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RESUMEN

Las nanoestructuras poliméricas como sistemas de estudio para el acarreo y
liberacion de farmacos han ido ganando alta notoriedad en la investigacion. En
este contexto las nanoparticulas poliméricas (NPPs) son de gran interés por
caracteristicas tales como la posibilidad de ser obtenidas por diferentes
metodologias, con diversos tamafios y funcionalidades; sin embargo, una de las
principales limitantes sobre este tipo de nanoestructuras es la dificultad para
controlar tamafos por debajo de los 50 nm durante su obtencion, siendo que esta
peculiaridad aumentaria su permanencia en el torrente sanguineo. Pocos estudios
se han reportado en la literatura sobre NPPs base copolimeros metacrilicos para
la aplicaciébn antes mencionada, siendo esta familia de copolimeros atractivos
porque dependiendo de su composicibn y peso molecular pueden presentar
solubilidad dependiendo del pH del medio en que se encuentren. Por otro lado, la
encapsulaciéon de curcumina (a la que se le atribuyen numerosas propiedades
medicinales) en sistemas poliméricos si ha sido ampliamente reportada, pero

dificilmente en sistemas con tamafios de particula por debajo de los 20 nm.

En esta investigacion se reporta la sintesis del copolimero poli(metacrilato de
metilo-co-acido metacrilico) en presencia de 3 diferentes concentraciones de
curcumina, empleando la técnica de Polimerizacion en Heterofase en
Semicontinuo, dando como resultado diversos latex constituidos de NPPs del
copolimero metacrilico antes mencionado cargadas con la curcumina, con
tamafos de particula por debajo de los 15 nm y con una composicion homologa
(MMA:MAA = 2:1) al copolimero comercial conocido como Eudragit S100, que
comunmente es utilizado como excipiente para liberacién de farmacos en el tracto

gastrointestinal.

Un segundo método de cargado de curcumina en las NPPs metacrilicas se llevo
a cabo a partir de fendmenos de difusion-fisisorcion, en el cual las NPPs,
previamente obtenidas por SHP, fueron tratadas con una solucién organica de la

curcumina en diclorometano (metodologia con solicitud de patente de nuestro
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grupo de trabajo) para la incorporacion del principio activo sobre la superficie de
las NPPs. En ambas metodologias se estudié el efecto de cargado sobre el
diametro de particula, contenido de sélidos y estabilidad coloidal del latex, asi

como eficiencia de cargado a diferentes concentraciones de curcumina.

Para el método del cargado in situ durante la polimerizacion se encontré que la
presencia de la curcumina ocasioné un retraso de la velocidad de polimerizacion,
sin embargo, se observo que la curcumina no afecta la nucleacion y el crecimiento

de particulas.

De acuerdo a la caracterizacién por espectroscopia de UV-vis, se demostrd que
ambos métodos funcionaron para el cargado de la curcumina; siendo el método
donde el cargado se hace después de haber formado las NPPs el que permitié
una mayor relacién curcumina/polimero, pues la concentracion de este compuesto
fue de 450 mg/L; valor que supera por mucho el valor de solubilidad de la
curcumina en agua en soluciones acidas (=3 mg/L), lo cual augura diversas
ventajas como una mayor biodisponibilidad. La caracterizacion de los sistemas

cargados con la curcumina incluy6 analisis por DSC, *H NMR y TEM.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, los requerimientos en el area meédica han llevado consigo
la busqueda de nuevos medicamentos para la cura de un sinfin de padecimientos.
Entre los principios activos que han llamado la atencion de un gran nimero de
cientificos se encuentra la curcumina; uno de los polifenoles presente en la

curcuma @,

A este compuesto se le atribuyen mudltiples propiedades terapéuticas como
anticancerigeno, antioxidante, anticoagulante, antidiabético, antiinflamatorio y
antiviral, entre otras M@-®), Hoy en dia, se cuenta con numerosos estudios y
ensayos clinicos (fases | y Il) donde que demuestra la amplia variedad de posibles
aplicaciones para el tratamiento de enfermedades en humanos. En estos estudios
destaca su empleo en el tratamiento de diferentes tipos de cancer; solo o al ser
combinado con otros farmacos ®®)6).() Es importante mencionar ademas, que
incluso a altas dosis, no se ha reportado un efecto de toxicidad con el uso de la

curcumina.

No obstante, asi como existen numerosas publicaciones sobre sus propiedades
terapéuticas, también las hay donde se revelan sus pobres propiedades
farmacodinamicas y farmacocinéticas. Estas desventajas, que se atribuyen
principalmente a su inestabilidad quimica y su baja solubilidad en agua, limitan su
bioactividad en el cuerpo humano “-®, De esta manera, debido a su baja
biodisponibilidad oral, baja absorciébn y rapido metabolismo, las propiedades

terapéuticas de la curcumina se ven limitados en los ensayos in vivo )-(10.(1),

Para mejorar el grado de aprovechamiento y asimilacion de la curcumina se han
desarrollado una serie de investigaciones que buscan generar estrategias de
cargado vy liberacion del compuesto; especificamente para ser dirigida hacia un

6rgano de interés ©)(12),

La nanotecnologia farmacéutica es una disciplina que ha revolucionado la

medicina moderna mediante el uso de nanoestructuras cargadas con principios
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activos. Debido a su facil transporte a través del torrente sanguineo, las
nanoparticulas poliméricas (NPPs) destacan entre las nanoestructuras hasta
ahora desarrolladas. Ademés, brindan mayor proteccion del principio activo y
permiten su liberacion controlada, aumentando sensiblemente su biodisponibilidad

en el cuerpo humano (3).14.15),

Entre los materiales utilizados para preparar las NPPs destacan los polimeros
biocompatibles y biodegradables 1. En el CIQA se ha desarrollado un método
para la preparacion de NPPs de un copolimero sintetizado a partir de metacrilato
de metilo y &cido metacrilico, en una relacién mol de 2:1 (MMA:MAA), cargadas
con ibuprofeno mediante la técnica de polimerizacibon en heterofase en
semicontinuo llevada a cabo en presencia del principio activo 7). Asimismo, se ha
desarrollado un método para preparar NPPs del mismo copolimero con diametro
promedio de 10 nm 8, para posteriormente cargarlas con diferentes principios

activos por un método de difusion-fisisorcion en un medio heterogéneo (9.

En el presente proyecto de tesis se hizo una adecuacion de ambas tecnologias
para la preparacion de NPPs, del mismo copolimero, cargadas con curcumina. De
acuerdo a la caracterizacion por espectroscopia de UV-vis, se encontrd0 que
ambos métodos funcionaron para el cargado de la curcumina en las NPPs; siendo
el método donde el cargado se hace después de haber formado las NPPs el que
permite una mayor relacion curcumina/polimero. Esto se explica porque la
curcumina se encontraria localizada en la coraza de las NPPs con una
incorporacion de la curcumina libre de algun impedimento espacial, a diferencia de
la primera metodologia que produciria NPPs con la curcumina distribuida al interior

de las mismas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Curcumina

2.1.1 Aspectos generales

Actualmente, existe una gran variedad de plantas a las que se atribuyen
propiedades curativas o preventivas. Entre estas plantas se encuentra la circuma,
la cual pertenece a la familia de las zingiberadceas (Cdrcuma Longa), uno de los
derivados del rizoma de la planta es la curcumina, una especie amarilla vibrante,
(figura 2.1) (20,

Figura 2.1 - “Rizoma de Curcuma Longa” (Koehlers Medicinal-Plants).

La curcumina es el principal componente activo de la circuma y fue aislado por
primera vez en 1815 por dos cientificos alemanes, Vogel y Pelletier @1, aunque su
estructura quimica fue determinada por Roughley y Whiting en 1973 2, No
obstante que se encuentra presente junto con la desmetoxicurcumina, la
bisdesmetoxicurcumina y, la mas recientemente descubierta, ciclocurcumina, la
curcumina es el responsable de las propiedades medicinales y farmacologicas de

la circuma. La curcumina comercial es en realidad una mezcla de curcuminoides



gue contiene aproximadamente 77% de curcumina, 18% de demetoxicurcumina y

3% de bisdemetoxicurcumina 23):(24),

Entre las aplicaciones que tradicionalmente se le han dado a la curcumina se
puede mencionar su empleo como especia en el curry (comida asiatica), como

pigmento para telas y como remedio casero para diversos trastornos de la salud
(25)

2.1.2 Propiedades fisicoquimicas

La curcumina es una molécula fotosensible, practicamente insoluble en agua,
sin embargo, es muy soluble en disolventes organicos (etanol, dimetilsulféxido,
dimetilformamida) ©). Es altamente inestable y sufre una rapida degradacion
hidrolitica en condiciones neutras o alcalinas a feruloil metano y acido ferdlico, la
degradacion quimica se produce por oxidacion mediante peroxidos, radicales
libres e iones (?6).(27), Es estable cuando se encuentra a temperaturas entre < 80 a
100 °C ©@8),

Al igual que los curcuminoides, la curcumina posee un esqueleto
hidroxicarbonado dicetdnico con varios grupos funcionales, los cuales proveen a la
molécula de un comportamiento quimico caracteristico, es decir, sensible tanto al
entorno quimico adyacente, como a la reactividad propia de dichos grupos
funcionales ?6)(28), Tiene un punto de fusién 176 - 183°C. Su férmula molecular es
(C21H2006) y su peso molecular es de 368.38 g/mol. En la Figura 2.2 se representa
la estructura quimica de la curcumina, asi como las propiedades terapéuticas de

los diferentes fragmentos de los grupos funcionales @9.29,
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1.- Grupos hidroxilo: actividad antioxidante
2.- Grupos ceténicos: actividad antiinflamatoria y anticancerigena
3.- Dobles enlaces C=C: actividad antiinflamatoria y anticancerigena

Figura 2. 2 Estructura quimica de la curcumina 6.9,

2.1.3 Propiedades terapéuticas

Desde la antigiiedad la curcumina se ha empleado en la medicina tradicional
china como un remedio casero para una amplia variedad de enfermedades como:
anorexia, tos, trastornos hepaticos, hemorragias, problemas menstruales,

infecciones, fiebre, congestion y sinusitis 28,

Desde su descubrimiento se empled para tratar infeccione oculares, curar
heridas, quemaduras y acné. Por ejemplo, la compafila farmacéutica
estadounidense Johnson&Johnson fabrica curitas con curcuma para el mercado
indio. En 1994, se probd la actividad bacteriana de la curcumina contra cepas de

salmonela, hepatitis y tuberculosis, entre otras 3.

Debido al interés cientifico y comercial que representa, por la gran cantidad las
propiedades que se le atribuyen, se han realizado numerosos estudios durante los
altimos 30 afos para establecer las acciones biolégicas y farmacoldgicas de la

clrcuma y sus extractos (24:(25).(30),
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Gracias a estos estudios se ha podido demostrar que la curcumina tiene una
amplia gama de actividades farmacoldgicas y, por lo tanto, desempefia un papel
importante en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades (Figura 2.3)
(25).(31).(32) " Por ejemplo, se ha encontrado que un grupo funcional hidroxilo de
diferuloil metano reduce las reacciones alérgicas, aumenta la resistencia a la

oxidacion y desinflama las vias respiratorias de personas que padecen asma 3,

Antioxidante Antidiabética

Antiulcerosa

Antibacteriana = A

Antifibrotica

Antiviral Antimutagénica

Figura 2.3 Propiedades terapéuticas de la curcumina (25)-G1).(32),

Hoy en dia, la evidencia reunida a través de los estudios realizados confirma
qgue la curcumina, combinada con otros farmacos o agentes anticancerigenos,
muestra actividad quimiopreventiva e inhibidora del crecimiento de varias lineas
celulares tumorales debido a su actividad antioxidante y antiinflamatoria. Ademas,
es efectiva para el tratamiento del cancer al suprimir las tres etapas de la

carcinogénesis: iniciacion, promocion y progresion (1):64.@5),
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En estudios recientes, realizados en ratones, se ha encontrado que la
curcumina tiene un efecto potencial como agente quimiopreventivo de baja
toxicidad y resistencia; ademas de ser un sensibilizador de la quimioterapia para
las células tumorales al proteger los tejidos 3%, También se ha encontrado que el
uso de curcumina durante la radioterapia, en dosis de 6 g/dia, reduce la gravedad

de la dermatitis por radiacion en pacientes con cancer de mama 19,

2.1.4 Biodisponibilidad oral

Con base en lo anteriormente dicho, la curcumina es un compuesto con gran
potencial para el desarrollo de medicamentos para el tratamiento de diversas
enfermedades. Varios estudios farmacologicos han revelado ya su eficacia y baja
toxicidad; motivo por el cual se han realizado una variedad de estudios y ensayos
clinicos para determinar su biodisponibilidad oral ):*)(25),

En estos estudios se ha demostrado que la curcumina tiene limitadas
propiedades farmacodinamicas y farmacocinéticas, las cuales estan
principalmente relacionas con su inestabilidad quimica, baja solubilidad en agua vy
rapida metabolizacion en el sistema digestivo 3-8, Los estudios llevados a cabo
sobre el tema son muy numerosos por lo que a continuacioén solo se mencionaran

los méas relevantes.

En 1978 Wahlstrom y Blennow, realizaron un estudio donde utilizaron ratas
Sprague-Dawley para examinar la absorcion, distribucién y excrecién de la
curcumina en el organismo. Se les administré por via oral 1 g/kg de curcumina
encontrandose que casi el 75% se eliminaba inalterada en las heces y orina de las
ratas, mientras que solo se encontraron cantidades insignificantes en la sangre.
En este estudio se demostré que la curcumina es pobremente absorbida por el

intestino @7,

En un estudio posterior Ravindranath y Chandrasekhara, demostraron que

después de 30 min de la administracion oral de 0.4 g de curcumina en ratas, el
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90% de la misma se encontraba presente en el estbmago y el intestino delgado.

Sin embargo, después de 24 h solo el 1% se encontraba en la sangre 8,

Se ha reportado que la ingesta promedio de curcuma por parte de los asiaticos
varia de 0.5 a 1.5 g / dia / persona, sin reportar efectos toxicos, por lo que se
realizé6 un estudio en ratas Wistar, cobayas y monos donde se administré una
dosis mas alta a las consumida por humanos (2.5 g/kg) y no se observaron
cambios en la apariencia y peso del rifidn, higado y corazén. Asimismo, no se
mostraron efectos adversos como alteraciones patologicas o de comportamiento,

ni se registraron decesos en los animales empleados en este estudio 1.

En 2001 dio inicio la primera fase de los ensayos clinicos llevados a cabo en
humanos por Cheng et al ®9., y de manera simultadnea por Sharma et al “9. El
primer ensayo se llevo a cabo en pacientes con lesiones premalignas y el segundo
en individuos con cancer colorrectal; ambos estudios consistieron en ingestas
orales de curcumina con dosis de 0.5 a 0.8 g durante 3 dias y 0.036 a 0.18 g por
un periodo de 4 meses, respectivamente. Los dos estudios concluyeron que los
pacientes tratados no mostraron signos de toxicidad. Ademas, se demostré que el
uso de la curcumina con dosis de hasta 1.2 g/dia no causa toxicidad significativa a

corto plazo 49,

Actualmente, se cuenta con numerosos estudios clinicos y preclinicos que
comprueban la eficacia de la curcumina contra varios tipos de células
cancerigenas. No obstante, su actividad terapéutica se ve limitada porque, incluso
a altas dosis, tiene baja biodisponibilidad tanto en plasma como en tejidos.
Durante las pruebas in vivo se encontraron cantidades muy bajas de curcumina en
plasma. Por ejemplo, un andlisis donde se administraron 2 g/kg de curcumina via
oral en humanos, dio como resultado una concentracion sérica extremadamente
baja oscilando entre 0.006-0.005 g/L %),

Estas investigaciones sobre la biodisponibilidad oral de la curcumina revelan
claramente la seguridad citotoxica de su empleo, no obstante confirman también
su escasa solubilidad en agua, baja biodisponibilidad oral y rapido metabolismo, lo
que dificulta la entrega a los 6rganos objetivo. Una estrategia para superar estos

8
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problemas es el uso de transportadores de tamafio nanométrico como sistemas de

administracion del principio activo 19,

2.2 Nanotrasportadores para la liberacion de farmacos

En los ultimos afios, el avance en las ciencias de los materiales, ingenieria de
polimeros y nanotecnologia han permitido que la investigacion multidisciplinaria
formule y evallUe el desarrollo de sistemas de trasporte y liberacidon controlada de
farmacos. Estos transportadores deben tener un tamafio que les permita viajar
facilmente a través del torrente sanguineo y llevar la sustancia terapéutica al sitio
de interés en el cuerpo humano (para ser absorbido por el érgano, tejido, célula,
etc.) “D:(42) Gracias a esto, se han desarrollado sistemas de liberacion, a escala
micro o nano, que brindan mayor solubilidad, disponibilidad y retencion de

farmacos en un sitio objetivo del cuerpo humano “3).

Ademas de administrar medicamentos, los nanotrasportadores pueden tener
otras funciones como: a) proteger a los principios activos sensibles de factores
como pH, enzimas, proteinas, etc., b) aumentar su biodisponibilidad, actividad
terapéutica y estabilidad quimica y ¢) minimizar su toxicidad y efectos secundarios
(41).(44) Dentro del tiempo necesario para que el principio activo tenga su efecto,
todos los materiales empleados en la elaboracién de los nanotrasportadores
deben ser biocompatibles, no téxicos y preferiblemente biodegradables (o
biodesechables) “9),

En la actualidad, se han desarrollado diversas nano-preparaciones de
curcumina para la terapia contra el cancer, las nanoparticulas (NPs) de lipidos
solidos, liposomas, glicoles, celulosa, dendrimeros, nanodiscos y nanofibras ®). (46),
En la Tabla 2.1 se presentan algunos de los resultados mas importantes obtenidos
en diferentes estudios al emplear nanotrasportadores, asi como las técnicas de

preparacion (25).47).(48),

Las NPs son generalmente dispositivos esféricos y se encuentran en formas

muy variadas. Asi, es posible encontrar NPs a base de lipidos, NPs mesoporosas,
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NPs recubiertas de metales (oro, hierro y plata), NPs inorganicas, nanotubos de

carbono, dendrimeros y NPs magnéticas y poliméricas “9),

En comparaciéon con el

nanotrasportadores generalmente se

uso de curcumina en polvo,

reportan mejores

con el uso

resultados para la

biodisponibilidad de la curcumina. Por ejemplo el uso de NPs coloidales

(theracurmin) ocasion6 un incremento de la concentracion de curcumina en

plasma tanto en ratas (40 veces) como en humanos (27 veces) (25.(50).(1),

Tabla 2.1 Técnicas empleadas en la elaboracion de nanotrasportadores 9.

Materiales

Método de

preparacion

Resultados

PLGA

Quitosano-poli
(cianoacrilato de butilo)

Nanoparticulas

Etilcelulosa

MPEG-PCL

MPEG-P(CL-co-PDO)

Micelas

MPEG-PA

Aceite de linaza,
Lecitina, DSPE-PEG
2000

Emulsiones

Evaporacion por
emulsion-difusion

Polimerizacién en
emulsion

Dialisis
Dialisis
Dispersiones
sélidas

Hidratacion de la

pelicula

Ultrasonido de alta

energia
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9 veces mas
biodisponibilidad oral en
comparacion con la
curcumina con piperina.
Inhibe el crecimiento del
carcinoma hepatocelular y
la angiogénesis tumoral.
Se adjunta bien a la mucosa
géstrica.

Mayor solubilidad y
estabilidad.

Liberacion lenta y buena
estabilidad a la liofilizacién.

La degradacion y liberacion
mediada por enzimas con
lipasa y lisado de células
Hela.

Citotoxicidad mejorada en
células resistentes mediante
la administracion simultanea
de paclitaxel y
nanoemulsiones de
curcumina.
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2.2.1 NPPs para la liberacion controlada de farmacos

Las NPPs pueden obtenerse principalmente mediante dos procesos: reacciones
de polimerizacion en medios dispersos y uso de polimeros preformados 2. Para
el primer caso se pueden utilizar técnicas como la polimerizacibn en emulsion,
miniemulsién y microemulsion, polimerizacion interfacial y polimerizacion en
heterofase. Para el segundo caso se pueden preparar NPPs por medio de la
evaporacion de solventes, nanoprecipitacion, salado, gelificacion ionotropica y

tecnologias de fluido supercritico ©)¢41).(53),

Dependiendo del método de preparacion de las NPPs, se obtienen
nanocapsulas y nanoesferas (ver Figura 2.4). Las nanocapsulas tienen una
estructura de nucleo-coraza, donde el principio activo esta atrapado en una
cavidad (nucleo) rodeada por una capa de polimero (coraza). Mientras que las
nanoesferas son matrices poliméricas en las que el principio activo se encuentra
uniformemente disperso. En ambos casos el medicamento es protegido de la

degradacion quimica y enzimatica (4-(45),

a
4

(2

Nanocapsula

Nanoesfera

Figura 2. 4 Representacion esquematica de las nanocapsulas y nanoesferas utilizadas
para el transporte de farmacos @b,

El cargado de NPPs con un principio activo se puede hacer por dos métodos: a)
obtencion de las NPPs en presencia del principio activo y b) adsorcion del

principio activo sobre las NPPs previamente obtenidas 2.

11
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Para el primer caso, donde el principio activo queda encapsulado por la NPP, la
eficiencia del cargado depende de la solubilidad del farmaco en el monémero y en
el polimero. Para el segundo caso, la eficiencia del cargado depende de las
interacciones entre los grupos funcionales de las moléculas del farmaco con los

grupos funcionales presentes en la superficie de la NPPs (16).(52),

Existen numerosas publicaciones sobre cargado de NPPs donde la regla
general, para lograr una alta eficiencia de cargado, es que el principio activo se
encuentre disuelto molecularmente. Por lo tanto, es dificil lograr el cargado de
NPPs dispersas en agua con un principio activo hidrofobo. Un método
comunmente utilizado para lograr la coexistencia de las nanoparticulas dispersas
en agua con el principio activo hidrofobo es la formacion de un sistema
cosolubilizado donde se mezclan: a) una solucion organica del principio activo; b)
una dispersion acuosa de las particulas poliméricas y c) un alcohol. De esta
manera, se logra la interaccion del principio activo con las NPPs para que pueda
llevarse a cabo el cargado de las mismas. Este método tiene como desventaja la
necesidad de incluir varias etapas posteriores al cargado, para la eliminacién del

solvente organico 19,

La opcioén de preparar las NPPs para su posterior cargado, podria parecer mas
complicada que la opcion del cargado in situ. Sin embargo, ofrece la posibilidad de
lograr una mayor cantidad de productos diferentes porque un mismo tipo de
particula puede ser utilizado para el cargado con diferentes farmacos (9.

2.3 Polimeros utilizados para la liberacion controlada de farmacos

La eleccion del polimero adecuado que sera utilizado para el desarrollo de un
sistema para la administracion de un farmaco es de gran importancia, ya que se
busca optimizar la dosis empleada para el tratamiento del paciente, logrando que
llegue al sitio de accién con un minimo de efectos secundarios ©4. Actualmente,

se puede escoger entre polimeros y copolimeros biocompatibles aceptados por la

12
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Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) como el acido polilactico (PLA), el
acido poliglicélico (PGA) y el poli(MMA-co-MAA) (Eugragit S100), entre otros (9:(55),

2.3.1 Eudragit S100

La marca comercial EUDRAGIT® (GmbH & Co.KG) esta aprobada por la FDA,
para su empleo en la administracion de medicamentos. Los productos bajo esta
marca son copolimeros que contienen distintas relaciones molares de las
unidades monomeéricas de &cido metacrilico, ésteres de &acido metacrilico y
metacrilato de dimetilaminoetilo. De acuerdo con la composicién del copolimero,
se tienen materiales con propiedades que permiten la liberacion del farmaco en el
lugar correcto y momento adecuado; ademas, si es necesario, durante un periodo

de tiempo y pH determinado (6)-G7),

Como se mencion6 anteriormente, en el CIQA se ha desarrollado un copolimero
de composicion similar al Eudragit S100 (ES-100), copolimero utilizado como
vehiculo para obtener dispersiones sdlidas y sistemas amorfos, como
microesferas, microparticulas y nanoparticulas @718 E| ES-100 tiene una
solubilidad en agua a un pH > 7, ha sido empleado en la elaboracién de pildoras
para la liberaciébn controlada de medicamentos en el colon y parches
transdérmicos 6, En una revision bibliografica sobre este compuesto se pueden
encontrar numerosos informes sobre la preparaciéon de particulas de ES-100

cargadas con medicamentos (Tabla 2.2) 29,

13



Nombre del
farmaco

Sistema de
administracion

Método de preparacion
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Tabla 2.2 Aplicaciones del Eudragit S100 4:(56).

Observaciones

Donepezil

5-fluourouacil y
leucovorina

Clorhidrato de
raloxifeno

Indometacina

Dextrometorfano

Péptido Val-Leu-
Pro-Val-Pro-Arg
(VLPVPR)

Flurbiprofeno

Mebendazol

Parches
transdérmicos

NPPs
microencapsuladas
con polimeros
entéricos

Nanocapsulas

Sistema
multiparticulas en
forma de
microesferas.

Dispersion solida

(formulaciones de
alginato gelificante
in situ modificado).

NPPs con
recubrimiento
entérico

Microesferas

Cristales esféricos

Eudragit S100

Colada por solvente

Gelacion i6nica seguida

de un método de
evaporacion por
solvente

Deposicion interfacial de
polimero preformado.

Difusion de disolventes
en cuas-emulsién

Evaporacion del
solvente

Emulsion seguida de
liofilizacion

Emulsificacion aceite/
aceite

Cambio de solvente

14

La liberacion prolongada,
y la biodisponibilidad
mejorada, evita el efecto
de primer paso.

Dirigir selectivamente los
medicamentos al colon en
la quimioterapia para
cancer de colon.

La mejor actividad se
observé para las
nanocapsulas Eudragit
S100 cargadas con RH
después de 72 h.

La combinacion de EC y
Eudragit S100 entrego la
cantidad maxima de
medicamento al colon.

Dispersion solida del
farmaco Eudragit S100
para superar los
problemas de descarga
de dosis después de la
ruptura de los geles de
alginato dependientes del
pH.

NPPs casi
completamente liberadas
apH 7.4 después de 8 h
redujeron la presion
arterial durante mas de 30
h.

Administracion de
medicamentos
especificos para el colon.

Cristales esféricos con
propiedades
micromeriticas
mejoradas.



2.4 Polimerizacion por radicales libres

Una gran cantidad de polimeros son sintetizados a partir de la polimerizacion
por radicales libres, entre los que destacan: el poliestireno, el poli(metacrilato de
metilo), el poli(acetato de vinilo) y el polietileno ramificado. Esta técnica de
polimerizacion involucra el uso de iniciadores, agentes de transferencia y
catalizadores dependiendo de las caracteristicas del producto que se deseen
alcanzar. Debido a que se trata de reacciones altamente exotérmicas es muy

importante tener un buen control de la disipacion de calor 8,

La polimerizacién por radicales libres involucra 3 etapas caracteristicas:
iniciacion, propagacion y terminacion. Mediante esta técnica se pueden alcanzar

altos pesos moleculares, aun a porcentajes de conversion relativamente bajos
(58),(59).

2.4.1 Etapas de la polimerizacion por radicales libres

1. Iniciacion

La etapa de iniciacion implica dos reacciones: en la primera se generan los
radicales libres, por la ruptura homolitica de la molécula del iniciador utilizado (2.4-
1) para dar lugar a la formacion de los radicales primarios, mientras la segunda
implica la adicion de este radical a la primera molécula de monémero para
producir el radical monomeérico que estara al inicio de la cadena P*1 (2.4-2). La
formacion de los radicales primarios puede producirse por accion del calor o por

accion fotoquimica 48)-(59),

Donde las constantes de velocidad kqy ki son constantes de descomposicion e
iniciacién, respectivamente.
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La velocidad de descomposicion del iniciador normalmente sigue una cinética

de primer orden y depende del disolvente y de la temperatura.

2. Propagacion

La etapa de propagacion consiste en el crecimiento de la cadena de polimero
P*1 mediante reacciones de adicion del radical monomeérico (P*1) a otra molécula
de mondmero para formar un nuevo radical, P*2 (2.4-3); seguido por la adicion
sucesiva de moléculas de monoémero disponibles en el medio de reaccion hasta

llegar a P*n (58).(59),

P*1+ M ko 5 P* ----eeiii (2.4-3)
P + M S « L. (2.4-4)
P*3 + nM O i B (2.4-5)

Donde k; es la constante de velocidad de las reacciones de propagacion.

En esta etapa existen dos modos posibles de propagacion: en la primera
predomina la orientacion cabeza-cola por cada adicion de mon6mero, mientras
que en la segunda predomina la orientacibn cabeza-cabeza y se presenta en

ciertos polimeros que contienen principalmente fltor ¢9),
3. Terminacion

La propagacion continla hasta que ocurre alguna reaccion de terminacion. Esta
dltima etapa implica la desactivacion de los radicales poliméricos, la cual ocurre
por reaccién biomolecular entre dichos radicales. Las dos principales formas de
terminaciéon son: por acoplamiento o combinacion de radicales (2.4-6) y por
desproporcion (2.4-7), esta udltima involucra la transferencia de un atomo,

generalmente hidrogeno, de la cola de una cadena a otra ©9.
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Donde ki Y kia SON las constantes de velocidad para cada reaccion.

En la terminacion por combinacion o acoplamiento se obtiene una cadena de
polimero con fragmentos de iniciador en ambos extremos, mientras que en la
reaccion de terminacion por desproporcion se obtienen dos cadenas de polimero.
En este caso solo cuentan con el fragmento de iniciador en uno de los extremos y
una de ellas queda con un doble enlace terminal en el otro extremo. Durante una
polimerizacion se pueden dar los dos mecanismos de terminacion juntos o solo

uno de ellos ©9),

2.5 Copolimerizacion por radicales libres

La polimerizacién simultanea de dos o mas diferentes monémeros se denomina
copolimerizaciéon y la cadena polimérica que contiene unidades de los diferentes
tipos de mondémeros se conoce como copolimero ®8. La determinacién de la
composicién de copolimerizacién depende de la reactividad de los monémeros y
esta misma determina la forma de adicion y cantidad que se adiciona de cada

monomero 9. (60)

El modelo cinético de copolimerizacion terminal o modelo de Markov de primer
orden determina la composicion de los copolimeros mediante una ecuacion que
involucra a dos tipos de especies en la etapa de propagacion (M*1 y M*2).
Suponiendo que la reactividad quimica de la especie en propagacién depende
Gnicamente del tipo de unidad monomérica al final de la cadena, se presentan

cuatro posibilidades de la reaccién de propagacion (9)-60),
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M*1 + Mz kit A (1)
M*1 + M2 ki R (2)
M*2 + M ki M*y - (3)
M*2 + M2 k22 R (4)

Donde k;, es la constante de velocidad de propagacion para una cadena de
polimero terminado en M; a la que se adiciona una unidad M,; k,, es la cadena de
propagacion que termina en M; a la que se le adiciona una unidad de M, y asi

sucesivamente.

La propagacién de un centro reactivo mediante la adicion del mismo mondémero,
se denomina normalmente homopropagacion (2.5-1) o autopropagacion (2.5-3),
mientras que la propagacién de un centro reactivo mediante la adicion de otro
mondmero se conoce como propagacion cruzada (2.5-2 y 2.5-4). Las velocidades
de desaparicion de los dos mondmeros, son sinénimo de sus velocidades de

adicion en el copolimero 59).(60),

La ecuacion 2.5-5 se conoce como ecuacion de composicion del copolimero,
donde d[M,] /d[M,], es la relacién molar de las dos unidades monoméricas en el
copolimero, en funcion de las concentraciones de ambos mondémeros en la

alimentacion y de las razones de reactividad de los monémeros (r1 y rz2) ¢9:(60),

d[M,] _ [M] ( ri[M; |[M,] )
d[M,] [M2] \[Mq]+ rz[M;]

La ecuacion 2.5-5 puede expresarse en términos de fracciones mol en lugar de

concentraciones, dando lugar a la ecuacién 2.5-6.

rifE+fif
T fE+2f1 fotrof2

Donde f; yf, son las fracciones molares de los mondmeros M1 y M2 en la

alimentacion, respectivamente, y F; es la fraccion mol de M1 en el copolimero
(59),(60)
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Para un determinado tipo de iniciacion, las razones de reactividad de los
monomeros Yy, por lo tanto, la ecuacion de composicion, son independientes de

muchos de los parametros de reaccién (0,

2.5.1 Tipos de copolimeros

Dependiendo de los valores de las relaciones de reactividad r1y r2 se pueden

obtener distintos tipos de copolimeros ©9:61),

a) Copolimerizacion ideal, ocurre cuando rirz = 1, las dos especies
propagantes, M; y M;, muestran la misma preferencia para adicionarse a
cualquiera de los monémeros, sin embargo rir2 usualmente es menor que 1.
La copolimerizacion al azar ocurre cuando r1 = r2= 1, los dos monémeros

muestran la misma reactividad hacia ambas especies M; y M.

b) Copolimerizacién alternada. Se presenta cuando r1 = r2 = 0, ambos
monomeros se adicionan a la cadena en cantidades equimolares,
alternando su acomodo a lo largo de la cadena, entonces la especie M;

solo reacciona con M2y M; solo reacciona con M.

c) Copolimerizacion en bloques. Ocurre cuando r1 >1 y r2 >1; el monémero Mz
reacciona con un radical M1 formando bloques de este homopolimero y lo
mismo ocurre con el monémero Mz. Posteriormente, ambos homopolimeros

reaccionan entre si, y forman copolimeros.

d) Copolimerizacion injertada. Tiene lugar cuando uno o mas bloques del
homopolimero M1 se injertan como ramificaciones en una cadena principal

del homopolimero M.

De acuerdo a lo anteriormente descrito, en la Figura 2.5 se representan los

tipos de copolimeros de acuerdo al acomodo de las unidades monoméricas

durante la reaccion ©9:(61),
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a) Copolimero aleatorio b) Copolimero alternado

.’

¢) Copolimero en bloques d) Copolimero injertado

Figura 2.5 Tipos de copolimeros.

2.6 Polimerizacion en emulsidn en semicontinuo

Las principales técnicas que se utilizan en la sintesis de polimeros por radicales
libres se clasifican en homogéneas y heterogéneas. En el primer caso se tiene a la

polimerizacion en masa y en solucién, mientras que el segundo caso se tiene a la

polimerizacion en suspension y polimerizacién en emulsion ©¢9-61),

Entre las técnicas antes mencionadas la polimerizacion en emulsion es una de
las mas importantes a nivel industrial. Esta técnica es una de las mas rapidas y
eficientes para la preparacion de NPPs dispersas en un medio continuo
(principalmente agua). Ademéas es féacilmente escalable, por lo que es
frecuentemente utilizada en la obtencién de poli(acetato de vinilo), policloropreno,
polimetacrilatos, poli(cloruro de vinilo) y poliacrilamida, asi como varios tipos de

copolimeros ©9).

Los principales componentes que este sistema de polimerizaciones son el(los)
monomero(s), el medio dispersante, uno o varios surfactantes y un iniciador. El
medio dispersante es usualmente agua, en el cual los mondmeros son
dispersados y estabilizados en forma de gotas y micelas con la ayuda de un

surfactante. La accion del surfactante propicia la formacion de micelas cuando se
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tiene un exceso en la concentracion que sobrepasa la concentracion micelar critica
(CMC). En este punto, el sistema en solucién se transforma en un estado coloidal
bajo una agitacion moderada donde se da la formacién de sitios activos de

polimerizacion (micelas) (489,

En la polimerizacion en emulsion en semicontinuo, los componentes de la
formulacion se agregan en dos corrientes distintas, es decir separadamente, una
parte de la formulacion se agrega al inicio de la reaccidn, y mientras que la otra se
suministra durante el curso de la polimerizacion- Aunque existen multiples formas
de adicionar el(los) monémero(s) y surfactante(s) al medio de reaccion, se debe
tener cuidado con la forma de adicion del surfactante, ya que éste nos ayudara a
determinar el tamafio de particula y la estabilidad coloidal del latex final. Por lo

general, siempre se debe de adicionar el iniciador en forma continua al reactor
(59),(61).

Industrialmente, se emplea entre el 5 y el 10 % del total de monémero en la
carga inicial (siembra de semilla), esto se hace con la finalidad de controlar el
tamafio de particula y su distribucion, mientras que la adicion del resto de
monomero tiene como objetivo hacer crecer la semilla. Sin embargo, si la
concentracion de surfactante es muy alta o el nimero de particulas es muy baja

durante la siembra, se pueden generar nuevas particulas (nucleacion secundaria)
(61)

El monémero puede adicionarse esencialmente a dos velocidades diferentes
durante la reaccion de polimerizacién en semicontinuo. Krackeler y Naidus (©2),
introdujeron el concepto de condiciones de falta de monémero durante el periodo
de adicion de mondémero para explicar el aumento de numero de particulas (Np) a
medida que disminuye la tasa de adicion de monémero, empleando la teoria de
Smith y Ewart 3, Segun esta teoria, durante el periodo de nucleacion, Np es
inversamente proporcional a la tasa de crecimiento en volumen de la particula de
polimero. Cuando las particulas se saturan con mondémero en las llamadas
condiciones de inundacién de mondmeros, crecen a su velocidad maxima y se

produce la nucleacibn minima de particulas. Por el contrario, cuando la
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concentracion de monomero en las particulas esta por debajo de la saturacion, es
decir, en condiciones de falta de mondmero, la velocidad de crecimiento de las
particulas se ralentiza, lo que conduce a un aumento de Np, y la velocidad de
polimerizacion es controlada directamente por la velocidad de adicion del
monomero. Las condiciones de falta de mondémero se logran dosificando el
mondmero a una velocidad menor que la velocidad de polimerizacién. Por tanto,
cuanto menor es la tasa de dosificacion de monémero, menor es la concentracion
de monomero dentro de las particulas y, como consecuencia, el Np se vuelve

mayor ©3),

2.7 Polimerizacion en heterofase en semicontinuo

Actualmente, en el desarrollo NPPs se requieren tamafios mas reducidos y
distribuciones mas angostas que las generalmente obtenidas en el proceso de
emulsién, a partir de estas consideraciones, surge la técnica de Polimerizacion en
Heterofase en Semicontinuo, conocida por sus siglas en inglés como SHP
(Semicontinuos Heterophase Polymerization) ©4. Esta técnica consiste
basicamente en la dosificacién constante de un mondémero hidr6fobo (o mezcla de
monomeros) en una solucién micelar que contiene uno o varios surfactantes y un
iniciador hidrosoluble. Cuando la velocidad de dosificacibon de mondémero es lo
suficientemente lenta, permite la formacion de nuevas particulas, en vez de
difundirse en las ya existentes para seguir reaccionando, obteniéndose de esta
manera una distribucion de tamafios mas homogénea. La técnica SHP permite
obtener latex con un alto contenido de polimero y pequefias concentraciones de
surfactante, pero también, la preparaciébn de copolimeros con composicién

homogénea a lo largo de la reaccion 64,
Esquivel et al., reportaron la obtencion de NPs porosas de poliestireno con una

distribucion de tamafio de particula angosta al emplear la técnica SHP, asi mismo,

obtuvieron didmetros de particula de 20 a 30 nm y poros que oscilaban entre los 6
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a 8 nm de didmetro, al utilizar dodecilsulfato de sodio (surfactante) y persulfato de

amonio (iniciador) ©5),

En otro estudio, realizado por Pérez et al., donde se sintetizd poli(metacrilato de
metilo) y poli(metacrilato de hexilo), se reportan muestras de latex con un alto
contenido de NPPs. Ellos observaron que al disminuir la velocidad de dosificacion
de monomeros, también disminuian el tamafio de las particulas y el peso
molecular de los polimeros. Ademas, se observd que al incrementar las
velocidades de dosificacion de monomero se disminuye el grado de conversion

instantaneo de la reaccion ©6),

Mas recientemente, H. Saade et al., reportaron la preparacion de NPPs de
poli(cianoacrilato de etilo) (PECA) con un Dp promedio de 40 mn cargadas con
rifampicina. Se obtuvieron particulas con diametro promedio menor que 40 nm ©7).
Posteriormente, como ya se menciond reportaron la elaboracién de NPPs del
copolimero poli(MMA-co-MAA) cargadas con ibuprofeno, asi como un método

para preparar NPPs del mismo copolimero con un Dp ultrapequefio de 10 nm
(17),(18).

De acuerdo a lo presentado en la seccién de antecedentes de este trabajo de
investigaciéon ha formulado la siguiente hipétesis: a pesar que la curcumina se
conoce desde hace mucho tiempo, asi como muchas de sus propiedades
terapéuticas, este compuesto natural podria aumentar significativamente su
eficiencia curativa si se incrementara su biodisponibilidad. Para ello, la
nanotecnologia podria aportar varias soluciones para resolver dicha problemética.
En el presente trabajo se reporta por dos metodologias diferentes la incorporaciéon
de la curcumina en nanoparticulas ultrapequefias de un copolimero metacrilico
reportado como biocompatible, tomando como base ambas metodologias la
Polimerizacion en Heterofase en Semicontinuo, técnica reportada por primera vez

por investigadores del CIQA.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Preparar nanoparticulas del copolimero poli(metacrilato de metilo-co-acido

metacrilico) cargadas con curcumina.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtencion de NPPs cargadas con curcumina mediante la polimerizacion en
heterofase con la adicion semicontinua de una mezcla de metacrilato de
metilo y acido metacrilico con diferentes concentraciones de curcumina

(cargado in situ).

2. Obtencion de NPPs mediante la polimerizacion en heterofase con la adicion
semicontinua de una mezcla de metacrilato de metilo y acido metacrilico y
su posterior cargado con curcumina por un método de difusién/fisisorcion

en un sistema heterogéneo.
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4. HIPOTESIS

El cargado de curcumina en NPPs del copolimero poli(metacrilato de metilo-co-
acido metacrilico) es factible mediante la técnica de polimerizacion en heterofase,
con la adicién del mondmero en semicontinuo, llevada a cabo en presencia de la
curcumina en el medio de reaccion (cargado in situ). El cargado de la curcumina
en dichas NPPs también es posible en una etapa posterior a la reaccién de
polimerizacion, mediante un método de difusion/fisisorcion en un sistema

heterogéneo.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Reactivos

En las reacciones de polimerizacion se utilizaron metacrilato de metilo (MMA,
98%) y acido metacrilico (MAA, 99%) como mondmeros; dodecilsulfato de sodio
(SDS, 98.5%) y bis-(2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio (AOT, 96%) como
surfactantes; y persulfato de amonio (APS, 99.9%) como iniciador. Para el cargado
de las NPPs se emple6 curcumina (294% contenido de curcuminoides y 280% de
curcumina). Todas las sustancias fueron adquiridas de Sigma-Aldrich. A excepcion
de los mondmeros, a los que les fue retirado el inhibidor por medio de una
columna empacada con resina removedora de inhibidores, el resto de los reactivos
se utilizaron tal y como fueron recibidos. En las polimerizaciones se emple6 agua
desionizada (0.055 pS/cm) obtenida de un equipo mili-Q. El diclorometano (DCM,
99.5% con 50 ppm de amileno como estabilizador) fue adquirido también de
Sigma-Aldrich. Para la caracterizacion de las particulas cargadas por
espectroscopia de UV-vis se utilizd etanol absoluto. Para llevar a cabo la didlisis
del latex se utiliz6 una membrana de celulosa MC24X100 CLR adquirida por
Sigma-Aldrich. El argén de ultra alta pureza fue adquirido de INFRA.

5.2 Equipo.

En este subcapitulo se describen los equipos de reaccion utilizados para ambas

metodologias de cargado de curcumina en las NPPs.

5.2.1 Cargado in situ de curcumina durante la polimerizacion

Las reacciones de polimerizacion (SHP) en condiciones de avidez de
monomero se llevaron a cabo en un sistema de reaccion como el representado en

la Figura 5.1. Este sistema consistio en un reactor de vidrio enchaquetado de 100
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mL con tapa de 4 bocas. En una de las bocas se hizo pasar una corriente de
argon; en otra boca se conect6 un sistema de reflujo; en otra boca se insert6 a
través de un tapon de caucho la aguja para la dosificacion de la mezcla de
monomeros con la curcumina presente en dicha solucion y, finalmente, en la boca
central se inserté una varilla de teflon con una propela con configuracion de media
luna, para mantener la mezcla en agitacion. La temperatura de reaccion se
controlé por medio de un bafio de recirculacion POLYSCIENCE, mientras que la
agitacion del sistema, se mantuvo constante con la ayuda de un motor mecanico
(IKA laboratechnik) con indicador digital. Para la dosificacion de la mezcla de

monomeros y curcumina se utilizd una bomba de infusion (KDScientific) modelo

200, serie 19008.

Depuracién del

sistema con gas ¢ Al;mu_n\/
argdnpor 1h

Mondmeros

Agitador mécanico
650 rpm

Dosificacion
constante de

monémeros

MAMAL —D |

\
\

Aguaultra pura
Iniciador:  (NHy),S,0 ~ (APS) |
Cy,Hy5Na0,$ (SDS)
CyoHy;Na0,S (AOT)

Tensoactivos:

Figura 5.1 Sistema utilizado para llevar a cabo las polimerizaciones.
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5.2.2 Cargado de curcumina por el método de difusion-fisisorcion

El cargado de las NPPs (previamente obtenidas por SHP) con curcumina se
realiz6 en un vaso de precipitado de vidrio de 600 mL, enchaquetado para
mantener constante la temperatura. El vaso se coloc6 sobre una parrilla de
agitacion magnética (Cymarec) y la chaqueta se conectd a un bafio de circulacion
de temperatura constante (Polystat). El sistema experimental se presenta en la

Figura 5.2.

u ) Agitacion cte. Y suave

Figura 5.2 Sistema utilizado para el cargado por el método de difusidn-fisisorcion.

5.2.3 Equipos utilizados para preparacion de muestras vy
caracterizacion

El diametro de las NPPs se determiné por dispersion dindmica de luz (DLS) con

un equipo Microtrac Nanotrac modelo Wave Il Q.

La determinacion de concentracion de curcumina en las NPPs se llevd a cabo

por medio de espectroscopia UV-Vis en un equipo Shimadzu modelo UV-2401PC.

La composicibn de los copolimeros en los sistemas desarrollados se

determinaron por medio de espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de
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proton (*H NMR), donde las diversas muestras fueron analizadas en un

espectrometro Bruker-400 MHz.

Las propiedades térmicas de los materiales, especificamente su temperatura de
transicion vitrea (Tg), fueron determinadas por la técnica de Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC), en un equipo Discovery Series DSC/TGA (TA-

Instruments).

La morfologia de algunas de las NPPs obtenidas se evalu6 mediante
Microscopia Electronica de Transmisién (TEM) en un FEI, TITAN 80-300.

Otros equipos utilizados fueron: Centrifuga Allegra 64R Beckman Couter
equipada con un rotor f1010; Ultrasonicador Qsonica de 700 Watts al 60% de
potencia/intensidad, con punta de %2”, utilizado para dispersar la curcumina en los
monomeros; Medidor de pH manual digital Hanna Instruments HI 98107;
Termdmetro digital digi-sense J-T-E-K con termopar de acero inoxidable tipo T con
un intervalo de temperatura de -250 °C a 400 °C y Liofilizador Labconco modelo
FreeZone.

5.3 Metodologia

5.3.1 Dispersion de la curcumina en la mezcla de monémeros

Para determinar cuanta curcumina se adicionaba al reactor durante la reaccion
de polimerizacion se determind una curva de dosificacibn a diferentes
concentraciones de curcumina (1, 3 y 5 % en peso). Primeramente, se pesé
curcumina en un vaso de precipitados de 50 mL, después, en seguida, se pesaron
los mondmeros en el mismo vaso y se tap0 el vaso con papel aluminio.
Posteriormente, se coloco el vaso en un cristalizador de vidrio que contenia agua
con hielo (para evitar que se elevara la temperatura de la mezcla de monémeros).
Las mezclas fueron sonicadas a diferentes tiempos (5, 10 y 15 min) y se cargaron

en la jeringa que seria utilizada para dosificar la mezcla de mondmeros y
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curcumina durante la reaccion de polimerizacion. Se tomo el peso de la jeringa y
se coloco en la bomba de dosificacion; se accion6 la bomba como si fuera a
llevarse a cabo la reaccion de polimerizacién, y se recuperd en charolas de
aluminio lo dosificado a diferentes tiempos de adicion (10, 20, 30, 45 y 60 min). Al
finalizar los 60 min, la jeringa se volvié a pesar para determinar por diferencia de
pesos la mezcla total agregada. Se permitié que el monémero se evaporara y se
estimé por diferencia de pesos la cantidad de curcumina adicionada a diferentes

tiempos.

5.3.2 Preparacion de NPPs cargadas con curcumina mediante el
método de cargado in situ

Las formulaciones utilizadas para la obtencion de NPPs cargadas con
curcumina se presentan en la Tabla 5.1. Se cargaron al reactor el agua, el
iniciador y la mezcla de surfactantes en una relacién de 3/1 (p/p). La solucién se
mantuvo bajo un flujo de argdn por un periodo de 60 min, a temperatura ambiente
y una agitacion de 650 rpm. Pasado este tiempo, la temperatura se elevd a 70 °C
y se inicio la dosificacion de la mezcla de mondémeros, en una relacién de 2/1
(mol/mol), que contenia diferentes cantidades de curcumina. La mezcla de
mondémeros y curcumina se preparé previamente, pesando las cantidades
requeridas de curcumina y monoémeros en un vaso de precipitado de 50 mL. La
curcumina se dispersé con ayuda de energia de ultrasonido. La dosificacién de
esta mezcla se realizé con una bomba de infusion calibrada a un flujo de 12.4
mL/h para agregar un total de 12.6 g. Durante la polimerizacion se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos para determinar la conversion del monémero por
gravimetria y diametro de las particulas por DLS. Al finalizar el periodo de
dosificacion de la mezcla de monomeros, se permitid que la reaccion continuara
por 30 min adicionales para asegurar la conversion total del monomero. Los latex
obtenidos se filtraron para separar la curcumina que se encontraba en forma de
hojuelas flotando en la superficie del latex, o bien, adheridas a las paredes del
reactor. Ademas, los latex fueron centrifugados a 10500 rpm durante una 1 h. Esto

se hizo para sedimentar la curcumina que no estuviera incorporada en las NPPs.
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Durante la experimentacion se varié, ademas de la concentracion de curcumina, el
tiempo de sonicacibn de la solucion para dispersar la curcumina en los

mondmeros antes de ser agregada a la reaccion.

Tabla 5. 1 Formulaciones empleadas en la sintesis de NPPs cargadas con
curcumina mediante el método de cargado in situ

Obtencién de las NPPs

Reactivos

Fase Fase dispersa Fase dispersa Fase dispersa

acuosa (formulacion 1)  (formulacion 2) = (formulacién 3)
Agua 93.1¢ - - -
Persulfato de amonio (APS) 01g - - -
Dodecilsulfato de sodio (SDS) 079 - - -
Bis-(2-etilhexil) sulfosuccinato 0.09¢ - - -

sédico (AOT)

Metacrilato de metilo (MMA) - 104 g 10.18 g 10.32 g
Acido metacrilico (MAA) - 4.45¢g 4379 4.43 g
Curcumina - 0.15¢ 0.45¢ 0.75¢g

5.3.3 Didlisis de los latex para eliminacion de surfactante

La didlisis de los latex que serian utilizados para realizar el cargado por el
meétodo de difusidn-fisisorcion se llevo a cabo para retirar el surfactante utilizado
durante la polimerizacion. Para esto, se utilizaron membranas para didlisis, las
cuales fueron sumergidas en agua desionizada durante 10 min, para su
hidratacion. Posteriormente, se prepararon soluciones de los latex al 5 % en peso
y se pesaron entre 10-12 g de los mismos para llenar las membranas, luego se
colocaron en una cubeta con agua desionizada a temperatura ambiente. La dilisis
de los latex tuvo una duracion de 1-2 semanas; durante este tiempo se reemplazé
el agua desionizada cada 12 h y se tom6 un registro de la variacion en la
conductividad eléctrica del agua de didlisis. La prueba finalizd6 cuando ya no se
observaron variaciones en la conductividad eléctrica. Al terminar la didlisis, el latex
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se filtr0 y se determind el contenido de sdlidos para ajustarlo, mediante dilucion
con agua desionizada, a un contenido de solidos del 1 % en peso. A esta
disolucion resultante se le midi6 el pH y el diametro de particula.

5.3.4 Cargado de NPPs con curcumina por el método de difusion-
fisisorcion

Las NPPs libres de curcumina se obtuvieron siguiendo exactamente el mismo
procedimiento detallado en la seccién anterior, pero en ausencia de la curcumina,
seguido de una etapa de didlisis. El latex dializado, cuyo contenido de sélidos fue
determinado al terminar el proceso de dialisis, se diluyd con agua desionizada
hasta llevar la concentracion de NPPs al 1 % en peso. Por otra parte, se prepar6
una solucién de curcumina en DCM al 0.1 % en peso. Para el cargado se
colocaron en viales de vidrio de 40 mL, 30 mL de la solucién de curcumina y 10
mL del latex; se agregd un pequefio magneto a cada vial y se taparon con papel
aluminio al que se hicieron perforaciones con una aguja, para permitir que el DCM
se evaporara lentamente. Los viales fueron introducidos a un vaso de vidrio
enchaquetado que contenia agua, el mismo se colocé sobre una parrilla de
calentamiento a 35 °C, con agitacion suave. Los viales se dejaron en esas
condiciones hasta que el DCM se evapord por completo. El latex cargado se filtrd
para eliminar las hojuelas de curcumina que no fue adsorbida sobre la superficie
de las NPPs. El cargado se llevé a cabo por un proceso de difusion de las
moléculas de curcumina de la fase organica a la fase acuosa y su posterior

fisisorcion sobre la superficie de las NPPs presentes en el latex.
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5.4 Caracterizacion.

5.4.1 Determinacion del tamafio de particula

El didmetro promedio de particula se determin6 por DLS. El equipo Microtrac se
programO para realizar 7 mediciones por cada muestra analizada. Todas las
mediciones se llevaron a cabo a 25 °C, se colocaron en viales dos gotas del latex

(= 0.04 g) y se diluyeron en 4 mL de agua desionizada.

5.4.2 Cuantificacion de contenido de curcumina en el latex

Para determinar el contenido de curcumina en las NPPs, se prepard una curva
de calibracion de curcumina en una mezcla etanol-agua 9:1 (p/p). En la Figura 5.3
se presenta la curva de calibracién utilizada para determinar el contenido de

curcumina en los latex.

25

y = 201974x - 0.0413
R2=1

15

Absorbancia (u.a)
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0
0.0E+00 2.0E-06 4.0E-06 6.0E-06 8.0E-06 1.0E-05 1.2E-05 1.4E-05 1.6E-05

Curcumina (g/mL)

Figura 5.3 Curva de calibracion UV-vis para la determinacion de contenido de
curcumina.
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5.4.3 Determinacion de la composicion de los copolimeros en las

NPPs cargadas

La composicion de los copolimeros (contenido de MMA vs MAA) en los
sistemas desarrollados se determinaron por medio de espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear de proton (*H NMR). Aproximadamente 30 mg de
cada muestra (previamente aislada del latex y secada hasta peso constante)
fueron disueltos en 0.5 mL de DMSO-d6. Posteriormente las disoluciones fueron
trasvasadas a bubos de cuarzo de 5 mm de diametro para ser analizadas en el

equipo, a temperatura ambiente y durante 16 scans.

5.4.4 Determinacion de las propiedades térmicas de las NPPs

cargadas con curcumina

La Ty de los copolimeros, tanto del sistema libre de curcumina como de los
sistemas cargados con curcumina se determind por la técnica del DSC. Se
pesaron aproximadamente 7 mg de cada muestra en las pequefias charolas de
aluminio especificas para este tipo de analisis. Se sellaron las charolas y se
analizaron en el equipo desde temperatura ambiente hasta 200 °C y a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. El segundo calentamiento es para
eliminar el historial térmico de la muestra. La Ty se determind como el punto de

inflexién en la curva de flujo de calor con el segundo ciclo de calentamiento.

5.4.5 Determinacion del tamafo y morfologia de las NPPs cargadas

con curcumina

Algunas de las muestras obtenidas fueron seleccionadas para ser analizadas
por TEM. Las muestras se prepararon de la siguiendo dos procedimientos,
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tratando de tener una buena dispersion de las NPPs en las rejillas de cobre (lacey
carbon). Se prepararon dos disoluciones una del latex cargado por el método de
difusién-fisisorcion y otra por el método del cargado in situ; para la primera
muestra se prepard una solucién de SDS al 1% pesando 0.5 g del compuesto en
un matraz que se aforo a 50 mL de agua desionizada, posteriormente en un vial se
pesaron 0.05 g (10% en peso) del latex y se le agreg6 10 g de la solucién de SDS,

esta disolucion se agité durante 2 min para lograr una dispersion homogénea.

Para la segunda muestra se preparé una solucion 0.1 M de acido clorhidrico
(37% en peso), en un matraz de 50 mL se agregd agua desionizada,
posteriormente se agregaron 0.41 mL del acido al matraz y se aforo.
Seguidamente se tomd un vaso de precipitados de 250 mL en donde se agrego
agua desionizada y 6 gotas de la solucion preparada con la finalidad de bajar el
pH del agua a 3.23. Después en un vial se pesaron 0.023 g (10% en peso) del
latex (cargado in situ) y se le adicionaron 3 mL del agua desionizada (pH 3.23) al

igual que la muestra 1 la solucién se agito durante 2 min.

Posteriormente, para la tincion de las muestras se preparé una solucion de
acido fosfotungstico al 0.02% pesando 0.01 g del compuesto en un matraz y se
aforo a 50 mL de agua desionizada, esto se realiz6 con la finalidad de brindar un

mejor contraste y apreciacion de las NPPs.

Para la preparacion de muestras se tomé una rejilla de cobre, cual esta cubierta
con una pelicula de carbono y se sumergié completamente en la dispersion de
NPPs, se retir0 y dejé secar durante un dia, posteriormente se agregd una gota de
la solucion de acido fosfotingstico y se retird el exceso con un trozo de papel filtro,

finalmente se dejo secar por un dia antes de la observacion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Preparacion de NPPs de poli(MMA-co-MAA) cargadas con
curcumina mediante el método de cargado in situ

Antes de llevar a cabo las reacciones de polimerizacion, se hicieron estudios
para determinar el efecto del tiempo de sonicacion sobre el grado de dispersion de
la curcumina en la mezcla de mondémeros, buscando una dispersion adecuada de
la curcumina que no ocasionara inconvenientes al momento de inyectar la mezcla
de mondmeros al sistema de reaccion. Algunas de las dispersiones preparadas se
cargaron a la jeringa que se utilizaria para adicionar la mezcla de monémeros al

reactor utilizando una bomba de infusion.

En la Figura 6.1 se presenta el perfil de adicion de curcumina que se tuvo para
cada una de las dispersiones. La bomba de infusion se calibré a 12.4 mL/h para
dosificar un total de 12.6 g de las mezclas efectuadas, es importante aclarar que el
valor de flujo para cada uno de los puntos de cada dispersion se calcul6 tomando
en cuenta la cantidad de curcumina que se adicioné en la charola en el intervalo
de tiempo entre muestra y muestra; dividiendo el peso de la curcumina contenida
en la charola después de la evaporaciéon de los mondémeros entre el tiempo
transcurrido al momento de tomar dicha muestra. Las lineas punteadas no
representan el comportamiento del flujo entre puntos, solo se utilizan para facilitar

la identificacion de los puntos correspondientes a cada uno de los experimentos.

Debido a que las dispersiones contenian curcumina en exceso, se observo la
sedimentacion de curcumina en la jeringa durante la adicién de la mezcla (60 min)
para las mezclas a concentraciones del 3 y 5 % de curcumina. Como puede
apreciarse, a la concentracion del 1 % no se observé un efecto del tiempo de
sonicacion y el flujo se mantuvo practicamente constante. Lo mismo ocurrio para
la mezcla al 3 % de curcumina que se preparé con 5 min de sonicacién. Sin
embargo, el comportamiento del flujo cambié para la mezcla al 3% que se prepard
con 10 min de sonicacién, ya que el flujo se mantuvo constante en los primeros 45

min, pero fue mucho mayor en los ultimos 15 min. Finalmente, para el caso de las
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mezclas que se prepararon al 5% de curcumina las variaciones en el flujo fueron
alun mas pronunciadas. Para el caso de la mezcla preparada con 15 min de
sonicacion se llevo a cabo la repeticion del experimento para comprobar que no se

tratara de un error.
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/
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Figura 6. 1 Perfil de adicién de curcumina para mezclas de los monémeros preparadas
con diferentes concentraciones de curcuminay diferentes tiempos de sonicacion.

La explicacion que se propone para la variacion en el flujo de adicion de
curcumina en las dispersiones mas concentradas es la siguiente; desde el inicio
de la adicion las particulas de curcumina se fueron sedimentando en la jeringa de
dosificacion y la mezcla se fue clarificando. Esta es la razon por la que se observa
una disminucion en el flujo de curcumina. Al final, a pesar de la sedimentacion, se
adicioné una mezcla con una concentracion mayor. En la Tabla 6.1 se muestra un
estimado de la curcumina realmente agregada para las mezclas preparadas. La
estimacion de curcumina realmente adicionada al reactor durante la

polimerizacion, se realizd6 tomando en cuenta la cantidad de curcumina empleada
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en la dispersibn de mondémeros y la cantidad de curcumina recolectada en cada
una de las charola después de la evaporacion de la mezcla de mondmeros
durante el periodo de dosificacion, para cada uno de los experimentos realizados.

Como puede verse, solamente en el caso de la mezcla de curcumina al 1 % se
adiciona la cantidad deseada (100% de la curcumina empleada en la dispersion de
mondmeros. No obstante, los problemas de sedimentacion que se observaron, se
decidié continuar con el estudio de las polimerizaciones llevadas a cabo en
presencia de la curcumina (cargado in situ), tomandose como base los datos de la
Tabla 6.1 para estimar la eficiencia del cargado.

Tabla 6.1 Efecto de las condiciones de sonicacién sobre la cantidad de
curcumina realmente adicionada al reactor.

CENTRO DE INVESTIGACION
EN QUIMICA APLICADA

Curcumina empleada en . Curcumina .
Tiempo de % de curcumina
la mezcla de - . realmente agregada
. sonicacion (min) agregada
monomeros (%) (%)
1% 5 min 1% 100%
1% 15 min 1% 100%
3% 5 min 1.3% 43.3%
3% 10 min 1.7% 56.6%
5% 5 min 1.6 % 32%
5% 15 min 3.6% 72%

Se llevaron a cabo una serie de polimerizaciones donde las dos variables de
proceso estudiadas fueron: la concentracibn de curcumina en la mezcla de
monomeros y el tiempo de sonicacion de las mezclas preparadas, es decir,
MMA/MAA/curcumina. Primeramente, se llevd a cabo la Polimerizacion en
Heterofase en Semicontinuo (SHP) de la mezcla de monémeros MMA:MAA a una
relacion molar 2:1 y en ausencia de la curcumina (R1), reproduciendo la
metodologia previamente reportada por Lépez et al. 18, Posteriormente, se
llevaron a cabo las reacciones SHP, exactamente de la misma manera que en R1,
con la Unica variante de incorporar diferentes concentraciones de curcumina en la
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mezcla de mondmeros, al 1, 3y 5 % en peso, para preparar NPPs cargadas con
curcumina, lo que en el presente trabajo denominamos como cargado in situ. Esta
metodologia ya habia sido reportada por nuestro grupo de trabajo para el cargado

de ibuprofeno en NPPs del mismo copolimero metacrilico 7).

En total se llevaron a cabo 5 reacciones de polimerizacion via SHP en
presencia de curcumina, mas la polimerizacion de referencia, y se demostro la
factibilidad de la técnica para lograr el cargado in situ de este principio activo de
alta hidrofobicidad en las NPPs del copolimero poli(MMA-co-MAA). En la Figura
6.2 se presenta la evolucién de la conversion de monémero con respecto al tiempo
de reaccion para todas las polimerizaciones. La linea continua representa la
conversion instantanea (conversion calculada tomando en cuenta el monémero
adicionado al momento de tomar la muestra) y la linea punteada representa la
conversion global (conversion calculada tomando en cuenta la cantidad total de
mondémero al final del periodo de adiciébn). En la Tabla 6.2 se presenta la
nomenclatura para estas 6 reacciones de polimerizacion, asi como las variables
estudiadas en cada una de ellas.

Tabla 6.2 Polimerizaciones SHP para preparar NPPs del copolimero

poli(MMA-co-MAA) cargadas con curcumina mediante el método de cargado
in situ.

Experimento Curcumina Tiempo de sonicacion

(%) (min)

R2 1 2
R3 1 2
R4 3 10
R5 5 2
R6 5 10

Debido a que en las pruebas de dispersion de la curcumina no se noté un
efecto significativo del tiempo de sonicacién sobre la alimentacion para la
dispersion al 1 %, en la prueba de polimerizacion se utiliz6 un tiempo de

sonicacion de tan solo 2 min para llevar a cabo la primera reaccion en presencia
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de curcumina (R2). Lo anterior se decidi6 asi para disminuir la potencial
degradacion de la curcumina. La polimerizacién procedié sin problemas y se
obtuvo un latex estable sin formacion de coagulos. Para comprobar la
reproducibilidad del método se llevo a cabo una repeticion de la polimerizacion la
cual fue nombrada RS3, la cual arrojé resultados similares a los obtenidos en R2.
Después, en el experimento R4 se incrementd la concentracion de curcumina al 3
% pero se utilizd un tiempo de sonicacion de 10 min. Finalmente, se llevaron a
cabo las polimerizaciones R5 y R6, en las cuales se utilizé una concentracién de
curcumina del 5 % y se vario el tiempo de sonicacibn a 2 y 10 min,

respectivamente.

En la Figura 6.2 se observa que la reaccién donde no se utilizé curcumina (R1)
tiene una velocidad de reaccién mayor, por lo cual se manifiesta que la curcumina,
en cualquiera de las concentraciones empleadas, tuvo un efecto de retardacion. El
efecto de retardacion se atribuy6 a una interaccion de la curcumina con el iniciador,
el principio activo al inicio de la polimerizacibn se encontraba mayormente
disponible en el medio de reacciéon y a medida que la polimerizacion avanzaba se
agotaba de la mezcla de mondmeros, esto debido a la sedimentacion que sufre
durante la dosificacion de la mezcla. Cuanto menor era la concentracion de
curcumina en el medio de reaccion durante la polimerizacion mayor era la
velocidad de reaccion para cada una de las polimerizaciones efectuadas y por lo

tanto, el efecto de retardaciéon disminuia.

A pesar de dicho efecto de retardacion, la conversiéon final del mondmero fue
mayor al 90 % en todos los casos y el contenido de sélidos varié entre el 12 y
13 % en peso; a diferencia de lo reportado por Saade et al., ya que ellos
observaron una conversion menor al 87.5%, la cual sugiere un posible efecto de
dilucion del monémero cuando el ibuprofeno est4d presente en el medio de

reaccion @7,

El comportamiento de las curvas, indica que no se alcanzaron las condiciones
totalmente de avidez de monémero. Si asi hubiera sido, la conversion instantanea

deberia estar por encima del 90 % desde etapas tempranas de la reaccion asi
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como, tamafos de particula mucho muy pequefios. No obstante lo anterior, se ha

reportado que el copolimero obtenido bajo las mismas condiciones tiene una

composicion homogénea.

Tabla 6.3 Temperatura de transicion vitrea para las NPPs del copolimero
poli(MMA-co-MAA) cargadas con curcumina mediante el método de cargado

Tiempo (min)

in situ.
Experimento Tg
(°C)
R1 136.4
R2 139.6
R3 140.4
R4 138.1
R5 138.2
R6 139.8
100 -
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80 -
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Figura 6.2 Efecto de la concentracién de curcumina sobre la cinética de la
polimerizacion.
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Se realizaron analisis de DSC para descartar la presencia de homopolimeros de
poli(MMA) y/o poli(MAA) en las diferentes reacciones llevadas a cabo, asi como
para visualizar el efecto sobre la Ty de la incorporacion de la curcumina a
diferentes concentraciones en las NPPs. En la Figura 6.3 se muestran los
termogramas de DSC para los experimentos R1 y R6, es decir, el experimento
llevado a cabo vias SHP en ausencia de la curcumina y el experimento ejecutado
a partir de la mayor concentracion de curcumina evaluada. EI comportamiento de
ambos termogramas coincide con lo previamente reportado por Saade et al., es
decir, para cada material solamente se observa un valor de Tg, (136.4 °C para R1
y 139.8 °C para R6) y la ausencia de endotermas adicionales indica que no se
forman homopolimeros de poliMMA ni de poliMAA (8, Ademas, el valor de Ty

coincide con el reportado en la literatura para el Eudragit S100.

En la Tabla 6.3 se muestran todos los valores de Ty determinados para los
diferentes experimentos de esta serie de cargados in situ. Se puede apreciar que
no hay variacion significativa en la Tg entre los 5 materiales con contienen
curcumina, no importando el porcentaje inicial de ésta en las formulaciones, sin
embargo, si existe un ligero corrimiento hacia mayores temperaturas para las
muestras con curcumina en comparacion con las NPPs de referencia (R1), lo cual
puede atribuirse a una interaccién electrostatica entre la curcumina y el
copolimero, efecto que pudo modificar el empaquetamiento de las cadenas del

copolimero y aumentar la temperatura de transicion vitrea.
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Figura 6.3 Termogramas de DSC para las muestras R1 (polimerizacion en ausencia de
curcumina) y R6 (experimento con el mayor porcentaje de curcumina en la formulacién
inicial).

La alimentacion de mondémeros a las reacciones fue en una relacion molar 2:1
de MMA/MAA, asi que empleando la técnica de 'H NMR se hizo un estimado de la
composicién final de ambos componentes en el copolimero para determinar si la
presencia de la curcumina en las polimerizaciones afectaba en este sentido a la
reaccion de copolimerizacion. Las sefiales utilizadas para realizar los calculos
fueron la del grupo -COOH en el MAA (12 ppm) y la del grupo -COOCHs en el
MMA (3.6 ppm) En la Tabla 6.4 se indican las composiciones de los copolimeros
determinadas para esta serie de experimentos, en la cual se puede apreciar que
todas las composiciones se encuentran dentro del porcentaje esperado de
acuerdo a la alimentacion de ambos mondémeros. Adicionalmente, Saade et al.
encontraron por espectroscopia de 3C NMR que el copolimero a diferentes
intervalos de conversion global, tiene una relacion molar de MMA:MAA muy
cercana a 2:1, relacion molar similar a la alimentacion; hecho que se apoya del
resultado obtenido por DSC. Cabe mencionar que las copolimerizaciones

realizadas en régimen semicontinuo en condiciones de avidez de mondmero
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permiten la sintesis de copolimeros homogéneos que tienen una composicion

similar a la de la mezcla de mondmeros en la alimentacion ¢7).(18),

Tabla 6.4 Composiciéon de los copolimeros y porcentaje de curcumina para
las NPPs obtenidas mediante el método de cargado in situ.

Experimento MMA MAA
(% mol) (% mol)
R1 61 39
R2 61 39
R3 60 40
R4 62 38
R5 67 33
R6 68 32

De igual forma, esta técnica fue empleada para demostrar cualitativamente le
presencia de curcumina en las NPPs. La molécula de la curcumina presenta
protones aromaticos (ver Figura 2.2), los cuales no interfieren en las sefiales que
presenta el copolimero poli(MMA-co-MAA), por lo que un empalme de espectros
como el que se presenta en las Figuras 6.4 y 6.5 demuestra inequivocamente la
presencia de la curcumina en las NNPs analizadas por *H NMR. En la Figura 6.4
muestran los espectros de los 6 materiales, en donde se puede apreciar la
aparicion de pequefias sefales en la regiébn aromatica del espectro, asi como el
incremento de estas sefiales conforme se fue aumentando el contenido de
curcumina en la formacion inicial. Para clarificar alin més la explicacion de esta
figura se enmarcé en color rojo las sefiales pertenecientes a los 'H aromaticos de
la curcumina en el producto del experimento R6, mientras que para el producto del
experimento R1, el cual fue llevado a cabo en ausencia de la curcumina, no se
observan sefales en la region aromatica del espectro, tal y como se esperaba. En
la Figura 6.5 se presenta la superposicién de ambos espectros, el de R1 y el de
R6, pudiéndose claramente apreciar la presencia de protones aromaticos

solamente en el espectro de R6.
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Figura 6.4 Espectros de 'H NMR de las muestras R1, R2, R3, R4, R5y R6.
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Figura 6.5 Espectros de 'H NMR de las muestras R1y R6.
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En la Figura 6.6 se presenta la evolucion del tamafio de particula (Dp) con
respecto a la conversion global del mondémero. La disminucion en el valor de Dp
para la copolimerizacion donde no se agregd curcumina ya ha sido reportada y se
atribuye a la nucleaciéon continua durante el periodo de adicién del monémero 7
(18), En este sentido, Ledezma et al. llevaron a cabo para la polimerizacion del
MMA via SHP con la adicion de monémero a diferentes flujos, observando que
existe la nucleacién continua de particulas y que éstas se estabilizan con las
moléculas de tensoactivo, pero también con los grupos polares del MMA. Durante
la polimerizacién, la mayor parte del monémero agregado fue para formar nuevas
particulas y no para el hinchamiento y crecimiento de las existentes. La
distribucion del tamafio de las particulas fue estrecha porque la formacion de

nuevas particulas predominé sobre el hinchamiento y crecimiento de las existentes
(64)
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Figura 6.6 Efecto de la concentracién de curcumina sobre el Dy con el avance de la

polimerizacién.
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De la Figura 6.6 se observa que para el caso de las polimerizaciones donde se
utilizé curcumina, el valor de Dp incrementdé durante la polimerizacion y este
incremento fue mas marcado al aumentar la concentracion de curcumina. Los
valores de Dp de las polimerizaciones con el 1% de curcumina resultaron inferiores
a los reportados en la obtencion de estas mismas NPPs cargadas con ibuprofeno
(9.2 nm de didmetro promedio). Los Dp obtenidos son muy pequefios lo que puede
ser favorable para las aplicaciones de suministro de farmacos, en donde muchas
de las veces se requieren NPPs con Dp que tengan la capacidad de atravesar la

pared del intestino y entrar al torrente sanguineo.

Una vez finalizadas las reacciones de polimerizacién los latex se filtraron para
eliminar residuos de curcumina que guedaron pegadas en las paredes del reactor
o flotando en la superficie del latex. Todos los latex resultantes fueron
coloidalmente estables y de un color amarillo cuya intensidad aumentaba con la
concentracion de curcumina en la formulacion inicial de la reaccion. La Figura 6.7
muestra una fotografia que evidencia claramente la estabilidad y alta coloracion de

los latex resultantes de los experimentos R2 a R6.

Figura 6.7 Latex obtenidos de las polimerizaciones en presencia de curcumina.

A todos los latex se les determiné el contenido de sélidos y la concentracién de
curcumina por espectroscopia de UV-vis. Estos valores se tomaron en cuenta para
calcular la concentracion del curcumina con respecto al polimero. En la Figura 6.8
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se representa los resultados obtenidos para estos calculos, mismos que indican
una relacion directa entre la concentracion inicial de curcumina en la mezcla de
monomeros y la concentracion final de curcumina en el latex. En cuanto a la
eficiencia de cargado, para hacer el calculo se consideré la curcumina realmente
agregada al reactor (ver Tabla 6.1). Asi, se estim0 una eficiencia promedio de
59 % para las polimerizaciones donde se utilizé una mezcla al 1 % de curcumina,
56 % cuando se utilizd 3 % de curcumina y, por ultimo, 75 % cuando se utilizé una
mezcla con 5 % de curcumina sonicada durante 2 min, disminuyendo

drasticamente a 33% cuando la mezcla al 5 % de curcumina fue sonicada por 10

min.
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Figura 6.8 Concentracion de curcumina con respecto al polimero en los latex obtenidos
mediante el método de cargado in situ.

Estos resultados se pueden tomar como base para la realizacién de un estudio
especifico de esta metodologia de cargado donde se busque la optimizacion de la
eficiencia de cargado y maximizar el contenido del principio activo en el sistema
NPP/curcumina, por ejemplo mediante mejoras en la alimentacion de la solucion a
polimerizar logrando una dispersibn mas homogénea de la curcumina. Por lo
pronto, se puede decir que las variables estudiadas en esta metodologia, es decir,
la concentracion de curcumina en la mezcla de mondmeros y el tiempo de

sonicacion para lograr su dispersion, tienen un efecto importante sobre la
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eficiencia de cargado, logrando la obtencién de sistemas NPP/curcumina con un

contenido maximo de curcumina del 1.2 % en peso.

Al finalizar las reacciones de polimerizacion, también se les midié a los latex
resultantes el pH, el cual variaba entre 3.5 y 5. Debido a que la solubilidad de la
curcumina en agua es muy baja en medio acido, se esperaria una baja
concentracion de curcumina en el latex. Sin embargo, se encontr6 que la
concentracion de curcumina en agua desionizada es de = 3 mg/L ®®. En la Figura
6.9 se muestra la concentracion de curcumina determinada para los diferentes

latex que fueron preparados.

El incremento en la concentracion de curcumina en el latex se puede atribuir a
que el principio activo se encuentra incorporado en las NPPs. Diversos autores
han encontrado que a través de las nano-preparaciones de curcumina, donde se
emplean NPPs, liposomas, polietilenos, hidrogeles, etc., es posible incrementar la
concentracion de este principio activo. De esta manera, es posible aumentar su

biodisponibilidad y aprovechar mejor sus propiedades medicinales 0.
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Figura 6.9 Concentracion de la curcumina con respecto a los latex obtenidos mediante
el método de cargado in situ.
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Los latex de los experimentos R2 y R3 fueron dializados como parte de un
estudio complementario para llevar a cabo pruebas de liberacién de la curcumina
a un pH regulado. Dicho experimento de liberacion no es reportado en este trabajo,
sin embargo, la dialisis de los latex arrojo resultados interesantes por discutir. El
pH del latex antes y después de la didlisis fue de 3.5 a 5.6. En la Figura 6.10 se
muestra la disminucion en la cantidad de curcumina después del proceso de
didlisis. Lo anterior puede haber ocurrido porque parte de la curcumina se difundio
a través de la coraza de polimero. Tal como se espera que ocurra en las pruebas

de liberacion controlada.
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Figura 6.10 Disminucién de la concentraciéon de curcumina en el latex después del
proceso de dialisis.

Como caracterizacion complementaria de las NPPs cargadas con curcumina
obtenidas a partir de un cargado in situ, se presenta en la Figura 6.11 una
micrografia de TEM correspondiente al producto del experimento R5, el cual fue
llevado a cabo al 5% de curcumina inicial. En dicha micrografia se alcanzan a
apreciar las NPPs dispersas en la rejilla de cobre, con tamafos de particula que
oscilan entre los 5 y 10 nm aproximadamente. Cabe resaltar que existe una

concordancia en tamafio de particula entre las técnicas de DLS y TEM, al menos
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para esta muestra analizada. Con este resultado se corrobora la preparacion de
NPPs sub 15 nm, cargadas con curcumina, siendo que dichos tamafos de
particula pudieran resultar ventajosos por su tamafio ultrapequefio en numerables

aplicaciones tanto meédicas, como agricolas o de otra area.

Figura 6.11 Micrografia de TEM de la muestra R5.

6.2 Preparacién de NPPs de poli(MMA-co-MAA) cargadas con
curcumina mediante el método de difusion-fisisorcion

Para realizar las pruebas de cargado por este método se utilizé el latex obtenido
a partir del experimento R1, en el cual donde se alimentd a la reaccion la mezcla
de mondémeros MMA/MAA sin curcumina, por lo que el producto de la reaccion son
NPPs del copolimero poliMMA-co-MAA) estabilizadas en el latex resultante. El
latex fue dializado para eliminar el surfactante y posteriormente se hizo la dilucién

requerida para llevarlo al 1 % en peso. Antes de iniciar con el cargado de las
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NPPs con la curcumina se determind que el Dp del latex era de 19.7 nm y el pH de
3.8.

Debido a que aun no se cuenta con un sistema experimental donde se hayan
optimizado las variables involucradas en este método de cargado, se optd por
someter la misma muestra de latex a varios tratamientos de cargado, es decir, el

mismo latex proveniente de R1 fue sometido a 6 etapas de cargado, bajo las
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mismas condiciones cada etapa, utilizando el latex resultante de cada etapa previa.

Al terminar el primer cargado, el latex se filtr6 para eliminar el exceso de
curcumina que habia quedado en forma de grumos y fue caracterizado para
determinar su contenido de solidos, Dp y concentracion de curcumina. Buscando
incrementar la cantidad de curcumina que quedara adsorbida en la superficie de
las NPPs, el latex fue utilizado para llevar a cabo el proceso de cargado otras 5
ocasiones. Los resultados de cada etapa de cargado son resumidos en la Tabla
6.5.

Durante el experimento se encontr6 que después de cada cargado, tanto el
contenido de solidos del latex como el valor del Dp aumentaban, lo cual se atribuye
a que una pequefia cantidad de curcumina se iba adsorbiendo a la superficie de
las NPPs después de cada cargado.

Tabla 6.5 Resultados de las diferentes etapas de cargado por el método de
difusién-fisisorcién.

\[o} Sélidos Dy pH
Cargado (%)

1° 1.00 214 5.01
2° 1.03 214 5.68
3° 1.29 215 4.61
4° 1.33 21.7 4.98
5" 1.37 22.3 5.22
6° 1.38 224 5.28
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En la Figura 6.12 se presentan las curvas de cada uno de los cargados
realizados, en esta figura se puede apreciar como el pico de maxima absorcion de
curcumina se vuelve mas intenso con cada cargado (425-428 nm), esta variacion
de intensidad esta directamente relacionada con la cantidad de curcumina

depositada en la superficie de las NPPs (28),

10 20 30 40 50 60

Absorbancia

0.5

350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 6.12 Curvas de absorbancia determinada por espectroscopia de UV-vis para las
pruebas de cargado por el método de difusidn-fisisorcioén.

En la figura 6.13 se muestra una fotografia de los latex obtenidos después de
cada etapa de cargado. La fotografia muestra una evidencia visual de como la
intensidad en la coloracion amarillenta aumentaba ligeramente conforme se
avanzaba en las etapas del cargado, sefal inequivoca de un aumento en la

concentracion de la curcumina en el sistema.
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Figura 6.13 Latex obtenidos después del cargado por el método de difusién-fisisorcion.

Los resultados obtenidos del calculo de concentracion de curcumina sobre el
latex cargado se pueden observar en la Figura 6.14, es evidente que después de
cada uno de estos cargados al latex la concentracion de curcumina aumenta
debido a que la misma se adhiriere y poco a poco empieza a saturar la superficie
de las NPPs.
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Etapas de cargado del latex

Curcumina (% en peso)

Figura 6.14 Concentracion de curcumina con respecto a las NPP en los latex obtenidos
mediante el método de difusion-fisisorcion.

Al igual que en la primera metodologia de cargado (in situ), en ésta se realiz6 el
calculo sobre incremento de la concentracion de curcumina en agua, cuando esta
se encuentra en la superficie de las NPPs, y se determiné que la concentracion de
curcumina aumenté hasta 450 mg/L al emplear la técnica de difusibn—fisisorcién
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como técnica de cargado, ver Figura 6.15. La concentracion alcanzada es inferior
a la obtenida por la primer metodologia, sin embargo se debe recordar que solo se
realizé un total de 6 cargados sobre el latex al 1% en peso, por lo cual es posible
gue no se haya alcanzado a saturar completamente la superficie de las NPPs, por
lo que es necesario realizar pruebas a diferentes concentraciones de latex para
tener una mayor area superficial de particulas y de esta forma llegar al limite de
adsorcion superficial de las mismas, ademéas se debe considerar una mayor

cantidad de latex inicial debido a la evaporacién del mismo.
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Figura 6.15 Concentracidn de la curcumina en el latex (cargado por difusién-

fisisorcion).

En la Figura 6.16 se muestra el termograma de DSC correspondiente a las
NPPs después de la sexta etapa de cargado. De igual manera que con las
muestras obtenidas por el cargado in situ, se observa una sola transicién en
138.7 °C, la cual es asociada a la Ty del poli(MMA-co-MAA). El valor de la Tq4
encontrado en este analisis es el mismo que el reportado para los 6 lotes de NPPs
cargadas con curcumina de manera in situ, por lo que se puede concluir que el
método de cargado no presentd ninguna influencia en las propiedades térmicas de

los materiales.
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Figura 6.16 Termogramas de DSC para las NPPs cargadas con curcumina por el método

de difusién-fisisorcion.

En la Figura 6.17 se muestra el empalme de 2 espectros, el de color rojo
pertenece a las NPPs libres de curcumina sintetizadas por un procedimiento tipico
de una SHP, mientras que el espectro de color azul son las mismas NPPs pero
después de haber sido sometidas a 6 etapas de cargado por el método de
difusién-fisisorcién. En la Figura se puede observar claramente la presencia de
sefales correspondientes a los protonos aromaticos de la curcumina en el
espectro azul, mientras que en el espectro rojo no se tienen estas sefales, tal y
como se esperaba esta comparacion cualitativa. El resto de sefales de los
espectros corresponden al copolimero, a monémero residual, trazas de humedad

y al solvente utilizado para el andlisis.
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Figura 6.17 Espectros de 'H NMR para las NPPs cargadas con curcumina por el método

de difusidn-fisisorcion, comparacion con las NPPs antes del cargado.

Estas NPPs cargadas con curcumina también fueron analizadas por TEM. En la

Figura 6.18 se muestra una micrografia correspondiente a este analisis, en la cual

se puede observar la presencia de las NPPs dispersas en la rejilla, con tamafios

de particula por debajo de los 15 nm, corroborando la preparacién por esta

metodologia de sistemas poliméricos nanométricos cargados con curcumina.
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Figura 6.18 Micrografia de TEM para las NPPs cargadas con curcumina por el método
de difusién-fisisorcion.
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7. CONCLUSIONES

Se evaluaron exitosamente 2 metodologias para la preparacion de
nanoparticulas del copolimero poli(metacrilato de metilo-co-acido metacrilico)
cargadas con curcumina, ambas metodologias teniendo como base Ila
Polimerizacion en Heterofase en Semicontinuo. La primera metodologia consistio
en la polimerizacion de los mondmeros en presencia de la curcumina en el medio
de reaccion (cargado in situ), mientras que la segunda metodologia consistio en
primer lugar en la formacién de las nanoparticulas poliméricas y una subsecuente

etapa de cargado con curcumina regida por los fenédmenos de difusion-fisisorcion.

Por el método de cargado in situ se lograron conversiones de los monémeros
superiores al 90 %, produciendo latex coloidalmente estables con diametros
promedio de particula entre 8 y 13 nm, y con contenido de sdlidos de
aproximadamente 12.5 % en peso. La presencia de la curcumina en las
nanoparticulas poliméricas fue demostrada cualitativa y cuantitativamente. La
caracterizacion de los latex por espectroscopia de UV-vis indica que la
concentracion de este compuesto oscilé entre 800 y 1500 mg/L; valor que supera
enormemente el valor de solubilidad de la curcumina en agua en soluciones
acidas (=3 mg/L). Las nanoparticulas cargadas presentaron una relacion
curcumina/polimero de 0.4 a 1.1 % en peso, dependiendo de la concentracién

utilizada en la mezcla de mondmeros adicionada en semicontinuo.

En la reaccion de polimerizacion, la presencia de la curcumina ocasiond un
retardo de la velocidad de polimerizacion, que afecto la nucleacion y el crecimiento
de particulas. Sin embargo, se obtuvieron valores similares a los didmetros

promedio de particula en ausencia de curcumina.

La presencia de curcumina no ocasiono la coalescencia de las nanoparticulas,
ya que se obtuvieron distribuciones de tamafio estrechas y con solo una poblacion

en el analisis por dispersion de luz dinamica.
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Mediante el método de cargado por un proceso de difusion-fisisorcion en un
sistema heterogéneo, se utilizdé un latex del copolimero a una concentracion del 1
% en peso de las nanoparticulas, logrando incrementar la concentracion de
curcumina en la dispersion acuosa hasta 450 mg/L. Las nanoparticulas cargadas
presentaron una relacion curcumina/polimero de 2.4 a 49 % en peso.

La caracterizacion estructural, térmica y morfolégica de las nanoparticulas
cargadas con curcumina corrobora la preparacion de sistemas eficientemente

cargados y con diametros promedio de particula aun por debajo de los 20 nm.
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8. TRABAJO FUTURO

El trabajo realizado en este proyecto de tesis representa una alternativa para
solucionar la problematica en la aplicacion terapéutica de la curcumina debido a su
baja solubilidad en agua. No obstante, queda mucho trabajo por hacer en el futuro.
Algunos de los aspectos que se consideran importantes de investigar son los

siguientes:

a) Efecto del pH del medio de reaccion en la sintesis de las NPPs cargadas con
curcumina mediante el método de cargado in situ, asi como en el método de
cargado por difusion-fisisorcion.

b) Pruebas de liberacién de curcumina de las NPPs para determinar el efecto de
la metodologia de cargado sobre los perfiles de liberacion.

c) Evaluacion del efecto citotoxico en lineas celulares sanas de las NPPs
cargadas con curcumina por ambos métodos.

d) Evaluaciéon del efecto antineoplasico, bactericida, fungicida y larvicida de las
NPPs cargadas con curcumina por ambos métodos.

e) Estudios de estabilidad quimica de la curcumina durante el almacenamiento

de los latex.
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