
en presencia de octanoato estafioso como catalizador a una temperatura dada®. EI polimero
resultante puede ser altamente cristalino o amorfo dependiendo del diester ciclico utilizado
(formas Opticamente activas L y D); polimeros con alto nivel del isomero L pueden ser
utilizados para producir productos cristalinos, mientras que con altos niveles del isémero D
(mayores a 15%) resultan productos amorfos“?. En la Figura 1 se muestra en forma

esquematica la sintesis del PLA.

o)
H,C
0
Catahzador
o) Temperatura
CH,
O - -
LACtido P0I|(IéCt|d0)

(LA) PLA

Figura 1. Sintesis del PLA via ROP.

3.5.1 Propiedades del PLA

El L-PLA es semi-cristalino, tiene una temperatura de fusion entre 173-178°C, tiene una
temperatura de transicion vitrea (Tg) entre 60-65°C, tiene un tiempo de degradacion entre 18-
24 meses. En cambio, el DL-PLA es amorfo con un valor de Tg entre 50-55°C y un tiempo de

degradacion entre 12-16 meses®.



3.5.2 Biocompatibilidad del PLA

El PLA se degrada inicialmente por hidrolisis, y su degradacion puede ser acelerada in vivo
por la presencia de enzimas, lo cual conlleva a la liberacion del acido lactico (LA), como se
ilustra en la Figura 2. EI LA es un intermediario comun en el metabolismo de los
carbohidratos en el organismo, por lo que su uso no representa problema desde el punto de

vista toxicoldgico.

POli(ACidO LaCticoy

SLA ACidO L&Ctico

LA

~

ACidO Pirgvico ACEtj| coenzima A y Citrato

CO,
Figura 2. Degradacion del PLA.

Una vez formado el LA es incorporado dentro de los procesos fisioldgicos a nivel celular,
donde continlia su degradacion y da inicio a su ruta metabolica. Esta ruta comienza con la
transformacion de lactato a piruvato por la accion de la enzima lactato deshidrogenasa, una
vez convertido en piruvato, este sufre una descarboxilacion oxidativa para producir la
acetilcoenzima A. Esta molécula puede entrar en el ciclo de acido tricarboxilico (o ciclo del
acido citrico), el cual se lleva a cabo a nivel mitocondrial obteniéndose como resultado
adenosintrifosfato (ATP) por fosforilacion oxidativa mas agua y didxido de carbono, los

cuales son eliminados por la respiracion y excretados por los rifiones®.
3.5.3 Aplicaciones del PLA

El PLA se ha utilizado en la elaboracién de hilo para suturas ademas de clavos y tornillos para
unir ligamentos y reparar meniscos, fijar fracturas y cirugia maxilofacial, entre otros usos.
Recientemente, el PLA se ha investigado en ingenieria de tejidos como andamio reabsorbible

para el crecimiento celular®™. Lo que se busca con estos sistemas es proveer soporte mecanico
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durante el crecimiento del tejido y que al mismo tiempo se vaya degradando en productos
biocompatibles o bien, requerimientos mas demandantes como la habilidad de incorporar
células, factores de crecimiento al desarrollar estructuras porosas de tamafio deseado con
propiedades mecanicas muy especificas dependiendo del area de aplicacion®#. También se ha
utilizado el PLA en la elaboracion de latices acuosos (nanoparticulas de polimero dispersas en
agua estabilizadas con tensoactivo) que pueden ser utilizados como sistemas de liberacion de
farmacos.

Belbella y col.*® reportaron la degradacion de microesferas de PDLLA de Mw = 25 KDa y 95
KDa en funcién del pH en el medio acuoso. Encontraron que a pH de 10.1 la degradacion fue
mas pronunciada al utilizar un Mw de 95 KDa lo que se reflejo en una disminucion en dicho
valor, mientras que a pH de 2.2 la degradacion predominé al emplear un Mw de 25 KDa. En
cambio, a pH de 7.4 ambos polimeros tuvieron una degradacion de tal solo el 50% con

respecto a los valores alcanzados a pH acido 6 basico después de los 102 dias de seguimiento.

3.6  GENERALIDADES DEL POLI(GLICOLIDO) (PGA)

El PGA es un polimero amorfo que al igual que el PLA también se degrada hidroliticamente.
Dicho material se utilizd por primera vez en suturas y actualmente en fijaciones dseas (clavos
0seos). La sintesis del PGA se puede llevar a cabo mediante ROP del dimero ciclico del &cido
glicolico (GA) llamado glicdlido en presencia de octoato estafioso como catalizador a una

temperatura dada®. En la Figura 3 se ilustra la sintesis del PGA.

(e
O
(@] Catahzador
\ Temperatura /\H/ S
O
(GA) PGA

Figura 3. Sintesis del PGA via ROP.
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3.6.1 Propiedades del PGA

Las fibras obtenidas a partir del PGA se caracterizan por su alta resistencia. La rigidez
dificulta su uso para suturas, excepto cuando se emplea como material trenzado. Al igual que
el PLA, se degrada en el organismo dando una sustancia no toxica que es metabolizada de la

misma manera por el ciclo del 4cido citrico®.

3.7 GENERALIDADES DEL POLI(LACTIDO-CO-GLICOLIDO) (PLGA)

El PLGA es un copolimero biodegradable y biocompatible que se encuentra formado por
unién de las unidades repetitivas de cada uno de los homopolimeros (PLA y PGA) en la
misma macromolécula. Generalmente, las relaciones molares van desde 50/50 hasta 75/25
(LA/GA), aunque existen algunas otras investigaciones donde esta relacion ha sido hasta
90/10©). La sintesis del PLGA se puede realizar via ROP utilizando los dimeros ciclicos del
LA y GA en presencia de octoato estafioso como catalizador a una temperatura dada. En la

Figura 4 se ilustra la sintesis del PLGA.

O O
Hsc\‘)\o + \)q»
+ catajjzagor
O\n)\CH3 \”) Temperatura )\n/ fl\ /\"/
O
(LA (GA) POIi(14CtidO CO gliColidOy

PLGA
Figura 4. Sintesis del PLGA via ROP.

Diversos dispositivos implantables se han desarrollado con el PLGA entre los que destacan las
pastillas, cilindros, nanoparticulas y peliculas. Estos dos ultimos dispositivos fueron los que se
desarrollaron en el presente documento de investigacion, por lo que a continuacion se

mencionan algunos de los aspectos mas importantes que los caracterizan.
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3.8 ELABORACION DE LAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS MEDIANTE
EL METODO EMULSION-EVAPORACION

En lo que respecta al uso de las nanoparticulas de PLGA, se han utilizado como una
alternativa prometedora en la liberacion controlada de diversas sustancias (esteroides, agentes
anti-cancerigenos, antibidticos, anestésicos y vacunas) a distintas zonas del organismo. Esto
debido a la composicion quimica (relacion LA/GA en el PLGA) que presenta, aunado a las
propiedades fisicas tales como los pesos moleculares promedio en peso (Mw) y numero (Mn),
ademas de la Tg®.

Existen diversos métodos para la elaboracion de nanoparticulas de polimero biodegradable, los
cuales se dividen en dos clases: la primera clase la cual emplea a los monémeros como punto
de partida, como por ejemplo la polimerizacion en emulsion o en microemulsion, y la segunda
clase en la cual las nanoparticulas son elaboradas a partir de los polimeros pre-formados (por
ejemplo, obtenido via proceso masa) utilizando diversos métodos entre los que destacan
emulsion-difusion y emulsion-evaporacion®. Este ultimo, contempla el uso de cuatro
componentes principales entre los que destacan el polimero, solvente organico, tensoactivo y
agua. El polimero, el cual es disuelto previamente en la fase organica, es la materia prima con
la cual se da origen a la elaboracion de las nanoparticulas dispersas en agua y estabilizadas con
tensoactivo. Los tensoactivos mas utilizados son los de tipo no iénico (no se disocian en agua

por ser no polar) y en particular los de la familia del poli(alcohol vinilico) (PVA).

El PVA es un polimero sintético que a pesar de no disociase en agua es soluble en ella.
Ademaés se caracteriza por ser buen emulsificador, inodoro, no toxico y biodegradable. Dicho
estabilizador se forma por la hidrdlisis parcial 0 total del poli(acetato de vinilo) (PVAc) dando
origen a un copolimero formado por unidades repetitivas de acetato de vinilo (VAc) y alcohol
vinilico (VA) en la misma molécula®. En la Figura 5 se ilustra la estructura quimica del
PVA.

13



Figura 5. Estructura quimica del PVA.

Por otro lado, existen otros tensoactivos que tienen en su estructura molecular una parte
hidrofoba que es afin a compuestos organicos y otra hidrofila que es afin al agua. A manera de
ilustracion, en la Figura 6 se muestra la molécula del compuesto dodecil sulfato de sodio

(SDS) con su parte hidréfila e hidrofoba®®),

C12H2»sSOsNa = CH3-(CH2)10-CH2-SOsNa
— — JH_/
SDS hidréfoba hidréfila

Figura 6. Estructura quimica del SDS indicando la parte hidrofoba e hidréfila de la cadena.

Debido a las caracteristicas que presenta el PVA, el tipo de estabilizacion que proporciona a
las nanoparticulas es diferente con respecto al del SDS. A manera de ilustracion, en la Figura 7
se puede observar como la estabilidad coloidal con PVA se debe a efectos estéricos, mientras
que al usar SDS a repulsiones electrostaticas. Asimismo, cuando ambos efectos se combinan
se tiene un estabilizante de tipo electroestérico alrededor de las particulas, por lo que su
estabilidad coloidal es mayor que si se tuviera un solo tipo de estabilizador (i6nico o no

ionico)e:in,
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Figura 7. Representacion esquemaética de las diferentes fuerzas de repulsion entre dos
particulas de polimero dependiendo del tipo de estabilizador.
Una vez descritos los cuatro componentes principales del método emulsion-evaporacion, el

procedimiento utilizado para la elaboracion de las nanoparticulas es el siguiente. Lo primero
que se hace es disolver el polimero en la fase orgénica (por ejemplo: acetato de etilo,
cloroformo, cloruro de metileno) y el estabilizador (6 tensoactivo) en el agua. Posteriormente,
ambas soluciones son mezcladas en el mismo recipiente y emulsificadas a altas velocidades de
agitacion (por ejemplo: 17,500 rpm) con la ayuda de un ultraturrax por algunos minutos. Una
vez formada la emulsién, el siguiente paso es la eliminacion del solvente organico con la

intencion de dar rigidez a la nanoparticulas dispersas en agua estabilizadas con tensoactivo.

Cabe manifestar que ademéas de PVA en la elaboracion de nanoparticulas biodegradables
(PLA y PLGA), también se ha utilizado SDS como estabilizador. Sin embargo, no existen

reportes en la literatura donde se hayan mezclado dichos tensoactivos con el fin de
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proporcionar una estabilizacion de tipo electroestérica a nanoparticulas de polimero
biodegradable. Tampoco existen reportes en lo referente a la influencia de la mezcla PVA-
SDS como estabilizador coloidal en funcion de la relacion molar LA/GA en las nano-
particulas de PLGA. En cuanto al uso de la mezcla PVA-SDS, Ramirez y col.‘1") reportaron
gue durante la polimerizacion en minisuspension de estireno dicha mezcla estabilizaba mejor a
las nano-particulas de poli(estireno) que el PVA solo, esto debido a que con la mezcla PVA-
SDS el didmetro de particula (Dp) permanecio aproximadamente constante, mientras que con
el PVA las nano-particulas fueron inestables y coagularon. Dicho comportamiento lo
atribuyeron a que las moléculas de SDS (estabilizador electrostatico) al mezclarse con las
moléculas de PVA (estabilizador estérico) ocasionaron que esta Ultimas se extendieran para
dar origen a un mecanismo de estabilizacion electroestérico, como fue inferido de las

mediciones de viscosidad y tension interfacial en medio acuoso.

3.9 ELABORACION DE LAS PELICULAS POLIMERICAS UTILIZANDO EL
METODO “SOLVENT-CASTING”

Tipicamente, la elaboracion de las peliculas aplicadas en el campo de ingenieria de tejido es
por medio de la técnica conocida en inglés como solvent-casting, la cual se describe a
continuacion. Lo primero que se hace es disolver cierta cantidad de polimero en un solvente
organico (por ejemplo acetato de etilo, cloroformo, THF). Posteriormente, esta disolucion se
coloca sobre una superficie especial (por ejemplo: teflon) a temperatura ambiente (25°C) y se
deja reposar el tiempo necesario para que se lleve a cabo la evaporacion del disolvente y dar
origen a la pelicula®®. Para eliminar las trazas de solvente, ha sido necesario el uso de equipos

a presion reducida en presencia de calentamiento.

Diversos grupos de investigacion han reportado el empleo de la técnica solvent-casting para la
elaboracion de las peliculas [Lu y col.®, Vey y col.®®), Zhang y col.@9, Li y Vert®Y]. Una
vez elaboradas, diversos estudios se han realizado enfocados a la degradacion del PLGA en
funcion de la composicion LA/GA, Lu y col.!9, Li y Vert®), Asimismo, existen reportes
donde la liberacion de algun farmaco (por ejemplo: paclitaxel) ha sido evaluada en funcion de

la degradacion del PLGA dependiendo de la relacion LA/GA. Lisa Lao y col.??
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3.10 DEGRADACION DEL PLGA EN FORMA DE NANOPARTICULA Y/O
PELICULA

Uno de los mecanismos mas atractivos para la degradacion del PLGA bajo condiciones
fisiolégicas es la hidrolisis. Dicho proceso se puede resumir en cuatro etapas: 1) el agua
penetra primero en la matriz de PGA, después en la region amorfa del PLA y por ultimo en su
region cristalina, 2) en cada caso, se da rompimiento al enlace covalente carbono-oxigeno
perteneciente al grupo éster via hidrolisis, dando origen a la formacion de grupos terminales
carboxilicos, 3) esto trae como consecuencia una disminucion en el peso molecular por el
rompimiento masivo de las cadenas poliméricas, 4) y por lo tanto el polimero empieza a
perder peso (esta etapa Ilamada erosion se define como la pérdida de monémeros y oligomeros

que se desprenden de la matriz polimérica).

La degradacion del PLGA puede estimarse en forma indirecta mediante la medicion de
cambios fisicos como el peso molecular 6 Tg o bien, mediante la evolucion de algunos
cambios quimicos como la composicion LA/GA en el PLGA®Y, Ademas de estos cambios, la

pérdida en esfuerzos mecanicos puede reflejar hasta cierto punto la degradacion®®.

Para el caso de liberacion de farmacos, diversos agentes terapéuticos han sido formulados e
incorporados al polimero con diversas formas tales como discos, peliculas y nanoesferas, entre
otros®®, La liberacion del farmaco en estos dispositivos esta gobernada por la difusion del
mismo y degradacion del polimero. Asi, la penetracion de agua en el polimero es un factor
clave que determina la velocidad de degradacion y como consecuencia, la velocidad de
liberacion del agente terapéutico. Entre los factores que pueden influir en la degradacion se
encuentran la composicion LA/GA en el PLGA, cristalinidad en la matriz polimérica,

concentracion del buffer, entre otros?,

A continuacion se muestran algunos de los factores que influyen en la velocidad de

degradacion del polimero y como consecuencia, en la liberacion del farmaco:
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3.10.1 Efecto de Mw

Wang y col.®® estudiaron la influencia de Mw sobre la degradacion de peliculas de PLGA con
una relacion molar LA/GA de 72/28. Ellos observaron que al utilizar el PLGA con Mw= 1.317
KDa ocasionaba que la velocidad de degradacion fuera mayor que al utilizar un Mw = 3.025
KDa. Este comportamiento también lo lograron observar en microesferas de PLGA
almacenadas durante 53 dias, donde al utilizar un Mw= 17 KDa experimenté mayor
degradacion que al utilizar un Mw= 41 KDa. Por otra parte, Wu y col.®® observé algo similar
en peliculas elaboradas con el mismo copolimero, donde al disminuir Mw empleando una

relacién molar LA/GA de 80/20, la velocidad de degradacion fue mas rapida.

3.10.2 Efecto de la composicion LA/GA en el PLGA

Otro factor que también influye en la velocidad de degradacion es la composicion LA/GA en
el PLGA. En este caso, lo que determina dicho parametro es que tan hidrdéfila 6 hidrofoba es la
matriz polimérica. Un alto contenido de GA como unidad repetitiva en el PLGA proporciona
un caracter mas hidrofilo a la cadena, dando origen a una mayor velocidad de degradacion y
como consecuencia, una mayor velocidad de liberacion del farmaco®. Al respecto, Li¢®V
estudio la degradacion del PLGA en forma de pelicula en funcién de su composicion LA/GA
(85/15 y 75/25), manifestando que la velocidad de degradacion fue mas rapida conforme
relacion de GA en el PLGA fue mayor. Este comportamiento coincide con lo reportado en la
literatura por otros investigadores al utilizar el mismo tipo de polimero con diferentes
relaciones de LA/GA. Wu®?),

3.10.3 Efecto del pH en el medio acuoso

Se ha reportado que el pH del medio acuoso influye en la hidrdlisis de los grupos ésteres
presentes en el PLGA y como consecuencia, en la formacion de los grupos acidos carboxilicos
terminales®?. Al respecto, Wu y Wang®® elaboraron peliculas de PLGA (relaciéon molar de
50/50) para estudiar el efecto del pH a valores de 5, 7.4 y 9.4 sobre la velocidad de
degradacion a 37.4°C. Ellos observaron que la degradacion del polimero fue mayor conforme
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el pH en el medio acuoso disminuyo, lo que se reflejé en una disminucién en Mw. Por otra
parte, Holy y col.®? estudio el mismo efecto pero utilizando peliculas porosas de PLGA 75/25
a 37°C durante 30 semanas. Entre lo reportado concluyé que a valores de pH de 7.4 y 6.4

existia el mismo patron de degradacion, mientras que a pH 5 la degradacion fue mas rapida.

3.10.4 Efecto del tamafio de la matriz polimérica

Diversos dispositivos de diferentes dimensiones y/o espesores se han elaborado para estudiar
la degradacion del PLGA. Entre los dispositivos elaborados se encuentran tabletas, discos,
micro/nano esferas, peliculas y/o andamios. Para el caso de peliculas se han reportado
espesores mayores a 0.2 mm con dimensiones variadas (de 3 a 5 cm de largo por 1 a 3 cm de
ancho)®2230 por ejemplo, Witt y Kissel® reportaron que el Mw del PLGA con relacion
molar LA/GA (50/50) disminuyé conforme incrementé la superficie del material debido a una
mayor area de contacto con el agua, lo que propicio6 la hidrélisis de los grupos esteres en el
polimero. Este comportamiento se acentud considerablemente cuando se utilizaron como

dispositivos las nanoparticulas de polimero©),

3.10.5 Efecto de la temperatura

Ademas de los factores descritos, la degradacion del PLGA también depende de la
temperatura®®. Al respecto, Belbella y col.*® elaboraron nanoparticulas de PDLLA con el fin
de almacenarlas a diferente temperatura (-18°C, 4°C y 37°C) a pH=7.4 durante un mes.
Trascurrido este periodo fue claro que la degradacion de las nanoesferas fue mucho mas rapida
a 37°C que a temperaturas menores. Dicho comportamiento coincide con lo reportado por
Hakkarainen y col.®” al evaluar peliculas PLGA sumergidas un medio acuoso a pH=7.4
durante 60 dias de almacenamiento. Ellos observaron que a 60°C, el 56% del polimero se
habia hidrolizado, mientras que solamente un 20% de este material experimento hidrélisis a
37°C.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVO

Los materiales poliméricos tienen una importante aplicacion en el area de la medicina, siendo
los polimeros biodegradables tales como el PLA y PLGA, algunos de los materiales méas
estudiados en forma de nanoparticula como dispositivos de liberacion de farmacos. Dichas
nanoparticulas se han elaborado por diversos métodos entre los que destacan el de emulsién-
evaporacion, el cual se caracteriza por partir de polimero pre-formado. Como estabilizadores
se han utilizado los de tipo no-ionico entre los que se encuentran los de la familia PVA. Sin
embargo, se ha puesto poca atencion en estudiar la influencia que pudiera tener la variacién
del Mw del PVA ademaés de la composicion LA/GA (p/p) sobre la estabilidad coloidal de las
nanoparticulas durante su elaboracion y almacenamiento. Aunado a lo anterior, tampoco
existen reportes en la literatura donde haya mezclado PVA con SDS para dar origen una
estabilizacion de tipo electroestérica. Por ello, en el presente trabajo de investigacion se
pretenden estudiar los efectos de Mw del PVA (solo 6 mezclado con SDS) y composicion
LA/GA (p/p) en las nanoparticulas poliméricas. Asimismo, se estudiara como influyen cada
una de estos efectos sobre la degradacion de dichas nanoparticulas (via hidrolisis) y cambios
en el pH de las emulsiones durante almacenamiento, incluyendo la formacién de peliculas

poliméricas para comparar las similitudes y diferencias que existen entre ambos dispositivos.

OBJETIVO

Estudiar la estabilidad coloidal de las nanoparticulas de poliméricas variando su relacion
molar LA/GA, utilizando como estabilizadores coloidales la mezcla PVA-SDS y PVA como

testigo durante almacenamiento.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar la polimerizacion en masa via ROP a 130°C los dimeros ciclicos LA y GA
variando su relacion molar tedrica: 100/0 para obtener PLA y 88/12 y 64/36 para
sintetizar PLGA. Posteriormente, caracterizar los polimeros mediante diferentes
técnicas analiticas (GPC, *H-RMN, DSC y FTIR).
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e Estudiar la elaboracién nanoparticulas con los polimeros sintetizados mediante el
método emulsion-evaporacion, utilizando como estabilizadores coloidales la mezcla
PVA-SDS y PVA como testigo, ademéas de una concentracién de 15 g/L de PVA (solo
0 mezclado con SDS) y diferente valor de Mw de dicho estabilizador (13-23, 31-50 y
85-124 KDa). Posteriormente, las emulsiones se almacenan durante 28 dias a 37.4°C
en presencia de buffer fosfato salino (PBS) con el fin de estudiar su estabilidad
coloidal (cambios en Dp), ademas de la degradacion de los polimeros mediante los
cambios en peso molecular (Mw y Mn) y pH en las emulsiones. Adicionalmente, se
estudia la degradacion de los polimeros sintetizados en forma de peliculas utilizando

las mismas condiciones que en las nanoparticulas.

5. HIPOTESIS

La estabilidad coloidal de las nanoparticulas de PLA y PLGA (88/12 y 64/36 p/p) estara en
funcién o dependera del MW del PVA como estabilizador estérico. Asimismo, dicho
comportamiento podrd mejorar al mezclar dicho tensoactivo con SDS al generar un

estabilizador de tipo electroestérico.
El acomodo de las moléculas del estabilizador electroestérico (PVA-SDS) alrededor de las

nanoparticulas de PLA y PLGA (88/12 y 64/36 p/p) influira en la difusién de agua hacia su
interior, y como consecuencia, en la hidrélisis de las cadenas tipo poliéster.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1. REACTIVOS

El 3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona (D,L LA lactido al 98%), el 1,4-dioxano-2,5-diona
(glicolido, GA al 99%), el poli(alcohol vinilico) (PVA) de diferente peso molecular promedio
(Mw= 13-23, 31-50 y 85-124 KDa, hidrolizados del 87-89%), el octoato estafioso (Sn(Oct); al
95%,), el acetato de etilo (99.5%), el hexafluoroisopropanol (HFIP), el tolueno anhidro
(99.8%), el 1-dodecanol (98%), el cloroformo deuterado (99.8% atomos de deuterio) y el
buffer fosfato salino (PBS), todos provistos por Sigma Aldrich, fueron utilizados tal y como se
recibieron. El dodecil sulfato de sodio (SDS) fue de la marca Fluka, mientras que el
cloroformo y el metanol, ambos grado reactivo, de J.T. Baker. El cloroformo grado HPLC fue
de la marca Tedia. ElI agua fue destilada y posteriormente des-ionizada al pasarse por
columnas de intercambio i6nico de la marca Cole-Palmer. EIl argon de ultra alta pureza
(99.999%) fue proporcionado por INFRA México.

6.2. INSTRUMENTACION ANALITICA Y EQUIPOS DIVERSOS
6.2.1. Instrumentacion analitica
e Cromatografo de Permeacion en Gel (GPC) Alliance Waters modelo 2695 con detector
de indice de refraccion Waters modelo 2414. Como fase mavil se utiliz6 CHCI3 grado
HPLC con un flujo de inyeccién de 1 ml/min.
e Resonancia Magnética Nuclear de Proton (*H-RMN) Avance 11l de 500MHz marca
Bruker utilizando CDCls ¢ una mezcla de CDCIs/HFIP como disolventes del

polimero.

e Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC) modelo Q200 de TA Instruments a una

velocidad de calentamiento o enfriamiento de 10°C/min con atmosfera de nitrégeno.
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La velocidad de calentamiento 6 enfriamiento fue de 10°C/min en atmosfera de
nitrégeno.

e Espectrofotdmetro de Infrarrojo (FTIR) Nicolet Magna 550, 25 barridos, 4cm™ de
resolucion, con una longitud de onda de 4000 a 400nm.

6.2.2. Equipos diversos

Para llevar a cabo la sintesis de los diferentes polimeros via masa se utilizé el equipo de
quimica combinatoria Chemspeed Technologies ASW 2000, en cual se muestra en la Figura 8.

Figura 8. Equipo de quimica combinatoria utilizado en la sintesis de los polimeros via masa a
500 rpm y 130°C.

El equipo estuvo conformado por diversos accesorios entre las que destacan el conjunto de 16
reactores de vidrio de enchaquetados de 10 mL, una placa metalica con la cual se dio origen a

la agitacion de tipo orbital, un bafio de aceite con el cual fue posible controlar la temperatura
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de reaccion, un bafio de recirculacion de agua que suministré cada una de las tapas
enchaquetas de los reactores para que actuaran como condensadores, un tanque de argén de
ultra alta pureza que se utilizd para inyectar el gas al sistema de reaccion y polimerizar en
atmosfera inerte y una computadora con software Autosuite Customer ASWZ2000 para
Windows que ayudd a tener un mejor control en las condiciones involucradas durante la
reaccion (por ejemplo: rampas de calentamiento y enfriamiento a tiempos previamente
establecidos). La caracterizacion de los polimeros de interés se realiz6 por GPC, *H-RMN,
DSC e FTIR.

Para elaborar las emulsiones via emulsién-evaporaciéon se utilizd el homogenizador Ultra-
Turrax IKA T25 digital, equipado con un elemento de dispersion modelo S 25N-25F e
intervalo de agitacion desde 100 hasta 24,000 rpm. Para eliminar el acetato de etilo de las
emulsiones y dar rigidez a las nanoparticulas dispersas en agua estabilizadas con PVA 6 PVA-
SDS se utiliz6 un rotavapor Buchi R-210 acoplado a una bomba de vacio Buchi V-700. Para
determinar el diametro de particula (Dp) de las emulsiones (recién elaboradas y durante
almacenamiento) se utilizé un dispersor de luz Zetasizer nano-S90 de Malven Instruments a
25°C y 37°C, realizando 3 mediciones de 10 escaneos por muestra reportandose el promedio.
Para precipitar las nanoparticulas de las emulsiones se utiliz6 una centrifuga marca Allegra
64R de Beckman Coulter con un rotor F-1010 adaptado para colocar hasta 10 tubos de 10 mL.
Posteriormente, fueron secadas en una estufa de vacio Lab-line Duo-vac oven de Lab-line

Instruments, Inc. conectada a una bomba de vacio Buchi VV-700.

Las peliculas poliméricas se elaboraron sobre una parrilla de calentamiento marca Thermolyne
con plato en ceramica de 18 x 18 cms con control de temperatura desde 5° hasta 540°C que
tenia adherida una pelicula de teflon para facilitar su recuperacion al momento de formarse.
Para eliminar el solvente residual se utilizé la misma estufa y bomba de vacio mencionada en
el parrafo anterior inmediato. Para medir los espesores de las peliculas se emple6 un Vernier

digital marca Stainless.
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6.3. SINTESIS DE LOS POLIMEROS VIA ROP VARIANDO SU RELACION MOLAR
LACTIDO/GLICOLIDO (LA/GA)

Las sintesis del PLA y PLGA (variando la relacion LA/GA) se llevaron a cabo en grupos. En
el primer grupo mostrado en la Tabla 1 se utiliz6 una cantidad de dimeros totales (abreviado
como “M”) de 2.6 g, mientras que en la Tabla 2 la cantidad incremento hasta 7g totales. En
ambos casos, las polimerizaciones se realizaron utilizando el proceso masa con una velocidad
de agitacion de 500 rpm y temperatura de reaccion de 130°C. Como catalizador se utiliz6
Sn(Oct)., abreviado como “C”, mientras que como iniciador 1-dodecanol, abreviado como
“ROH”, ambos previamente disueltos en tolueno anhidro (10% en peso con respecto a la
cantidad total de mondmeros utilizados) con el fin de facilitar su adicion al sistema de
reaccion por las cantidades tan pequefias utilizadas. N6tese como en ambos grupos de
polimerizaciones se mantuvieron constantes las relaciones molares, abreviada como “RM?”, del
M/C y ROH/C en 2000 y 1, respectivamente.

Tabla 1. Formulaciones utilizadas en la sintesis de PLA y PLGA a 2.6 g totales.

Reactor | Relacion | Moles | Moles | RM Moles RM Moles
LA/GA LA GA | M/C C ROH/C OH
% wiw
1 100/0 | 0.0180| 0.0 9.02E-06 9.02E-06
2 88/12 | 0.0159 | 0.0027 | 2000 | 9.28E-06 1 9.28E-06
3 64/36 | 0.0115 | 0.0081 9.80E-06 9.80E-06

PM del LA= 144g/mol; PM del GA= 116.07g/mol; PM del C= 405.11g/mol; PM del ROH= 186g/mol

Tabla 2. Formulaciones utilizadas en la sintesis de PLA y PLGA escalado a 7 g.

Reactor | Relacion | Moles | Moles | RM Moles RM Moles
LA/GA LA GA | M/C C ROH/C OH
% wiw
1 100/0 | 0.0486 | 0.0 2.43E-05 2.43E-05
2 88/12 | 0.0427 | 0.0072 | 2000 | 2.50E-05 1 2.50E-05
3 64/36 | 0.0311 | 0.0217 2.64E-05 2.64E-05

PM del LA= 144g/mol; PM del GA= 116.07g/mol; PM del C= 405.11g/mol; PM del ROH= 186g/mol

El procedimiento utilizado en las sintesis de los polimeros considerando las formulaciones
mostradas en las Tablas 1 y 2 se describe a continuacion. Una vez agregados los respectivos

dimeros LA y/o GA, ademas del catalizador y el alcohol previamente disueltos en 0.269
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tolueno anhidro al sistema de reaccion, se procedio a sellar bien el reactor y se mantuvo bajo
atmosfera inerte al hacer pasar un flujo de Argon; en este momento se inici6 al calentamiento
del reactor a 50°C a una velocidad de agitacion de 500 rpm. Después de 5 min, la temperatura
se incrementoO gradualmente hasta llegar a 90°C, ahi se mantuvo en agitacion durante 10 min
para lograr una mejor homogeneizacion en la mezcla de reaccion. Pasado este tiempo, la
temperatura se incrementd gradualmente hasta alcanzar los 130°C y dar inicio a la
polimerizacion. Una vez trascurridos los 90 min de reaccion, la temperatura se disminuy6
hasta 80°C con la finalidad de agregar manualmente volimenes previamente establecidos de
CDCls grado reactivo 6 HFIP e iniciar con la disolucion del polimero y posterior
recuperacion. Después, la temperatura en el sistema de reaccion se disminuy6 hasta 50°C,
manteniéndose asi, el tiempo necesario hasta lograr la disolucién total del polimero para ser
recuperado. Cabe manifestar que el CDCls grado reactivo se utilizo para disolver los
polimeros donde las relaciones tedricas de LA/GA fueron de 100/0 y 88/12 %w/w, mientras

que el HFIP en la relacion tedrica 64/36 %w/w.

6.3.1. Purificacion de los polimeros

La purificacion de cada uno de los polimeros consistié en realizar ciclos de disolucion-
precipitacion, utilizando como disolvente CDCls 6 HFIP y como precipitante metanol (grado
reactivo y/6 grado industrial). Como el polimero fue previamente disuelto al final de la
polimerizacion lo que procedié fue precipitarlo en 500 ml de metanol en presencia de
agitacion. La adicion de la disolucion de polimero se realizd gota a gota observandose la
precipitacion del mismo. Este procedimiento de disolucion-precipitacion se realizd hasta
cuatro veces, esto con el fin de eliminar las impurezas que puedan estar presentes en el
polimero, tales como dimero residual ¢ trazas de Sn(Oct)2 y/o 1-dodecanol. Finalizados los
ciclos, el polimero hiumedo se coloco en una estufa de calentamiento a 50°C con vacio para su

secado y de esta manera, dar paso a su caracterizacion analitica.
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6.3.2. Técnicas analiticas utilizadas en la caracterizacién de los polimeros

Los polimeros de interés fueron caracterizados por diferentes técnicas analiticas tales como

GPC, H-RMN, FT-IR y DSC. La preparacion de cada una de las muestras se describe a

continuacion:

GPC: ~ 15 mg de polimero se disolvieron en 3 mL de CHCI3 grado HPLC ¢ 0.2 mL de
HFIP para después completar su volumen hasta 2 mL con CHCIz grado HPLC.
Después, la disolucion fue filtrada al pasarse por una membrana de teflon con tamario
de poro de 0.45 micras (filtros Milipore Millex LCR) y colocada en viales de 1.5 mL.
Logrado lo anterior, se procedi6 a inyectar la disolucion al equipo, en el cual se realizo

previamente una curva de calibracion hecha con estandares de poliestireno.

'H-RMN: ~ 15 mg de polimero se disolvieron en 1 mL de CDCIs 6 0.2 mL de HFIP
para después completar su volumen hasta 1mL con CDCls. La disolucién se realizo
dentro de un tubo de vidrio para RMN el cual se mantuvo en un lugar fresco hasta

antes de su analisis.

FTIR: ~ 15 mg de polimero y ~1 gr bromuro de potasio (KBr) fueron colocados en un
mortero de mano para su molienda. Lograda la mezcla, fue colocada en la prensa
manual con la ayuda de una espatula para dar origen una pastilla. Dicha pastilla fue
tomada con precaucion con unas pinzas y sujetada en el portamuestras del equipo para

su estudio.

DSC: ~ 15 mg de polimero se colocaron en una charola de aluminio con tapa. Después,
la muestra tapada fue trasferida a una prensa manual para dar origen una pastilla, la
cual se colocé cuidadosamente sobre el portamuestras del equipo con la ayuda de unas

pinzas para su analisis.
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Una vez realizada la caracterizacion correspondiente a los polimeros de interés, se procedio a
elaborar con cada uno de ellos dos de los dispositivos que tipicamente se han utilizado en la
liberacion de farmacos como son las nanoparticulas y peliculas. La elaboracion de las
nanoparticulas se realizo via emulsion-evaporacion, mientras que las peliculas por la técnica
de solvent-casting. Cada una de las metodologias se describe a continuacién incluyéndose en

cada caso, las caracterizaciones correspondientes y procedimientos utilizados.

6.4. ELABORACION DE LAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS MEDIANTE EL
METODO EMULSION-EVAPORACION

Para elaborar las nanoparticulas de polimero via emulsion-evaporacion se utilizaron las
formulaciones y condiciones mostradas en la Tabla 3. Tres grupos de emulsiones con diferente
composicion LA/GA en polimero fueron elaborados. Asimismo, en cada grupo tres PVA’s de
diferente Mw fueron utilizados a una concentracion en 15 g/L. En todos los casos, el

contenido de polimero disperso (CPD) estuvo alrededor del 0.75%w.

Tabla 3. Formulaciones y condiciones utilizadas en la elaboracién de las nanoparticulas de
polimero via emulsion-evaporacion.

Polimero PLA PLGA

Composicion LA/GA, p/p 100/0 88/12 64/36
Formulacién, no. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Mw del PVA, KDa 13-23 | 31-50 | 85-124 | 13-23 | 31-50 | 85-124 | 13-23 | 31-50 | 85-124
Disoluciéon acuosa

PVA, g 2.24

Buffer PBS, g 1.6425

Agua, g 149.6

Disolucién organica

Polimero, g 1.1775

Acetato de etilo, g 155.4 155.4 10

HFIP, g 0 0 40
Condiciones

Vel. de agitacion, rpm 23,000

Tiempo de agitacion, min 3

Temperatura, °C 25°C

El procedimiento para elaborar cada una de las emulsiones descritas en la Tabla 3 se describe
a continuacion. En un vaso de precipitado de 500 mL que contenia agua destilada fueron

disueltos el PVA y el buffer PBS. Por otro lado, en otro vaso de precipitado del mismo
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volumen que contenia acetato de etilo (solo 6 mezclado con HFIP) fue disuelto el polimero. Al
momento de tener las dos soluciones listas, la disolucion acuosa fue vertida en la disolucion
organica con el propdsito de emulsionarla a altas velocidades de agitacion durante cierto
tiempo. Logrado lo anterior, la emulsion fue dividida en dos partes, la primera parte Ilamada
testigo por tener solamente PVA como estabilizador estérico, mientras que a la segunda parte
previamente estabilizada con PVA se agregd una cantidad conocida de SDS (0.1-1.5 g/L) para
promover como mezcla PVA-SDS un estabilizador de tipo electroestérico. Después, cada una
de las emulsiones fue colocada por separado en el rotavapor para eliminar el solvente organico
y dar rigidez a las nanoparticulas, las cuales permanecieron dispersas en agua estabilizadas
con tensoactivo. Finalmente, las dos emulsiones fueron colocadas en frascos de vidrio con

tapa para llevar a cabo los estudios correspondientes antes de ser almacenadas.

Cabe manifestar que el procedimiento descrito en el parrafo anterior corresponde a una
formulacién mostrada en la Tabla 3, con la cual se originaron a dos emulsiones (una
estabilizada con PVA y la otra con la mezcla PVA-SDS). Por lo tanto, el haber empleado 9
formulaciones origino un total de 18 emulsiones, de las cuales 9 estuvieron estabilizadas con
PVA (testigo), mientras que las otras 9 con la mezcla PVA-SDS, siendo la diferencia la
composicion LA/GA (w/w) y Mw del PVA ademaés del ya mencionado tipo de estabilizador

(estérico 6 electroestérico).

6.4.1. Estudios realizados a las emulsiones de PLA 'y PLGA

Los estudios que se realizaron a cada una de las emulsiones reciéen preparadas fueron el Dp por

dispersion de luz y el contenido de polimero disperso (CPD) en forma gravimétrica.

Para determinar el Dp se tomd una gota de la emulsidn y se coloc6 en una celda plastica de 1
cm. Después, la gota se diluyd con una solucion acuosa de SDS de 6 g/L hasta completar el
volumen. Trascurridos 3 min de reposo, la celda fue colocada con precaucion en el dispersor

de luz para llevar a cabo la determinacion.
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Por otro lado, la determinacion del CPD se realiz6 colocando un peso conocido de la emulsion
(de 2 a5 g) en una charola de aluminio previamente tarada. Después, la charola que contenia a
la emulsion fue coloca sobre una parrilla de calentamiento ajustada a una temperatura de
~125°C. Conforme pasé el tiempo, el agua y el acetato de etilo que se encontraban en la
emulsion se fueron evaporando hasta quedar los solidos de la emulsion (polimero, tensoactivo
(s) y buffer). Después, la charola caliente fue retirada de la parrilla con la ayuda de unas
pinzas y colocada sobre la mesa de trabajo. Finalmente, la charola fue nuevamente pesada con

los solidos de la emulsion. Para determinar el CPD se utiliz6 la siguiente ecuacion:

[W (charola + so6lidos) — W charola] x 0.23316843 9

CPD (%peso) = W emulsién

100

Donde:

CPD (% peso) = contenido de polimero disperso en forma de nanoparticula en la
emulsion
W(charola + solidos) = peso de charola de aluminio + peso de polimero + peso de
tensoactivo + peso de buffer, g
W charola = Peso de charola de aluminio, g
0.23316843 = Fraccidn peso de polimero en sélidos totales
W emulsién = Peso de agua + peso de polimero + peso de tensoactivo (S) + peso
de buffer, g

Una vez realizados los estudios correspondientes (Dp y CPD) a cada una de las emulsiones, se
procedio a tapar perfectamente los frascos de vidrio que las contenian para continuar con la

etapa de almacenamiento.

6.4.2. Estudios realizados a las emulsiones de PLA y PLGA durante

almacenamiento

Las emulsiones, las cuales contenian las nanoparticulas dispersas en agua estabilizadas con
tensoactivo (PVA 6 mezcla PVA-SDS) fueron colocada en una estufa a 37.4°C durante 28
dias. Durante este tiempo, se efectuaron cinco muestreos a diferentes intervalos de tiempo (1,
7,14, 21y 28 dias). Lo que se pretendio en esta etapa fue estudiar diversos factores tales como
la estabilidad coloidal de las nanoparticulas al dar seguimiento a la evolucién de Dp por
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dispersion de luz, la degradacion de las nanoparticulas al determinar los cambios en Mw por
GPC y el pH. Cabe manifestar que la estabilidad coloidal de las emulsiones también se estudi
a temperatura ambiente (= 25°C) con la finalidad de compararla con los resultados obtenidos a
37.4°C.

Para dar seguimiento a la evolucion de Dp, el muestreo consistio en sacar de la estufa de
calentamiento el frasco de la emulsion y tomar una gota por medio de una pipeta Pasteur.
Posteriormente, la emulsion fue nuevamente colocada en la estufa a 37.4°C para continuar con
su almacenamiento, mientras que la gota se utilizo para llevar a cabo la preparacion de la

muestra de acuerdo a lo especificado anteriormente en la seccién 6.4.1.

Para determinar los cambios en Mw y composicion LA/GA en el caso del PLGA fue necesario
extraer las nanoparticulas de PLA y PLGA cada una de las emulsiones como se describe a
continuacion. Una vez retirado el frasco de la estufa de calentamiento, 7 g de la emulsién
fueron extraidos y vaciados en un tubo de teflon de 10 mL con tapa. Después, el tubo se
coloco en la centrifuga a una velocidad de 18,500 rpm durante 18 min. Transcurrido este
tiempo, el sobrenadante fue retirado del tubo de teflon mientras que las nanoparticulas
adheridas al fondo del tubo en forma de polvo y/o pelicula de color blanco, fueron dispersadas
en 7 mL de agua destilada para iniciar con la etapa de lavado. Dicha etapa consistié en realizar
tres ciclos de dispersion-centrifugacion utilizando la misma velocidad de agitacion pero ahora
durante 5 min. Lo que se pretendid con estos ciclos fue eliminar las trazas de tensoactivo
(PVA 6 mezcla PVA-SDS) o buffer PBS que pudieran existir en el polvo 0 pelicula
polimérica, y de esta manera, obtener un polimero con una pureza tal que no afectara las
caracterizaciones correspondientes. Terminado el tratamiento, el polimero se colocd en una
estufa de calentamiento (35-40°C) durante 1h en presencia de vacio para eliminar el agua
residual. Finalmente, el polimero secé fue utilizado para llevar a cabo la preparacion de las

muestras por GPC de acuerdo a lo especificado anteriormente en la seccion 6.3.2.

6.5. ELABORACION DE PELICULAS POLIMERICAS

La elaboracion de las peliculas se realiz6 por medio de la técnica solvent-casting. El

procedimiento utilizado en cada una de ellos fue el siguiente. Se agreg6 1g de polimero en 5
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ml de solvente (CDCls 6 mezcla CDCIs/HFIP en una relacion 4/1 v/v). Se dejé agitando por
un lapso de una hora hasta tener el polimero disuelto. Después, se tomd la disolucion del
polimero con una pipeta Pasteur y se colocd sobre una parrilla de calentamiento a 35°C que
tenia adherida una superficie de teflon. La temperatura de la parrilla se fue incrementando 5°C
cada 90 min hasta llegar a una temperatura de 60°C observandose la formacion de la pelicula
debido a la evaporacién del solvente. Después, se mantuvo adherido alrededor de 24h a 60°C
para iniciar con la eliminacion de solvente residual. Finalmente, se apagd la parrilla de
calentamiento y se desprendio con facilidad de la superficie de teflon teniendo cuidado de no
quebrarla. Una vez despegada, la pelicula se introdujo en una estufa con vacio a 50°C por 2h
para eliminar las trazas de solvente aun presentes las cuales estuvieron alrededor del 0.01%.
La pelicula libre de solvente fue recortada cuidadosamente con tijeras en dimensiones de 4 X
2 cm y medido su espesor con la ayuda de un Vernier reportandose el promedio de 3

mediciones.

6.5.1. Estudios realizados a las peliculas durante almacenamiento

La caracterizacion de cada una de las peliculas recién elaboradas se realizd por GPC de
acuerdo al procedimiento indicado previamente en la seccidn 6.3.2. Posteriormente, cada una
de las peliculas fue colocada en una solucion buffer fosfato (PBS) y almacenadas en una
estufa de calentamiento a 37.4°C durante 28 dias. Durante este tratamiento, se realizaron tres
muestreos a diferentes periodos de tiempo (1, 7, 14, 21 y 28 dias). Cada muestreo consistio en
extraer cuidadosamente la pelicula sumergida en la solucion buffer fosfato (PBS) y cortar una
tira con dimensiones de aprox. 0.3 X 0.8 cm. Después, la pelicula de mayores dimensiones fue
devuelta a la solucion buffer para continuar con su almacenamiento a 37.4°C, mientras que la
tira fue lavada con abundante agua destilada, secada con papel absorbente y colocada en una
estufa con vacio a 60°C para llevar a cabo la preparacion de las muestras por GPC y/o de
acuerdo a lo especificado en la seccién 6.3.2.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS CON DIFERENTE
RELACION MOLAR LA/GA OBTENIDOS ViA ROP

La sintesis de cada uno de los polimeros se realizd considerando la formulacion indicada
previamente en la seccion experimental (ver Tabla 1 y 2). De acuerdo a lo mencionado en la
parte de desarrollo experimental, se llevo a cabo la polimerizacion del homopolimero PLA y
del copolimero PLGA manteniéndose constante la relacion molar M/C y ROH/C en 2000 y 1,

respectivamente.

En la Figura 9 se muestran los espectros de *H-RMN en funcién de la relacion molar tedrica
LA/GA utilizada (100/0, 88/12, 64/36 p/p). El espectro inferior corresponde al PLA (testigo)
mientras que los espectros superiores corresponden al PLGA cada vez con mayor relacion

peso de GA en el copolimero.

J AJU\/ U L,_,AJL PLGA (64/36)
%\ . PLGA (88/12)
. PLA

Figura 9. Espectros de 'H-RMN del PLA y PLGA con diferente relacién molar LA/GA en el

copolimero.
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Se puede observar como el espectro correspondiente al PLA muestran dos sefiales, una en 1.6
ppm y otra en 5.3 ppm, las cuales corresponden a los grupos metilo (-CH3) y metino (-CH-),
respectivamente, las cuales coinciden con lo reportado en la literatura®®. Asimismo, en los
otros espectros que corresponden al PLGA se puede observar que, ademas de las dos sefiales
ya mencionadas, aparece otra sefial en 4.75 ppm, la cual de acuerdo a lo reportado en la
literatura®®, corresponde al grupo metileno (-CH2) del GA en el copolimero.

De acuerdo a los valores de integracion obtenidos en los espectros de *H-RMN mostrados en
la Figura 9, se calcularon las relaciones experimentales LA y GA en el polimero las cuales se
muestran en la Tabla 4, en la cual se incluye también el testigo (PLA).

Tabla 4. Composicion experimental LA/GA (p/p) en los polimeros determinada por *H-RMN.

269 /g
Prueba RM RM Prueba RM RM
Teorica Experimental Teorica Experimental
1 100/0 100/0 1 100/0 100/0
2 88/12 90.82/9.16 2 88/12 90.87/9.13
3 64/36 70.10/29.9 3 64/36 69.25/30.75

En esta tabla se puede observar como las RM tedricas y las experimentales fueron muy
parecidas ente si, tanto al utilizar 2.6 como 7 g como dimeros totales en la polimerizacion, lo

que indico una buena polimerizacion en ambos sistemas de reaccion.

En la Figura 10 se muestran los valores de los pesos moleculares (Mw y Mn) de los polimeros
caracterizados por *H-RMN, en funcién de la composicion experimental LA/GA (p/p)
previamente determinada. Los resultados mostrados en la grafica del lado izquierdo fueron
obtenidos al utilizar 2.6 g como dimeros totales, mientras que en la grafica del lado derecho se
muestra todo lo correspondiente al haber utilizado 7g como parte de la formulacion.

Se puede observar en la figura como Mw y Mn disminuyeron al utilizar 2.6 6 7g de dimeros
totales a medida de que la cantidad de GA en polimero aumentd, lo cual coincide con lo
reportado con la literatura®®. Sin embargo, n6tese como los valores entre un sistema y otro

resultaron hasta cierto punto diferentes. Estas variaciones se podrian atribuir a una deficiente
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trasferencia de calor al utilizar mayor cantidad de materia prima lo que se reflejé en cambios

cinéticos y como consecuencia, en los valores de peso molecular.
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Figura 10. Evolucion de Mw y Mn de los polimeros sintetizados via ROP al utilizar diferente
cantidad de dimeros a polimerizar: A) 2.6g y B) 7g, en funcion de la composicién
experimental LA/GA (p/p) en el polimero.

Por otra parte, en la Figura 11, se muestran los resultados de FTIR de los polimeros

caracterizados por *H-RMN. El espectro mostrado en porciento de transmitancia corresponde

al PLA, mientras que las sefiales graficadas en absorbancia corresponden al PLA y PLGA con

diferente relacion experimental LA/GA (p/p).
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Figura 11. Espectro de FTIR del PLA (transmitancia) y evolucion de absorbancia a medida
que incremento la relacion GA en el PLGA.
En el espectro del PLA mostrado en transmitancia se pueden observar dos picos cercanos a
3000 cm™ (region de metilos- metilenos), uno en 1745 cm™ (region de carbonilos), otra en
1455 cm™ (8as1 CH3) y un grupo de picos en la region de 1050 a 1300 cm™ (bandas de C-O
que indican la presencia del grupo éster). Ademas, se puede observar una region del espectro
que se encuentra encerrada en un circulo y es mostrada en un recuadro en modo de
absorbancia con los espectros correspondiente al PLGA de diferente composicion LA/GA
experimental. El espectro inferior que corresponde al PLA presenta un hombro en la region de
1455 cm™ atribuida a los estiramientos 8asi CH3. Asimismo, puede observar como aparece un
segundo hombro alrededor de 1425 cm™ y cada vez se hace mas pronunciado mientras que la
sefial de 1455 cm™ tiende a reducirse. La aparicion de dicha sefial corresponde a la presencia

de GA (8as CH2) en el PLGA. Estas sefiales concuerdan con lo reportado en la literatura®®,

Otro estudio realizado a los polimeros fue la determinacion de Tg, como se muestra en la
Figura 12. Cabe manifestar que todos los termogramas obtenidos presentaron un valor de Tg
lo que sugiere la formacion de un polimero predominantemente al azar, ademas de que no
presentaron endotermas de fusién lo que sugiere que todos los polimeros fueron

predominantemente amorfos.
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Figura 12. Evolucion de la Tg en funcidn de la relacion experimental LA/GA en el polimero al utilizar
diferente cantidad de dimeros a polimerizar: A) 2.6gy B) 7g.
Se puede observar como el valor de Tg disminuye conforme la cantidad de GA en el polimero

aumento, tanto al utilizar 2.6 como 7 g como dimeros totales en la polimerizacion, lo cual
coincide con lo reportado en la literatura®®. Dicho comportamiento es comun en copolimeros
al azar donde el valor de la Tg se encuentra entre los valores correspondientes al de los
componentes puros (Tg PLA=50-55°C, Tg PGA= 36°C), ademas de que el desplazamiento de
dicho valor depende en gran medida de las fracciones peso de los monémeros utilizados. Una
vez caracterizados cada uno de los polimeros se procedio a elaborar las nanoparticulas de PLA
y PLGA (90.87/9.13 y 69.25/30.75) utilizando el método emulsion-evaporacion (ver Tabla 3
de la seccion experimental). Como estabilizador se utilizd PVA de diferente Mw en una
concentracion de 15g/L (solo 6 mezclado con SDS), con el fin de estudiar la influencia de los
estabilizadores electroestérico (mezcla PVA-SDS) y estérico (PVA) tanto al momento de la
elaboracion como durante su almacenamiento. Cabe mencionar que los polimeros utilizados
en la elaboracion de las nanoparticulas fueron los obtenidos al utilizar los 7 g de dimeros (LA
y GA), materiales que también fueron empleados en la elaboracion de sus respectivas peliculas
de acuerdo al procedimiento previamente mencionado en la seccion experimental (seccién
6.5).

7.2 CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES DE PLA Y PLGA
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En la Figura 13 se muestran los valores de Dp de las nanogotas presentes en las emulsiones
recién preparadas de PLA y PLGA (90.87/9.13 y 69.25/30.75), en funcion del Mw del PVA y

tipo de estabilizador (estérico 6 electroestérico).

En las tres figuras se puede observar como a medida que incrementa el valor de Mw del PVA

se promueve la formacion de nanoparticulas poliméricas de mayor Dp, tanto al utilizar la

mezcla PVA-SDS como PVA solo como estabilizadores coloidales. Dicho comportamiento

coincide con lo reportado en la literatura® el cual se atribuye al incremento de la viscosidad

en la solucién acuosa de PVA conforme el valor de Mw es mayor, por lo que al momento de

elaborar las nanoparticulas via emulsion-evaporacion, el esfuerzo de corte generado por el

agente de dispersion (ultraturrax) se ve reducido reflejandose en mayores valores en Dp.

Ademas, ndtese como los valores de Dp al

utilizar la  mezcla PVA-SDS (lineas
punteadas) fueron menores que al utilizar
PVA (lineas continuas). Dicho

comportamiento se atribuye al estabilizador
electroestérico al utilizar la mezcla PVA-SDS
lo que origind que fuerzas de atraccion-
repulsion entre particula-particula fuera mayor
de acuerdo al esquema mostrado en la Figura
7 (Antecedentes) evitando la coagulacion de
las mismas y como consecuencia, menores
valores de Dp. En cambio, al utilizar PVA la
estabilizacion que se obtuvo fue solamente de
tipo estérica lo que propicié una menor fuerza
de repulsion entre particula-particula y con
ello, mayores de Dp debido a la coagulacion
de las mismas. Otro efecto que se observa es

el incremento de Dp conforme aumenta la
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concentracion de GA en el PLGA se puede
atribuir a una menor estabilizacion de los

tensoactivos.

En la Figura 14 se muestra el CPD de las
emulsiones de PLA y PLGA (90.87/9.13 y
69.25/30.75) en funcion del valor de Mw del
PVA vy tipo de estabilizacion (estérica y
electroestérica). Se puede observar como el
valor del CPD fue muy parecido tanto al
utilizar la mezcla PVA-SDS (linea punteada)

como PVA (linea continua),

independientemente del valor de Mw del PVA
y tipo de estabilizacion. En todos los casos, el
CPD

alrededor del 0.69%, es decir, muy cercano al

valor en el experimental estuvo
valor teodrico de 0.75%, lo que sugiere que es
posible obtener emulsiones coloidalmente
estables tanto al cambiar el valor de Mw del
PVA como el tipo de estabilizador (estérico y

electroestérico).

Finalizada la caracterizacién en Dp y CPD, se
procedié a almacenar las 18 emulsiones a
37.4°C durante 28 dias, esto con el fin de
estudiar diversos factores tales como la
estabilidad coloidal de las nanoparticulas
mediante los cambios en Dp, degradacion del
hidrolisis  mediante la

polimero  via

determinacion de los pesos moleculares y pH
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Figura 13. Evolucion de Dp en las nanoparticulas
de PLA y PLGA (90.87/9.13 y 69.25/30.75)
utilizando PVA de diferente Mw en una
concentracion de 15g/L (solo 6 mezclado con
SDS).
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en las emulsiones debido a formacion de
grupos acidos a consecuencia de la hidrélisis

en las cadenas poliméricas.

El analisis y discusion de los resultados se
muestra de la siguiente manera. Primero, se
plantea todo lo correspondientes a la
evolucion de Dp al utilizar el PVA con Mw=
13-23 KDa (solo 6 mezclado con SDS).
Despues, dichos resultados son comparados
con los obtenidos al utilizar PVA de mayor

Mw (31-50 y 85-124 KDa) a fin de encontrar

similitudes y diferencias en cuanto a
estabilidad coloidal se refiere. Este mismo
patron de analisis y discusion, el cual
considera primero lo correspondiente al PVA
de menor Mw y después a los de mayor Mw
se utiliza en la evolucion de peso molecular

(Mw y Mn) y pH en las emulsiones.

7.3. CARACTERIZACION DE LAS
EMULSIONES DE PLA Y PLGA
DURANTE ALMACENAMIENTO

7.3.1 Evolucién del diametro de particula
(Dp)

En la Figura 15 se muestra la evolucién de Dp
de las nanoparticulas de PLA y PLGA
(90.87/9.13 y 69.35/30.75) en funcion del

PLGA
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0.75
S
o 05
o
O]

——PVA
0.25 —1= PVA-SDS
0 ‘ ‘ ‘
13-23 31-50 85-124

PM de PVA (KDa)

Figura 14. CPD inicial en las emulsiones de PLA
y PLGA (90.87/9.13 y 69.25/30.75) en funcion de
Mw del PVA vy tipo de estabilizador (estérico y
electroestérico).
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tipo de estabilizador (mezcla PVA-SDS 6
PVA). Notese como los valores de Dp fueron
en su mayoria menores al utilizar la mezcla
PVA-SDS que PVA solo, en los tres casos.
Este comportamiento respalda la formacion
del estabilizador electroestérico al utilizar la
mezcla de tensoactivos, por lo que las
nanoparticulas tuvieron mayor fuerza de
repulsion entre si que al utilizar PVA lo que
minimiz6 los eventos de coagulacion
reflejandose en menores valores de Dp.

Ademas, puede observarse un incremento

—=—PVA PLGA

-0 PVA-SDS
- (69.25/30.75)

200 4

150

0 | 7‘ | lLl | 2‘1 | 2‘8
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Figura 15. Evolucion de Dp de las nanoparticulas

de PLA y PLGA (90.87/9.13 y 69.35/30.75)

almacenadas a 37.4°C utilizando un Mw del

PVA= 13-23 KDa y una concentracion de 15 g/L
(solo 6 mezclado con SDS).

significativo en Dp al primer dia de

almacenamiento (segundo

punto en las gréficas), no tan significativo con PLA, y después, valores aproximadamente
constantes. Dicho incremento el cual fue mas pronunciado conforme la cantidad de GA en el
polimero aumentd, se podria atribuir a la existencia de una mayor cantidad de grupos GA
como unidad repetitiva en la superficie de las nanoparticulas, los cuales al tener un caracter
mas hidrofilo que las correspondientes con LA, ocasionaron que el estabilizador (PVA)
minimizara de esta manera su capacidad estabilizadora. Asimismo, no se descarta que el
incremento en Dp sea una consecuencia del hinchamiento de las nanoparticulas, ya que al
tener mayor cantidad de GA en las cadenas poliméricas (caracter mas hidréfilo que él LA),
dichas especies experimentaron mayor difusién de agua hacia su interior debido a la hidrolisis
en las cadenas tipo poliéster ocasionando mayores valores en Dp. Tambiéen se observa una
tendencia de disminucion en Dp, méas notable cuando se incrementa la cantidad de GA el el

PLGA.

Ademas, comparando dichos resultados con los obtenidos al utilizar PVA de mayor Mw (solo
0 mezclado con SDS) mostrados en la Figura 16, puede notarse como las emulsiones
presentaron un comportamiento de estabilidad coloidal muy parecido a 37.4°C, es decir, la

mezcla PVA-SDS estabilizd mejor a las nanoparticulas poliméricas que al utilizar PVA solo
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debido a la formacion del estabilizador electroestérico. Asimismo, se obtuvo un incremento
importante en Dp al primer dia de almacenamiento el cual, de acuerdo a lo discutido
previamente, se podria atribuir a una menor adsorcion del PVA y PVA-SDS y/o a la difusion
de una mayor cantidad de agua hacia su interior conforme presentaron un caracter mas
hidrofilo como consecuencia de una mayor cantidad de GA en el PLGA. Cabe manifestar que
una parte de las emulsiones indicadas en las Figuras 15 y 16 también fue almacenada a
temperatura ambiente (~25°C) para determinar la evolucion de Dp. Al respecto, se encontrd
que la mezcla PVA-SDS estabilizd mejor las nanoparticulas poliméricas que al utilizar PVA
solo, ademéas de que el incremento en Dp al primer dia de almacenamiento fue menos
pronunciado que al utilizar una temperatura de 37.4°C. Este ultimo comportamiento se podria
atribuir a diversos factores tales como una mayor capacidad de adsorcion del PVA (solo 6
mezclado con SDS) en la superficie de las nanoparticulas debido a una menor temperatura en
su superficie minimizando los eventos de coagulacién y/o a una menor difusion de agua hacia

su interior por prese A menor hidrolisis las cadenas tipo poliéster. B
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Figura 16. Evolucion de Dp de las nanoparticulas de PLA y PLGA (90.87/9.13 y 69.35/30.75)
almacenadas a 37.4°C utilizando diferente Mw del estabilizador: A) PVA= 31-50 KDa y B) PVA=
85-124 KDa. La concentracion de PVA es constante en 15 g/L (solo 6 mezclado con SDS).

lo que redujo el hinchamiento de las mismas.

7.3.2 Evolucién de peso molecular (Mw y

Mn)

En la Figura 17 se

comportamiento de los pesos moleculares en

las nanoparticulas de

presenta

PLA y PLGA
(90.87/9.13 y 69.35/30.75) utilizando como
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estabilizador PVA de Mw= 13-23 KDa (solo
0 mezclado con SDS). Se puede observar
como Mw o Mn disminuye al primer dia de
almacenamiento (segundo punto, simbolo
lleno o vacio), tanto al utilizar la mezcla
PVA-SDS como PVA solo y después,
presenta comportamientos diferentes
dependiendo de la composicion del polimero.
La caida en Mw 6 Mn, la cual fue mas
pronunciada al utilizar PLGA (90.87/9.13 y
69.35/30.75), se atribuye a un caracter mas
hidrofilo de las cadenas poliméricas presentes
en las superficies de las nanoparticulas hacia
el agua, ya que al tener mayor afinidad que
las correspondientes con PLA, dichas cadenas
se hidrolizaron mas rapido que las de PLA lo
que provocO rompimientos de cadena mas
pronunciados reflejAndose en valores
menores en Mw 6 Mn®), Ademés, se ha
reportado que otro de los factores que
también influye en el grado de hidrolisis de

las cadenas poliméricas es el peso molecular
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Figura 17. Evoluciéon de Mw y Mn en las
nanoparticulas de PLA y PLGA (90.87/9.13 y
69.35/30.75) almacenadas a 37.4°C utilizando un
Mw del PVA= 13-23 KDa y una concentracion de
15 g/L (solo 6 mezclado con SDS).

del polimero, donde al ser menor el tamafio de las cadenas poliméricas el agua puede tener

acceso mas rapido a los grupos susceptibles al agua, y asi, la hidrélisis es més rapida®®. Por lo

tanto, no se descarta que al tener valores menores de Mw 6 Mn en las nanoparticulas de PLGA

que en las de PLA a tiempo cero de almacenamiento, se haya contribuido de alguna manera en

la caida de los valores.

Por otro lado, al no observar valores menores de Mw 6 Mn en el PLGA (69.25/30.75) al

utilizar la mezcla PVA-SDS como estabilizador electroestérico que al usar PVA como

estabilizador estérico, sugiere que no hubo efecto del SDS sobre la hidrélisis. Es decir la
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proporcién de unidades de GA en la superficie no depende de la relaciéon PVA-SDS. De
haberse desorbido parcialmente el PVA al mezclarse con SDS, las cadenas poliméricas que
conformaron las nanoparticulas hubieran experimentado mayor grado de hidrdlisis que al
utilizar PVA solo, esto debido a la generacion de una mayor area de contacto entre las
nanoparticulas y el agua, sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos, esto no fue lo

que sucedio.

En lo que respecta a la evolucion de los pesos moleculares y en particular a lo observado en
Mw después del primer dia de almacenamiento, se puede notar como la disminucion fue mas
pronunciada conforme la cantidad de GA en el polimero fue mayor. Este comportamiento
corrobra lo discutido previamente donde los factores claves en la disminucion de Mw a causa
de la hidrdlisis de las cadenas poliméricas, fueron la composicion de GA en el polimero (por
impartir mayor hidrofilicidad a la nanoparticulas) ademés de su valor en Mw sin influir lo
referente al tipo de estabilizador (estérico: PVA, 0 electroestérico: PVA-SDS) por haber

utilizando una alta concentracion (15 g/L).

En la Figura 18 se muestran las evoluciones de Mw y Mn en las nanoparticulas de PLA y
PLGA (90.87/9.13 y 69.25/30.75) al utilizar mayor Mw de PVA como estabilizador (solo 6
mezclado con SDS) durante almacenamiento. Estos resultados fueron comparados con los
mostrados en la figura anterior inmediata con el fin de observar similitudes y diferencias, y en

base a ello, llevar a cabo la discusion correspondiente.
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Figura 18. Evolucion de Mw y Mn en las nanoparticulas de PLA y PLGA (90.87/9.13 y 69.35/30.75)
almacenadas a 37.4°C utilizando diferente Mw del estabilizador: A) PVA= 31-50 KDa y B) PVA= 85-
124 KDa. La concentracion de PVA se mantuvo constante en 15 g/L (solo 6 mezclado con SDS).

En lo que respecta a las similitudes se pueden destacar las siguientes. La primera de ellas

radico en la evolucion de Mw 6 Mn, donde primero se presentd una caida en los valores al
primer dia de almacenamiento (la cual fue predominantemente mayor conforme la cantidad de
GA en el polimero fue mayor) y despues, una disminucion lenta pero continua conforme
avanzo el tiempo de almacenamiento. Este comportamiento se present0 tanto al utilizar el
PVA con Mw= 31-50 KDa como al emplear el de Mw= 85-124 KDa (solos 6 mezclados con
SDS).

Ademas, al igual que lo observado en la Figura 17, tampoco fue posible diferenciar con

claridad la contribucién del tipo de estabilizacion (estérica 6 electroestérica) sobre los cambios
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en los pesos moleculares presentes en las nanoparticulas. Por ejemplo, en la columna del lado
izquierdo de la Figura 18 se muestran los resultados al utilizar diferente cantidad de GA en las
nanoparticulas manteniendo constante el valor de Mw del PVA en 31-50 KDa (solo ¢
mezclado con SDS). Al respecto, puede observarse como al utilizar el estabilizador
electroestérico (lineas punteadas) se obtuvieron pesos moleculares muy similares que al
utilizar solamente PVA (lineas continuas). Esto sugiere que al no existir una clara tendencia en
la evoluciéon de Mw 6 Mn al emplear la mezcla PVA-SDS, todo parece indicar que existieron
pocas diferencias entre ambos estabilizadores en cuanto a los cambios en peso molecular se
refiere. Cabe manifestar que un comportamiento muy parecido fue el que se observo al utilizar
el PVA de Mw=85-124 KDa (columna del lado derecho), donde al mezclarlo con SDS se
obtuvieron valores de Mw 6 Mn muy similares en las nanoparticulas 6 bien, por arriba de los

cuantificados al utilizar unicamente PVA como estabilizador llegando a la misma conclusion.

Por otro lado, las diferencias entre los resultados mostrados en las Figuras 17 y 18 se discuten
a continuacion. En este caso, el analisis se llevo a cabo considerando la variacion en los
valores de Mw del PVA manteniendo constante la composicion de GA en la nanoparticulas
poliméricas. En lo que respecta a la evolucion de los pesos moleculares del PLA, se puede
observar como la disminucion fue mas pronunciada conforme el valor de Mw del estabilizador
PVA aumentd (solo 6 mezclado con SDS). Este comportamiento resulta congruente si se
considera lo reportado por Olayo y col.®?, quienes concluyeron mediante mediciones de
tension interfacial que el Mw del PVA desempefiaba un rol importante en lo referente a su
adsorcion en la interfase agua-fase organica. Al respecto, encontraron que las moléculas de
PVA de mayor Mw experimentaban menor eficacia (protegen menos). Asi, los grupos de GA
aprovechan para situarse en la superficie de las particulas, por lo tanto mayor hidrolisis y
menor Mw. En ambos casos, se presentaban en los grupos acetatos (parte menos hidrdéfila)
localizados hacia los extremos de la cadena, los cuales disminuian en esta region para
localizarse en el interior de la cadena dando origen a una menor cobertura superficial. Por lo
tanto, la disminucion en los valores de Mw 6 Mn en las nanoparticulas de PLA al utilizar
mayor valor de Mw de PVA (85-124 KDa), sugiere que se tuvo una menor cobertura en su
superficie lo que propici6 una mayor area de contacto entre ellas y el agua y como

consecuencia, mayor grado de hidrdlisis (menores valores en Mw).
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El comportamiento discutido en el parrafo anterior también se logré observar en las
nanoparticulas de PLGA, siendo mas pronunciado el efecto al utilizar mayor cantidad de GA
en el polimero, es decir, con una composicion LA/GA de 69.25/30.75. En este caso, ademas
de influir el Mw del PVA (85-124 KDa) también contribuy6 la presencia de una mayor
cantidad de GA en el polimero, la cual aportd un caracter mas hidrofilo preferentemente en la
superficie de las nanoparticulas, lo que minimizo la capacidad estabilizadora del PVA debido

a una menor adsorcion de su parte hidrofoba (grupos acetato) en la superficie de las mismas.

También puede observarse en la Figura 18 como algunos polimeros presentaron menor grado
de hidrolisis (mayor Mw) al utilizar la mezcla PVA-SDS que PVA solo, lo que sugiere que el
estabilizador electroestérico disminuy6 en mayor 6 menor grado la difusion de agua hacia el

interior de las nanoparticulas.

7.3.3. Evolucion de pH en las emulsiones

El comportamiento discutido en el parrafo anterior inmediato con respecto a la difusion de
agua hacia el interior de las nanoparticulas al utilizar la mezcla PVA-SDS, se logro corroborar
indirectamente al dar seguimiento a la evolucién de pH de los latex, como se muestra en la
Figura 19. Notese como en la mayoria de los casos, las emulsiones estabilizadas con la mezcla
PVA-SDS (lineas punteadas) presentaron valores de pH superiores a las emulsiones
estabilizadas con PVA (lineas continuas) después de un cierto tiempo de almacenamiento. Al

ser mayores los valores de pH, indic6 que las cadenas poliméricas estuvieron menos
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susceptibles a la hidrdlisis en los grupos ésteres, lo que llevo a una menor concentraciéon de

grupos acidos carboxilicos y en los latex.
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Figura 19. Evolucion del pH en las emulsiones de PLA y PLGA (90.87/9.13 y 69.35/30.75)
almacenadas a 37.4°C utilizando diferente Mw del estabilizador: A) PVA= 31-50 KDa y B) PVA=
85-124 KDa. La concentracion de PVA se mantuvo constante en 15 g/L (solo 6 mezclado con SDS).

7.4. CARACTERIZACION DE LAS
PELICULAS DE PLA Y PLGA
DURANTE ALMACENAMIENTO

La elaboracion de las peliculas se llevé a cabo
de acuerdo a lo especificado previamente en la
seccién 6.5 (parte experimental) donde estas
tenian un espesor de =~0.28mm. Puede

observarse como la disminucion de los pesos
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moleculares y en particular Mw, fue mas
pronunciada conforme la cantidad de GA en el
polimero fue mayor. Este comportamiento
coincide con lo observado previamente en las
nanoparticulas, el cual fue atribuido a la
existencia de una mayor cantidad de polimero
hidrofilo. Con esta caracteristica, el polimero
presentd mayor afinidad hacia el agua, lo que
facilité la hidrdlisis de los grupos poliéster por
cuestiones de polaridad.

Finalmente, en la Figura 21 se muestra la
evolucion de pH de las soluciones acuosas que
contenian a las peliculas de PLA y PLGA
indicadas en la columna del lado derecho
(Figura 20). Notese como en los tres casos se
da una disminucién pronunciada en el pH al
dia de

(independientemente del tipo de polimero

primer almacenamiento
utilizado) y después, disminuciones lentas
pero continuas el resto del almacenamiento.

La caida en el pH coincidio con lo observado
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Figura 20. Evolucion de Mw y Mn en las
peliculas de PLA y PLGA (90.87/9.13 vy
69.35/30.75) sumergidas en una solucion acuosa
de buffer PBS a 37.4°C durante 28 dias.
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Figura 21. Evolucion del pH de las soluciones acuosas que contenian las peliculas de PLA 'y
PLGA (90.87/9.13 y 69.25/30.75) durante almacenamiento a 37.4°C.

en las nanoparticulas, siendo ligeramente mas pronunciada al existir una mayor cantidad de
GA en el polimero (triangulo vacio indicado con una flecha). Dicho comportamiento se fue
haciendo maés evidente con el paso del tiempo debido a una mayor concentracion de grupos
acidos carboxilicos y alcoholes, lo cual se corrobord con la disminucion de Mw é Mn

mostrada en la Figura 20 debido a la hidrdlisis parcial de los grupos esteres.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, fue posible preparar PLA y PLGA
con caracteristicas muy similares entre ellos (composicion LA/GA, peso molecular y Tg) al

incrementar la cantidad total de dimeros de 2.6 a 7 g.

Mediante el método emulsion-evaporacion fue posible elaborar emulsiones de PLA y PLGA
coloidalmente estables con un CPD de ~ 0.75%p al utilizar diferentes MW del PVA utilizando
15g/L (solo o mezclado con SDS). Asimismo, fue posible corroborar la formacion del
estabilizador electroestérico al mezclarse con SDS originando menores valores de Dp que al
utilizar PVA solo, los cuales estuvieron en funcion de su peso molecular y composicion de las

nanoparticulas formadas.

Durante almacenamiento se encontrd que la mezcla PVA-SDS aportdé mayor estabilidad
coloidal que al utilizar PVA solo. Dichas diferencias sutiles pero importantes en Dp
permitieron confirmar la formacion del estabilizador electroestérico al mezclarse con SDS. Por
otra parte, fue posible observar la influencia del tipo de estabilizador sobre la evolucion de los
pesos moleculares en las nanoparticulas poliméricas, ya que la hidrolisis de las cadenas fue
predominantemente menor, lo cual se sustentd con los resultados de pH en las emulsiones al

presentar mayores valores que al utilizar PVA como estabilizador.

Finalmente, se elaboraron con éxito peliculas de PLA y PLGA mediante la técnica de solvent-
casting. Durante almacenamiento se logro observar una mayor degradacion del polimero via
hidrolisis al incrementar la cantidad de GA en el polimero, lo cual se corrobord al dar
seguimiento a la evolucion de pH en las soluciones acuosas donde se encontraron inmersas,

siendo menores los valores conforme la cantidad de GA en el polimero fue mayor.
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10. ANEXO
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Figura 22. Termogramas de DSC en funcién de la relacion molar LA/GA. A) PLA, B) PLGA
(90.87/9.13), C) PLGA (69.25/30.75).
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