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RESUMEN

Se estudio la polimerizacion anidnica del etdncacrilato en dispersion acuosa.
Para ello se empleé la técnica de polimerizaci6hetarofase en semicontinuo en la cual
se buscé operar en condiciones de avidez de monduower el propdsito de obtener
particulas del menor tamafio posible. Se variough file dosificacion del monomero lo que
permitié encontrar que habia una relacion invensgeda conversion instantanea y el flujo.
También se determind que el tamafio de particulddmgabr microscopia electrénica de
barrido-transmision aumentd con el incremento efiug de dosificacion. Respecto al
peso molecular se establecio que una disminucibfiujie generdé la formacioén de cadenas
de mayor longitud, lo cual se atribuyé a una mayelacion particulas/iones "H
considerando que estos iones participan en la iGeaae terminacion de las cadenas
poliméricas. Sin embargo, aun al flujo mas bajos lpesos moleculares fueron
relativamente pequefios, del orden de (2-3) X[1® en Mn. Como resultados practicos
interesantes y novedosos se puede mencionar lacodmede nanoparticulas de poli (etil
cianoacrilato), distribuidas en una sola poblaciéan cerca de 30 nm de diametro
promedio y dispersas en una fase acuosa en la@@ustituyen mas de 10 % del peso. En la
parte final del trabajo se estudié el cargado de Hanoparticulas con el farmaco
antituberculosis Rifampicina, tarea en la cual baweron cargas de hasta 12.7 % del
farmaco con eficiencias de cargado mayores que.8%pruebas de liberacién indicaron
qgue la Rifampicina se liberaba desde las nanopdatien un medio a acuoso a pH de 7.2

mas lentamente que en su estado libre, siguienao@tlo de Higuchi.
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1. INTRODUCCION

Las nanoparticulas de los poli (alquil cianoatw)aPACAS, son de gran interés
debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidadyolimerizacién anidénica en emulsion
es la técnica mas ampliamente utilizada para senolitn [1, 2]. Los estudios sobre la
preparacion de este tipo de particulas [3, 4] e#fiaten la influencia del tipo y la
concentracion de tensoactivo, asi como del pHahisbbre el tamafio de particula, debido
principalmente a la posible utilizacion de las naarticulas de PACAs en el desarrollo de
sistemas suministradores de farmacos en donde ssalde obtener nanoparticulas
ultrapequefias. Tales particulas que van de 10 mrb@e didametro promedio, son muy
atractivas debido a que su tamafio tan pequefiouldi#i su deteccion por el sistema

inmunologico y facilita su penetracion a los tefdocélulas tumorales [5].

Los reportes en la literatura indican que difezsritpos de dextranos [3] y tweens
[6] son los tensoactivos mas utilizados para lemdién de PACAS en polimerizacién en
emulsion y que en general los tamafios de partimda pequefios se han obtenido
utilizando tweens. Por otra parte, los reportegestd influencia del pH han demostrado
que las polimerizaciones llevadas a cabo a pHsoresna 1 y mayores a 3.5, no son
recomendables debido a que producen particulasgrandes y que las particulas mas
pequefias son obtenidas a pH’s cercanos a 2 [Be T4 literatura revisada se concluyé que
no existian reportes en los cuales se incluyeranalisis de los tamafios de particula
basado en mediciones por microscopia electroniampdco se encontré que se hubiera
estudiado el efecto del flujo de dosificacion delndmero sobre precisamente el tamario de

particula.

En el presente trabajo de tesis se reportan fdtaelos del estudio del efecto del
flujo de dosificacion de mondémero en la polimeriaacdel etil cianoacrilato (ECA)
mediante la técnica de polimerizacién en heterofsesemicontinuo. Las variables de
respuesta consideradas fueron la conversion, eftarde particula y el peso molecular.
También se reportan los resultados del estudi@adgdo de las nanoparticulas de poli (etil
cianoacrilato), PECA, con el farmaco RifampicindHRusado en el tratamiento de la

tuberculosis.



2. ANTECEDENTES

2.1. Micro y nanoparticulas poliméricas para admirstracion de farmacos.

La investigacién sobre la administracion de medamstos mediante su introduccion
al cuerpo a través de un sistema en escala mianano, compuesto por un material
portador, normalmente inerte, y un farmaco, esomatde actualidad mundial [9-11]. Estos
sistemas ofrecen la posibilidad de maximizar leagfi de los farmacos y de minimizar sus
efectos laterales adversos en el tratamiento derreeflades infecciosas y crénico-
degenerativas [9-11]. Los primeros intentos de gnapon de sistemas en escala micro
como portadores de farmacos datan desde hace \d#@slas [12-13]. A partir de
entonces ha aparecido en la literatura especialiuad gran cantidad de reportes sobre este
tema [11]. A la fecha, debido a la complejidad dalssarrollo, son escasos los productos
comerciales basados en esta forma de administrad®nmedicamentos. Algunos
nanosistemas comerciales para el suministro deaffosn son: Abraxane (taxano en
particulas de albumina); AmBisome (anfotericinarBliposomas) y Doxil (doxorrubicina

en liposomas) [11].

Algunas de las caracteristicas de los nanosistepmatadores de farmacos
responsables de la mejora en la eficacia del fasnyaen la reduccion de sus efectos
adversos son: i) capacidad de disolucion de farmaidrofobos; ii) proteccion de los
farmacos una vez que han ingresado al organismzydbincrementa su vida media y la
proporcion de los mismos que llega a los sitiosatidii) liberacion controlada de los
farmacos; iv) posibilidad de direccionamiento hdegsitios diana, con lo cual se reduce el
dafo a las células sanas; y, v) apertura de viemas de ataque a las células cancerigenas
0 microorganismos, en el caso de infecciones, pafeentar asi los mecanismos de

resistencia a los farmacos que éstos han creado.

Las nanoparticulas poliméricas poseen una serievel®ajas sobre otros
nanosistemas con base en liposomas, micelas, derds, etc., que las posicionan como

una de las opciones mas prometedoras para el olesate nanosistemas portadores de



farmacos. Entre estas ventajas se cuentan mayabileisid al contacto con fluidos
bioldgicos, mayor capacidad de carga de farmacosteqrion del farmaco ante la
degradacion al estar protegido por una matriz apfactibilidad de modificacion quimica
de su superficie para poder dirigirlas a los siti@lulas diana, y finalmente, la posibilidad
de modular los pesos moleculares e incluso el gdadentrecruzamiento de los polimeros

para controlar la tasa de liberacion del farmadg. [1

Existen varios métodos para la preparacion sigtemade nanoparticulas
poliméricas, tales como i) nanonizacion [14]; idnoeprecipitacion [15,16]; emulsion-
difusién [17,18]; ii) doble emulsificacion [19];)iemulsidn-coacervaciéon [20]; y iv) capa
por capa [21], principalmente. Estos métodos pemubtener nanoparticulas cargadas con
una amplia variedad de farmacos con diametros gimmermalmente mayores que 100
nm y excepcionalmente de entre 60 y 100 nm. Es difigil obtener particulas mas
pequefias mediante estos métodos. No se conocerteeepa la literatura especializada
donde se muestre la preparacion de este tipo desiséemas con diametros promedio
menores que 50 nm. Esto es muy importante, si aeidgra que las ya mencionadas
ventajas de las nanoparticulas poliméricas cargagiafarmacos se potencian a medida
gue su tamafio es menor. Se ha reportado que laparticulas con diametros promedio
menores que 50 nm, introducidas al cuerpo via penantienen mayores probabilidades
de escapar a la accion inmunologica del sistemautetendotelial y continuar asi su
trayectoria hacia los sitios diana [22]. Este tam&dimbién facilita su difusion desde el
sistema capilar hasta el espacio intercelular gtdea las células dafiadas [22]. Asimismo,
cuando las nanoparticulas son introducidas al ougfp oral, la probabilidad de que
atraviesen las paredes intestinales y lleguerstdrai circulatorio aumenta al disminuir el
tamafio, ya que el recubrimiento de dichas paredesife el paso de nanoparticulas de
hasta 50 nm de diametro [23].



2.2. Preparacion de particulas de poli (alquil ciaoacrilato).

De acuerdo a la revision de Yordanov [2], los galquil cianoacrilatos), PACAS,
son una familia de polimeros biodegradables sutosna intensa investigacion sobre su
preparacion en forma de nanoparticulas y su cargawlo farmacos. Se obtienen
normalmente por polimerizacién anionica, efectuadaina emulsion normal [2], aunque,
como se verd mas adelante, se conocen reporte® sabrpreparacion mediante

polimerizacion radicalica también en emulsion.

De acuerdo con la literatura, la polimerizaciémaita ha resultado ser de las mas
utilizadas; la eficiencia de esta via de polimai@a radica en que los mondmeros de alquil
cianoacrilato presentan una estructura di- suldditcon grupos aceptores de electrones, el
grupo nitrilo (CN) y el grupo ester (COOR) uniddsrasmo atomo de carbono como se
muestra en la Figura 2.1. Esta combinacién condutz polarizaciéon del doble enlace
carbono-carbono, dejandolo propenso a ser atacadanpnes (I, CH COO , Br-, OH")

[2, 24]. Debido a que los reportes indican que éyania de estas polimerizaciones se lleva
a cabo en un medio acuoso a pH acido (lo cual ayudmntrolar la velocidad de
polimerizacion), los iones hidroxido del agua, sriniciador de la reaccion. Luego se
lleva a cabo la propagacion por medio de la adigdnsecutiva de monémeros alquil
cianoacrilatos deficientes en electrones al extrdemta cadena anionica [25], y la eventual
terminacion de la cadena en crecimiento por la raliso de un proton [26]. Este

mecanismo se muestra en la Figura 2.2.

CN

OR

R = metil, etil, butil, etc.

Figura 2.1. Estructura de los monomeros alquilaaanilatos.
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Figura 2.2. Mecanismo de polimerizacion anionicéogealquil cianoacrilatos.

La via de degradacion de los PACAs consiste émndi@lisis del enlace éster de la
cadena lateral alquilo. Los productos de degradasii el alcohol alquilico y poli (acido
cianoacrilico) (Figura 2.3), que son solubles emaag pueden ser eliminados a través de
riion, usualmente en un par de horas, dependieeldgradpo alquil que posean, ya que a
mayor longitud de la cadena del grupo sustituyatgail, mayor sera el tiempo que tarde

en degradarse. [24]
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Figura 2.3. Productos de degradacion de alquibcarilatos.

A continuacion se presentan los resultados deusion de la literatura sobre la
preparacion de nanoparticulas de PACAs medianie@otacion en medios acuosos en
presencia de compuestos anfifilos.

En 1979, Couvreur et al. [27] fueron los primeeosreportar sobre la preparacion
de nanoparticulas de PACAs en dispersion acuospafaron nanoparticulas de poli (metil
cianoacrilato) (PMCA) y poli (etil cianoacrilatoPECA) en una emulsién estabilizada con
0.5 % de surfactante Tween 20 y a un pH de 1. Rotraron por lotes, con un tiempo total
de reaccion de 30 min, pero sin indicar la tempesatie operacion. De acuerdo con la
formulacion, obtuvieron un latex con cerca de 1 &pdlimero ya que no mencionan la
conversion final. El diametro promedio en numerm)[@e particula determinado por
microscopia electronica de transmision (TEM) fuexd200 nm. Inmediatamente después
de su preparacion, las particulas se cargaron gsrfaimacos: fluoresceina (F) y dauno-

rubicina (D). No indican el procedimiento de camaaunque es de destacar que en el caso
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del farmaco F se logro un cargado de hasta ceré® dé. A este primer trabajo le siguid
un numero apreciable de reportes en los afios slksigs sobre diferentes aspectos del
tema en cuestion. Enseguida se destaca lo masamédeve los resultados de estas

investigaciones.

Douglas et al. [6] prepararon nanoparticulas dei &ibutil cianoacrilato)
(PB2CA). Polimerizaron en emulsion en una solu@énosa de Dextrano 70 al 0.5 %.
Dosificaron el mondmero, sin indicar flujo, aungldgiempo total de reaccion fue de 2 h.
Obtuvieron un latex con cerca de 1 % de polimestudiaron el efecto de la temperatura
de polimerizacion, pH y concentraciéon de monémBrobaron diferentes concentraciones
de mondmero (desde < 1 % hasta 10 %). Por debdjdaleDz determinado por dispersion
cuasielastica de luz (QLS) presento valores cescariglO nm; los valores mas pequefios se
obtuvieron cerca de 2.5 %; luego, a partir de &, aumentd sensiblemente. Es un
comportamiento complejo, no lineal, que los autok@explican. El pH y la concentracion
de mondémero fueron las variables con mayor efemboesDz. Los valores mas pequefios
(125 nm) se obtuvieron a pH de 2. Valores de pHdedrajo (hasta 1) y por arriba (hasta
3.5) de este valor dan Dz's mayores. Los autorBala® que pH's muy altos (> 3.5)
conducen a una polimerizacibn muy rapida, en ld tam particulas no alcanzan a
estabilizarse y dan lugar a una masa amorfa denpai En cambio, a pH’s muy bajos
(<1), la polimerizacion es muy lenta, las partisut® hinchan con monémero y son mas
propensas a coagular, dando lugar a particulasagemtamafio. En el intervalo estudiado
(4 a 80 °C) practicamente no hay efecto de la teatye sobre Dz.

Posteriormente, el mismo grupo de Douglas [3] hinaeporte adicional sobre la
polimerizacién del PB2CA en emulsion. Para est@amaron soluciones micelares con
varios surfactantes y a un pH de 2.25. No indicagomperatura de reaccion, ni el modo de
operacion, pero dado su trabajo previo [6] esliEetjue hayan dosificado el monémero. El
tiempo total de reaccion fueron 2 h. Probaron watipo de surfactantes (dextrangs,
ciclodextrina, poloxameros, polisorbatos y Brij 9Bhcontraron que al usar dextranos (10,



40 y 70) en concentraciones de 0.05 a 2.5 % w/uvidrion Dz de 109 nm como tamafio
mas pequefio con el Dextrano 10, esto es, el derrpeso molecular. Dan los autores una
explicacion de como funcionan los surfactantes agtéan por repulsién estérica. Dicen
que la parte hidréfoba del surfactante debe estay bien unida al polimero en la
superficie y que su poder estabilizante es fundéhespesor de la capa del surfactante
sobre la superficie de las particulas. De este madoayor peso molecular de la cadena
hidrofoba del surfactante, mayor estabilizacioradeparticulas. También sefialan que hay
una relacion directa entre el peso molecular deadde hidréfila del surfactante y la
repulsion estérica que genera, lo cual se tradugmder de estabilizacion. Los dextranos,
concluyen, no son buenos agentes de estabilizadéh PB2CA, ya que son
fundamentalmente hidrdéfilos. Lciclodextrina, también hidrdéfila, resultd ser taérbun
pobre estabilizador del polimero, ya que dio vaale Dz de 2 a 3 um. Ya mas interesante
resulté ser el uso de los surfactantes poloxaméamshién conocidos como pluronics.
Estos son copolimeros de bloque, poli (oxietilgmal) (oxipropileno). Se probaron varios
tipos de poloxadmeros (338, 238, 237, 188 y 184)uBela nomenclatura de los
poloxameros, los dos primeros digitos, multiplicadeor 100, representan el peso
molecular aproximado de la fraccion de poli (oxpleno), mientras que el dltimo,
multiplicado por 10, representa aproximadamentfgoetiento peso de la fraccion de poli
(oxietileno). Los Dz’s mas pequefios {0 nm) se obtuvieron con los poloxameros de
mayor peso molecular del blogue poli (oxipropilepaon una proporciéon cercana al 80 %
de la parte de poli (oxietileno). También es detates que los valores de HLB de los
poloxameros con mejor comportamiento fueron alf®s,y 28, correspondientes a los
Poloxameros 338 y 238, respectivamente. Aunque debsiderarse que uno de los que
mostré6 un comportamiento pobre tenia un HLB al®),(pero bajo peso molecular del
bloque de poli (oxipropileno). Parece ser que |ppmestabilidad se alcanza con altos pesos
moleculares del bloque de poli (oxipropileno) yaalproporciones de poli (oxietileno). El
poli (oxipropileno) es responsable de la uniénsiefactante con el polimero, mientras que

el poli (oxietileno) lo es de la parte soluble arfidse continua.

En cuanto a los polisorbatos, también conocidosoctweens, se encontré lo
siguiente. Estos surfactantes son monoésteres rdgasopolioxietilenados. Pueden ser
monolaurato (TW20), monopalmitato (TW40), monoestea (TW60) y monooleato
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(TW80), aunque este ultimo no lo probaron. Todagienen 20 unidades de oxietileno en
su estructura, la diferencia es el peso molecuaidadcadena hidrocarbonada, el cual
aumenta en el sentido laurato-palmitato-estearaimtan En este articulo [3], se reporto el
estudio del efecto de los tres primeros surfactarBe encontro que a 0.5 % de surfactante
Dz disminuia al aumentar la longitud (y el pesoeunolar, consecuentemente) de la cadena
hidrocarbonada. El Dz mas pequefio obtenido fue2den® con TW 60. La explicacion de
los autores es que dado que el peso molecular gt hidréfila es el mismo para todos
los surfactantes, la estabilidad es funcion dirdetda capa hidrofoba del surfactante sobre
la particula, la cual es mas grande a medida pese molecular de la cadena lineal es
mayor. El surfactante Brij 96 dio valores de Dzceeos a 30 nm, pero el problema es su
toxicidad. Los valores de Dz reportados en estedastson bastante pequefios, pero hay
que tomar en cuenta que el contenido de polimetangisien muy pequefio, cercano a 1 %,
en el caso de que hubieran logrado conversion éstdhs polimerizaciones, 1o cual no

indican.

En 1990, el grupo de Couvreur [28] publicé un répodocumentando la
preparacion de nanoparticulas de poli (isobutihairilato), PIBCA y poli (isohexil
cianoacrilato), PIHCA. Prepararon una solucion ihaiceon el surfactante Pluronic F68,
equivalente al Poloxamero 188 [1,740 Da de pesoecotdr del bloque de poli
(oxipropileno) y cerca de 80 % peso de la fraccérpoli (oxietileno)]. Probaron 2 pH’'s (1
y 3), concentraciones del surfactante desde 0.20 &bl en la solucion micelar y
concentraciones de mondémero desde 0.1 hasta 2nibjéta en la solucion micelar. No
indicaron temperatura de polimerizacion, forma @eracion (lotes o semicontinuo) ni
tiempo de reaccion. El tamafio de particula lo datearon por QLS. Obtuvieron unas
gréficas de distribucion en peso de tamafo decpdatiobtenidas del aparato de QLS al
medir tamafio de particula de muestras de la palia@én a pH de 1.7. Segun estas
figuras, las distribuciones presentan picos cercanims 50 o 60 nm con los tamafios mas
pequeiios para el poli (cianoacrilato de isoheXPdHCA). Los valores de Dz que reportan
son pequefios: 26 y 31 nm, para el PIHCA y el PIB@&pectivamente. En estos casos el
contenido de polimero (tedrico, ya que no repoctamversiones) es muy bajo: 0.1 % y el
de surfactante, de 2 %. Se puede ver de aqui gwtal@on surfactante polimero es muy

grande, de 20/1. Desde el punto de vista praestms resultados no tienen sentido. Al usar
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un contenido de mondmero mayor (2 %), el valor desB incrementd hasta 40 y 56 nm
para el PIHCA y el PIBCA, respectivamente. En es la relacion surfactante/polimero
se redujo a 1. Desde el punto de vista practida,retacion sigue siendo muy alta. Implica
que al cargar el farmaco en las particulas habwéagran cantidad de surfactante libre
(micelas) en las cuales el farmaco también se rtihicBsto significa que el latex estaria
constituido por una mezcla de particulas y micelaggadas con farmaco, lo cual es
impractico. El efecto de pH sobre Dz que reportaresta claro. Dicen que hay un efecto
inverso, pero los Dz mas bajos que obtuvieron fuerain pH de 1.7, no de 3, que fue el
pH mas alto probado. También midieron peso molec&acontraron valores de Mn de

entre 2,500 y 3,000 Da con respecto al PS.

Das et al. [29] polimerizaron isobutil cianoadaldIBCA) en emulsion. Prepararon
la solucién micelar a un pH determinado, para & agaron Dextrano (40 o 70), siempre a
0.5 % wl/v, combinado con un surfactante no-iéneturonic F68 o TW20) a 0.2 0 2 %
w/v. Trabajaron a temperatura ambiente. A la sOluenicelar primero agregaron 1 g del
farmaco maleato de timolol. Después, dosificaram dicen en cuanto tiempo) 1 mL del
monomero. Dejaron que procediera la reaccién garAl finalizar ajustaron el pHa 5.5y
filtraron con un filtro de 1.2 um y centrifugarom@,000 rpm para recuperar las particulas
cargadas, las cuales fueron liofilizadas. Al pare@®n la filtracion eliminaron las
particulas muy grandes y/o aglomerados. Este estedia como propdsito conocer el
efecto de las variables: pH de la solucibn micélar4 y 7) y concentracion de los
surfactantes Pluronic y Tween a una concentradgjamé Dextrano (40 o 70). Observaron
un efecto directo del pH sobre Dv (determinado @bE). El valor mas bajo de Dv (111
nm) se obtuvo a un pH de 2 con Dextrano 70 y etoRla F68 al 2 %. En general el
Dextrano 70 funcion6 mejor que el Dextrano 40 Pleronic F68 mejor que el Tween 20.
Los autores atribuyen esto a que el peso moledglaDextrano 70 es mayor que el del
Dextrano 40 y esto da origen a una capa hidrofols gnuesa sobre la superficie de la
particula. EI mejor funcionamiento del pluronic &ribuyen a que los bloques de
polioxietileno (hidrofilos) forman puentes de higemo con el agua de la fase continua para
formar una cubierta hidratada, lo que le da massspa la capa de Stern y, en
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consecuencia, mejora la estabilidad. Hay tambiérefecto directo del pH sobre Mn
(medido con respecto a poliestireno). A pH de 2vialeres van de poco menos de 1,000
Da a mas de 13,000. A pH de 7 van desde 26,000,@Dg/mol. Los autores dicen que a
bajos valores de pH el periodo de crecimiento sledalenas es muy corto, y por lo tanto se
forman oligdbmeros o cadenas poliméricas de baja peslecular, debido a la alta
concentracion de H los cuales son los responsables de la terminalgdas cadenas. Los
autores completan la discusion diciendo que a afitiges de pH el periodo de crecimiento
de las cadenas es mas prolongado y, el peso maleauhyor, debido a que la
concentracion de H+ es mas baja. Este trabajot@®gante por el uso combinado de un
estabilizador de particulas poliméricas, que edegtrano, y un surfactante no-iénico, el
Pluronic F68 o el Tween 20. En trabajos previokaasa visto que los tweens estabilizan
mejor que el dextrano y que el pluronic [6]. Agaimuede ver que al combinarse con el
dextrano, un pluronic estabiliza mejor que un twdambién combinado con el dextrano.
Sin embargo, esta combinacién no conduce a tanmaeosres que los obtenidos al usar
sblo un tween, el Tween 60 [3]. También es de coanela explicacion de que la
estabilizacion del pluronic se debe a la formaciémpuentes de hidrogeno entre los bloques
de poli (6xido de etileno) y el agua. Pareceria gsia explicacion aplica para la parte
hidrofila de todos los surfactantes no-idnicos. diferencia podria estar en que unos
forman mas puentes que otros y por lo tanto la bajratada es de mayor espesor.

En 2000 Yang et al. [30] prepararon poli (butilnoacrilato), PBCA, mediante
polimerizacion en emulsion. Estudiaron el efectd geitosdn como estabilizador de
nanoparticulas de PBCA cargadas positivamenteispraente a causa del quitosan. Dicen
los autores que normalmente las particulas de PA@#snidas por polimerizacion en
emulsion presentan cargas negativas en su supedaldido a la adsorcion de aniones de la
fase acuosa. In vivo, esto promueve la adsorciésudtancias cargadas positivamente
presentes en los fluidos biologicos tales comoepmas e iones de sodio y calcio. Asi,
segun los autores, la busqueda de nanoparticutgades positivamente estd ganando
importancia, ya que al no adsorber iones positilssparticulas serian mas estables. Sobre
una solucion acuosa de quitosan al 0.5 % p/v dasdh el mondmero. No sefalan
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temperatura de polimerizacion, ni flujo. Sélo diagre operaron a 1000 rpm durante 6 h.
Supuestamente obtuvieron un latex con cerca de de %6olimero. También obtuvieron
nanoparticulas cargadas con el farmaco nimodipiaa lo cual disolvieron 50 mg de este
compuesto en la carga de monomero. En teoria @ebleaber obtenido nanoparticulas con
cerca de 8 % de farmaco. Estudiaron el efectolddide 1 a 4.5). A pH de 1 obtuvieron 2
poblaciones de particulas: una de 10 a 30 nm yriade 50 a 1500 nm. Reportan un
diametro promedio Dz (determinado por QLS) de n&a8@nm y un latex turbio. A pH de
1.5 obtuvieron Dz de 51 nm. Dicen que el latex, par baja turbidez, contiene
nanoparticulas bien dispersas, lo cual, por supuestrece de fundamento. Ademas,
basados en una micrografia que presentan dicela gligtribucién de tamafios de particula
es estrecha. Obviamente, esto tampoco esta funtiaoe®l menos deberian presentar un
histograma y valores de Dn y Dw. A pH’s de entye425, Dz se mantuvo cerca de 25 nm.
Sefialan los autores que las particulas presergaaiibdciones de tamafio estrechas, pero no
incluyen ninguna evidencia. También dicen que &sx son turbios, lo cual atribuyen a la
presencia de agregados de particulas. Da la ingpresie los autores, aunque reconocen la
presencia de agregados de particulas mas granded tamafno promedio que reportan, le
restan importancia y resaltan los valores de Dy. dilee recordar que cuando el tamafio de
las particulas es muy pequefio (diametros < 50 mmaler de Dz es muy sensible a la
dilucion. Definitivamente no es creible que logXabbtenidos a pH's de 2 a 4.5 contengan
nanoparticulas con diametros promedio de 25 nm. m&sografias que presentan los
autores muestran Unicamente la poblacién de pksiquequefas, por razones obvia no
incluyen micrografias donde aparecerian las pdsocgrandes. Los autores concluyen su
discusion sobre el efecto del pH sobre el tamafipadtdcula diciendo que a muy bajos
pH’s la polimerizacion es lenta, las particulas semifluidas (pegajosas) lo cual conduce a
coagulacion. A pH’s muy altos, la polimerizacidérri@emuy rapida, lo cual rendiria
agregados de particulas de gran tamafio e incluss. dgeicen que el pH oOptimo para
obtener particulas pequefias seria 1.5. Encontrarerpara un concentracion de 5 % de
monomero, concentraciones de quitosan> 1 % condwgregados de particulas de gran
tamafio debido a que los grupos OH y-Nidl quitosan estarian actuando como iniciadores
de la polimerizacién, lo que aunado a los ionesd@Hnedio acuoso, promoveria elevadas

velocidades de polimerizaciobn. También mencionae lguestabilidad de las particulas
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aumenta (y su tamafio disminuye) al aumentar el pedecular del quitosan. Los autores
vieron también el efecto de la concentracibn de drnmmro. Como era de esperar
encontraron el valor de Dz mas pequefio)25 nm, al trabajar con cerca de 1 % de
polimero. Hay un efecto directo muy ligero de laperatura sobre el tamafio de particula
en el intervalo estudiado (10-50 °C). No dan unplieacion al respecto. Respecto al
cargado del farmaco en las particulas, la evidedeiague esto realmente ocurre es
realmente muy pobre. Muestran una micrografia dadtte aparecen las nanoparticulas de
PBCA y al no aparecer los cristales del farmac® alatores concluyen que todo el farmaco
se cargo en las particulas. Obviamente esto noepemusiderarse como una prueba de su

afirmacion.

Behan et al. [7] sefialan que en la literatura lespltados contradictorios en la
polimerizacion de un mismo alquil cianoacrilatoteElsecho lo adjudican a las variaciones
en el tipo y la cantidad de subproductos de laciéacde sintesis del mondmero (acido
cianoacrilico, por ejemplo) asi como a la propaorcde agente acidificante (SOpor
ejemplo) afiadido para inhibir la polimerizacion deinémero durante el almacenamiento.
Mencionan los autores que primero midieron la reaetd de tres lotes diferentes de
BCA. Encontraron que no habia diferencia estadistiotre las reactividades, asi que
pudieron trabajar indistintamente con el mondmereuhlquiera de los 3 lotes. Prepararon
una solucion micelar de Dextrano 7 {0 kDa) al 0.1 % y agregaron 1 % de BCA por
lotes (2 h de tiempo de reaccién). Probaron 3 teatyeas (10, 25y 65 °C)y 3 pH's (2, 2.5
y 3.5). El peso molecular mas bajo (500-2,500 Da)dtuvieron a pH de 2. A pH de 5, la
distribucion del MW fue bimodal con una poblacioe derca de 10,000 Da y otra de
300,000-400,000. A pH bajo el peso molecular vacierlo con el avance de la
polimerizacién. Los pesos moleculares son con ptspa PS. Esto se atribuyd a que a
bajas conversiones la concentracion del agentdfiaaitte inhibidor es alta, lo cual hace
que las cadenas terminen mas rapidamente. Coraet@we la reaccion la poblacién de
alto peso molecular se hace importante hasta predoncompletamente. Los autores
sefialan que esto podria atribuirse a un mecanigme-thiciacién de la polimerizacion

mediante la abstraccion del protdén terminal deadeoa durmiente, lo cual generaria un
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anion para re-iniciar la polimerizacion. Tambiérblaa de 2 posibles mecanismos de
terminacién de crecimiento de las cadenas: pontefdel agente acido presente o por
transferencia de cadena al proton terminal de adar@a durmiente. El aumento en peso
molecular con el pH se atribuy6é a un aumento eniglero de oligdbmeros primarios (por el
aumento en la concentracion de PHo cual hace que se consuma mas rapidamente el
agente acidificante, permitiendo un mayor crecitoee las cadenas. Es interesante el
comportamiento de la distribucién del tamafio deigaa determinado por QLS. A pH de
2 al inicio de la polimerizacion (5 min) hay unabfaxion cercana a 400 nm en diametro y
otra de 20-30 um. La poblacién de tamafio pequeiiendos autores, corresponde a las
particulas, mientras que la grande esta compuestdap gotas de mondémero. Con el
avance de la polimerizacién esta ultima va decnelcieen proporcién hasta desaparecer.
Este mismo comportamiento se repite a los pH's.f8ey B. El valor del diametro de la
poblacion de tamafo pequefio se mantiene en cerlzs @0 nm, pero la poblacion de
tamafio grande, desparece mas rapidamente al auraepkh A pH 5 no hay formacién de

particulas ya que la polimerizacion es muy rapida plcanzan a formarse.

Siguiendo con el trabajo de Behan et al. [7] Emultados del estudio del efecto de
la temperatura sobre el tamafio de particula ytéapretacion de los autores son realmente
de comentar. Muestran unas graficas de concentr&icnimero de particulas vs tiempo
de reaccion a pH’'s de 2, 2.5 y 3 y para 10, 25 y@G5Aparentemente el mayor no. de
particulas se obtiene al pH de 3 a las 3 tempeastio cual implica que el menor tamafio
de particula se obtiene también a esas condicidtleproblema es que con el no. de
particulas que muestran (2.5 x}41) a, por ejemplo 65 °C y pH de 3, y la formutaci
empleada, se estima que las particulas tendriaimaretro promedio cercano 10 nm. Esto,
por supuesto, no corresponde a los diametros dieydarobtenidos en el estudio, del orden
de los cientos de nandmetros. Tampoco es posibitdifidar una tendencia en el nimero
de particulas y, por lo tanto en el tamafio de @a4dj con la temperatura. No se puede
concluir sobre el efecto del pH y de la temperatafare el tamafio de particula. Lo mas
que se puede decir es que a pH's de entre 2 ydbtemen particulas con diametros
promedio cercanos a 400 nm y que a pH de 5 no seafo particulas sino sélo
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macroagregados de polimero. Con base en las eladestatenidas en su investigacion, los
autores propusieron un mecanismo a través delozuate la polimerizacién de los alquil

cianoacrilatos en un medio acuoso en presenciaudactantes. De acuerdo a ellos, la
polimerizacion es iniciada por I0®H disueltos en el medio acuoso al reaccionar ton e
monomero para formar un anion, el cual se propagk dase acuosa hasta formar una
particula, donde continGa el crecimiento de la nadeasta terminar al unirse a un proton
proveniente del agente acidificante normalmentderodo en el monémero. Después, las
cadenas pueden experimentar la abstraccion de&rmpd#l carbono terminal y reiniciar la

polimerizacion, hasta alcanzar un peso moleculagddibrio.

Limouizin et al. [31] reportaron la preparacion danoparticulas de PBCA.
Polimerizaron en emulsion y miniemulsion a un pH 2leNo indican temperatura.
Emplearon como surfactante el acido dodecil bend&msco con el fin de reducir la
velocidad de polimerizacion, lo cual condujo a peswleculares muy bajos (1,200 g/mol
con respecto al PS). En emulsién lograron contend#polimero de mas de 25 %, pero
con Dz de mas de 300 nm. Sin embargo, el contatedaolimero en la polimerizacién en
miniemulsién fue muy bajo (2 %) y el valor de Dzfne mucho menor, cerca de 270 nm.
En la miniemulsion tuvieron que agregar un ageet@résion osmotica para disminuir la
degradacion de Ostwald. Sefialan que mientras palilmerizacion anidnica en emulsion
la propagacion se efectia en la interfase de Kcpkr, en la radicalica en emulsion se

lleva a cabo en el bulk de la particula.

En 2003 el grupo de Chauvierre et al. [32] reppdbprimera vez la polimerizacion
radicalica de los alquil cianoacrilatos en un medouoso usando como iniciador un
sistema redox y con un polisacarido (dextrano) ctensoactivo. Segun los autores, esto
permitiria obtener nanoparticulas biodegradablesuc@ mayor permanencia en el sistema
circulatorio que la mostrada por sus contrapartepgradas mediante polimerizacion
anionica. El origen de este comportamiento estarial arreglo espacial de las cadenas del
polisacéarido sobre la superficie de las particuléigntras que en las particulas obtenidas
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por polimerizacion anidnica las cadenas estan emaale bucles, en las obtenidas por
polimerizacién radicélica las cadenas forman unmeae de cepillo. Parece ser que esta
ultima forma desfavorece la interaccion con lagginas del plasma sanguineo. Usaron
dextrano de dos pesos moleculares: 71,000 y 120@B0 Da. El sistema redox estuvo
compuesto por el nitrato amoniacal de cerio (IVJnooagente oxidante y el propio
dextrano como reductor. En el estudio usaron praiciente el IBCA, pero efectuaron
también algunos experimentos con otros alquil @ariatos como isohexil cianoacrilato
(IHCA), n-butil cianoacrilato (NBCA), n-propil ciaacrilato (NPCA), etil cianoacrilato
(ECA) y 2 metoxi etil cianoacrilato (2MECA). El deano se uso al 1.4 % y el monémero
al 5 %. No indican la forma en que se agrego eldmmmo, pero aparentemente se opero
por lotes. La temperatura de polimerizacion fugl@®C, con un tiempo de reaccién de 40
min. Trabajaron a 3 pH's: 1, 2 y 3. Cuando no usatextrano, si no unicamente el
compuesto de cerio a pH de 1, no hubo polimerinadii general, a igualdad de pH, las
polimerizaciones redox fueron mas rapidas quendamaas. Obtuvieron Dz (por QLS) de
entre 227 y 443 nm. Muestran una sola micrografika €ual se ven particulas con cerca de
300 nm de diametro con aparentemente baja dispeisi¢parecer hay una relacion inversa

entre el tamafo de particula y la longitud de @eoa alquilica del monémero.

En 2005 el grupo de Vauthier [33] documento la mpelizacion del IBCA en
emulsién. Lo hacen de dos maneras. En una poliarerpor radicales libres con un
iniciador redox, donde usan el nitrato amoniacateleo (IV) como agente oxidante. La
otra, como comparacion, es una polimerizacion acedrAmbas las efectian a pH de 1y
en ambas prueban 3 surfactantes: dextrano, sdéatiextrano y quitosan con varios pesos
moleculares. En la polimerizacion radicalica trabaj a 40 °C, con cerca de 5 % de
monomero; en la otra polimerizacién operaron a tatpra ambiente. Hubo una gran
diferencia en los tiempos de reaccion: 1 h pagolanerizacion radicdlica y 24 h para la
anidnica. Reportan rendimientos de reaccion cean®0 %, pero no para todas las
polimerizaciones. En la polimerizacion radicaliabestudiar el efecto de la concentracion
de dextrano obtuvieron un Dz (por QLS) minimo cecca 260 nm. Hay que destacar que
no hicieron mediciones por microscopia electronia.el estudio del efecto del agente
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oxidante, el Dz minimo fue cercano a los 220 nmm@ian estudiaron el efecto de la
concentracion de mondémero y encontraron que entetvalo de 2 a 6.3 %, el Dz era
practicamente constante y aproximadamente de 260Cmando variaron el MW de los
surfactantes observaron una relacion directa &#rg MW. Los autores lo atribuyen a que
las moléculas del sulfato de dextrano y de quiteséan unidas por uno de sus extremos a
la superficie de la particula. En cambio, la molgalel dextrano se une a la particula en
forma lateral, es decir, en un punto intermedidadeadena, lo cual atenua el efecto del
cambio en el peso molecular. Tal como ya ha sidortado, las particulas recubiertas con
quitosan presentaron carga positiva en su superfas recubiertas con sulfato de dextrano,

carga negativa, y las que tenian solo dextranocarga ligeramente negativa.

Bootz et al. [26] prepararon PBCA por polimeriZacanionica en emulsion, a pH’'s
de 1, 2 y 3. Usaron 1 % de monémero y 1 % del stanfide poloxdmero 188. No indican
modo de agregado del monomero. El objetivo deahajo fue investigar el efecto del pH
sobre MW, tamafio de particula y rendimiento dedacion. No encontraron una tendencia
en Dz con el pH: 182, 212 y 174 nm, para pH’s d2 \{,3, respectivamente. En el peso
molecular (Mn), por su parte, si hubo una cieramiiucion con el pH: 2,500 g/mol a pH
de 1y 2,100 a pH de 3. Los pesos moleculares sativos al PMMA. Llaman la atencién
los rendimientos de reaccion tan bajos: 56, 46 y%5para pH's de 1, 2 y 3,

respectivamente.

Mas recientemente, el grupo de K. Landfester [ppr&aron la polimerizacion de
BCA en miniemulsion. Usaron dodecil sulfato de samimo surfactante (0.1 a 2.2 % en la
mezcla). Obtuvieron Dz de 300 y 100 nm para elnalés bajo y mas alto de surfactante,
respectivamente. Resulta interesante ver que tanbigbaron otros dos surfactantes: el
Tween 20 y el Lutensol AT50. Aun con concentracgode mas del 10 % con respecto al
mondmero (< 1.1 % en la mezcla) los valores de Deroih de varios cientos de
nandémetros. En todas las polimerizaciones los esiteefialan que usaron més del 10 % de
monomero, lo cual deberia haber conducido a latexntas del 10 % de polimero en caso
de conversion total. Sin embargo, no dan resultaldgosonversion final. Para iniciar la

polimerizacion (no indican temperatura de trabdg)nicroemulsion preparada a un pH de
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1, se vertio sobre una solucion de un agente daaidn, tal como hidroxido de sodio, de
amonio, y varios tipos de aminoacidos. El propéadional de usar estos ultimos fue el
de dotar a la superficie de las particulas con agupincionales. El pH resultante fue
siempre mayor que 1, alcanzando valores superiar@s cuando se usaron mayores
cantidades de solucion del agente de iniciaciéamil la atencion como no hay un efecto
importante del pH inicial de polimerizacion sobre. B pH de 1.22 se obtuvo un valor de
186 nm mientras que a pH de 12.5 el valor de Dziu&é75 nm. En cambio, si se observo
un clara relacion directa entre el pH inicial ypeko molecular (determinado con respecto
al PS). Mw del PBCA obtenido fue cercano a los ®,@a, con una distribucion
monomodal poco después de la polimerizacién. Cpasb de los dias el valor de Mw fue
creciendo hasta alcanzar los 80,000 Da a los 7 atiasPDI cercana a 28. Ademas, se
observé una distribucion bimodal. Una de las apaitees mas interesantes de este trabajo
fue el empleo del SDS como surfactante y su mejocibnamiento que los surfactantes no

i6nicos usados.

En 2011 el grupo de Vauthier [34] reporto la polim&cion del IBCA en emulsidn
redox a 40 °C. Usaron el nitrato amoniacal de cesimo agente oxidante. Agregaron 0.5
mL de IBCA a 10 mL de solucion acuosa 0.2 M de @dcidrico, la cual contenia también
0.137 g de Dextrano 70, el cual actia como agewchéctor. No indican como se agrego el
monomero, pero si que dieron 1 hora de tiempo aecr@n. No dan datos cinéticos para
ver si la polimerizacion procedié completamentesd®s en la formulacion que reportan y
conversion total del monémero, se esperaria ux ftal con aproximadamente 6 % de
sélidos. Intentaron el cargado del farmaco doxacioa (Dox) de dos formas: durante al
polimerizacion y posterior a la polimerizacion,agiregar una solucion acuosa de Dox al
latex. La primera no funciond por qué el farmacalsgrada. Mediante la segunda forma
obtuvieron nanoparticulas con poco menos que 4 @odey altas eficiencias de cargado.
El tamafio de las particulas fue relativamente graB@0 nm de diametro determinado por
QLS. Ademas, presentaron una ligera carga poslavaal se atribuy6 al Dox, ya que las

particulas antes de cargarse con Dox mostrabanarga negativa, atribuible al dextrano.
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De acuerdo con la informacion presentada el biatilaacrilato y su isémero son los
mondmeros cuya polimerizacion en fase acuosa larséb estudiada [26-34]. Entre las
variables independientes consideradas en los estddistacan el tipo y concentraciéon de
surfactante [3, 30, 33, 34], pH al inicio de la ip@rizacion [4, 6, 7, 26, 28, 32],
concentracion total de monomero [6, 28, 30] y tenajpea de polimerizacion [6, 7, 30].
Dada la importancia que el tamafio de particulacssmta para la tesis que se propone
llevar a cabo, las conclusiones sobre los resudtae las investigaciones resefiadas lineas
atrds se centraran precisamente sobre esta vadabitespuesta. Algo que vale la pena
aclarar es que en la literatura revisada solo lggynas reportes que incluyen micrografias
y no hay uno solo que presente distribuciones edalag a partir de la medicién del tamafio
de las particulas por microscopia. Practicamewtasttos resultados de tamafio de particula

provienen de mediciones por QLS.

En cuanto al tipo y concentracion de surfactartelegtrano, de diferentes pesos
moleculares, es el mas usado, seguido de los twkemados también polisorbatos. En el
estudio mas detallado sobre el efecto del surfeet@), se encontré que el Tween 60, el
tween de mayor peso molecular de los estudiadesglfgue condujo a menor tamafio de
particula, en este caso, 52 nm de diametro promé&dlicomportamiento del dextrano en
sus diferentes pesos moleculares no fue tan sdtsf@ ya que se obtuvieron particulas
con diametros promedio mayores que 100 nm. En pstebas el contenido de polimero
fue cercano al 1 %. No obstante saber que los sveam mas efectivos que los dextranos
en la polimerizacion de los alquil cianoacrilatitema la atencion que en gran parte de las
investigaciones subsiguientes sobre este temegralas mas recientes, los dextranos sigan
siendo mas usados que los tweens de alto pesoutasleca razdn probablemente esté en
qgue los primeros proporcionan una superficie makofila a las particulas que la
proporcionada por los segundos, lo cual reducitiaierta medida su tasa de opsonizacién

en la eventualidad de su ingreso al torrente saequi

El pH al inicio de la polimerizacion es, junto ceh tipo y concentracion de
surfactante, la variable de mayor efecto sobrarabfio final de las particulas. En general
hay una coincidencia acerca de que las polimednasi efectuadas a pH’s menores que 1y
mayores que 3.5 producen particulas muy grandebebl®, en este Gltimo caso es comun
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obtener masas amorfas de polimero. En un valoHdeepcano a 2 se obtienen los menores
tamafios de particula. En menor medida, pero tani@iéancentracion total de monémero
tiene un efecto directo sobre el tamafio de lascpdais. A concentraciones muy bajas de
monomero, entre 0.1 y 0.5 % se han obtenido di@m@itomedio de particula menores que
50 nm, determinados por QLS. Sin embargo, estadta€es son impracticos por dos
razones: el bajo contenido de polimero y el suafgtet residual en el latex final. Esto
altimo implica que en la dispersion coexisten namtipulas de polimero con micelas, por
lo que al momento del cargado con un farmaco uaecitin de éste terminara en las
micelas. Por otra parte, si bien hay reportes deréparacion de latexes con contenidos
tedricos de polimero de hasta 5 -6 %, los didmegiromedio son mayores que 100 nm.
Aclarando algo, se mencionan contenidos tedricqzotienero, ya que practicamente nadie
reporta cinética ni conversion final en las polim&ciones efectuadas. Asimismo, tampoco
se trata de manera sistematica el tema de la faddmgccrecimiento de las particulas. Por
altimo, es también de mencionar que en la mayde i los reportes revisados se indica
gue las polimerizaciones se llevaron a cabo p@sld®i bien, en unos pocos de ellos se
dice que el mondmero se dosificd, no indican gbfampleado, lo cual sugiere que el flujo

de dosificacion de mondmero no es una variable itapte en sus estudios.

2.3. Rifampicina.

2.3.1. ¢, Qué es la Rifampicina?

Existe una gran variedad de enfermedades infeaxigpgse pueden llegar a presentar
consecuencias fatales; una de las mas comunesteasel@ulosis, la cual se contrae por
medio deMycobacterium tuberculosidacteria aerobia estricta que se transmite a&dgrav
del aire, de una persona a otra cuando el indivedectado tose, estornuda, grita, etc. Esta
enfermedad, generalmente ataca a los pulmonep§3b]la bacteria se puede esparcir por

cualquier parte del cuerpo como rifilones, colummeeleal, cerebro, entre otros.

La tuberculosis anualmente infecta a mas de 8 meflade personas alrededor del

mundo causando la muerte de aproximadamente 2nedlide ellas [36], el 98% de estas
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muertes ocurren principalmente en paises en viaeskrrollo como lo es México. Si un
individuo se encuentra inmunosuprimido existe magyobabilidad de que contraiga esta
bacteria, por esta razon, la tuberculosis es ungi@rimeras causas de muerte para la
poblacion contagiada con VIH, pacientes con diabgtpersonas con alcoholismo o con

algun tipo de drogadiccion [37].

Con el fin de proporcionar un tratamiento efectimoesta y muchas otras
enfermedades infecciosas producidas por bactes@adan utilizado diversos farmacos
bactericidas y bacteriostaticos como lo son la i@mda, pirazinamida, etambutol y

rifampicina, siendo este Ultimo el que ejerce mafmacia terapeéutica [38].

La rifampicina (RIF) (GsHssN4O12) (Figura 2.4) es un bactericida que se introdujo
en 1967 como tratamiento contra la tuberculosigi@almente puede ser utilizado para
inhibir el crecimiento de otras bacterias gramip@s y negativas que provocan
enfermedades como la meningitis, infecciones nos@ies, osteomielitis y neumonia,

entre otras [38].

Figura 2.4. Estructura de la Rifampicina.

La RIF tiene una consistencia sélida y una apeidede color rojo intenso, que
posee alta eficacia y buena tolerancia. Una decatecteristicas principales es su baja
solubilidad en agua (a 25°C con pH 7.3 es de 2.5ningcon pH 4.3 es de 1.3 mg/mL)
[39]. Su administracidon se hace principalmente \aroral y su vida media dentro del
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organismo es relativamente corta (1.5 a 5 h) [B8}, lo tanto su consumo debe ser en
grandes dosis (450 a 600 mg diarios) y por un gdergyrolongado no menor a cuatro meses
[40]. A pesar de su disponibilidad en el mercaddste a menudo un fracaso en el
tratamiento debido a que, de ser interrumpido exist alto riesgo de resistencia a el
farmaco, ademas con frecuencia es administrado eoezzla con otros farmacos lo cual

conlleva una elevada toxicidad y resistencia aolaigzo [41].

La RIF se absorbe en el tracto gastrointestinalnetabolizada en el higado y
eliminada principalmente a través de los rifioned). [Estos factores provocan efectos
secundarios como fiebre, trastornos gastrointdenacambios en el ciclo menstrual,

vOmitos, mareos, entre otros efectos colaterales.

Con la finalidad de superar las limitaciones deal@pdisponibilidad, ademas de
mantener su accion terapéutica por mayor tiempel @nganismo, asi como eliminar o al
menos disminuir los multiples efectos secundad®g, [desde hace ya varias décadas se ha
iniciado una busqueda de métodos alternativos duinggtracion de farmacos que
proporcionen ventajas sobre los métodos ya exedemara esto, muchos investigadores
han concentrado su atencion en el desarrollo dens#s suministradores de farmacos, en
donde uno de los de mayor importancia, es la atim de micro y nanoparticulas
poliméricas cargadas con farmacos, como la Rifaimgic

Las nanoparticulas poliméricas se definen comadqudas coloidales compuestas de
polimeros naturales o sintéticos. En general ssideran como aquellas particulas con al
menos una de sus dimensiones o el diametro, exselde las nanoparticulas esféricas, con
un tamafio que oscila entre 10 y 100 nm. Sin embagdambién comun incluir en esta
clasificacion a particulas con el tamafio sefialadonanque una micra, esto es, 1000 nm
[42].

El interés de la utilizaciébn de particulas polimés a esta escala radica en su

capacidad para escapar del sistema inmunologiatoede debido a su pequefio tamario,
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las nanoparticulas no son captadas por los mao®fdgl sistema fagocitico mononuclear,
lo cual permite que el farmaco sea llevado al sigoaccion sin ser reconocido como
extrafio, ademas de reducir la frecuencia de dasifia ya que su efecto terapéutico sera
mas prolongado, mientras minimiza los efectos s#smims [43]. De acuerdo con la
literatura, los polimeros con propiedades de bigmadibilidad y/o biodegradabilidad mas
comunmente utilizados en investigaciones sobresdmollo de micro y nanosistemas para
la administracion de farmacos son: i) Poliéstecesno el copolimero de acido lactico y
acido glicolico (PLGA), copolimeros de policaprdlacas, i) Poliamidas. Incluyen los
polimeros naturales como colageno, gelatina, albanguitosan, etc. iii) Poliuretanos, iv)

Polifosfacenos, v) Poliortoésteres, vi) Poliantddsi y vii) Poli (alquil cianoacrilatos).

A continuacion se presentan algunos trabajos aateg reportados en la literatura

acerca de micro y nanoparticulas cargadas con Ritama.

2.3.2. Micro y nanoparticulas poliméricas cargadason Rifampicina.

Pandeyet al. [44] cargaron RIF en nanoparticulas de poli (tHmtio-glicolido)
(PLG) para administracion via oral. En pruebas mtanes, encontraron concentraciones
importantes del farmaco en el plasma hasta 4 aéiggués de su ingestion, mientras que en
las pruebas con farmaco libre, éste era indeteceblel plasma después de 12-24 horas.
Esto condujo a una sensible disminucion en lassdtsales de RIF requeridas para
erradicar completamente el microbio. Estudios coatpes con RIF cargado en
microparticulas demostraron una mejor eficacia ds hanoparticulas [45, 46].
Posteriormente, el grupo de Pandey publicoO los lteetas de pruebas donde se
administraron las nanoparticulas RIF-PLG por intiala a ratones infectados. Estos
resultados mostraron que practicamente no habieredidia entre esta forma de
administracion y la via oral. Las dos eran iguakfieaces. Sin embargo, la administracion
de las nanoparticulas RIF-PLG via subcutanea fuprnain. EI mencionado grupo
encontré que esta forma de administracion a ratenfssmos permitia mantener la RIF en

el plasma por hasta 36 dias, con lo cual una sokisdera capaz de erradicar
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completamente el microbio [47]. Es conveniente riwarar que los resultados acabados de

presentar se obtuvieron con nanoparticulas conafi@spromedio mayores que 100 nm.

En 2007, Fernaz et al. [43], realizaron la pregparade nanoparticulas de PLGA-
RIF por medio del método de miniemulsificacion oywposteriormente difusién del
disolvente para la encapsulacion del farmaco. Adlizar las pruebas de actividad
antimicrobiana para evaluar la efectividad de lasoparticulas en comparacion con el
farmaco libre, los autores obtuvieron que la cotraeidon minima para inhibir el desarrollo
bacteriano fue de 0.002 y 0.008 um/mL respectivameatemostrando asi, que debido a
las caracteristicas nanométricas que poseen estdsufas presentan mayor eficacia al
penetrar en la célula bacteriana en comparaciorectrmaco libre. Cabe mencionar que
el objetivo era preparar por medio del método amtescionado, nanoparticulas menores a
los 100 nm, lo cual no les fue posible ya que éimditro promedio obtenido fue de 200 a
260 nm.

Siguiendo con esta linea de investigacion y utilitael método de miniemulsién/
evaporacion de disolvente, en 2007, Tomoda e#8].reportaron el disefio y preparacion
de microesferas monodispersas de PLGA-RIF comklifiad de evaluar la velocidad de
liberacion del farmaco utilizando un surfactantednmnar al ser administradas por
inhalacién, siendo el tamafio de particula un fact@ortante ya que particulas entre 2 a 5
Hum son capaces de penetrar profundamente en losopes, ser captadas por los
macrofagos y liberar el farmaco. Los autores oleiawvi como resultados una distribucion
de tamafio de particula estrecha con un diametmaquio de 2.84 um. Luego realizaron
pruebas de liberacién en donde se agregaron lasesferas de PLGA-RIF a tres fluidos
diferentes los cuales simularon el ambiente figjiwd de los pulmones. En primer lugar se
utilizé una mezcla se solucién salina y surfactgntinonar que imita el ambiente de los
alveolos pulmonares, posteriormente se utilizésolacion con surfactante pulmonar a un
pH de 4.0 para simular las esferas tomadas panémséfagos y por ultimo una solucién
con un pH de 7.4 para simular el caso de las esféespués de la fagocitosis. Los
resultados obtenidos mostraron que en las printgrasoluciones la liberacion se lleva a
cabo en los primeros 10 dias, mientras que en pH4&ie en los primeros 5 dias. Por lo
tanto la velocidad de liberacion de la RIF en daseahicroesferas que no son captadas por
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los macrofagos y permanecen en los alvéolos esprofengada que en aquellas que son

captadas por los macrofagos.

En 2010, Tripathi et al. [49], al igual que los @es mencionados anteriormente
utilizaron PLGA como matriz polimérica para la paegcion de nanoparticulas cargadas
con Rifampicina, utilizando el método de emulsiéevgporacion del disolvente. Se evalué
principalmente el tamafo de particula y la libeyadalel farmaco. En general, el tamafio de
particula se ve afectado por la composicién deemsia de emulsion, asi como por los
parametros experimentales. Los autores obtuviesoroaesultado un tamafio de particula
promedio de 360 nm. Se realizaron pruebas de tligran una solucién con pH de 7.4, en
donde los resultados muestran en el primer diaamida liberacion del 11.26 % atribuido
a las moléculas del farmaco absorbidas en la sojede la particula, ya que estas
moléculas se desorben rapidamente al entrar eraatonton el medio de disolucién.
Seguido a esto, existe una fase de liberacion mdw Ique se atribuye al farmaco
entrampado, el cual se difunde hacia el mediolwrdcion. Aproximadamente el 75.49%

de farmaco fue liberado después de 30 dias.

De acuerdo con la informacion presentada, se wbspre ha habido una notable
labor de investigacion en la preparacion de micmagoparticulas poliméricas cargadas
con Rifampicina. Lo mas notable de estos reportegue el diametro promedio de las
particulas es superior a los 100 nm y que, defamtiente, la biodisponibilidad y la eficacia

de la RIF se ve incrementada al ser administradagia via.

2.4. Justificacion del trabajo de tesis

El trabajo presentado en esta tesis pretendeilzointal llenado de algunos huecos
en el estado actual del estudio de la polimerizaaidionica de los PACAs en dispersiones
acuosas estabilizadas con surfactantes. Especéfitanse considerd la determinaciéon del
efecto del flujo de dosificacion del monémero E@bre la solucién micelar en lo relativo
a la cinética, el peso molecular y el tamafio déqaa. Se hizo énfasis en el empleo de la

técnica de microscopia electronica para la detexoon de la distribucion de tamafos y de

25



los didmetros promedio de particula. La técnicapalenerizacion empleada fue la llamada
polimerizacién en heterofase en semicontjdaacual ha sido usada por el grupo de trabajo
de los asesores de la tesis para obtener nanapestfwoliméricas con diametros promedio
sustancialmente menores que 50 nm [50, 53, 54]olb&tante que las polimerizaciones
reportadas en estas referencias procedieron paneehnismo de radicales libres, se
esperaba que en este caso esta técnica tambiénjemand particulas muy pequefas,
tomando en cuenta que la polimerizaciébn anionich EI@A tiene también lugar en
compartimientos estabilizados con surfactantesciddalmente, se consideré que una vez
obtenidas, por su tamafo estas particulas seri@xagiente candidato para cargarlas con
un farmaco, tal como la RIF, esperando que pudisenel punto de partida para el
desarrollo posterior de nanosistemas para la adtranion mas efectiva y eficiente del

farmaco.

La seleccion del monémero, ECA, obedeci6 a quaesie los alquil cianoacrilatos
mAas comunes, asi como a su disponibilidad. El stariée, Tween 80, fue seleccionado
debido a que hasta adonde se conoce no ha sideadomn la polimerizacién aniénica de
los alquil cianoacrilatos y se consider6 novedosiagar sobre su comportamiento. El pH y
la temperatura de polimerizacion fueron elegidas lwase en el andlisis de los reportes en
la literatura especializada. La concentracion dé €@ la formulacion fue seleccionada
con el proposito de obtener latexes con contenfohades de sélidos mayores que los

reportados en la literatura.

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipdtesis.

Se espera que la polimerizacion en heterofaseraicantinuo del ECA conduzca a
la obtencién de nanoparticulas con diametros pramménores que 50 nm dispersas en
latexes con contenidos de sélidos cercanos a 1@sinismo, se espera una relacion
inversa entre conversion instantanea y flujo defidasion de monomero y una directa

entre tamafo de particula y flujo.
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Es factible cargar RIF en nanoparticulas de PECA,ua dispersion de éstas en
una fase acuosa continua se le agrega una soldeidarmaco en un solvente organico tal

como el DCM.

3.2. Objetivo general.

Determinar el efecto del flujo de dosificacion menomero en la preparacion de
nanoparticulas de PECA mediante polimerizacion eterbfase en semicontinuo y la

factibilidad del cargado de las nanoparticulasRampicina.

3.3 Objetivos especificos.

OEL1.Conocer la respuesta de la cinética, tamafio deplarty peso molecular a la

variacion del flujo de dosificacion de monomerdapolimerizacion.

OE2. Determinar si es factible realizar el cargado denlanoparticulas de PECA

con Rifampicina.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Reactivos y Materiales

El etil cianoacrilato (ECA) (99 %) fue adquirido d&gma-Aldrich (Toluca,
México) y se mantuvo a 4 °C durante su almacendmié&i TW80 se obtuvo de Oxiteno
(Guadalajara, México). El agua utilizada para toldss pruebas de polimerizacién fue
desionizada grado tridestilada, a la cual se Ist@jel pH a 1.75 con acido clorhidrico
(HCI) al 37% (Sigma-Aldrich). Para el cargado daftniaco se utilizé6 diclorometano
(DCM) (99.5 %) como disolventdue adquirido de Sigma-Aldrich y la rifampicina fue
proporcionada por Lupin Tarapur (India). En relacia las pruebas de liberacion se
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utilizaron bolsas de celulosa para dialisis addagien Sigma-Aldrich y para la preparacién
de la solucion buffer se utilizé fosfato de sodibédico dodeca hidratado (Na2HPO4.12
H20) y fosfato de sodio monobéasico monohidratadaHAPO4.H20) ambos adquiridos
de J.T. Baker. En cuanto a la caracterizaciénstdgentes utilizados fueron cloroformo

grado espectrofotométrico y tetrahidrofurano (TidFgdo HPLC obtenidos de MACRON

FINE CHEMICALS y MTEDIA, respectivamente.

4.2. Equipo

4.2.1. Polimerizaciones

Para llevar a cabo las reacciones de polimerimagé utilizd un reactor
enchaquetado de vidrio de 25 mL con tapa de 3 b(®BY), un sistema de agitacion
mecéanica (Caframo BDC250) con propela de aceroidable, una jeringa de plastico
(Sensi-Medical) y una bomba de dosificacion (Kde8tific 100). La temperatura de la
reaccion se estabilizé mediante un bafio de reacr (PolyScience 8002). En la Figura

4.1 se muestra el sistema utilizado en las prugdg®limerizacion.

Figura 4.1. Sistema de reaccion en el cual se pgapalas nanoparticulas de PECA.
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4.2.2. Cargado de RIF

Las pruebas de cargado de RIF en las nanopagidal®ECA, se llevaron a cabo,
en el mismo sistema utilizado para las polimermaes. En la Figura 4.2. se muestra el

sistema en el cual se realizaron las pruebas dadaide RIF.

Figura 4.2. Sistema en el cual se realizaron lash@s de cargado de RIF en nanoparticulas
de PECA.

4.2.3. Pruebas de liberacion

Para llevar a cabo las pruebas de liberacion de $el utilizaron 3 reactores
enchaquetados de vidrio que contenian 500 mL gelleion buffer a un pH de 7.2; dentro
de estos reactores se colocaron las nanoparticua®IF en una bolsa de celulosa para
didlisis. El sistema se mantuvo en agitacion magméy se mantuvo la temperatura

adecuada debido a la utilizacion de un bafo decrdatcion.
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4.2.4. Caracterizaciones

Para las caracterizaciones se usaron los siguieqt#sos:

Espectrometro infrarrojo de reflectancia total ata-Transformada de Fourier Nicolet
Magna IR 550.

Microscopio electrénico de barrido-transmision JET3M-7401F.
Espectrofotbmetro UV/visible- Shimadzu modelo U\G2RC.
Cromatografo de permeacion en gel (GPC) Agilentietogies modelo PL-GPC 50.

Liofilizador LABCONCO Corporation Freeze Dry System

4.3. Metodologia

4.3.1. Polimerizaciones

Para la determinacion de la cinética de polimerara se realizé el cargado del
reactor inicialmente con las cantidades de agu#/g( las cuales se muestran en la Tabla
4.1. Posteriormente se sell6 el sistema, despuénrsectd el bafio de recirculaciéon al
reactor para estabilizar la temperatura a 35°C engégnido la mezcla a una velocidad de
agitacion de 450 rpm. La polimerizacion inicid dandosificacion del monomero, el cual
se agrego a periodos de tiempo diferentes, esto?edt y 6 h, lo cual equivale a flujos de
dosificacion de monémero de 0.017, 0.0083 y 0.0§&H%n respectivamente. La cantidad
de monémero agregada se indica en la Tabla 4.Jadi@én del monémero se realiz6
manualmente por goteo con jeringa sobre la solucncelar cada 5 minutos hasta

completar el tiempo de reaccion.

Con el fin de contar con material suficiente pa® ¢aracterizaciones requeridas,
cada polimerizacion se efectud siguiendo un progciedito por etapas. Esto significa que

para un dado flujo se iniciaba la reaccion y segald@ hasta un tiempo previamente
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determinado. Luego se suspendia y se colectabaelolddex. Después se iniciaba otra
prueba en la cual la suspensién se efectuabai@mpd mayor y asi sucesivamente hasta
terminar con una prueba en la cual se completati@nabo total de reaccion.

En cuanto a la preparacion del latex para empleamdas pruebas de cargado de
RIF, se agregaron los componentes iniciales esagtar, pero esta vez para la adicion del
monomero se uso una jeringa de insulina de 1 mLRME&ECT Tuberkulin) ajustada a
una bomba de dosificacion (Kd Scientific modelo)1Q@s formulaciones de estas pruebas
se muestran en la tabla 4.2.

Las muestras tomadas para la determinacién denkersion fueron vertidas en un
vial, luego se llevaron a congelacion para poster@mte colocarlas en un liofilizador hasta
llegar a peso constante. La conversion se obtuvogmvimetria; otras de las muestras
tomadas fueron utilizadas para determinar tamafjpadécula por microscopia electronica
de barrido-transmisién (STEM) y peso molecular gemmatografia de permeacion en gel
(GPC).

Tabla 4.1. Formulaciones empleadas en las polim&dnes en heterofase en semicontinuo

de ECA para la determinacion de la cinética.

Flujo (g/min)  Tiempo adicion (min) Componente (g)
Agua TW80 ECA
0.017 25 20.7312 0.3538 0.41438
50 20.5541 0.3564 0.8281
75 20.0964 0.3512 1.2544
100 20.0023 0.3585 1.6711
120 20.0638 0.3568 2.0158
0.0083 50 20.5200 0.3536 0.4200
100 20.4166 0.3516 0.8359
150 20.9139 0.3520 1.2694
200 20.9934 0.3540 1.6728
240 20.1066 0.3532 2.0104
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0.0055 72 20.5630 0.353¢ 0.4106
144 20.8004 0.3583 0.8160
223 20.3668 0.3542 1.2449
299 20.0560 0.3561 1.6622
360 20.1448 0.3560 2.0556

Tabla 4.2. Formulaciones empleadas en las polie@dnes en heterofase en semicontinuo

de ECA para las pruebas de cargado de RIF.

Prueba @ Tiempo adicion (min) Flujo (g/min) Componente (g)

Agua TW80 ECA
C-52 180 0.0115 20.0365 0.3538 2.0765
C-53 180 0.0115 20.0109 0.3518 2.0641

4.3.2. Cargado de RIF

Al latex obtenido en la polimerizacion al cual, Isedetermind conversion, fue
dividido en dos partes iguales. A una de las pastede denomino con el nimero de
identificacién de la reaccién agregando la termoracCl para referirse a la prueba de
cargado numero 1 y a la otra parte de la misma ragrero con la terminacion C2 para
referirse a la prueba de cargado numero 2. Cadaeitas partes se diluyé con agua al 50

%; cada una de estas diluciones fue utilizada rgal&ar pruebas de cargado de RIF.

Para realizar el cargado de RIF en las nanopkasiade PECA se preparé una
solucién de RIF en DCM al 15 %. Por otra partdatdx con las nanoparticulas de PECA
fue agregado al mismo sistema utilizado para polzag esta mezcla fue sometida a
agitacion mecanica de 450 rpm y su temperaturkegé & 25°C. Posteriormente se inicio

el agregado de la solucién de RIF-DCM mediante daifetacion de cargas pequenas,
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dando un tiempo de espera hasta que la aparieacia mhezcla fuera homogénea entre

carga y carga. Los agregados para cada una deuekas fueron realizados de manera
manual con jeringa.

Una vez terminado el proceso de cargado se tomomuestra del latex para
determinar contenido de sélidos y otra para filirar través de un filtro de Olin. En la
operaciéon de filtrado se tomaron los pesos antdespués de filtrar y se determiné el
tamano de particula por STEM. Una muestra del naatezco obtenido fue utilizada para

cuantificar el contenido de RIF en las nanoparicuhediante espectrofotometria UV-Vis.

Las formulaciones utilizadas para las pruebas atgado, asi como los tiempos

totales del proceso de cargado se muestran erbla 3.

Tabla 4.3. Formulaciones empleadas en las pruebeardado de RIF.

Prueba de Compuestos (Q) Solucion RIF-DCM ‘ Tiempo total del proces
cargado Latex Agua Contenido de RIF  Agregado (min)
(%) (9)
C52C1 8.0188 8.0468 15.0200 0.6085 263
Ch2C2 8.0503 8.0353 15.0200 0.5895 250
C5h3C1 8.0168 8.0327 15.0026 0.6345 293

4.3.3. Pruebas de liberaciéon

Una vez obtenido el material seco de las nanapias cargadas con RIF, se llevo a
cabo el estudio de liberacién por triplicado paadac una de las pruebas realizadas. El
estudio de liberacion se realizé mediante la técdie difusion por dialisis. El proceso se

describe a continuacion.

Dentro de una bolsa de celulosa para dialisis decé@ un peso conocido de
nanoparticulas cargadas con RIF, a cada bolsaaggdgaron 2 mL de una solucién buffer
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fosfato a pH de 7.2, valor cercano al pH de la sanlps cuales fueron preparados
previamente. Para obtener este valor de pH seoaditin 140 mL de solucién de fosfato
de sodio monobasico (28% p) y 360 mL de soluciéfodtato de sodio dibasico (72% p)

aforados a 1L. En la Tabla 4.4 se muestra el pelsrado de nanoparticulas cargadas con

RIF para cada una de las pruebas de liberacion.

Luego, se coloco en un reactor enchaquetado die w80 mL la solucion buffer, la
cual se mantuvo con agitaciébn magnética; la tenyeraentro del reactor fue estabilizada
en 37°C mediante la utilizacién de un bafio de cakicién. Una vez teniendo preparada la
bolsa de celulosa cargada con la muestra, estatreelijo al reactor y se dio inicio a la
prueba de liberacion. Cabe mencionar que el sisfeenaompletamente sellado para evitar

la evaporacion.

Se colectaron muestras a determinados intervadogieinpo para calcular el
porcentaje de RIF que fue liberada; esta cuantifica se realiz6 por medio de

espectrofotometria UV-Vis.
Tabla 4.4. Peso de nanoparticulas cargadas copdRéHas pruebas de liberacién.

Prueba de liberacién Nanoparticulas ppm (mg/L)

cargadas con RIF (mg)

C52C1 26 6.61
C52C2 40 8.85
C53C1 88.7 16

4.3.4. Caracterizaciones

Determinacion de tamafio por microscopia electronica

La microscopia electronica ha permitido la caraxaeron estructural y morfolégica
de las nanoparticulas poliméricas a partir de imégepor medio de las cuales se ha
podido medir su tamafo, forma y distribucion. Ddecana de las muestras de latex se

prepararon diluciones de 0.1 g de latex en 20 ggie. Se tomo una gota de la muestra y
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se coloco en una rejilla de cobre recubierta corela8Carbon. La rejilla se dejo secar y
posteriormente fue teflida con acido fosfotingstias mediciones se efectuaron en el
microscopio electronico de barrido-transmision JEIIM-7401F. Una vez obtenidos los
resultados se utilizo el programa ImageJ parazaala medicion de tamafio de particula y

a partir de ahi, Dn, Dw e PDI.
Medicion de peso molecular.

Esta determinacion se efectu6 en mediante la dilude 5 mg del polimero seco en

5 mL de THF (tetrahidrofurano). El peso molecullarenido fue relativo al poliestireno.
Determinacién del contenido de RIF en las particula

Para la cuantificacion de RIF en las particulassse preparo primero una curva de
calibracion de 6 puntos: 10, 20, 40, 60 y 100 ppen RIF en cloroformo grado
espectrofotométrico en el espectrofotometro UViMesi Después, de cada muestra a
analizar se tomaban 2 mg y se disolvian en 10 mtlateformo. A partir de los resultados
de las mediciones en el equipo y la curva de cibn se determiné el contenido de RIF
en las particulas. En cuanto a las pruebas deatiligr, para determinar el % de RIF
liberado durante el proceso, se prepard una cue\alibracion de 7 puntos: 1, 2, 3, 5, 10,
15 y 20 ppm de RIF en solucion buffer fosfato a g1 7.2. Las muestras colectadas

durante la prueba fueron analizadas en el espettiroétro UV-Visible.
Andlisis de espectrometria infrarroja.

Muestras de RIF, asi como de las nanoparticulagadas (C52C1, C52C2 y

C53C1) fueron analizadas por espectrometria imjade reflectancia total atenuada.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Polimerizacion de ECA

5.1.1. Cinética

La Figura 5.1 muestra el comportamiento cinétie® lds polimerizaciones
realizadas a diferentes flujos, en donde se pubderear la variacion de la conversion
instantanea (Xi) y la conversién global (X) en figmcdel tiempo relativo de reaccion)(t
Xi se define como la proporciéon de monémero delltagregado hasta un tiempo dado que
se ha convertido a polimero; X es la fraccion dehémero total en la formulacién que ha
pasado a polimero en un tiempo dado gstel tiempo de reaccion dividido entre el tiempo
total de reaccién. De los resultados obtenidos de ver que existe una relacion
inversamente proporcional entre el flujo de doatfion de mondémero y Xi, debido a que
se opero en condiciones avidas de monomero. Dadicwen la literatura es un hecho
reconocido la relacién inversa entre Xi y el fld@ dosificacion de mondmero, mientras el
resto de las variables se mantenga sin cambio 3h1€abe aclarar que el efecto del flujo
de dosificacion de mondmero ha sido estudiado amglnte en el caso de polimerizacion
por radicales libres; sin embargo no se conoceortepen la literatura especializada sobre
el estudio de este efecto en el caso de la poliangdn anidnica de los alquil cianoacrilatos
en dispersiones acuosas estabilizadas con suriestade hecho, este seria el primer
reporte sobre el tema. En condiciones de avideandeadmero, al ser mas lenta la
dosificacion, la concentracion de mondémero dengdas particulas disminuye, lo cual
hace que la velocidad de crecimiento volumétrictadanismas disminuya. Esto trae como
consecuencia la formacion de un mayor nimero dépkas, lo que finalmente conduce a
un mayor consumo de la fracciéon del monémero ageedas de notar la disminucion de
Xi, a partir de poco mas de la mitad del tiempatred de reaccion (0.6) en los flujos mas
bajos (sobre todo en el mas bajo), asi como sermemto en el caso del flujo alto. Para
proponer una explicacion a estos efectos se delmrdcer antes el efecto del flujo de

dosificacion sobre el tamafio de particula.
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Figura 5.1. Comportamiento cinético de las poligegiones para flujos de 0.0056)(

0.0083 @&)y0.017 @) g/min.

5.1.2. Evolucion del tamafio de particula

La polimerizacion efectuada al flujo de 0.017 g/ndiio una sola poblacién de
particulas con Dn de 42.33 nm y una dispersidad amaplia, con un PDI de 1.4. Al
disminuir el flujo a 0.0055 g/min se obtuvieron dosblaciones de particulas: una de
particulas pequefias con Dn de 15.56 nm y PDI deylatra de grandes con Dn de 36.21y
PDI de 1.13. En las Figuras 5.2 y 5.3 se muestramografias representativas y los
correspondientes histogramas de didmetros de wartdbtenidos a los flujos de 0.017 y

0.0055 g/min, respectivamente.
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Figura 5.2. Histograma y micrografia de didmetregadrticula para flujo de 0.017 g/min.

Figura 5.3. Histogramas y micrografia de la poldladie particulas pequefias y grandes

para flujo de 0.0055 g/min.

De las micrografias en las figuras correspondseadeflujo de 0.0055 g/min es

evidente que las particulas grandes estan formaolaagregados de una fraccién de las

la individualidad de estasasties preservada, esto quiere decir, que

mas pequefias y que

no coalescen. Las preguntas que surgen ahora, monggé soélo al flujo mas bajo se
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forman dos poblaciones de particulas? ¢ Por quérar@on de las particulas pequeiias se

agrega para dar lugar a particulas mas grandes?

Respecto a la causa de la pequefiez de la pobldeidas particulas pequeiias de
PECA obtenidas al flujo mas bajo en este estudiozree que la lentitud con la cual se
agrego el mondmero a la solucién micelar, es l&arrgmor la cual se obtuvo este resultado.
Esto surge de la operacién de polimerizacion earbfstse en semicontinuo [53-55] que
permite obtener nanoparticulas poliméricas con eigoe menores a 50 nm, contenido de
sélidos de hasta 25-30% Yy todo el surfactante datex estabilizando las particulas. Sin
embargo, para operar, esta técnica requiere dmaajds llamadas condiciones de avidez de
monomero durante el periodo de la adicién [53].cKeter y Naidus [53] acufiaron este
término cuando explicaron el menor tamafio de lasticoédas obtenidas en la
polimerizacion en emulsion de estireno en modo eeminuo comparada con el proceso
por lotes. Estos autores recurrieron a la corréadesarrollada para polimerizacién en
emulsion por Smith y Ewart [56] para predecir einefio de particulad\g), en el cuaNp
es inversamente proporcional a la tasa de crecimignlumétrico de las particulas
poliméricas durante el periodo de nucleacion. Codad particulas estan saturadas con
monomero, crecen a su maxima velocidad, como caaege@, la nucleacién de particulas
es minima. En la polimerizacion en emulsion en sentinuo, la saturacién de particulas
con mondmero es alcanzada por la operacion bajalidones de inundacion de
monomero. En contraste, la operacion bajo condesiale avidez de mondmero, es decir,
cuando el mondémero en las particulas esta por al@®agu concentracion de saturacién,
disminuye la tasa de crecimiento de la particdague resulta en un mayor niamero de
particulas pequefias. Estas condiciones se logrdiante la adicion del mondémero a flujos

de dosificacion muy bajos.

Para explicar por qué se obtuvieron dos poblasialeeparticulas al flujo mas bajo
habria que calcular el area cubierta por una mi@éde surfactante para una particula
pequefia promedio. Se estim6 primeramente calculdpda el latex, mediante la siguiente

ecuacion:
Np= 6Gy/ T[,OpDn3 (5.1)
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dondeC; es la contenido de polimero en el latex en goyla densidad del polimero en
g/mL tomando 1.1 g/mL para PECA. En este calculms® el valor de Pde la poblaciéon

de particulas pequefas, independientemente déasi &isladas o agregadas formando las
particulas mas grandes. El area total de las plasice obtuvo calculando el area de una
particula promedio y multiplicAndola por el niumeatal de particulas en el latex. El
namero de moléculas de surfactante fue calculabped® molecular del surfactante (1310
g/mol), su cantidad en la formulacion y suponienge todo el surfactante esta en las
particulas. De esta manera, se obtuvo un valadréeal superficial de particula cubierta por
una molécula de surfactante de 3.56.nEste valor es muy alto comparado con un valor
tipico en particulas poliméricas estables en dispees acuosas, como es el valor de 0.5
del surfactante ionico dodecil sulfato de sodio $$[57], lo cual sugiere que las moléculas
de TW80 proveen solo estabilidad parcial a lasipdes de PECA. Un calculo similar se
efectué para el flujo de 0.017 g/min. En este casoobtuvo que una molécula de
surfactante cubria 1.44 Arde superficie de particula, es decir, un valoeepblemente
menor que el correspondiente al flujo mas bajomalor valor de area cubierta por
molécula de surfactante a este flujo indica queéaticulas estarian menos protegidas ante
una posible agregacion, es decir, que serian mestables. Como resultado, una fraccién
de las particulas se tuvieron que agregar paraireduarea interfacial total buscando su
estabilidad, de modo que al final quedd una poblatdormada por las particulas grandes
resultantes de la agregacion, coexistiendo copdat$culas pequefias que no se agregaron.
Al aumentar el flujo y alejarse de las condiciortes avidez total de mondmero, se
obtuvieron particulas mas grandes y mas estaldés, @ menor valor de area cubierta por
una molécula de surfactante. De este modo, aliferemtemente estables, las particulas no

tuvieron que agregarse para incrementar su estadbili

De acuerdo a lo anterior, se puede decir que esisedma en estudio en las
polimerizaciones efectuadas a flujos suficientemdrdjos se obtendrian particulas muy
pequefias e inestables, una parte de las cualegresgadan para formar particulas mas
grandes y mas estables, dando como resultado axndah dos poblaciones de particulas.

En contraste, a flujos suficientemente altos lagiqdas formadas ya no serian tan
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pequefias, aumentando asi su estabilidad. No hadpégacion y, por lo tanto, se tendria

una sola poblacion de particulas.

Con el propésito de obtener particulas un poco grasdes que las pequeias
obtenidas al flujo méas bajo, pero en una sola palrtase efectué una polimerizacién (con
su réplica) a un flujo intermedio entre 0.017 yO®® g/min, esto es, a 0.011 g/min. Dado
gue se desconoce el flujo limite a partir del arraincremento en su valor resulta en una
sola poblacion de particulas, no se sabia si @ fluermedio seleccionado permitiria
obtener el resultado buscado. Sin embargo, la mdedidel tamafio de cerca de 1000
particulas mostré que la polimerizacion al flujdicado, asi como su réplica, habian dado
una sola poblacion, con valores de Dn de 27.31.4330m, respectivamente y con 1.3 y
1.2 como valores correspondientes de PDI. En lar&i$.4 se muestra una micrografia
representativa y el histograma de diametros deécpéata partir del cual se calcularon los
diametros promedio para estas polimerizacionesli&ido el procedimiento de calculo ya
descrito se obtuvieron valores de area de superieiparticula cubierta por molécula de
surfactante de 2.84 y 2.07 para la polimerizacibfiufpp de 0.011 g/min y su réplica,
respectivamente. Como se puede apreciar, estogesaloupan un lugar intermedio entre
los obtenidos al operar a los flujos extremos éaréhn que a las condiciones estudiadas
una molécula de surfactante puede estabilizar garticula de PECA lo suficiente como

para evitar su agregacion.

Lo acabado de exponer respalda la explicacion gegldamente para la relacion
inversa entre Xi y flujo. A flujos bajos se obtienparticulas mas pequefias y en mayor
namero, lo cual da un mayor niamero de sitios deciéa. También permitiria proponer
una causa de la disminucion de Xi en la segundadmde la polimerizacion, la cual se
pondria en los siguientes términos. Al inicio d@ddimerizacion se forma un gran nimero
de particulas pequefias, una fraccién de las cgalesyrega para formar particulas mas
grandes. Aunque conservan su individualidad, lasqo#as pequefias que se agregaron ya
no son sitio de reaccion, puesto que estan ertexian de las grandes y no pueden tener
acceso a mas monémero. Se piensa que duranteriararparte de la polimerizacion el

namero de particulas pequefias en donde ocurregrdasiones es suficientemente grande
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para conducir a altos valores de Xi. Sin embargoJaesegunda parte, la pérdida de
particulas pequefias por agregacion disminuirisascisimente el nimero de sitios de

reaccion, lo cual incidiria adversamente en Xi.

Por otro lado, el incremento en Xi después de@r6=en la polimerizacion al flujo
mas alto podria estar relacionado con un aumentosesitios de reaccion, es decir, en el
namero de particulas. Es conocido que en polimgdnaen semicontinuo en presencia de
surfactantes en concentraciones relativamente gsaed comun la formacion de particulas
aun en las etapas finales del proceso [8, 51, B2Zlemas, a diferencia de las
polimerizaciones a flujos bajos, en este caso hoi&gérdidas de sitios de reaccion al no

haber agregacion de particulas para aumentar ailettd.

Mumber Fréquency

100nm

--------

Figura 5.4. Histograma y micrografia de diametresparticula para el flujo de 0.011

g/min.
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5.1.3. Evolucién del peso molecular

Se ha reportado en la literatura especializadaespolimerizaciéon de alquil
cianoacrilatos en fase acuosa dispersa que los pesleculares son en general muy bajos.
El-Egakey et al. [58] polimerizaron varios alquidmoacrilatos y determinaron un efecto
directo de la concentracion de surfactante sobqgesb molecular. Encontraron que los
valores fluctuaban entre 1,000 y 2,900 g/mol. Roparte, Seijo et al. [28] polimerizaron
cianoacrilato de isobutilo y cianoacrilato de isdle en donde encontraron valores de Mn
de entre 2,500 y 3,000 Da. En el presente traleajubsivieron también pesos moleculares
bajos como se observa en la Tabla 5.1 y la FigusaEb peso molecular (Mn) para los
flujos de 0.017 y 0.0083 g/min muestra en geneadbres del orden de los 2,200-2,400
g/mol a lo largo de la polimerizacion, pero al disair el flujo a 0.0055 g/min el peso
molecular muestra un incremento al alcanzar valates 2,600-2,700 g/mol, hasta
conversiones cercanas a 50 %. Sin embargo, a cowes mayores a este flujo, Mn
disminuye hasta llegar a cerca de 2,500 g/mol. &b esta tendencia de disminucion se
ve también en Mw. En general, se puede decir qupdsos moleculares son muy similares
en los flujos intermedio y alto y que no registgaan variacion durante el progreso de la
polimerizacién. Por su parte, en el flujo mas Isgaprecia que los pesos moleculares son
un poco mayores y una ligera tendencia a dismoespués de aproximadamente 50 % de

conversion.

Tabla 5.1. Pesos moleculares promedio obtenidota®rpolimerizaciones a diferentes

flujos.

Flujo 0.017 g/min

Reaccién Conv. Global (%)
Cc-07 16.86 2365 2072 | 1.14
Cc-03 29.97 2536 2395 | 1.06
c-04 46.75 2537 2310 1.1
C-05 76.05 2538 2337 | 1.09
C-06 91.14 2591 2396 | 1.08
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Flujo 0.0083 g/min

Reaccidén Conv. Global (%) Mw
C-08 17.52 2508 2225 | 1.13
C-09 36.68 2509 2342 | 1.07
C-10 54.85 2559 2274 | 1.13
C-11 70.88 2567 2141 1.2
C-12 84.7 2517 2089 | 1.2

Flujo 0.0055 g7min

Reaccidn Conv. Global (%) Mw
C-13 19.63 3232 2712 | 1.19
C-14 37.3 3238 2703 | 1.2
C-15 56.98 2889 2674 | 1.08
C-18 68.02 2745 2487 | 1.1
C-23 80.85 2799 2517 | 1.11
2500 |
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Figura 5.5. Evolucion de pesos

moleculares promezho la conversion en

polimerizaciones efectuadas a los flujos de 0.@},70.0083 &) y 0.0055 ¢ ) g/min.
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En la Figura 5.6 se muestran las distribucionepatms moleculares obtenidas a
conversiones bajas, medias y finales en las palmaaones efectuadas a los diferentes
flujos estudiados.

A) B) c)

Final
Media
W edia

Baja Baja Final
Media
Baja
Final

Figura 5.6. Distribucion de pesos moleculares pasalujos de 0.017 (A), 0.0083 (B) y
0.0055 (C) g/min. A conversiones baja, media glfin

En la polimerizacion en emulsion de los alquilnoacrilatos se acepta que dentro
de las particulas el crecimiento de las cadendam@otas termina con su protonacion al
entrar en contacto con un protdn proveniente dalionacuoso [7]. No obstante, no esta
claro como un proton de la fase acuosa entrardapaiticula o tal vez es que el extremo
activo de la cadena en propagacion y el protbmsaeatran cerca de la superficie de la
particula. EI mayor peso molecular obtenido aloflmjas bajo en la primera parte de la
polimerizacién podria tener su origen en el gramend de particulas pequefias en ese
periodo. Comparativamente, la relacién particulpsotones en la fase acuosa al flujo mas
bajo seria mayor que a los flujos mas altos, Id caoaduciria a una disminucion en la
frecuencia en que los protones penetran a lascpisi disminuyendo, consecuentemente
la frecuencia de terminacion. Sin embargo, endarséa parte de la polimerizacién y como
ya se habia sefialado antes, se piensa que el nieeparticulas pequefias aisladas
disminuiria sustancialmente, con lo cual la relacde particulas a protones también

disminuiria. Esto traeria como consecuencia uremento en la frecuencia de penetracion
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de protones a las particulas, una mayor frecuateiterminacion de crecimiento de las

cadenas y, por lo tanto, una disminucion en el pgslecular promedio.

Por otra parte, como ya se sefalo lineas atr&sne8n la obtencion de bajos pesos
moleculares en la polimerizacion de alquil ciandaios en dispersiones acuosas
estabilizadas con surfactante. Pensamos que editi@ [s@r causado por un bajo valor de la
constante cinética de propagacion del monémerooaaiin de la constante de terminacion
de crecimiento de las cadenas o una combinacidéand®s. También pudiera tener su
origen en una alta velocidad de terminacién a cdada gran disponibilidad de iones &
operar a pH’s bajos. Un argumento a favor de dsitaalhip6tesis se tendria en lo
reportado por Daset al [29]. Estos autores polimerizaron isobutil ciarrdato en
dispersiones acuosas estabilizadas con surfactamteH’s de entre 2 y 7. A pH de 2 los
valores de Mn fueron de entre 1,000 y 13,000 g/ammipximadamente. En cambio a pH de
7, se obtuvieron valores de Mn de entre 26,0000,08® g/mol. Los autores dicen que a
bajos valores de pH el periodo de crecimiento sledalenas es muy corto, y por lo tanto se
forman oligobmeros o cadenas poliméricas de baja peslecular, debido a la alta
concentracion de H Luego, completan la discusion diciendo que asaladores de pH el
periodo de crecimiento de las cadenas es mas pgealony, el peso molecular mayor,

debido a que la concentracién ded$ mas baja.

5.1.4. Pruebas de cargado de RIF en nanoparticulde PECA

Se llevaron a cabo 3 pruebas de cargado de RIRsenanoparticulas de PECA.
Para esto se efectuaron dos polimerizaciones (£&53), en las cuales los contenidos de
sélidos obtenidos fueron de 7.92 y 9.34 %, respa&ctente. Luego, estos latex previamente
diluidos fueron sometidos al procedimiento de ocdwgamediante el agregado de una
solucion de RIF en diclorometano al 15 %. Despwésidadido la mezcla inmediatamente
paso del color blanco original del latex a un caloaranjado debido al color del RIF y con

particulas dispersas de este mismo color pero ntéasio. El sistema se mantuvo con
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agitacion hasta que ya no se observaban las gagidispersas. En ese momento se dio por
terminada el proceso de cargado.

En la Tabla 5.2 se muestran los contenidos te®fgoexperimentales de RIF en las
particulas cargadas. El contenido teorico para cad®d se determiné a partir de la
concentracion de particulas en el latex preparata pargar y la cantidad de farmaco
agregada. El contenido experimental se determingpastir de mediciones por
espectrofotometria UV-vis. En la misma Tabla 5&2ingluye la eficiencia de cargado para
cada prueba; los valores obtenidos, entre 80 Y4d,Gadican altas eficiencias de cargado v,

por lo tanto, buena compatibilidad entre las cageleaPECA y la molécula de RIF.

Tabla 5.2. Contenidos teoricos, experimentalescyeefcia de cargado de RIF.

Prueba de cargadc % RIF tedrico % RIF experimental Eficiencia de

cargado (%)

C52C1 12.58 12.71 100
C52C2 12.19 11.06 90.73
C53C1 11.27 9.02 80.03

5.1.5. Identificacién de RIF por IR en las nanopaiitulas cargadas

Las Figuras 5.7 a 5.10 muestran los espectroselfa RIF asi como los de las
particulas cargadas C52C1, C52C2 Y C53C1. En d@ctigpde la RIF (Figura 5.7) se
muestran las sefiales caracteristicas de la esaugtimica del farmaco que son 2934.94
cm! (-NH), 1710.16 cm (-C=0), 1651.96 crh (-CONH), 1564.42 crt (C=C), 1250.73
cmt (-C-O-C-). En la Figura 5.8 correspondiente a pasticulas cargadas C52C1 se
observan las sefiales de 1252.411'qn1747.11 cm-1, las cuales son de las mas
importantes en la molécula de RIF. Estas sefialabiém se presentan en la Figura 5.9
(1250.35 cm-1y 1746.31 cm-1) y 5.10 (1251.71 cynilr46.66 cm-1) correspondientes a
las particulas cargadas C52C2 y C53C1 respectiviamen
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Los resultados anteriores sugieren que no hubofivacibn de la estructura quimica de la

RIF durante el procedimiento de cargado.
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5.7. Espectro FTIR de RIF.
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5.8. Espectro FTIR de nanoparticulas cargadafktieiC52C1).
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5.9. Espectro FTIR de las nanoparticulas cargastafkt- (C52C2).
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5.10. Espectro FTIR de las nanoparticulas cargaoafIF (C53C1).
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5.1.6. Pruebas de liberaciéon de las nanoparticulae PECA cargadas con RIF

En la Figura 5.11 se aprecia que la RIF libreabdlsa de didlisis se libera més
rapidamente que en los casos de la nanoparticatgadas con el farmaco. La RIF libre
muestra una liberacion cercana al 50 % a las drm 300 % a las 26 h. Por su parte, en dos
de las particulas cargadas (C52C1 y C53C1) el B %beracion se alcanza en 10 a 12 h,
mientras que en la C52C2 ese porcentaje se ldgsa3®? h, aproximadamente. En ninguna
de las pruebas con particulas cargadas se logt60ePo de liberacion en el tiempo de
duracién de las mismas. De acuerdo con los cordsni@ RIF en las particulas, estas
diferencias en las tasas de liberacion no puederatsbuidas a las diferencias en las
cargas, ya que la liberacibn mas lenta se obsarta prueba C52C2, que contiene 11.06
% de RIF, en tanto que las otras dos, que mostramariiberaciéon mas rapida, presentan
contenidos del farmaco una por encima (12.71 %yg mor debajo (9.02 %) de ese valor.
Tampoco se podrian adscribir a diferencias enitspos de cargado, ya que son muy
similares. Mas bien, se podria pensar que lasetiééss en las tasas de liberacion serian
originadas por diferencias en el acomodo de lagcntds de RIF dentro de las particulas.
Alun mas, en el caso de la liberacion mas lentaodeign haber formado cristales, lo cual

habria disminuido la difusion del farmaco.
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Figura 5.11. Tasas de liberacion: Nanoparticulagackas con RIF pruebas C52Gd), (
C52C2 ¢), C53C1 ¢ ) y RIF libre (A).

Para analizar los datos de liberacion in vitrogrém utilizados dos modelos
cinéticos, para describir la liberacién. En lasufegs 5.12 a 5.14 se muestran las graficas
que representan estos modelos; el porcentaje efadiidn del farmaco en funcion de la raiz
cuadrada del tiempo (modelo de Higuchi) y log deicpntaje de liberacion acumulada
hasta el 60% en funcion del tiempo (modelos de ieyer-Peppas). En todos los casos se
observa un coeficiente de correlacion mayor en @lieito de Higuchi por lo tanto este
modelo fue el que mejor se ajusto a los datos amienlo cual indica que la liberacion del
farmaco sigue un mecanismo de difusion fickiantg esplica que la RIF sale de la matriz

polimérica mediante difusion a causa del gradideteoncentraciones [59].
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De acuerdo con la literatura, los materiales aaldasi para ser utilizados como
sistemas suministradores de farmacos, deben seaorbpatibles y si es posible
biodegradables o al menos ser capaces de ser adasepor el organismo. Como se
menciond anteriormente, los PACA’s son materialeddgradables, aunque inicialmente
se pensaba que esta degradacion ocurria via wadmreanversa de Knoevenagel, la cual
genera formaldehido y el mondmero de origen [6@). 8nbargo, este mecanismo de
degradacion ya ha sido descartado y en su lugah@s aceptado que lo que en realidad
ocurre es una hidrélisis de los enlaces estere®sipolimeros para generar el alcohol
correspondiente y el poli (&cido acrilico) [61]tdSsproductos son solubles en agua y por
lo tanto eliminados via renal, en el caso de qeeHACA’s hayan sido usados como
vehiculos para administracion de farmacos. Es d¢dao@ambién que hay una relacion
inversa entre la velocidad de degradacion del PAQa\longitud de la cadena, por lo cual
se esperaria que los farmacos se liberen mas nagida a medida que el peso molecular

del alquil cianoacrilato con el que se elaboraesngarticulas sea menor.

6. CONCLUSIONES

El empleo de la técnica de polimerizacion en loédse en semicontinuo condujo a
la obtencion de nanoparticulas de PECA con diamemommedio de hasta 30 nm,
determinados por STEM, dispersas en un fase aamkacual representan cerca del 10 %

del peso.

La variacion en el flujo de dosificacion del ECébsge la solucion micelar demostré
que la conversion instantanea es funcion inversdlige. Asimismo, se encontré que al
flujo méas bajo se obtienen particulas muy pequétagé nm en Dn), pero inestables, razén
por la cual una fraccion de ellas se agregan pamaafr una poblacion adicional de
particulas un poco mas grandes. En cambio, al fhide alto, se obtiene una sola poblacién
de particulas de mayor tamafio (Dn de 42.3 nm) gstables ya que no hay evidencias de
agregacion. Estos resultados permitieron infeunie @xiste una relacion directa entre el

tamafno de particula y el flujo de dosificacion. Lpwimerizacion efectuada a un flujo
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intermedio entre el valor mas alto y el mas badad previamente estudiados permitio
obtener un latex con una sola poblacion de paascabn didmetro promedio cercano a 30

nm.

En general, los pesos moleculares obtenidos fuatonbajos. Esto se atribuyé a la
alta concentracion de iones®,Hlos cuales actlan como agentes de terminacion del
crecimiento de las cadenas poliméricas. Los maypesss moleculares se obtuvieron al
flujo mas bajo, probablemente debido a la altaciéta particulas a iones™H lo cual

disminuyo la tasa de terminacion de las cadenas.

Las particulas de PECA preparadas al flujo inteimméueron cargadas con hasta
12.7 % de RIF, determinado por espectrofotomeRialLbs pruebas de liberacion por el
método de didlisis indican que el farmaco es lid@nmas lentamente desde las particulas
cargadas al compararse con la liberacion del R ken las bolsas de dialisis. El analisis
matematico de los datos indica que la liberaciomadeIF desde las particulas de PECA
sigue el modelo de Higuchi.

Este reporte es el primero en la literatura egfieada en el que se documenta: i) el
estudio sistematico del efecto del flujo de doaiion de monémero sobre una solucion
micelar; y i) la obtencion de particulas tan psfips de alguin PACA, basado en
mediciones por microscopia electronica, distribsiida una sola poblacién y dispersas en

un latex en una concentracion mayor que cualquépartada previamente.
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