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Resu men

En el presente trabajo de tesis se reporta el uso de la técnica de polimerizacion
en miniemulsion para la preparacion de nanoparticulas poliméricas (NPPs) del
copolimero poli(metacrilato de metilo-co-acido metacrilico) [P(MMA-co-MAA)], con
una relacion molar de 2:1. Se estudio el efecto del tipo de agente hidréfobo,
hexadecano (HD) y acrilato de octadecilo (ODA), asi como del tipo de iniciador,
peroxido de benzoilo (BPO) y persulfato de amonio (APS). Para confirmar la
efectividad de la metodologia se llevaron a cabo polimerizaciones con estireno (Sty),
donde se alcanzaron altas conversiones (> 90 %) y latex de poliestireno (PS)
coloidalmente estables. Independientemente del tipo de agente hidréfobo e iniciador, el
namero de particulas, Np, se mantuvo aproximadamente constante con el avance de la
reaccion, lo cual es caracteristico de una polimerizacion en miniemulsion. Para el caso
de la copolimerizacién de los mondmeros acrilicos utilizado el iniciador soluble en la
fase organica, BPO, se observd un comportamiento similar. No obstante, cuando se
utilizo al iniciador soluble en la fase acuosa, APS, el incremento en el valor de Np con
el avance de la reaccion indica una nucleacion continua que no corresponde al
mecanismo de una polimerizacion en minimulsién. Lo anterior se atribuye a la
combinacion de un iniciador soluble en agua con monémeros de solubilidad en agua
relativamente alta. En estas polimerizaciones se obtuvieron latex coloidalemente
estables con Dy de = 35 nm; ademas, se alcanzaron conversiones = 100 % en cortos
tiempos de reaccion (alrededor de 20 min). Utilizando ODA y APS se llev6 a cabo la
copolimerizacién de MMA con MAA, en presencia de CUR (1, 2, 3y 5 % en peso con
respecto a la mezcla de mondmeros). Al final se obtuvieron latex con 10 % en peso de
NPPs con Dp de = 20 nm. No se observo un efecto significativo de la concentracion de
CUR sobre la conversion de mondmero o la estabilidad coloidal del latex. Sin
embargo, al aumentar la concentraciéon de CUR aumentd su concentracion en el latex
final (pasando de 0.87 a 2.6 g/L) mientrasque la EE disminuy6 (pasando de 85.6 a 50.8

%). Con las pruebas de liberacion de la CUR se comprobé que el uso de las NPPs

1



facilita su liberacion y se demuestra el uso potencial de estas NPPs para la liberacion
controlada de farmacos. Los resultados obtenidos se consideran de gran importancia en
la busqueda de opciones para mejorar la pobre biodisponibilidad oral de la CUR, la

cual se atribuye a su extremadamente baja solubilidad en agua.



1 |ntroduccic')n

En la actualidad, el desarrollo de principios activos en la industria farmacéutica va
acompafiado del disefio de sistemas de liberacion controlada para incrementar su
efectividad clinica. Entre las propiedades que se requieren de un sistema para el suministro
de farmacos se destacan los siguientes: que el principio activo sea entregado directamente
en el sitio de accion y que se tenga la menor cantidad de efectos secundarios. El uso de
nanoparticulas poliméricas (NPPs) como acarreadores de farmacos es una de las opciones
mas utilizadas para este fin, ya que existe una gran variedad de materiales a escoger para su

preparacion.?

El copolimero de interés en el presente trabajo, P(MMA-co-MAA), es anadlogo en
composicion al Eudragit® S100 (ES100). Este producto esta aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration) y se utiliza para la liberacion controlada de farmacos en el colon.
Debido a que su disolucion ocurre a pH 7, tiene la capacidad de proteger el farmaco durante

su trayecto por el estomago y el intestino delgado.?

La curcumina (CUR) es un polifenol natural que se obtiene de la circuma y que ha
generado un gran interés debido a sus multiples efectos terapéuticos. Entre estos, destaca su
efectividad para el tratamiento y prevencion del cancer de colon. A pesar de su gran
potencial para aplicaciones médicas, la CUR no se considera un buen agente terapéutico
debido a su baja absorcién y a su rapida metabolizacion y eliminacién del cuerpo humano.
Por lo anterior, aumentar la biodisponibilidad oral de la CUR es un gran reto en la

actualidad.®

En este documento de tesis se presentan los resultados obtenidos al utilizar la técnica de
polimerizacion en miniemulsion para la obtencion de NPPs de P(MMA-co-MAA) en una

relaciébn molar de 2:1 en presencia de CUR. Se estudié el efecto del tipo de agente



hidrofobo, hexadecano (HD) y acrilato de octadecilo (ODA), asi como del tipo de iniciador,

peroxido de benzoilo (BPO) y persulfato de amonio (APS).

Si bien el HD es el agente hidréfobo de mayor uso en las polimerizaciones en
miniemulsion, por su extremadamente baja solubilidad en agua y bajo peso molecular, éste
permanece en el producto final, por lo que su eliminacion se convierte en un problema para
muchas aplicaciones.* Una alternativa es el uso de un mondmero reactivo de alta
hidrofobicidad como el ODA, ya que al final de la polimerizacién, el mondmero formara

parte del copolimero y no sera necesaria su eliminacion.

El principal reto del estudio se encontro en el establecimiento de la metodologia
(formulacion y las condiciones de reaccion) que permitiera llevar a cabo la polimerizacion
en presencia de la CUR (debido a la gran cantidad de variables involucradas). No obstante,
se logro el encapsulamiento de la CUR en las NPPs utilizando un método donde éstas
quedan dispersas en agua y no es necesaria la eliminacion de disolventes organicos y del
agente hidrofobo. Este método podra ser extrapolado para lograr el encapsulado de otros

principios activos de alta hidrofobicidad.



2 Antecedentes

2.1 Nanoparticulas poliméricas cargadas con farmacos

Las nanoparticulas (NPs) son materiales que tienen un tamafio de entre 1 a 100 nmy
existen en diferentes formas. Debido al tamafio a escala nanométrica, se incrementa en gran
medida la relacion érea superficial/volumen lo que confiere a las NPs propiedades fisicas y
quimicas unicas. Existen diferentes tipos de materiales que pueden ser utilizados para la
sintesis de NPs (fulerenos, metalicos, ceramicos y poliméricos). Especialmente las
nanoparticulas poliméricas (NPPs) han despertado el interés de la comunidad cientifica
para la administracion de farmacos. Las NPPs pueden ser cargadas con compuestos activos
que son atrapados dentro de su estructura o adsorbidos en la superficie. Las principales
ventajas de las NPPs como portadores de farmacos incluyen su potencial uso para la
liberacion controlada, su capacidad para proteger el farmaco o principio activo y mejorar su
biodisponibilidad. Ademas, en comparacion con las microparticulas, las NPPs ofrecen una
mejor absorcion intracelular.® Las NPPs cargadas con farmacos se clasifican en
nanocapsulas y nanoesferas tomando en cuenta su morfologia. En la Figura 2.1 se observa

una representacion esquematica de este tipo de NPPs y la localizacion del farmaco en las

mismas.
o
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| Nanof lacién obtenida por diferentes métodos
NANOCAPSULA NANOESFERA
Farmaco Farmaco Farmaco Farmaco
atrapado adsorbidoen la atrapado adsorbidoen la
superficie superficie

Figura 2.1 Tipos de NPPs y su asociacién con farmacos.®



Las nanocapsulas son sistemas vesiculares donde, normalmente, el farmaco se
encuentra localizado en una cavidad (nacleo liquido) rodeada por una membrana
polimérica. Por su parte, las nanoesferas consisten en una matriz polimérica continua donde
el farmaco se encuentra embebido. En ambos casos, puede presentarse el caso donde el

farmaco se encuentre adsorbido en la superficie de las NPPs.’

2.2 Meétodos de obtencion de nanoparticulas poliméricas cargadas con
farmacos

Los métodos que se han desarrollado para la preparacion de las NPPs cargadas con
farmacos se clasifican en dos categorias principales: 1) preparacion de las NPPs utilizando
un polimero preformado y 2) preparacion de las NPPs mediante una reaccion de

polimerizacion en presencia del farmaco.®

En las técnicas para obtener NPPs donde se utilizan polimeros preformados es
comun el uso de disolventes organicos para el polimero y el farmaco. Estos disolventes son
altamente toxicos por lo que, necesariamente, deben ser removidos de las NPPs. Las
técnicas basadas en la polimerizacion de mondmeros permiten el cargado de farmacos en
las NPPs con una mayor eficiencia y en un solo paso de reaccion. Las NPPs obtenidas por
polimerizacion deben ser purificadas para eliminar compuestos del medio que pudieran ser

toxicos, por ejemplo, mondmero residual, tensoactivo, etc.®

2.2.1 Emulsificacion/evaporacion de disolvente

La emulsificacién/evaporacion de disolvente, o solo evaporacion de disolvente, es
un método para preparar NPPs a partir de polimeros preformados que consta de dos pasos
como se muestra en la Figura 2.2: la preparacion de una emulsion de aceite en agua (o/w,
por su nombre en inglés “oil-in-water”) y la evaporacion del disolvente, siendo los més
utilizados el diclorometano y el cloroformo. En primer lugar, se prepara la fase organica
gue consiste en un disolvente organico polar en el que se disuelve el polimero, asi como el
principio activo que es incluido en esta fase por disolucién o dispersién. La fase organica se

emulsiona en la fase acuosa que contiene, ademas de agua, un surfactante, usando



homogenizacién a alta velocidad o ultra sonicacion. El polimero precipita en forma de
nanoesferas en las cuales el principio activo esta disperso en la matriz polimérica. Seguido
de esto, el disolvente se evapora ya sea aumentando la temperatura, bajo presion reducida o
a temperatura ambiente con agitacion continua. Cuando el disolvente se ha evaporado, las
NPPs pueden ser recuperadas por centrifugacion y posteriormente liofilizadas para su
almacenamiento a largo plazo.’® Al formar una emulsién o/w en donde el agua es la fase
continua simplifica el proceso y lo vuelve menos costoso ya que no es necesario reciclarlo
y minimiza la aglomeracion. Este método solo puede ser aplicado en farmacos

liposolubles.

_ __ Sonicacion @ ___ Evaporacién ..

e

Purificacién

' il .o
%  Fase I- Solucién acuosa:
Agua + Surfactante

L] .2 s .
% Fasell- Solucién OFgANICA: wRNE sl seR T sa 2
Polimero + Farmaco ;

Tensoactivo Polimero Farmaco

Figura 2.2 Método de emulsificacidon/evaporacion de disolvente para obtener NPPs cargadas con
farmacos.™

2.2.2 Emulsificacion/difusion de disolvente

El método de emulsificacion/difusion de disolvente se ilustra en la Figura 2.3. Este
método consiste en la formacion de una emulsion o/w entre una solucion acuosa con
tensoactivo y un disolvente que contiene el polimero y el principio activo pero que, ademas,
dicho disolvente tiene que ser parcialmente soluble en agua como lo son el alcohol
bencilico o el acetato de etilo. El disolvente es saturado con agua para alcanzar un
equilibrio termodinamico inicial en ambas fases. La dilucion con agua en exceso induce la
difusion del disolvente desde las gotas dispersas a la fase externa lo que da lugar a la
formacion de las nanoparticulas. Finalmente, el disolvente es evaporado o filtrado.
Generalmente se obtienen nanoesferas con un tamafio de 80 a 900 nm, pero si se afiade un

aceite a la fase organica también se pueden obtener nanocépsulas.
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Figura 2.3 Método de emulsificacién/difusion de disolvente para obtener NPPs cargadas con
farmacos*

Con este método se obtienen altas eficiencias de encapsulacion que pueden ser
mayores del 70 %, sin embargo, es posible que un farmaco hidrosoluble se difunda a la fase
externa acuosa saturada durante la emulsificacion lo que reduce esta eficiencia también
presenta la desventaja del uso de grandes cantidades de agua que tienen que ser eliminadas

de la suspension.6

2.2.3 Nanoprecipitacion

El método de nanoprecipitacion también se conoce como método de desplazamiento
de disolventes y requiere dos disolventes que sean miscibles (Figura 2.4). Se basa en la
emulsificacion espontanea de una fase organica interna, que contiene el polimero disuelto
en un disolvente organico miscible como la acetona o el acetonitrilo, en la fase acuosa
externa.

La nanoprecipitacion es, justamente, la precipitacion de un polimero preformado a
partir de una solucion orgéanica y la difusion del solvente organico en el medio acuoso con
tensoactivo opcional. El procedimiento consta de la disolucion del polimero en un
disolvente miscible en agua de polaridad intermedia, la solucion que se obtiene se afiade
poco a poco a una disolucion acuosa con agitacion y, ya que la difusion espontanea de la

disolucién polimérica en la fase acuosa es rapida, las NPPs se forman instantaneamente.
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Figura 2.4 Método de nanoprecipitacion para obtener NPPs cargadas con farmacos®?

Con este método se obtienen particulas de tamafio bien definido, frecuentemente de
alrededor de 170 nm, y una estrecha distribucion de tamafio. Se pueden obtener esferas
cuando el principio activo se disuelve o dispersa en la solucién polimérica y capsulas
cuando el farmaco se disuelve previamente en un aceite que luego se emulsiona en la
solucion polimérica orgénica antes de que la fase interna se disperse en la fase externa de la

emulsion.t?

2.3 Polimerizacion por radicales libres

La polimerizacion radicalica ocurre entre mondmeros insaturados o vinilicos. El
mecanismo de la polimerizacién por radicales libres consta de tres etapas de reaccion: la
iniciacion, donde se forman los radicales; la propagacién, donde crecen los radicales para
formar cadenas poliméricas y; la terminacion, donde se detiene el crecimiento de las
cadenas poliméricas. La principal caracteristica de este tipo de polimerizacion es que hay
formacion de polimero de alto peso molecular desde los primeros momentos de la reaccion.
Lo anterior se debe a que la formacion del radical (iniciacion de la cadena) es seguida por
la adicion repetitiva y muy rapida de cientos o miles de unidades monoméricas
(crecimiento de la cadena). Con el avance de la reaccion, la concentracion de monémero
disminuye a medida que incrementa el nimero de moléculas de alto peso molecular. No

obstante, el peso molecular del polimero es relativamente inalterado durante la



polimerizacion.®® En la Figura 2.5 se representan las etapas de la polimerizacion por
radicales libres del monémero metacrilato de metilo (MMA) con el uso del iniciador
térmico peroxido de benzoilo (BPO).

casadiaalon
ot S — ot

I \ MMA \

1) Iniciacion

2) Propagacion

A~ TE

CO,CH; CO,CH; CO,CH;  CO,CHj
3) Terminaciéon
a) Por combinacion CO,CH;
CO,CHj,
I
2 1 ° - > 1

n n n

CO,CH;  CO,CH, CO,CH;  CO,CH;

b) Por desproporcionacion

A Y Y

CO,CH;  CO,CHj; CO,CH;  CO,CH; CO,CH;  CO,CH4

c) Por transferencia

e

CO,CH3  CO,CH; CO,CH3  CO,CH;,4

Figura 2.5 Esquema de la polimerizacién por radicales libres del MMA iniciada con BPO.
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La etapa de iniciacion involucra a su vez dos reacciones. La primera corresponde a
la formacion de radicales libres; usualmente por disociacion homolitica de la especie
iniciadora para producir un par de radicales que deben ser lo suficientemente energéticos
para reaccionar con los compuestos vinilicos. Este paso es el que determina la tasa de
iniciacion que, en comparacion con otros pasos del proceso de polimerizacion, es lento.
Entre las reacciones que forman radicales libres se encuentran las descomposiciones
térmicas de compuestos con grupos azo y perdéxido. Los radicales también se pueden
formar a partir de reacciones redox, descomposiciones inducidas por luz o por radiacion
ionizante. Los radicales formados en esta primera etapa se denominan radicales de iniciador
o radicales primarios. La segunda reaccion corresponde a la adicién de la primera molécula
de mondémero al radical primario para generar el radical que iniciard la formacion de la
cadena polimérica. Los radicales formados en la segunda etapa se denominan radicales

monomeéricos.

La etapa de propagacion consiste en la adicion sucesiva de una gran cantidad
(cientos o quizas miles) de moléculas de mondmero mediante sus dobles enlaces hacia las
cadenas de polimero en crecimiento. Cada adicion crea un nuevo radical igual al anterior
excepto que es mas grande por una unidad monomeérica. Este proceso, donde las cadenas
crecen hasta formar un polimero de alto peso molecular, ocurre muy rapidamente, con

valores de kp (constante de tasa de propagacion) en el intervalo de 10%-10* L mol™s™,

Para obtener una expresion cinética de la tasa de polimerizacion, se asume que kp y
ki son independientes del tamafio del radical, es decir, se asume la equireactividad entre
radicales. EI mondmero desaparece en las etapas de iniciacion y propagacion, y la tasa a la
cual se consume el mondémero es sindnimo de la tasa de polimerizacion. La tasa de
polimerizacion (Vp) estda dada por la tasa de propagacion debido a que el nimero de
moléculas que reaccionan en la iniciacion es extremadamente menor que el nimero de
moléculas que reaccionan en la propagacion, asi que la tasa de iniciacion (Vi) se puede

omitir.

La tasa de polimerizacién se puede expresar como:

11



Esta ecuacion involucra kp, la concentracion de monémero [M] y la concentracion
total de las cadenas radicalicas [Me]. Este tltimo valor es muy dificil de determinar
cuantitativamente ya que su concentracion es muy baja (~10® M), por ello, se supone un
estado estacionario en el cual se asume que mientras la concentracion de radicales aumenta
al comienzo de la reaccion, alcanza un valor constante casi instantaneamente. Este valor se
mantiene a partir de entonces, y se supone que la tasa de cambio de la concentracion de
radicales libres se convierte rapidamente en cero durante la polimerizacion. En el estado

estacionario, Viy Vi son iguales (Vi = Vi = 2 ki /M*]) y esto permite resolver para [M¢]:

1
[Me] = <ki‘<[tl]>2

Por lo tanto, la tasa de polimerizacién es:

kdm)%

v, = kp[M]< m

No todos los radicales primarios que se forman reaccionan con el mondmero,
algunos se pierden por reacciones secundarias. Por lo tanto, se utiliza un factor de eficiencia
del iniciador (f). Este factor representa la fraccion de radicales formados que dan lugar a la
formacion de una cadena polimérica. Considerando este factor, la expresion para la tasa de

polimerizacion es:

kqlllf )é

V, = k,,[M]( .

En algiin momento de la reaccion, las cadenas poliméricas dejan de crecer y termina
la reaccion. La terminacién puede ocurrir por una reaccion bimolecular entre radicales; la
cual a su vez puede ser por combinacion (también llamada por acoplamiento) o, menos
comun, por desproporcion (también llamada por dismutacion). En la reaccion por
combinacion, dos electrones de espin desapareados, cada uno en el extremo terminal de un
macro radical diferente, se unen para formar un enlace covalente y una sola molécula de

polimero inactiva. En la reaccién por desproporcion, un &tomo de hidrégeno en posicion
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beta al centro radicalico se transfiere a otro y se obtienen dos moléculas de polimero

inactivas, una saturada y otra insaturada (ver Figura 2.5).

Otra forma de terminacion son las reacciones de transferencia de cadena. Este tipo
de terminacion no afecta la tasa de polimerizacién, siempre y cuando la tasa de reiniciacion
del radical formado sea comparable a la de propagacion del radical original, pero si alteran
el peso molecular del producto. Una terminacién prematura a través de transferencia resulta
en un polimero de menor peso molecular que el esperado en otras formas de terminacion.
El resultado de una reaccion de transferencia es una cadena de polimero inactiva y un
nuevo radical libre capaz de iniciar la formacion de una nueva cadena. Cuando el nuevo
radical no es capaz de reiniciar la polimerizacion se trata de una transferencia de cadena
degenerativa. Las moléculas que aceptan los nuevos radicales, es decir, que participan en la
transferencia de cadena, pueden ser cualquiera de las presentes en el medio de reaccion.
Esto incluye al mondmero, cadenas poliméricas inactivas, iniciador, disolventes y
compuestos especificamente afiadidos para esta funcion (agente de transferencia de
cadena). La terminacién puede ocurrir por una combinacién de las reacciones anteriormente
descritas. Las constantes de tasa de terminacion (ki) tipicas estan en el intervalo de 10°-108

L molist 13

2.4 Copolimerizacion

El mecanismo de polimerizacion en cadena anteriormente descrito se refiere a un solo
tipo de mondmero, por lo que se obtiene un homopolimero. Cuando se lleva a cabo la
polimerizacion de mas de una especie monomérica es posible la obtencion de un
copolimero. No obstante, de la reactividad de los mondmeros en el sitio de la
polimerizacion, depende que se obtenga un copolimero o una mezcla de homopolimeros.
Para determinar la composicion que tendria el copolimero, se hace una suposicion util y
simplificada donde se supone que la reactividad de los radicales poliméricos esta regida
Unicamente por las unidades monoméricas terminales, lo que se conoce como modelo

terminal de copolimerizacion.'4
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En la copolimerizacion de dos monomeros, M1y My, se podran generar dos especies
propagantes, Mi» y Moy, y, considerando el modelo terminal, habrd cuatro posibles
reacciones de propagacion (todas ellas irreversibles):

k11

M1 o + M1 — M1 .
LS

M1 e + MZ — MZ °
k21

MZ e + M1 — M1 °
k22

MZ o + MZ — MZ L

La tasa a la cual desaparece cada uno de los mondmeros es equivalente a la tasa de
adicion al copolimero:

d[M

— [dtl] = kq1[Mq ][M1] + k21 [M; *][M4]
d[M

— [dtZ] = k12 [Ml ‘] [Mz] + kZZ [MZ .] [MZ]

Si se dividen las dos ecuaciones se obtiene la relacion de las tasas de adicion de los

mondmeros al copolimero, es decir, la composicion del copolimero:

d[M,] _ k11[Mq ¢][M1] + k31 [M; ¢][M/]
d[Mz]  kq3[M; ¢][M;] + k33 [M; ¢][M;]

Considerando el estado estacionario y los parametros ri=kii/kiz y r=koa/kz1, se

obtiene la ecuacion de copolimerizacién o la ecuacion de composicion del copolimero:

La composicion del copolimero es especificamente la relacion molar de las dos
unidades monomeéricas en el copolimero. Los valores utilizados en la ecuacién son las
concentraciones de los dos mondmeros en la alimentacion y las relaciones de reactividad de
los monomeros, r1 y re.
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La tendencia de los monomeros a copolimerizarse se observa por los valores r. Un
valor de r1 mayor que la unidad significa que Ms se afiade preferentemente a M1e, mientras
que un valor de r; menor que la unidad significa que se afiade preferentemente Mze. Un

valor de r1 igual a cero significaria que My es incapaz de homopolimerizar.

2.4.1 Tipos de copolimerizacion y copolimeros

Las copolimerizaciones pueden clasificarse en tres tipos con base en el producto de
los valores de las relaciones de reactividad: rir2 = 1, rir2 < 1y rir2 > 1. El primer caso se
conoce como copolimerizacion ideal, donde las especies propagantes muestran la misma
tendencia a reaccionar con cualquiera de los monémeros. Cuando r1 = r> = 1, se tiene un
comportamiento aleatorio (random) o Bernoulliano. La composicion del copolimero seré la
misma que en la alimentacion (mezcla de comondmeros), con una colocacion aleatoria de
los dos mondmeros a lo largo de la cadena de copolimero. En la Figura 2.6 se representa
un copolimero donde las unidades monoméricas tienen un acomodo al azar. Para el caso
donde las relaciones de reactividad son diferentes (r1 >1yro<lobienri<lyr > 1),
uno de los mondmeros sera mas reactivo hacia las especies propagantes y el copolimero
contendrd una proporcion mayor de este mondémero, pero sigue siendo en una disposicion

aleatoria.
~M MM, M M, M M, M M M;M; M M M;M MM MMM M MMy~

Figura 2.6 Representacion de un copolimero aleatorio.

La copolimerizacion alternante ocurre cuando ninguna de las relaciones de
reactividad de los monomeros es mayor a 1 (rir2 = 0). En un caso extremo, tanto ry como r2
son igual a cero y los dos mondmeros estan en cantidades equimolares en el copolimero
con un acomodo alternante, no aleatorio, independientemente de la composicion de la
alimentacion de los comonomeros (Figura 2.7).

~M{M; M M;M MM MM MM MM MM MM MM MM MMy~

Figura 2.7 Representacion de un copolimero alternado.
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La copolimerizacion alternante moderada sucede cuando las relaciones de
reactividad son pequefias (rir. = valor pequefio, cercano a 0) o bien, un valor es pequefio y
el otro es cero (rir. = 0). El copolimero tiende a ser alternado, pero no es una estructura

perfectamente alternada como el de la Figura 2.7.

Por ultimo, la copolimerizacién en bloque, la menos comdn, tiene lugar cuando r1y

r. son mayores que 1 (rir2 > 1) y hay una tendencia a formar bloques (Figura 2.8).
~M M MMM M MMM M M{M;M;M;M; MMM Mo Mo My Mo~

Figura 2.8 Representacion de un copolimero en bloques.

Las propiedades de un polimero no solo dependen de su composicién quimica como
es el caso de las moléculas de bajo peso molecular. Los homopolimeros pueden
diferenciarse entre ellos por el peso molecular, la distribucion de peso molecular, las
ramificaciones, el entrecruzamiento, etc. Cada uno de estos parametros tiene influencia en
sus propiedades, pero casi todas dependen del peso molecular. En el caso de los
copolimeros, las propiedades también son dependientes de la composicion y estructura
(azar, alternado, bloques). Por ejemplo, en un copolimero al azar la Ty y algunas
propiedades mecanicas cambian de acuerdo con las cantidades molares de los

comondmeros.

El acomodo de las unidades monoméricas determina las propiedades del copolimero.
Por ejemplo, el copolimero de etileno y norborneno con estructura al azar es un
termoplastico amorfo mientras que en su forma alternada es un copolimero cristalino muy
transparente porque los cristalitos tienen dimensiones inferiores a la longitud de onda de la

luz visible. 1°

En los copolimeros en blogue a menudo se combinan las propiedades de los
homopolimeros. Independientemente de la relacion molar entre los mondmeros, los
copolimeros suelen tener dos valores de Tg, uno para el bloque de M1 y otro para el bloque
de M.. Mas complejas son las dependencias con las propiedades mecanicas, donde la
relacién molar de los monomeros, el nimero de bloques, la longitud de los bloques y la

alternancia de estos, tienen un efecto importante.’®
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2.5 Polimerizacion en emulsion

En una polimerizacion en emulsion convencional la fase dispersa esta constituida por
un mondmero insoluble en agua, aunque siempre habrd una pequefia porcion
molecularmente (dependiendo de la solubilidad del monémero en agua). La fase continua

esta constituida por el agua y el iniciador es soluble en agua.**

En la Figura 2.9 se presenta en forma esquematica lo que ocurre durante las tres
etapas normalmente observadas en una polimerizacion en emulsion. Asimismo, en la
Figura 2.10 se representa el comportamiento de la tasa de polimerizacion durante estas

mismas etapas.

gota de mondmero

1 0.%% I +———}— iniciador
R — radical lihre
etapa I I . ’@.4__ particula de Litex
t—— surfactanie
% .@ I% %«— micela

etapa II R* E
I
RI
etapa I

Figura 2.9. Intervalos de una polimerizacién en emulsion convencional.*

En las polimerizaciones en emulsion, la nucleacion de las particulas ocurre en la
etapa I, la cual usualmente se completa a bajas conversiones de monémero (2-10 %),
cuando el mondémero se encuentra en gotas relativamente grandes (1-10 um). Esta
nucleacion ocurre cuando los radicales oligomericos formados en la fase acuosa alcanzan

un tamario critico que les permite entrar en las micelas hinchadas con mondémero o los hace
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insolubles en la fase continua por lo que precipitan tomando tensoactivo del medio. Debido
a que hay mas micelas que gotas de monomero en el sistema, la probabilidad de que estos
radicales entren en las micelas es mucho mayor que la probabilidad de que entren en las
gotas de monomero. Una vez iniciada la polimerizacion, el monémero que se consume
dentro de las particulas es suministrado por las gotas de monémero por difusién a través de
la fase acuosa. Las particulas en crecimiento toman para estabilizarse el surfactante con el
que estan formadas las micelas, ocasionando que estas Ultimas desaparezcan. En este
momento se detiene la formacién de particulas de polimero y finaliza la etapa I. Durante

esta etapa la tasa de polimerizacion se incrementa debido a la generacion de particulas.

LA RER

ol P

Gota de
monémero

A

- -

Velocidad de polimerizaciéon

Tiempo

Figura 2.10 Comportamiento de la tasa de polimerizacion durante una polimerizacion en
emulsion®®

En la etapa Il continGa la polimerizacién dentro de las particulas de polimero
hinchadas con mondmero, con el mondmero abastecido por difusion desde las gotas. Estas
gotas de monOmero actian como reservorios y la tasa de reaccion es generalmente
constante porgue esta gobernada por la tasa de difusién del monémero a través de la fase
acuosa. La etapa Il comienza cuando las gotas desaparecen y la polimerizacion continua,

pero éstas ya no aumentan de tamafio, hasta que reacciona todo el monémero que queda en

18



las particulas. En esta etapa la tasa de reaccion disminuye a medida que se consume el
mondmero dentro de las particulas debido a que ya no existen gotas que lo suministren.**
Normalmente, al final de una polimerizacion en emulsion se logra el 100 % en conversion y

el didametro promedio de las particulas es de 50 a 200 nm.

El mecanismo de nucleacion de las particulas puede proceder por dos procesos:
nucleacion micelar y nucleacion homogénea, como se muestra en la Figura 2.11.17 La
formacion de radicales libres se inicia en la fase acuosa. Una vez generados, estos radicales
pueden crecer en la misma fase acuosa reaccionando con el monémero disuelto en el agua
para formar oligomeros. EI mecanismo de nucleacion micelar se origina por la entrada de
radicales (primarios u oligoméricos) a las micelas, mientras que el mecanismo de
nucleacion homogénea consiste en la precipitacion de radicales oligoméricos, los cuales se
estabilizan con el surfactante que estd disuelto en el medio continuo. EI dominio de
cualquiera de estos mecanismos de nucleacion depende de la solubilidad del monémero en

el agua.

S0;
Especie

O O O O Radicdlica

A: nucleacion micelar

B: nucleacion homogénea

RIS )

“SO4

%ﬁ Micela - .

S04

Oligomeros

Figura 2.11 Mecanismos de nucleacién en una polimerizacion en emulsion de Sty (adaptada de la
referencia 17)
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2.6 Polimerizacion en miniemulsion

El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la polimerizacion en emulsion
convencional es muy diferente al mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la
polimerizacion en miniemulsion. Estas diferencias se basan en la distribucion de los
componentes en el sistema donde se lleva a cabo la polimerizacion (emulsion o
miniemulsién). En una miniemulsién normal, el mondémero se encuentra disperso en un
medio continuo acuoso en forma de gotas estabilizadas con uno o varios agentes
tensoactivos. Para lograr la formacion de la miniemulsion es indispensable el uso de un
tensoactivo adecuado y el uso de energia mecanica generada por un equipo de

emulsificacion eficiente (sonicador, homogeneizador de alta presion, sistema rotor-estator).

Para obtener una miniemulsién normal se prepara una fase acuosa que contiene
agua y tensoactivo(s), y una fase organica constituida por el (los) monémero(s), el agente
hidréfobo y, en algunos casos, un polimero preformado u otro material insoluble en agua
que se desee incorporar. El proceso comienza con la mezcla de ambas fases por agitacion
mecanica formando una pre-emulsion, que luego es homogenizada hasta obtener la
miniemulsioén con didmetros de gota de 50 a 500 nm.® En una miniemulsién, todo el
tensoactivo disponible se adsorbe sobre la superficie de las mini-gotas y no se forman las
micelas que estan normalmente presentes en una emulsion convencional.** Por esta razon,
la nucleacion de las particulas es primordialmente por la entrada de radicales (primarios u

oligoméricos) a las mini-gotas de monémero como se observa en la Figura 2.12.

Se ha investigado el proceso de miniemulsificacion por energia de ultrasonido,
siguiéndolo mediante mediciones de tension superficial y turbidimetria. Al comienzo del
proceso, el tamafio de gotas se reduce rapidamente porque el tensoactivo de la fase acuosa
migra a la interfase formada por el agua y el aceite (monomero). A medida que el
tensoactivo es adsorbido en la superficie de las gotas, se incrementa la tension superficial
debido a la reduccion de la concentracion de tensoactivo libre en la fase acuosa. La
dispersidad de la distribucion de tamafio de gotas va disminuyendo con el tiempo de
aplicacion de la energia de ultrasonido (por procesos de ruptura y coalescencia de las gotas)
hasta alcanzarse un estado estacionario en el cual las mediciones de turbidimetria y tension

superficial se vuelven constantes.
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Figura 2.12 Mecanismo de nucleacion en una polimerizacion en miniemulsion de Sty (adaptada de
la referencia 17)

Generalmente, la sonicacion se lleva a cabo en un recipiente refrigerado para
eliminar el calor generado.’® El sistema resultante es termodindmicamente inestable y
cinéticamente estable. Ademas, el uso de un agente hidréfobo (conocido también como
coestabilizador) protege a las gotas de monomero resultantes contra la degradacién

difusional (maduracién de Ostwald). Un ejemplo de agente hidr6fobo es el hexadecano.

Cuando se adiciona iniciador al sistema, los radicales primarios inician la
polimerizacion para transformar las gotas en particulas de polimero. En las
polimerizaciones en miniemulsion no coexiste una fase de monémero separada (como en el
caso de las polimerizaciones en emulsion).* Si todas las gotas son “nucleadas”, entonces el
namero final de particulas es aproximadamente igual al nimero inicial de gotas. La
nucleacién directa de las gotas reduce (o evita) la difusion de componentes (monémero y
surfactante) observada en las polimerizaciones en emulsion convencionales, y permite la
incorporacion de compuestos insolubles en agua (monomeros, polimeros preformados,
catalizadores, agentes de transferencia, materiales inorganicos) directamente en el sitio de

la reaccion.?
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En esta técnica de polimerizacion pueden usarse iniciadores solubles en agua o en
aceite, pero la caracteristica importante es que la reaccion se lleva a cabo por
polimerizacion del monémero en las mini-gotas. Tal y como se observa en la Figura 2.13,
en la polimerizacion en miniemulsion no se presenta la etapa Il de la polimerizacion en
emulsion, donde el monémero consumido en las particulas es suministrado por las gotas de
mondmero. La etapa | corresponde a la nucleacion de particulas; en comparacion con la
polimerizacion en emulsion y microemulsion, este intervalo es mas corto y termina cuando
se alcanza la tasa méaxima de reaccion (alrededor del 20 % de conversion). En
miniemulsién, no existen gotas que suministren mondmero, por lo que solo se observa una
etapa donde la tasa de polimerizacién disminuye a medida que se consume el mondémero
dentro de las particulas (etapa Il de una polimerizacion en emulsion). Durante esta etapa,
la cinética sigue a la de una polimerizacién en masa o en suspension (linea de puntos en la
Figura 2.13). La etapa IV se observa como un incremento en la tasa de polimerizacion
debido al aumento de la viscosidad dentro de las particulas y a una disminucion en la tasa

de terminacidn de las cadenas poliméricas.?

10 1, 11 A%

M\
N

R/ 10" mole-s-1”

Tiempo de reaccién/ min

Figura 2.13 Intervalos de polimerizacion en miniemulsion (adaptada de la referencia 21).
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No obstante, dependiendo de la formulacion empleada para formar la miniemulsion, asi

como

del proceso de homogeneizacion, pueden presentarse variaciones en el

comportamiento previsto para una polimerizacion en miniemulsion: 22

1)

2)

3)

Si hay un exceso de surfactante o la energia de homogeneizacion no fue suficiente,
puede ser que no se obtenga una miniemulsién como tal, por lo que podria haber
micelas y, en consecuencia, nucleacion micelar.

Si se utiliza un iniciador soluble en agua, la generacion de los radicales en la fase
acuosa deberia conducir a la formacion de oligdmeros suficientemente hidrofobos
como para entrar en las mini-gotas de monémero (nucleacion de las gotas). Sin
embargo, pueden darse diferentes mecanismos de nucleacién que ocurran en
procesos paralelos a la nucleacion en las mini-gotas. Esto seria fomentado por la
formacion de radicales en la fase acuosa que no sean suficientemente hidréfobos
como para entrar a las mini-gotas de monémero, pero que alcanzan una longitud de
cadena que los vuelva insolubles en agua para después precipitar (nucleacion
homogénea).

Ademas, si el agente hidréfobo tiene cierta solubilidad en agua como para
difundirse de las gotas pequefias a las méas grandes, las mini-gotas de mondmero
pueden desaparecer por coalescencia con otras gotas y particulas de polimero, asi

como por degradacion difusional.

Una de las ventajas que se tiene con esta técnica de polimerizacion es la posibilidad

de encapsular compuestos hidrofobos.? Ademas, la polimerizacion en miniemulsion

permite la sintesis de materiales complejos que no pueden producirse por otro método;

materiales que tienen una amplia gama de aplicaciones que incluyen: adhesivos,

recubrimientos, pigmentos para textiles, sistemas para la administracion de farmacos, entre

otros.?

A continuacién, se enlistan algunas de las caracteristicas esenciales que debe

cumplirse en una polimerizacion en miniemulsion:

1.

Las miniemulsiones en estado estacionario son estables contra la degradacion por

difusion.
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2.6.1

La energia interfacial entre las fases oleosa y acuosa es mucho mayor que cero. Las
moléculas de tensoactivo no cubren por completo la superficie de las gotas de la
miniemulsion.

La formacion de una miniemulsion requiere de energia mecanica de alto corte para
alcanzar el estado estacionario.

La estabilidad de las gotas de miniemulsion frente a la degradacién por difusion
resulta de la presion osmotica en las mismas, la cual controla la difusion del
monomero. La presion osmotica se crea mediante la adicion de una sustancia que
tiene una solubilidad en agua extremadamente baja, denominado hidrofobo o
coestabilizador.

La polimerizacion en miniemulsion ocurre Gnicamente por nucleacién de las gotas.
Aunqgue se ha demostrado que la nucleacion de particulas en la fase acuosa no puede
ser eliminada por completo, incluso para la polimerizacion de un monomero
altamente hidréfobo como el estireno, lo que da paso a un mecanismo de nucleacién
de particulas competitivo que implica tanto la nucleacion de gotas de mondémero
como la nucleacion homogénea.?*

El crecimiento de las gotas durante la polimerizacion puede ser suprimido.

La cantidad de tensoactivo requerida para formar la miniemulsién es menor a la
requerida para la formacion de una microemulsion, pero mayor a la requerida para

la formacién de una emulsion.

Uso de mondmeros reactivos como agentes hidrofobos en la

formacion de miniemulsiones

El hexadecano ha sido el agente hidrofobo méas ampliamente usado en las

polimerizaciones en miniemulsion. Sin embargo, como ya se ha mencionado, éste debe ser

eliminado del producto final para muchas aplicaciones debido a su toxicidad. En sustitucion

al HD se ha probado el uso de mondmeros, iniciadores y agentes de transferencia de

cadena. Los mondmeros son la mejor alternativa debido a que los iniciadores y los agentes

de transferencia de cadena afectan significativamente la cinética de polimerizacion.?®

Algunos de estos monomeros son el acrilato de octadecilo (ODA) o el metacrilato de
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octadecilo, también Ilamados acrilato de estearilo y metacrilato de estearilo (SMA, del
inglés stearyl methacrylate), respectivamente. Estos monémeros acrilicos son hidréfobos
debido a la longitud de sus cadenas alquilicas como es el caso del ODA (Figura 2.14).%

X o/\M/

Figura 2.14 Acrilato de octadecilo (ODA)

En 2004, Ouzineb et al.?’ estudiaron el efecto de diferentes tensoactivos y co-
estabilizadores en las polimerizaciones en miniemulsion de Sty y de metacrilato de butilo
(BMA\) iniciadas con persulfato de potasio (KPS). Se obtuvo un latex con Dy de 185.1 nm
cuando se estudio el uso de una combinacion de SDS/Triton X-405/0ODA al 2 % p con
respecto al Sty. Reportaron que la relacién entre el nimero de mini-gotas de monémero
iniciales (Nm) y el nimero de particulas (Np), Nm/Np, fue de 1.04; lo cual significa que
todas las gotas de monomero iniciales fueron nucleadas y que préacticamente no se
generaron nuevas particulas por otros mecanismos en el transcurso de la reaccion. Para la
polimerizacion del BMA reportaron un Dy de 152.3 nm y una relacion Nm/Np, muy cercano
a 1. Por otro lado, usaron el HD (10 % p con respecto al total de la formulacién) y
obtuvieron un latex con Dp de 101.6 nm. Para Nm/Np, obtuvieron un valor 0.06; el cual
atribuyen a que ocurri6 la nucleacién micelar. Concluyeron que es posible la nucleacion de
todas las mini-gotas de Sty y/o BMA con un sistema de estabilizacion que combina
tensoactivos en cantidades razonables y un hidr6fobo polimerizable (ODA).

En 2020, Medeiros et al.?® reportaron la sintesis del copolimero de caucho de
estireno-butadieno (SBR) utilizando HD y ODA como agentes hidrofobos. Agregaron una
cantidad de 4 % p de HD u ODA, con respecto al Sty, y obtuvieron latex con Dp de 218 nm
y distribuciones de tamafio de particula (PDI) muy angostas, de 0.01 con ODA y 0.03 con
HD. Reportaron valores de Nm/Npde 1.3 con HD y 1.2 con ODA, por lo que asumieron que

la nucleacion fue preferentemente en las mini-gotas de monomero y que la nucleacion
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homogénea fue eliminada casi por completo. Concluyeron que es factible la sustitucion del

HD por ODA ya que obtuvieron latex estables y con propiedades similares.

2.6.2 Aplicacion de la técnica de polimerizacién en miniemulsién para
encapsular principios activos

La nanoencapsulacion de principios activos (u otros materiales de interés a
encapsular) ha sido objeto de un trabajo de investigacion considerable en los Gltimos afios.
Muchos trabajos han intentado la nanoencapsulacion a través de técnicas de polimerizacion
en emulsion y miniemulsion, siendo ésta Gltima una ruta mas directa y reproducible para
alcanzar este objetivo. Mediante el uso de esta técnica, si un solido organico o inorganico
estd contenido dentro de las mini-gotas de mondmero, quedara encapsulado por polimero

una vez que haya concluido la reaccion de polimerizacién, tal y como se muestra en la
Figura 2.15.%°

Material soluble
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Figura 2.15 Proceso de encapsulacion de un material s6lido mediante polimerizacion en
miniemulsion (adaptada de la referencia 29)

Como ya se ha mencionado anteriormente, la encapsulacion de los farmacos ofrece
ventajas sobresalientes como: (a) la reduccion de los efectos secundarios toxicos, (b) la
proteccién del farmaco contra la degradacion in vivo, (c) el mejoramiento en la atencion del

paciente al evitar numerosas inyecciones y (d) el logro de una farmacocinética mas
favorable.®
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El parametro mas critico por considerar para incrementar el contenido del farmaco
en las NPPs es la solubilidad (compatibilidad) del fa&rmaco con el monémero y con el
polimero. Por lo es de esperarse que la eficacia de la encapsulacion disminuya

significativamente para aquellos farmacos con baja solubilidad en el material encapsulante.

En 2007, Huang et al.3* prepararon NPPs de poli(cianoacrilato de n-butilo) (PBCA)
mediante polimerizacion aniénica en miniemulsion con el propodsito de encapsular
paclitaxel para el tratamiento del cancer. Estudiaron el efecto de la concentracion de
tensoactivo, la concentracion de paclitaxel y el método de sintesis sobre la eficiencia de
encapsulacion (EE) y de cargado (LC). Para preparar la fase oleosa, disolvieron al
paclitaxel en el cianoacrilato de n-butilo (BCA) utilizando energia de ultrasonido. Para
formar la fase acuosa, disolvieron el tensoactivo pluronic F127 en una solucion &cida.
Como agente hidrofobo usaron el farmaco mismo, debido a su alta hidrofobicidad. Para
formar las miniemulsiones homogenizaron con ultrasonido (110 W de potencia por 60 s).
No afiadieron un iniciador debido a que el BCA es un mondmero extremadamente reactivo
y la polimerizacion anionica inicio por los iones hidroxilo provenientes del agua del medio.
Ellos también realizaron la sintesis y cargado de las NPPs utilizando la técnica de
polimerizacion en emulsion. Mediante polimerizacién en miniemulsion, cuando utilizaron
la concentracién de paclitaxel del 1 % con respecto al monémero, obtuvieron un latex con
Dp de 99.7 nm y alcanzaron una EE del 56.6 % y LC de 0.56 %. Con la polimerizacion en
emulsion obtuvieron un latex con Dp de 56.2 nm y una EE de 18.0 % y LC de 0.18. Con
estos resultados demostraron que la polimerizacién en miniemulsion es mas efectiva para
encapsular el paclitaxel. Los valores de Dy en la polimerizacion en miniemulsion lo
atribuyeron a que no hubo una supresion efectiva de la degradacién difusional. Encontraron
que al aumentar la concentracion del tensoactivo pluronic F127, el Dy disminuye, pero el
PDI aumenta. Sugieren que lo anterior fue debido a un exceso de tensoactivo y a la baja
eficiencia del paclitaxel como agente hidrofobo. También encontraron que la EE
incrementa al aumentar la concentracion del tensoactivo de 0.03 a 0.1 % (p/v), pero se
mantiene constante de 0.1 a 0.5 % (p/v). Al aumentar el contenido de paclitaxel de 1 a5 %
p, en la polimerizacion en miniemulsion lograron incrementar de forma simultanea la EE
hasta 80 % y la LC a 4 %. Esto es contrario a lo que ocurre en una polimerizacion en

emulsion ya que para tener alta LC se necesita afiadir una gran cantidad de farmaco, pero
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esto resulta en una baja EE. Por ultimo, realizaron pruebas de liberacion in vitro con una
solucion buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4 con 0.1 % p/v de Tween® 80 como medio de
liberacion. Los porcentajes de farmaco liberado tras 96 h fueron del 89.7 y 82.9 % para las

NPPs cargadas de paclitaxel con una LC del 0.56 y 4 % (p/p), respectivamente.

En 2013, Fonseca et al.*? llevaron a cabo la polimerizacion en miniemulsion de
MMA en presencia de praziquantel (PZQ) con el objetivo de obtener NPPs de
poli(metacrilato de metilo) (PMMA) cargadas con PZQ para el tratamiento de la
esquistosomiasis. Utilizaron aceite mineral farmacéutico como coestabilizador, SDS como
tensoactivo, KPS como iniciador y bicarbonato de sodio en la fase acuosa. Homogenizaron
durante 10 min con un equipo ultra turrax (agitacion de 9500 rpm) o con un
homogeneizador de alta presion (800 bar). La polimerizacion la llevaron a cabo a 60-90 °C
con agitacién de 1000 rpm durante 180 min. Encontraron que la temperatura de reaccion
tiene un importante efecto sobre la conversion del mondémero. Obtuvieron las conversiones
mas bajas (= 50 %) a 60 °C y las mas altas (= 95 %) a 90 °C. Esto puede deberse a que la
movilidad de los radicales aumenta con la temperatura como resultado de la disminucion de
la viscosidad del sistema. Encontraron que el aumento de la concentracion del iniciador no
incrementa la conversion final del mondémero. Observaron que la presencia de PZQ no
afecta significativamente la tasa de reaccion y pudieron alcanzar altas conversiones incluso
con una gran cantidad del farmaco afiadido. Notaron que las miniemulsiones preparadas
con el ultra turrax fueron inestables y las fases se separaron en menos de 24 h; el D, fue de
~500 nm con una distribucion de tamafnos bimodal. En cambio, con el uso del
homogeneizador de alta presion se lograron miniemulsiones que permanecieron estables
por 4 meses, Dp =70 nm y PDI de 0.10 a 0.62 con distribucién unimodal. También con el

homogeneizador de alta presion alcanzaron EE mas altas, de hasta el 100 %.

En 2018, Jin et al.®® sintetizaron NPPs de PBCA cargadas con 10-
hidroxicamptotecina (HCPT) mediante polimerizacion en miniemulsién. La fase acuosa fue
preparada con fosfolipidos de soja (PC), monoestearato de polietilenglicol (S100) y Tween
80 en medio 4cido. Para la fase oleosa mezclaron HCPT, BCA y Miglyol® 840 (M840) en
acetona. Mezclaron ambas fases y homogeneizaron con ultrasonido por 1.5 min a 300 W.

Afadieron una solucion basica y dejaron en agitacion de 800 rpm por 12 h a temperatura
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ambiente. Esta polimerizacion anionica también fue iniciada por los iones hidroxido. El Dp
del latex fue de 92.7 nm con un PDI de 0.118 y EE de 94.24 %, por lo que se considera que
el uso de la técnica de polimerizacion en miniemulsion fue efectiva para el cargado de las
NPPs con HCPT. En las pruebas de liberacion, se registro una liberacion del 40 % en pH
1.2en2hy60 % apH 6.8 después de 4 h,

Por su parte, en 2020 Ferreira et al.>* prepararon NPPs de poli(metacrilato de
metilo-co-acido acrilico) (P(MMA-co-AA)) cargadas con clioquinol (CQ), un agente
quelante para el cobre y el zinc para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, a
través de polimerizacion en miniemulsion. La fase acuosa la formaron disolviendo SDS y
bicarbonato de sodio en agua destilada. La fase organica consistia en los monémeros, HD y
CQ. Ambas fases las homogeneizaron con un homogeneizador de alta presion, 100 bar por
20 min. La polimerizacion la llevaron a cabo a 80 °C, con agitacion de 500 rpm durante 2
h. El iniciador KPS fue afiadido al medio de reaccion una vez alcanzada la temperatura
deseada. Se obtuvieron conversiones de monomero cercanas al 100 % en los primeros 20
min de reaccion. Con la adicion del CQ, los autores notaron una ligera disminucién de la
tasa de polimerizaciéon. Lo cual fue explicado como consecuencia de un pequefio efecto
inhibitorio y por interacciones con el medio de reaccion. El tamafio de las NPPs del
copolimero fue de 99 nm y PDI de 0.13. En cambio, el tamafio de las NPPs cargadas con
CQ fue de 61 nm y PDI de 0.12. La disminucion del D, de las NPPs cargadas lo
atribuyeron a las interacciones entre los grupos funcionales polares del CQ y las cadenas
poliméricas. Lograron una EE de 97 % al afiadir CQ con una concentracion del 1 % en
peso. Al agregar CQ en mayor concentracion, los latex fueron inestables. Finalmente,
cuando realizaron la prueba de liberacion en PBS a pH 7.4 y 37 °C, se registro 50 % de CQ
liberado después de 9 h. Sus resultados de liberacion se ajustaron al modelo cinético de

Peppas, lo que indico que la liberacion estaba controlada por difusion.

2.7 Curcumina

La curcumina es un compuesto de origen vegetal que ha llamado la atencion de los
investigadores en diversos campos de la ciencia como la quimica, la biologia y la medicina.

Se trata de un polifenol hidréfobo que se extrae del rizoma de la planta Curcuma longa
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(Figura 2.16), perteneciente a la familia del jengibre (Zingiberaceae), la cual se ha

utilizado por siglos como especia y como remedio en la medicina tradicional asiatica.®®
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Figura 2.16 Extraccion de la curcumina a partir de ctrcuma®

La curcuma se compone por tres moléculas denominadas curcuminoides: el 77 %
corresponde a la curcumina, la mas abundante y la que ha sido identificada como el
principio activo de la carcuma; el 17 % corresponde a la demetoxicurcumina 'y el 6 % a la

bisdemetoxicurcumina (Figura 2.17).%’

HO OH
R; R,

Figura 2.17 Curcumina (R1 = Rz = OCH3), demetoxicurcumina (R1 = OCHs, Rz = H),
bisdemetoxicurcumina (R1= R2 = H).

El polvo obtenido de la raiz de la circuma, ingrediente principal del curri, contiene
del 2-5 % de curcumina. Es utilizado como pigmento natural de alimentos y bebidas debido
a su intenso color amarillo-anaranjado, esta coloracion se debe a los grupos fendlicos. La

curcumina ha sido aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) en los Estados
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Unidos como “generalmente reconocido como seguro” (Generally Recognized as Safe,
GRAS).3®

Este compuesto ha sido utilizado en muchos paises asiaticos: en la India como una
especia en curris; en Malasia como antiséptico; en Japon como té; en Tailandia como
cosmeético; en Corea se utiliza en las bebidas y, en China, como colorante. Por otro lado, es

utilizado en Estados Unidos en mostazas, quesos, mantequilla, papas fritas y colorante.*

2.7.1 Propiedades fisicoquimicas de la curcumina

La curcumina, 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5-diona o bien
diferuloilmetano muestra tautomerismo ceto-enodlico (Figura 2.18), predominando la forma
ceto (diceto) en soluciones &cidas y neutras y la forma enodlica (ceto-endlica) estable en

medios alcalinos y disolventes organicos.*

En estado solido, la curcumina es inodora y de color amarillo/anaranjado; tiene una
temperatura de fusion de 183 °C y es sensible a la luz (sufre de una fotodegradacién mas
rapida bajo luz visible que bajo luz UV). Su estructura quimica posee grupos hidroxilo y
carbonilo que sufren cambios en su estado de ionizacién con la variacion en el pH del
medio. A pH < 8 la molécula es muy hidréfoba, por lo que es muy poco soluble, sin
embargo, presenta buena estabilidad quimica, por lo que se recomienda que el cargado de
las nanoparticulas se lleve a cabo a pH < 7. Al aumentar el pH, la molécula es mas hidréfila

y soluble pero su estabilidad quimica disminuye drasticamente.*!

2) o} 0
O h g O
HO OH
OCH;§ OCH,4
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O h 7 O
HO OH
OCH,§ OCH,4

Figura 2.18 Estructura de la curcumina en su forma (a) diceto y (b) ceto endlica
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Este compuesto tiene las propiedades de un indicador acido-base. A pH < 1 la
curcumina se encuentra en forma protonada y la disolucion muestra una coloracion roja. A
pH de 1 a 7 estd en su forma neutra y la disolucién es de color amarillo brillante. Por
ultimo, a pH > 7 se encuentra desprotonada y es de color rojo. La transicion de color es a

pH 8-9, por lo que es Gtil para indicar alcalinidad.®®

Debido a los grupos ionizables, la curcumina tiene tres hidrogenos facilmente
disociables con constantes de disociacion (pKa) de 8.38 para el hidrégeno enolico, 9.88 para

el hidrogeno fenolico y 10.51 para el fenilo.*?

2.7.2 Propiedades terapéuticas de la curcumina

Tradicionalmente, la curcumina ha sido utilizada como un agente antinflamatorio,
aunque numerosos estudios confirman su actividad quimiopreventiva en diferentes tipos de
celulas cancerosas como las de pancreas, mama, prostata, pulmon, higado, cerebro,

colorrectal y otros.3

Se ha demostrado que la curcumina exhibe propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias que ayudan a la cicatrizacion de heridas. Ademas, es farmacol6gicamente
segura incluso a dosis consideradas altas. Por ejemplo, se ha demostrado que el consumo de
la curcumina es seguro hasta 8 g por dia.** Es un potente antioxidante ya que elimina
eficientemente una variedad de especies reactivas de oxigeno demostrando su potencial
para tratar enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (desbalance entre la
produccidn de especies reactivas de oxigeno y defensas antioxidantes) el cual incrementa
con enfermedades inflamatorias. Entre las enfermedades mediadas por el estrés oxidativo y
que pueden mejorarse con el uso de curcumina se puede mencionar al Alzheimer, la
ateroesclerosis y estados de lesion tisular aguda (por ejemplo, dafio traumatico de la médula

espinal y accidente cerebrovascular).*

A la curcumina también se le atribuyen otros efectos como son el de ser hepato- y
nefro-protector, supresor de trombosis, protector de infarto de miocardio, hipoglicemico y

antirreumatico.*® Ademas, se conocen efectos benéficos en enfermedades oculares como la
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uveitis cronica interna, la retinopatia diabética, el glaucoma, la degeneracion macular

relacionada con la edad y el sindrome del ojo seco.*®

2.7.3 Estrategias para mejorar la biodisponibilidad oral de la curcumina

Pese a las multiples propiedades terapéuticas que se atribuyen a la curcumina existen
también estudios donde se enfatiza la limitada eficacia de su actividad ocasionada por su
baja biodisponibilidad en tejidos y plasma (aun a dosis altas); problema que se atribuye a su

baja solubilidad en agua, su absorcion deficiente y su rapida metabolizacion.*’

La extrema hidrofobicidad de la curcumina resulta en su pobre absorcién en el
torrente sanguineo después de la ingesta oral. El primer paso hacia la absorcién efectiva de
cualquier farmaco o nutracéutico es su disolucion inicial en el medio acuoso del tracto
gastrointestinal, asi que los farmacos altamente hidr6fobos tienen wuna baja
biodisponibilidad oral. La reduccion del tamafio de particula de los materiales que se
utilizan para administrar farmacos de baja biodisponibilidad permite un aumento

significativo en su solubilidad acuosa, velocidad de disolucion y mejor absorcion oral.*®

Se han explorado diferentes tipos de nanoparticulas comestibles como sistemas de
liberacion para mejorar la solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad de la curcumina. En
muchos casos la curcumina es incorporada dentro de sistemas de liberacion coloidal
mediante la disolucion en solventes organicos, sin embargo, este tipo de solventes pueden
ser no aptos para consumo humano, ademas de que tienen un costo y son contaminantes al

medio ambiente.3®

La biodisponibilidad de este compuesto se puede mejorar cuando Sse conjuga o se
carga en diferentes tipos de nanomateriales que incluyen NPs de poli(acido lactico-co-
glicélico) (PLGA), NPs metélicas (de oro o plata), NPs de éxidos metalicos (magnetita y
silice), NPs de oOxido de grafeno, NPs a base de lipidos (liposomas y lipidos sélidos),

exosomas, hidrogeles y organogeles (Figura 2.19).%
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Figura 2.19 Diferentes materiales utilizados para mejorar la biodisponibilidad de la curcumina.*

Las NPPs tienen una gama de ventajas en comparacion con otros vehiculos. Se
caracterizan por ser mucho muy estables en el tracto gastrointestinal; por lo que son dtiles
para la proteccion y liberacion controlada de medicamentos. Debido a que la encapsulacion
de los farmacos en NPPs involucra solo a las interacciones de tipo electrostatico entre el
farmaco y el polimero, y no implica la modificacion quimica de las moléculas del farmaco,
se tiene la ventaja de minimizar los estudios adicionales de biodegradabilidad y toxicidad

del farmaco.>®

La biodisponibilidad oral de la curcumina en ratas ha podido ser elevada, en 5 a 6
veces, cuando se administro0 encapsulada en particulas de PLGA con un Dp de
aproximadamente 200 nm.>* En otro estudio, donde se encapsul6 curcumina en particulas
de PLGA de 158 nm, se observé también un aumento de 20 veces en la biodisponibilidad

oral en ratas.*?

Diversos autores han preparado NPs de ES100 cargadas con curcumina.>*-> Como
se menciond anteriormente, el ES100 es la forma comercial del copolimero de interés en la
presente investigacion, el P(MMA-co-MAA), el cual es biodegradable y soluble a pH > 7
(por la ionizacion de sus grupos funcionales carboxilo), por lo que protege al farmaco en el

estomago o intestino y lo libera en el colon.2
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Se han encontrado reportes donde el ES100 es utilizado para preparar NPPs cargadas
con curcumina y de este modo mejorar su biodisponibilidad. No obstante, las metodologias
empleadas en estos trabajos involucran varios pasos y el uso de disolventes tdxicos.

Entre los diferentes métodos para la obtencién de NPPs cargadas con farmacos, la
polimerizacion en miniemulsion tiene la ventaja de que es posible llevar a cabo la
encapsulacion y formacion de polimero en una sola etapa. Lo anterior se traduce en la
simplificacion de pasos comparado con las metodologias donde se utiliza un polimero
preformado. Si el compuesto activo es altamente hidréfobo, como es el caso de la
curcumina, no se difundird hacia la fase acuosa durante la polimerizacion, por lo que se

puede lograr una mayor eficiencia de cargado.
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3 Objetivos

3.1 Obijetivo general

Preparacion de nanoparticulas poliméricas (NPPs) de un copolimero acrilico mediante la
técnica de polimerizacion en miniemulsion utilizando un mondmero reactivo como agente
hidrofobo y la encapsulacion in situ de curcumina en estas NPPs empleando la misma

metodologia.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtencion de las NPPs de poli(metacrilato de metilo-co-a4cido metacrilico), P(MMA-
co-MAA), mediante la técnica de polimerizacion en miniemulsion utilizando acrilato de

octadecilo, ODA, como agente hidrofobo.
2. Cargado de curcumina en las NPPs de P(MMA-co-MAA).
2.1. Encapsulacion de curcumina mediante polimerizacion en miniemulsion in situ.

2.2. Cargado de curcumina posterior a la formacion de las NPPs mediante un método de

difusion-fisisorcion.

3. Realizar estudios de liberacién de la curcumina a pH de 7.4.
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4 H IpOtesis

1. Es factible el uso de ODA como agente hidrofobo en la obtencion de nanoparticulas
del copolimero poli(metacrilato de metilo-co-acido metacrilico) a una relacién

molar MMA: MAA de 2:1, mediante la polimerizacion en miniemulsion.

2. Es factible la encapsulacion in situ de la curcumina con el copolimero
poli(metacrilato de metilo-co-4cido metacrilico) mediante la técnica de

polimerizacion en miniemulsion.
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5 Parte Experimental

5.1 Materiales y Equipos

Material de vidrio basico de laboratorio, balanza analitica Ohaus Explorer EX224,
parrillas de calentamiento con agitacion magnética, sistema de purificacion de agua Milli-
Q® Direct, ultracentrifuga Beckman Coulter modelo XL-100K, espectrofotémetros de UV-
vis Shimadzu Multiespec-1501 y Thermo Scientific Genesys 10S, medidor de pH y
conductividad Hanna Instruments modelo H198130, reactor de vidrio enchaquetado de 100
mL, circulador de temperatura constante Fisher Scientific modelo 9510, agitador mecanico
IKA RW 20, sonicador QSonica modelo Q700CA, dispersor de luz Microtrac Nanotrac
Wave Il Q, liofilizador Labconco Freeze Dry System/Freezone R45, cromatografo de
permeacion en gel (GPC) HP serie 1100, espectrometro de resonancia magnética nuclear
(NMR) Bruker de 400 MHz, equipo Discovery Series DSC/TGA (TA Instruments). Para
las pruebas de liberacion se utilizé una parrilla IKA RCT Basic provista de un sensor de
temperatura, frascos ambar de 100 mL, agitadores magnéticos y membrana de celulosa para
dialisis MWCO 12400 (Sigma-Aldrich).

5.2 Reactivos

Los monémeros metacrilato de metilo (MMA, 98 % de pureza), &cido metacrilico
(MAA, 99 % de pureza) y estireno (Sty, 99 % de pureza) fueron pasados por una columna
empacada para remover el inhibidor. El perdxido de benzoilo (BPO, 99 % de pureza),
persulfato de amonio (APS, 99.9 % de pureza), acrilato de octadecilo (ODA, 97 % de
pureza), hexadecano (HD, 99 % de pureza), dodecilsulfato de sodio (SDS, 98.5 % de
pureza), curcumina (> 94 % contenido de curcuminoides y > 80 % de curcumina) y
limoneno (97 % de pureza) se utilizaron sin purificacion adicional. El agua utilizada en
todos los experimentos fue desionizada (0.055 uS/cm). Para las pruebas de liberacion se
utilizé una solucion buffer fosfato (PBS) pH 7.4 (1.0 M) y monooleato de sorbitan

polioxietilenado 20 (Tween® 80). Otros disolventes utilizados fueron: etanol anhidro (>
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99.5 % de pureza), tetrahidrofurano grado HPLC (THF, > 99.9 % de pureza), metanol
grado reactivo (> 99.9 % de pureza), diclorometano (DCM, > 99.8 % de pureza) y
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds, 99.9 % &tomos D). Todos los reactivos y

disolventes fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.

5.3 Metodologia

5.3.1 Curvas de calibracion para determinar la concentracion de
curcumina por espectroscopia de UV-vis

Se prepar6 una curva de calibracion utilizando como solvente etanol absoluto
(Figura 5.1), midiendo la sefial de absorbancia de la curcumina en 425 nm observada en el
espectrofotometro de UV-vis Shimadzu Multiespec-1501. Esta curva se utiliz6 para

determinar la solubilidad de la curcumina en los monémeros.
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Figura 5.1 Curva de calibracién de curcumina en etanol.

Por otro lado, con el propdsito de obtener resultados méas precisos en la
determinacion de curcumina cuando se analiz6 su concentracion en los latex, se preparo
una curva de calibracion utilizando como solvente una relacion etanol/agua (9/1; v/v). Con
esta curva (Figura 5.2) se midid la concentracion de curcumina en los latex cargados
mediante polimerizacion en miniemulsion, en el latex cargado por el método de difusion-

fisisorcion y en la determinacion de la solubilidad de curcumina en agua y PBS.
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Figura 5.2 Curva de calibracién de curcumina en etanol/agua (9/1; v/v)

Por altimo, se prepararon dos curvas con solucién buffer en el equipo Thermo
Scientific Genesys 10S; una de ellas utilizando una relacion etanol/solucion buffer fosfato
(PBS) 0.1 M a pH de 7.4 (1/1; viv) y la otra con la misma solucion buffer, pero con
Tween® 80 al 3 % p/v (Figura 5.3). Estas curvas se utilizaron para determinar la

concentracion de curcumina en las pruebas de liberacion.

3 -
(a) y=0.1184x + 0.0125
25 - R2 = 0.9999
2 .
.0
815 -
1 "o (b) y=0.0904x - 0.0101
R2 = 0.9998
05 . @
0 ILV..'.. T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

Curcumina (ng/mL)

Figura 5.3 Curvas de calibracion de curcumina en (a) Etanol/PBS 0.1 M a pH de 7.4 (1/1; viv) y (b)
PBS 0.1 M a pH de 7.4/Tween® 80 (3 % p/v).
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5.3.2 Determinacion de la solubilidad de la curcumina en diferentes
medios

Se prepararon disoluciones saturadas con curcumina (1 % p) utilizando como
disolventes MMA, MAA y la mezcla de los mondmeros en una relacion molar de 2/1. Las
mezclas se sonicaron durante 5 min con una potencia de 60 W. Durante la sonicacion, el
vaso de precipitado fue colocado en un bafio de agua con hielo para evitar el
sobrecalentamiento. Después de la sonicacion, los vasos de precipitado se colocaron en un
bafio con agua a una temperatura controlada de 25 °C y se dejaron con agitacion magnética
por 48 h. Las dispersiones se centrifugaron durante 1 h a 20,000 rpm a 25 °C. Se tomé una
muestra y se midié el contenido de curcumina por espectroscopia de UV-vis. Las
disoluciones se volvieron a centrifugar bajo las mismas condiciones y se tomé una muestra
al finalizar cada ciclo de centrifugacion para determinar el contenido de curcumina. Esto se
hizo para asegurar que la concentracion de curcumina permaneciera constante y se
obtuviera un resultado mas preciso de su solubilidad en los mondmeros. Siguiendo la
misma metodologia, se determind también la solubilidad de la curcumina en agua
desionizada, en PBS 0.1 M y en la disolucion PBS 0.1 M/Tween® 80 (3 % p/v).

5.3.3 Preparacion de las NPPs mediante la técnica de polimerizacién en

miniemulsion

Se llevaron a cabo una serie de polimerizaciones siguiendo la misma metodologia,
pero variando algunos de los componentes de la formulacion con la finalidad de comparar
las caracteristicas de los latex obtenidos y de este modo comprender y fundamentar los
resultados obtenidos. Se estudio el efecto de: 1) tipo de mondémero (Sty y mezcla de
MMA/MAA); 2) tipo de agente hidréfobo (HD y ODA) y 3) tipo de iniciador (BPO y
APS). Se seleccion6 la formulaciéon que permitié la preparacion de NPPs del copolimero
acrilico y se llevaron a cabo las polimerizaciones en presencia de curcumina para lograr su
encapsulamiento. En este caso se estudio el efecto de la concentracion de curcumina en la
mezcla de monomeros. De manera adicional, se realizaron dos polimerizaciones con

limoneno como agente de transferencia de cadena para intentar reducir el peso molecular
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del polimero y estudiar su efecto en el cargado con curcumina. Las formulaciones

empleadas en los diferentes experimentos se concentran en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Formulaciones empleadas en la preparacion de las NPPs.

Codigo™ SHB SHA SOB SOA MHA MOB MOA C1 C2 c3 C5 ML MLC

Componente (C0)
Solucién acuosa
Agua (9) 88.0 850 880 850 850 8.0 8.0 850 850 850 850 850 850
SDS (g) 04 04 04 04 04 0.4 04 0.4 04 04 04 04 04
Solucion oleosa
MMA (9) — — — — 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
MAA (g) — - = = 30 3.0 30 30 30 30 30 30 30
Sty (g) 100 100 100 100 ~— —_ — —_ — — — — —
BPO (g) 0.1 — 0.1 — — 0.1 — — — — — — —
ODA (9) — — 04 04 — 0.4 04 04 04 04 04 04 04
HD (g) 0.4 0.4 — — 0.4 — — — — — — — —
Limoneno (g) — — — — — — — — — — — 0.5 0.5
Curcumina (g) — — — — — — — 01 0.2 03 05 - 0.1
Solucion APS
Agua (g) - 30 ~— 30 30 — 30 30 30 30 30 30 30
APS (g) - 01 ~— 01 01 — 04 01 01 01 01 01 01

*Los cédigos estan definidos de la siguiente manera:

SHB: polimerizacién del Sty, con HD y BPO.

SHA: polimerizacion del Sty, con HD y APS.

SOB: polimerizacién del Sty, con ODA 'y BPO.

SOA: polimerizacion del Sty, con ODA y APS.

MHA: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con HD y APS.

MOB: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con ODA y BPO.

MOA/CO: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con ODA y APS.

C1: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con ODA, APS y 1 % de curcumina.
C2: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con ODA, APS'y 2 % de curcumina.
C3: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con ODA, APS 'y 3 % de curcumina.
C5: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con ODA, APS y 5 % de curcumina.
ML.: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con ODA, APSy 1 % de limoneno.
MLC: copolimerizacion de MMA/MAA 2/1 mol, con ODA, APS, 1 % de limoneno y 1 % de curcumina.

Para preparar la solucion acuosa se pesaron, en un vaso de precipitado, 0.4 g de
tensoactivo SDS y 88.0 g de agua. La mezcla se agitd suavemente hasta lograr la disolucion
total del SDS. En el caso de las polimerizaciones iniciadas con APS, la solucion acuosa se
preparo utilizando 85.0 g de agua; los 3.0 g de agua restantes se utilizaron para preparar una
solucion acuosa con 0.1 g de APS. Para preparar la solucion oleosa se disolvieron 0.4 g de

agente hidrofobo (HD u ODA) y 0.1 g de BPO, cuando se utilizo este tipo de iniciador, en
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10.0 g de monémero (Sty o MMA/MAA en una relacion 2/1 mol/mol). Para el caso de las
miniemulsiones que se prepararon con curcumina, se pesd en un vaso de precipitado la
cantidad suficiente para lograr la concentracion deseada (1, 2, 3y 5 % p respecto a los
monomeros) y se dispersé en la mezcla de monomeros utilizando sonicacion (60 W durante
2 min, con el vaso de precipitado en un bafio de agua con hielo), después de lo cual se

agregd y disolvio el ODA.

Para formar las miniemulsiones se mezclé la solucion oleosa con la solucion acuosa
y se aplico ultrasonido a una potencia de 50 W durante 30 min en 2 intervalos de 15 min.
Durante la sonicacion se sumergi6 el vaso de precipitado en un bafio de agua con hielo,
para evitar el calentamiento y la evaporacion de los componentes de la mezcla. La mezcla
formada se transfiri6 a un reactor de vidrio enchaquetado equipado con un sistema de
reflujo y agitacion mecanica. El sistema utilizado para llevar a cabo las polimerizaciones se

muestra en la Figura 5.4.

Agitacion
mecanica

Sistema de

reflujo w‘

Entrada de
gas Ar

Toma de

F
. / muestra

Reactor de .
vidrio T 2 - Entrada/Salida

enchaquetado de agua de

1 calentamiento

Figura 5.4 Sistema armado para llevar a cabo las reacciones de polimerizacion.
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La mezcla afiadida al reactor se purgé durante 1 h, a temperatura ambiente, con Ar
(argén) grado UAP (ultra alta pureza) para desplazar el O2 y evitar el retardamiento o
inhibicion de la reaccion de polimerizacion. Pasado este tiempo, la mezcla de
polimerizacion se llevo a la temperatura de reaccion (70 °C) y se mantuvo una agitacion
constante de 650 rpm. Se consideré como tiempo inicial de la polimerizacién el momento
en que se inicid el calentamiento, ya que la temperatura de 70 °C se alcanzé en un tiempo
muy corto de aproximadamente 5 min. Para el caso de las polimerizaciones iniciadas con
APS, la solucién acuosa se agregé a los 3 min de iniciado el calentamiento y se considero
como el inicio de la reaccion de polimerizacion. Se tomaron muestras de 1 mL cada 5
minutos dentro de los primeros 30 minutos de reaccion, y después cada 30 minutos hasta
finalizar la polimerizacion, esto para determinar la conversion del mondmero por
gravimetria y el diametro de particula, Dp, por dispersion de luz dinamica (DLS). La
concentracion de curcumina cargada en los latex se determind por espectroscopia de UV-
vis. Para determinar la estabilidad coloidal de los latex se dio seguimiento al D, durante
varias semanas. También se siguid la concentracion de curcumina en el latex para

determinar la estabilidad quimica de esta molécula.

5.3.4 Didlisis de los latex

El surfactante de los latex que fueron utilizados para las pruebas de liberacion fue
eliminado mediante un proceso de dialisis. Para ello se utiliz6 una membrana de celulosa
para dialisis (MWCO 12400) la cual fue sumergida en agua desionizada por al menos 24 h,
para hidratarla y eliminar impurezas, antes de su uso. Se prepararon dispersiones de NPPs
diluyendo los latex al 1 % en peso. Se llenaron las membranas con estas dispersiones y se
cerraron por ambos extremos para formar unas “bolsas” que se introdujeron en una cubeta
con 20 L de agua desionizada bajo agitaciébn magnética y a 35 °C para favorecer la
eliminacion del tensoactivo. Cada 24h se tomd lectura de la conductividad eléctrica del
agua de dialisis y se reemplazo con agua desionizada pura hasta que la conductividad
eléctrica del agua de dialisis alcanz6é un valor constante de 0.3 uS (aproximadamente 7
dias).
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5.3.5 Cargado de NPPs con curcumina por un método de difusion-

fisisorcion

Para este método de cargado, se siguio la metodologia previamente realizada en el
grupo de trabajo.*® El latex CO, diluido al 1 % en peso y dializado con la metodologia
descrita anteriormente, se carg6 con curcumina con el proposito de obtener NPPs donde la
curcumina se encontrase adsorbida en la superficie. Para esto, se afiadieron 10 mL del latex
a un vial que contenia 30 mL de una solucion de curcumina en DCM al 0.1 % en peso. El
vial se colocd en un bafio de calentamiento a una temperatura controlada de 35 °C y con
agitacion magnética lenta para promover el burbujeo de la disolucién de DCM con
curcumina a través del latex. Una vez evaporado el DCM, el latex cargado se filtré y se
determind el Dy y la concentracion de curcumina. El cargado se llevo a cabo por un proceso
de difusién de las moléculas de curcumina de la fase orgénica a la fase acuosa y su
posterior fisisorcion sobre la superficie de las NPPs presentes en el latex. El sistema se

presenta en la Figura 5.5.

Figura 5.5 Cargado de NPPs con curcumina por un método de difusion-fisisorcion.
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5.3.6 Pruebas de liberacién de curcumina

Dentro de una bolsa, preparada con membrana de celulosa para dialisis (MWCO
12400), se colocaron de 6 a 7 mL de una solucion preparada con PBS 1 M y 1 mg de
curcumina, la cual estaba en forma libre o cargada en las NPPs (obtenidas mediante
polimerizacion in situ o por el método de difusion-fisisorcion). La bolsa se colocé dentro de
un frasco ambar, para proteger a la curcumina de la fotodegradacion, y se afiadieron 50 mL
del medio de liberacion previamente calentado a 37 °C. Como medio de liberacién se
probaron dos soluciones; una de PBS 0.1 M y otra de PBS 0.1 M/Tween® 80 (3 % p/v). El
frasco se colocd en un bafio de calentamiento a una temperatura controlada de 37 °C, bajo
agitacion magnética de 110 rpm. Se tomaron muestras de 5 mL del medio de liberacion, a
determinados intervalos de tiempo, y el volumen fue recuperado afiadiendo la misma
cantidad para mantener los 50 mL de fluido dentro del frasco. La cuantificacion de la
curcumina liberada se hizo por espectrofotometria de UV-Vis.

5.3.7 Caracterizacion de materiales obtenidos

5.3.7.1 Diametro de particula del latex

El diametro promedio de las NPPs se determind por DLS diluyendo 2 gotas de latex
en 4 mL de agua desionizada. Cada muestra se analiz6 a 25 °C y se reporta el promedio de

7 corridas de 40 s.

5.3.7.2 Peso molecular del copolimero

Para la determinacion del peso molecular, el copolimero seco se disolvié en una
mezcla de THF/metanol (50/50; v/v) y se le afadieron unas gotas de una solucién de
trimetilsilildiazometano en hexano para metilar las unidades del MAA del copolimero. Se
dejo evaporar el disolvente y, una vez seco, el copolimero metilado se disolvio en THF (6
mg/4 mL). Las muestras asi preparadas se filtraron con un filtro de teflon de 0.2 p y se

analizaron en un cromatdgrafo de permeacién en gel cuya calibracion se realiz6 con
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estandares de poliestireno (PS), por lo tanto, los pesos moleculares obtenidos estan

referidos al PS.

5.3.7.3 Composicion del copolimero de las NPPs

La composicion de los copolimeros, su contenido molar de MMA y MAA, se
determind mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton (*H-RMN)
de 400 MHz. De 15 a 20 mg del copolimero seco se disolvieron en 0.5 mL de DMSO-ds y
se afladid a un tubo de cuarzo para este tipo de andlisis.

5.3.7.4 Propiedades térmicas

Mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) se analiz6 la temperatura de
transicion vitrea (Tg) del copolimero de las NPPs con y sin curcumina. Las muestras se
analizaron en un intervalo de temperatura de 25 a 220 °C, a una tasa de calentamiento de 10

°C/min y atmdsfera inerte.

5.3.7.5 Analisis mediante espectroscopia infrarroja

Se analizaron los grupos funcionales del copolimero para confirmar su sintesis y su
cargado con curcumina. Para este analisis se prepararon pastillas de KBr con el copolimero

liofilizado.
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6 Resultados Yy Discusic')n

6.1 Sintesis de NPPs mediante polimerizacion en miniemulsion

Se llevd a cabo una serie de polimerizaciones utilizando Sty y HD, ya que se trata
del mondmero y el agente hidréfobo méas estudiados en este tipo de reacciones.?® De este
modo comprobar que la metodologia empleada funcionaba para una polimerizacion en
miniemulsién. También se estudio el efecto del tipo de iniciador: BPO como iniciador
soluble en la fase organica y APS como iniciador soluble en la fase acuosa. Posteriormente,
se llevaron a cabo las polimerizaciones donde se utilizaron los monomeros acrilicos y el
ODA como agente hidréfobo. En la Figura 6.1 se presentan los resultados obtenidos de la

evolucion de la conversion de mondmeros respecto al tiempo.

En el caso de las polimerizaciones con Sty, a 4 h de reaccion, se lograron
conversiones superiores al 90 %. Esto se consider6 como un indicativo de que la
metodologia propuesta era la adecuada para llevar a cabo las polimerizaciones. Con
respecto al efecto del tipo de agente hidréfobo se observd, para ambos tipos de iniciador,
que la tasa de polimerizacion fue mayor cuando se utiliz6 ODA. Lo anterior podria
explicarse porgue la adicién del ODA increment6 la concentracion de monémero en la
formulacion y la tasa de polimerizacion depende en forma directa de la concentracion de
mondmero. También se observé que la tasa de polimerizacion fue mayor cuando se utilizé
el APS, para ambos tipos de agente hidréfobo, lo cual puede atribuirse a que la constante de
descomposicion del APS es aproximadamente el doble de la correspondiente al BPO.57-%8
Una mayor cantidad de radicales activos tiene un efecto directo sobre la tasa de

polimerizacion.’

Para el caso de las copolimerizaciones de los mondmeros acrilicos se observo la
misma tendencia en cuanto al efecto del tipo de agente hidrofobo y tipo de iniciador sobre

la tasa de polimerizacion. Por otra parte, el que la tasa de polimerizacion en las
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copolimerizaciones iniciadas con APS fuera mucho mayor puede atribuirse, en principio, a

que los valores de k, de estos monémeros son mucho mayores que el valor de la kp del
Sty 14,17
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Figura 6.1 Curvas de conversion vs tiempo para la homopolimerizacion de Sty y copolimerizacion
de MMA con MAA, mediante la técnica de polimerizacion en miniemulsion.

Una posible explicacion a la retardacion que se presenta en MOB con respecto a
MOA y MHA, ademas del hecho de que el valor de kg del BPO es menor que el del APS, es
que la concentracién de monomero en las mini-gotas de mondmero fue menor debido a la
alta solubilidad de los mondmeros en el agua.>® Por otra parte, ya que los radicales
formados permanecieron en las mini-gotas de mondémero,®° se incrementd la probabilidad
de que ocurrieran las reacciones de terminacion por recombinacion. Resultados similares

han sido también reportados por Tsavalas et al.®! en la polimerizacion del MMA.
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En la Figura 6.2 se aprecia que el Dp mostro un incremento con el aumento de la
conversion para el caso de la homopolimerizacion de Sty, independientemente del tipo de
iniciador o del tipo de agente hidrofobo utilizado. Para el caso de la copolimerizacion de los
monomeros acrilicos se observa un comportamiento similar cuando se utiliz6 BPO como
iniciador, sin embargo, el D, se mantiene aparentemente sin variacion cuando se utilizo
APS como iniciador.

160 -

A A SHB: STY, HD, BPO

140 | ST AD,

............. T f
................ o l‘ ] @~ SOB: STY, ODA, BPO
120 | AR e o O
— " ¥ 3
..... - o ® oM SHA:

100 . e o . ., m- SHA: STY, HD, APS
g " SOA: STY, ODA, APS
QQ

P S @ MOB: MA, ODA, BPO

ol A m--- MOA: MA, ODA, APS

o | MHA: MA, HD, APS

0 T T T T T T T T T

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Conversion ( %)

Figura 6.2 Evolucién del Dp con el avance de la reaccion en la homopolimerizacién de Sty y
copolimerizacién de MMA con MAA mediante la técnica de polimerizacion en miniemulsion.

En una polimerizacion en miniemulsion tipica, no se presenta el fendmeno de
difusion de mondmero a través de la fase acuosa, por lo que se esperara que al final de la
reaccion se haya formado una particula por cada mini-gota de monémero.?* Si se hace la
consideracion de que los valores de Dy corresponden unicamente al polimero dentro de las
particulas, ya que las muestras de latex analizadas fueron diluidas en un gran volumen de
agua y el mondmero sin reaccionar salio de las particulas; entonces, la conversion de

monomero a polimero con el avance de la reaccion explica el crecimiento observado en los
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valores de Dy. Por otra parte, el comportamiento donde el valor de D, permanece constante

con el avance de la reaccion, puede ser debido a la nucleacion de nuevas particulas.

Para comprobar estas suposiciones, se hizo el célculo del Ny para cada uno de los
valores de Dp tomados a diferentes conversiones. Debido a la diferencia de al menos un
orden de magnitud en los valores de Ny de las copolimerizaciones donde se utiliz6 APS
como iniciador, impedia analizar con detalle el comportamiento observado para todas las
polimerizaciones, por esta razon se prepararon dos diferentes graficas. En la Figura 6.3 se
presentan los resultados obtenidos para la homopolimerizacion del Sty y la
copolimerizacion donde se utiliz6 BPO como agente hidréfobo. En general, se puede
considerar que el Np se mantuvo constante después del 20 % de conversion; lo cual

corresponde con lo comunmente reportado para una polimerizacién en miniemulsion.
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Figura 6.3 Evolucion del N, durante la polimerizacion del Sty mediante la técnica de
polimerizacién en miniemulsion.

En la Figura 6.4 se presentan los resultados obtenidos para las copolimerizaciones
donde se utilizo APS como iniciador. En estos casos, no fue posible calcular el valor de Np
entre el 20 y 80 % de conversion porque la reaccion fue extremadamente rapida y no fue

posible la toma de muestras en este periodo. No obstante, el evidente incremento en el valor
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de Np es un indicativo de la nucleacion secundaria. Por lo que se asume que el mecanismo
de formacion de las particulas no corresponde al reportado para una polimerizacion en
miniemulsion.?
7E+15 -
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Figura 6.4 Evolucion del N, durante la copolimerizacién del MMA con MAA, mediante la técnica
de polimerizacion en miniemulsion.

Estos resultados pueden ser considerados para explicar el comportamiento de la tasa
de polimerizacion, ya que depende en forma directa del valor de Np. De esta manera, se
asume que, a mayor nimero de particulas, Np, mas rapida es la tasa de polimerizacion.?* De
acuerdo con los valores de Np, la reaccion debi6 ser mas rapida en el siguiente orden: MOA
> MHA > SOA > MOB > SOB > SHA > SHB. Sin embargo, de acuerdo con la Figura 6.1, las
reacciones fueron mas réapidas en el siguiente orden: MOA > MHA > SOA > SHA > MOB >
SOB > SHB. Con lo cual se puede concluir que, bajo las condiciones estudiadas, la alta
solubilidad en agua del iniciador APS en combinacion con los monomeros MMA/MAA,
que también tienen una alta solubilidad en agua, favorecen la formacion de nuevas

particulas lo que tiene una relacion directa con el aumento de la tasa de polimerizacion.
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Por otra parte, se puede decir que la inestabilidad coloidal de la miniemulsion
durante la polimerizacion se debid a la combinacion de mondmeros con una alta solubilidad
en agua con un iniciador soluble en agua. Es bien sabido que, en la polimerizacion en
emulsion de monomeros polares, se favorece la nucleacion homogenea. Debido a que se
utilizan iniciadores solubles en la fase acuosa, la formacion de los radicales primarios y
oligoméricos se da en la misma fase acuosa. Cuando el radical oligomeérico alcanza una
longitud critica precipita para dar lugar a la formacion de una particula tomando surfactante

del medio para estabilizarse.'*

El proposito en una polimerizacion en miniemulsion es iniciar la polimerizacion en
cada una de las pequefias gotas estabilizadas, sin que se produzcan grandes procesos de
nucleacion secundaria, que generarian nuevas particulas, o procesos de transporte de
masa.?! En la polimerizacion en miniemulsion es posible evitar el fendmeno de maduracion
de Ostwald aln con el uso de un iniciador soluble en agua cuando se trata de un monémero
no polar con baja solubilidad en agua, tal como se observé en el caso de la reaccion SHA.
Ahora bien, esto también es posible cuando se utilizan monémeros con mayor solubilidad
en agua siempre que se utilice un iniciador hidrofobo, tal como se observé en el caso de la

reaccion MOB.

Uno de los comportamientos caracteristicos de una miniemulsion con gotas
eficientemente nucleadas y estabilizadas es la poca o nula variacion del Np en el transcurso
de la reaccion,® asi que es valido decir que las reacciones MOA y MHA no presentaron el
comportamiento tipico de una polimerizacion en miniemulsion, ya que ocurrieron procesos
de nucleacidon secundaria. La nucleaciébn homogénea para dar lugar a la formacion de
particulas secundarias fue favorecida porque tanto el MMA y el MAA tienen una
solubilidad en agua relativamente alta (15 y 97 g/L, respectivamente)®® y los radicales libres
se generaron en la fase acuosa. Estos resultados contrastan con los observados durante la
polimerizacion del Sty que es mucho menos soluble en agua (0.3 g/L).>°

Ahora bien, lo que permitio la nucleacion homogénea en la copolimerizacion del
sistema MMA/MAA fue la diferencia de solubilidad de estos mondmeros en el agua. La

homopolimerizacion del MAA en la fase acuosa hubiera conducido a la obtencion de un
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polimero soluble en agua (PMAA), el cual no precipitaria para dar lugar a la formacion de
una particula. La adicion del MMA a las cadenas poliméricas es la que proporciona un
cierto nivel de hidrofobicidad que conduce a la precipitacion y formacién de nuevas
particulas. Tanto Udagama et al.®®* como Lin et al.®* soportan esta suposicion, ya que
encontraron que en la polimerizacion en miniemulsion de monoémeros acrilicos la
nucleacion homogénea es mas significativa en sistemas con el MMA y concluyen que esta

nucleacion puede ser limitada méas no eliminada.

Los resultados presentados anteriormente son similares a los reportados por Peixoto
et al,®® ellos también realizaron la sintesis del P(MMA-co-MAA) mediante polimerizacion
en miniemulsion reportando una mayor conversion cuando usaron KPS en lugar de BPO,
93.3 % y 37.7 %, respectivamente. Cuando usaron BPO no detectaron nucleacion
secundaria, pero notaron una disminucion de la estabilidad de la miniemulsion y obtuvieron
un Dy final de 569 nm. Con KPS lograron tamafios de particula mas pequefios (172 nm),

pero con presencia de nucleacion secundaria.

En este punto, se determin6é que la formulacion de la reaccion MOB, permitiria
obtener mejores resultados en la encapsulacién de curcumina, ya que no se observo el
problema de nucleacion segundaria y fue posible sustituir al HD por ODA. No obstante, las
pruebas de polimerizaciones que se llevaron a cabo en miniemulsiones donde se utiliz6 al
BPO como iniciador y en presencia de curcumina estuvieron completamente inhibidas, ya
que no se registrd un aumento en el contenido de sélidos desde el inicio hasta el final del
tiempo de reaccion (2 h). Se llegd a la conclusion de que el proceso de dispersion de la
curcumina en la mezcla de monémeros, con la ayuda de energia de sonicacion, afectaba la
eficiencia del BPO. Se hicieron intentos para dispersar primero la curcumina y disolver
después al iniciador, pero no se obtuvieron buenos resultados, por lo que se decidié que
esta formulacion no era la apropiada para encapsular a la curcumina. Se llevaron a cabo
pruebas preliminares de polimerizacién utilizando al APS como iniciador y se obtuvieron
los latex con buenos resultados por lo que se decidid continuar con la formulacién de la

reaccion MOA.
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6.1.1 Anadlisis de la composicién del copolimero P(MMA-co-MAA)
mediante RMN de H

Debido a que las condiciones mediante las cuales se obtuvo el copolimero MOA
fueron elegidas para preparar las NPPs cargadas, se seleccion6 a este copolimero para
determinar la variacion en la composicion con el avance de la polimerizacion. La
composicion molar del copolimero MOA se determiné a partir de su espectro de RMN de
'H en DMSO-ds (Figura 6.5). Las composiciones de las muestras de P(MMA-co-MAA)
tomadas a diferentes porcentajes de conversion se calcularon examinando las relaciones
relativas de las intensidades de las sefiales correspondientes al hidrogeno acido del grupo -
COOH del MAA en un desplazamiento quimico de 12.10 ppm y la del metilo del grupo
éster -COOCH3 del MMA en 3.55 ppm.

CHz CHa

—12.10
3.55

T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 12,5 115 10.5 95 90 85 B0 75 70 &5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 L0 05 04
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Figura 6.5. Espectro de RMN *H del copolimero P(MMA-co-MAA).

En la Tabla 6.1 se presenta la variacion en la composicion del copolimero con el
incremento en la conversion. De acuerdo con estos resultados, se puede notar que a bajas
conversiones la composicién del copolimero es rica en el monémero mas reactivo y que, al

final de la polimerizacidn la composicién del copolimero corresponde a la relacién de la
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mezcla de mondmeros con la cual se preparo la miniemulsion (MMA/MAA: 66/33 % mol),

lo cual era de esperarse porque se logré una alta conversion de la mezcla de monémeros.

Tabla 6.1.Variacion en la composicion del copolimero a diferentes conversiones de MOA

Conversion (% p) MMA (% mol) MAA (% mol)

12 71 29
29 70 30
81 69 31
94 69 31
99 68 32

Durante una copolimerizacion por radicales libres, la composicion de las cadenas
poliméricas dependera de la reactividad relativa de los mondmeros y de su concentracion.**
Al estar en mayor concentracion, el MMA tiene preferencia para adicionarse a las cadenas

poliméricas al inicio de la polimerizacion. La relacion final entre las unidades monomeéricas

MMA/MAA es de 2.05/0.95 mol/mol, lo que es muy cercano a la composicién del
copolimero comercial ES100, es decir 2:1.

Los resultados de RMN de *H del MOA también se utilizaron para determinar la
presencia del ODA en el copolimero. En la Figura 6.6 se muestra el espectro donde se
identifica la sefial que se utilizd para determinar la composicion del polimero.
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Figura 6.6 Espectro de RMN *H del copolimero P(MMA-co-MAA) obtenido cuando se utilizd
ODA como agente hidrofobo.
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En un desplazamiento quimico de 4.33 ppm se observd un pico ancho que
corresponde al -O-CH>- del ODA.%® Al considerar el valor de integracion de esta sefial se
calculd que la relacion molar final de MMA/MAAJ/ODA es de 67.5/31.4/1.1 (% molar), lo
cual es cercano a la relacién de alimentacion (66/33/1). Aunque esto sugiere que
efectivamente el ODA reacciona y forma parte del copolimero, en la literatura consultada
se encontrd que los agentes hidréfobos reactivos no se consideran como unidades

monomeéricas en la composicion del polimero obtenido por miniemulsion.?: 28. 64,67

6.1.2 Analisis térmico del copolimero P(MMA-co-MAA) mediante DSC

Siguiendo con la caracerizacion del copolimero resultane de MOA se utilizd la
técnica de DSC para determinar el valor de la T4 del copolimero y descartar la presencia de
homopolimeros de PMMA y/o PMAA. En la Figura 6.7 se presenta el termograma del
copolimero P(MMA-co-MAA) en donde se observa una sola Tq en 144.20 °C. Este
resultado se determind del termograma durante un segundo calentamiento. La ausencia de
endotermas adicionales indican que no hay presencia de homopolimeros en el producto
final. También nos indica que la estructura del copolimero obtenido fue completamente al

azar.
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Figura 6.7 Termograma de DSC del P(MMA-co-MAA) de experimento MOA.
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6.1.3 Analisis del copolimero P(MMA-co-MAA) mediante IR-KBr

La espectroscopia infrarroja provee informacion sobre los grupos funcionales presentes en
un compuesto. En el espectro de IR del copolimero P(MMA-co-MAA) correspondiente al
experimento MOA (Figura 6.8) se observa una amplia banda de absorcion de 3600-3200
cm* debido al grupo -OH del MAA.

100

%!

8-

70+

2853.44

60-

3262.44

1388.79

501

1484.57

2952.86
1450.30

40+

% Transmitancia

%1

21

©o
9]
<
n
«
“

101

o
<
o
o
o
N
0
©
©
I
o

1732.37

0-
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ndmero de Ondas (cm-1)

Figura 6.8 Espectro IR-KBr del copolimero P(MMA-co-MAA)

Los picos de absorcion en 2998 cm™y 2952 cm™ pueden ser atribuidos a la vibracion
de estiramiento de los grupos metilo -CHs y metileno -CH2- presentes en la cadena
polimérica. El pico en 1732 cm™ describe la vibracion de estiramiento del enlace C=0, lo
que confirma la existencia de los grupos carbonilo de las unidades monoméricas MMA 'y
MAA. La banda en 1450 cm™ se debe al doblamiento del -CH3 mientras que la sefial del
enlace C-O del éster se observa en 1154 cm™.% Esta técnica de caracterizacion, de facil
acceso y de rapida ejecucion, es Util para la determinacion de grupos funcionales por lo que
es muy utilizada para evaluar sistemas polimericos cargados con principios activos. Por lo
pronto en esta seccion se discutieron las bandas de los grupos presentes en el copolimero
P(MMA-co-MAA), y méas adelante seran discutidos los espectros obtenidos las NPPs

cargadas con curcumina.
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6.2 Peso molecular del copolimero P(MMA-co-MAA)

La Figura 6.9 muestra la distribucion de peso molecular del copolimero MOA. Del
mismo modo se presenta la distribucion cuando se utiliz6 limoneno como agente de

transferencia en la reaccion ML.
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Figura 6.9 Distribuciones de peso molecular del copolimero P(MMA-co-MAA) para ML y MOA

Los pesos moleculares obtenidos para el experimento MOA fueron: M, 650,100
g/mol y My 2,006,000 g/mol con una distribucion monomodal y una polidispersidad
Mw/Mp de 3.0. Comparado con el copolimero comercial ES100, el cual tiene valores de My
y Mw de 24,000 g/mol y 40,000 g/mol, respectivamente, es evidente que el copolimero
preparado en este trabajo tiene un peso molecular considerablemente mayor debido a la

técnica de polimerizacién empleada.

Se decidid llevar a cabo una polimerizacion en presencia de limoneno (1 % en peso
respecto a los mondémeros) del cual se sabe que actua como agente de transferencia de
cadena en la polimerizacion de monoémeros acrilicos.”® A pesar de que el limoneno redujo el
peso molecular a valores de My 458,100 g/mol, My 1,316,000 g/mol y Mw/M, de 2.8, estos

siguen siendo muy altos en comparacion con los del compuesto de referencia (ES100). Una
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posible explicacion al efecto del limoneno sobre el peso molecular se ofrece en el punto
6.4.

Llevar a cabo un estudio donde se evaluara el efecto de agentes de transferencia de
cadena para el control del peso molecular no estaba considerado en el alcance de la
presente investigacion, por lo que se decidi6 proseguir con las reacciones de

copolimerizacion en presencia de curcumina.

6.3 Solubilidad de la curcumina en los monémeros MMA, MAA y en
agua

Cuando el material que se desea encapsular mediante la técnica de polimerizacion
en miniemulsion es un compuesto soluble en la fase dispersa, la encapsulacion es mas
eficiente porque dicho compuesto simplemente se disuelve en los monomeros antes de
iniciar la polimerizacion y queda atrapado en las gotas de mondmero de la miniemulsion.
De acuerdo con lo establecido para el mecanismo mediante el cual ocurre este tipo de
polimerizaciones, el material permanecerd atrapado dentro de las NPPs al término de la

reaccion de polimerizacion.

Tomando en cuenta lo anterior se determiné la solubilidad de la curcumina en los
mondmeros utilizados para la preparacion de las NPPs. De esta manera, se encontrd que la
solubilidad de la curcumina en MMA y MAA es de 10.67 g/L (1.13 % en peso) y 3.03 g/L
(0.29 % en peso), respectivamente. Asimismo, se determind que la solubilidad de la
curcumina en la mezcla de monomeros, a la relacion molar utilizada en la reaccion
(MMA/MAA = 2:1), es de 9.30 g/L, lo que equivale al 1.00 % en peso. También se
determiné que la solubilidad de la curcumina en agua es de 0.8 ug/mL, lo cual es cercano a
algunos valores reportados de 0.6 pg/mL™ y 1.34 pg/mL.”? Las soluciones resultantes se

muestran en la Figura 6.10.
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Figura 6.10 Soluciones resultantes de las pruebas de solubilidad

A pesar de que la solubilidad de la curcumina en los diferentes solventes se hizo a
25°C, los valores obtenidos pueden tomarse como referencia para explicar los resultados
obtenidos en la eficiencia de encapsulacion de la curcumina. Por ejemplo, se podria
considerar que la curcumina es suficientemente soluble en los mondmeros y
suficientemente insoluble en el agua, como para permanecer encapsulada al término de la
polimerizacion in situ. Ademas, la extremadamente baja solubilidad de la curcumina en

agua minimizaria su difusion hacia la fase continua durante la polimerizacion.”

6.4 Sintesis de NPPs en presencia de curcumina

Como se menciond anteriormente, se selecciond la formulacion MOA (CO0) para hacer
el cargado con curcumina porque la metodologia empleada en esta reaccion permite la
adicion del iniciador en el reactor una vez alcanzadas las condiciones de polimerizacion,
evitandose una disminucidn de la eficiencia de éste durante el proceso de dispersion de la
curcumina en la mezcla de mondmeros. En la Figura 6.11 se presenta el efecto de la
concentracion de curcumina, asi como la presencia de limoneno, sobre la conversion del

mondmero y la tasa de polimerizacion.
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Figura 6.11 Conversidn vs. Tiempo de las polimerizaciones de MMA/MAA 2/1 mol/mol con
diferentes concentraciones de curcumina y limoneno

En las curvas de conversion vs. tiempo de la Figura 6.11 se observa un efecto de
retardacion de la tasa de polimerizacion con el incremento en la concentraciéon de la
curcumina. No obstante, se obtuvieron conversiones cercanas al 100 % para las
formulaciones con 1 % de curcumina y conversiones superiores al 95 % en el resto de los
casos. La retardacion en la polimerizacion puede adjudicarse a interacciones entre la
curcumina y la matriz polimérica que limitan o dificultan el transporte de las unidades de
mondmero hacia el radical en crecimiento. De acuerdo con Oliveira et al.,” la adicion de
farmacos o principios activos en una polimerizacién por radicales libres tiene un efecto
adverso sobre la tasa de polimerizacion, ya que observaron una disminucién de la
conversion de mondmero al aumentar el contenido de amoxicilina en la polimerizacion de
PVA/PVAc-co-PMMA. De la misma manera Udagama et al.®® reportan la disminucion de
la tasa de polimerizacién al aumentar el contenido de compuestos hidrofobos en la sintesis

de polimeros acrilicos mediante polimerizacion en miniemulsion.
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Como se menciond en los resultados de peso molecular del copolimero, un alto
valor puede prolongar la disolucion del copolimero en el organismo, por consiguiente, se
llevd a cabo la polimerizacion probando un agente de transferencia de cadena para
disminuir este peso molecular. Se selecciond el limoneno ya que, ademas de ser un terpeno
de origen natural, no toxico que esta presente en los aceites esenciales de muchas plantas
citricas, tiene un hidrogeno alilico que esta reportado que es muy activo y permite la

reaccion de transferencia de cadena durante la polimerizacion de mondmeros acrilicos.”

Al analizar los resultados en la grafica de la Figura 6.11 se observo que, como era
de esperarse, el limoneno practicamente no tuvo efecto en la tasa de polimerizacion, como
podemos observar en ML comparado con CO. Al afiadir curcumina y limoneno en la misma
reaccion (MLC) se not6 una disminucion importante en la tasa de polimerizacion; la tasa de
polimerizacion de esta reaccion es muy similar a C5 que contiene el mayor porcentaje de

curcumina afadida.

En la Figura 6.12 se aprecia la reduccion del Dy en las reacciones con curcumina y
limoneno, la cual se debe a la formacion de nuevas particulas. Esto se puede comprobar al
analizar la Figura 6.13, donde se presenta la variacion de los valores de Ny con el avance
de la reaccion. Es claro que la presencia de curcumina y/o limoneno, incrementaron aun
mas la nucleacion observada por el uso del iniciador soluble en agua en combinacion con
monomeros polares. Una posible explicacion podria ser el que estos compuestos aumentan
la hidrofobicidad de la fase organica, disminuyendo la fraccion de equilibrio de los
mondmeros acrilicos dentro de las particulas. De ser asi, se estaria favoreciendo la
nucleacién homogénea, lo que a su vez se traduce en la generacion de nuevas particulas.
Esta reduccion en el Dy podria ser conveniente, dado que se sabe que las NPPs con tamafios
menores que 50 nm de didmetro, especificamente aquellas de entre 10 a 30 nm, tienen una
mayor capacidad para sortear las diversas barreras fisioldgicas del cuerpo y atravesar la

pared del intestino para entrar al torrente sanguineo.”
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Figura 6.12 Evolucion del D, durante la copolimerizacion de MMA con MAA en presencia de
curcumina y/o limoneno.
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Figura 6.13. Evolucion N, durante la copolimerizacion de MMA con MAA en presencia de
curcumina y/o limoneno.
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6.4.1 Analisis del copolimero P(MMA-co-MAA) mediante IR-KBr, RMN
de H y DSC para confirmar el cargado de las NPPs con curcumina

En la Figura 6.14 se compara el espectro IR de curcumina libre con el de las NPPs
del copolimero P(MMA-co-MAA), tanto solas como cargadas con curcumina. En el
espectro IR de la curcumina se observa la banda del grupo fenolico en 3511 cm™, que a
menudo se utiliza para identificarla. Segln Silva et al.,® el hecho de que esta banda no se
observe en las NPPs cargadas con curcumina sugiere que ésta se encuentra dentro de las
nanoparticulas y también lo atribuyen a la interaccion entre la curcumina y el copolimero,
principalmente por puentes de hidrogeno. Otras sefiales caracteristicas de la curcumina, que
también estan presenten en las NPPs cargadas con ella (C5), son los correspondientes al
estiramiento del enlace C=C de la fraccion aromatica en 1629-1628 cm™ y en 1602-1592
cm?t, ademas, en 1429 cm™ se observa la sefial correspondiente al doblamiento del enlace
C-H. Cabe mencionar que todas estas sefiales no se observan en el espectro de las NPPs

libres de curcumina (MOA).
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Figura 6.14 Espectro IR-KBr de la curcumina (a) y de las NPPs cargadas (b) y libres (c)
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En la Figura 6.15 se presenta el espectro de RMN de *H del latex C3 que
corresponde a las NPPs cargadas con 3 % de curcumina. Las sefales de referencia que se
observaron para confirmar la presencia de la curcumina son: 7.3 ppm para el H del enlace
doble -CH=CH-, 5.93 para el -CH>- que se encuentra en medio de los grupos carbonilo, y

3.84 para el H del grupo -OCHs. Ademas, se observaron las sefiales de los hidrogenos
aromaticos en el intervalo de 6 a 8 ppm.™
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CHy CHs ‘
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Figura 6.15 Espectro de RMN de 'H de las NPPs cargadas con curcumina

En lo que se refiere a la evaluacion de este sistema por DSC, la curcumina tiene un
punto de fusion (Tm) de 183 °C,*° y el hecho de que no se observe esta transicion en el
termograma de las NPPs cargadas de C5 (Figura 6.16) significa que la curcumina se
encuentra en estado amorfo y que esta efectivamente encapsulada. Este comportamiento

sugiere también que se obtiene una disolucion sélida que demuestra la fuerte interaccién
entre la curcumina y el copolimero.>
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Figura 6.16. Termograma de DSC del P(MMA-co-MAA) cargado con curcumina.

6.5 Eficiencia de encapsulacion (EE) y concentracion de curcumina en
los latex

A pesar de que la copolimerizacion de MMA/MAA con ODA y APS no tiene las
caracteristicas propias de una miniemulsion, la metodologia empleada fue efectiva para la
encapsulacion de curcumina. De acuerdo con los resultados que se presentan en la Tabla
6.2 la concentracion de curcumina en los latex aumentdé con el incremento en la
concentracion de curcumina en la formulacion. No obstante, la eficiencia de encapsulacion
(EE) va disminuyendo. En el apartado anterior se determind que la solubilidad de la
curcumina en la mezcla de monémeros MMA/MAA es del 1 % en peso lo cual supone que
afiadir una cantidad mayor se reduciria la EE dado que el exceso de curcumina saldria de
fase y no seria encapsulada. Lo anterior se ajusta a los resultados obtenidos; la mayor EE
obtenida fue 85.6 % en C1 y en C5 se tuvo la menor eficiencia 50.8 %; aunque por otro
lado se logré la mayor concentracion de curcumina en el latex. La apariencia también es
indicativa de la cantidad de curcumina que se logré encapsular, en vista de que la
coloracion amarilla de las NPPs, tanto dispersas en el latex como liofilizadas, se vuelve mas

intensa al aumentar su contenido de curcumina.
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Tabla 6.2. Concentracion y eficiencia de encapsulacién de curcumina.

Latex

NPPs liofilizadas

Co C1l c2 C3 C5
Curcumina afiadida
(%p) ° ' i ’ 5
Curcumina en latex 0 0.87 1.40 2.08 2.60
(9/L)
Eficiencia de 0 85.6 67.8 69.7 50.8

encapsulacion (%o)

No se han encontrado antecedentes en donde se reporte la sintesis de NPPs del
copolimero P(MMA-co-MAA) y su cargado con curcumina de forma simultanea. Algunos
trabajos que utilizan el mismo copolimero, pero en su forma comercial, incluyen a Silva et
al.>® que han encapsulado curcumina mediante la técnica de miniemulsificacion-
evaporacion con Eudragit S100 como material encapsulante y diclorometano (DCM) como
disolvente, teniendo como resultado particulas con Dp de 232 nm y a EE 34.5 %. De igual
manera, Prajakta et al.>* prepararon NPPs de ES100 cargadas con curcumina, pero
mediante la técnica de emulsion-evaporacion con acetona como disolvente, y reportaron un
tamario de particula de 97 nm y EE de 72.8 %. Por otro lado, Xiao et al.,>® con el mismo
método de emulsién-evaporacion, fabricaron microparticulas de ES100 cargadas con
curcumina con un didmetro de 2.14 umy EE de 74.3 %.
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Las metodologias utilizadas por estos autores involucran varios pasos para la
preparacion de las NPPs, a diferencia de la metodologia utilizada en el presente trabajo,
donde se logra la obtencion y el cargado de NPPs en una sola etapa, sin el uso de
disolventes toxicos como el DCM. Ademas, el tamafio de las particulas es mucho mas

pequefio.

Para comprobar que el copolimero mantenia estable a la curcumina, evitando su
sedimentacion y/o degradacion, se hizo un seguimiento de la concentracion de curcumina
en el latex durante varias semanas. De acuerdo con los resultados que se presentan en la
Figura 6.17 se puede decir que no se presentd un cambio significativo en la concentracion
de curcumina durante los primeros 49 dias. Un andlisis realizado a los 91 dias, contados a
partir de la preparacion del latex, se registrd una ligera disminucion de la concentracion,
pero se conserva mas del 80 % de la misma. Estos resultados permiten demostrar que la
curcumina se mantiene estable, sin sedimentarse, y sin disminuir su concentracion en el
latex por al menos 7 semanas.
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Figura 6.17 Variacion de la concentracion de curcumina en los latex durante su almacenamiento.

69



6.6 Estabilidad coloidal de los latex

Con la finalidad de determinar la estabilidad coloidal de los latex, durante su
almacenamiento, se dio seguimiento a variaciones en el Dy (Figura 6.18). En ninguno de
los latex de las copolimerizaciones de los mondmeros acrilicos se presentan cambios
significativos en el Dp, lo que se traduce en la ausencia de procesos de coalescencia por al

menos 91 dias.
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Figura 6.18 Estabilidad coloidal de los latex durante su almacenamiento.

6.7 Pruebas de liberacién

Considerando que, no existe una técnica que nos permitiera determinar si la
curcumina se encontraba encapsulada en las NPPs, o simplemente adsorbida en la
superficie de las mismas, se tomo la decision de llevar a cabo el cargado de NPPs sin
curcumina (obtenidas en la reaccion CO0), utilizando una metodologia de difusion-

fisisorcion desarrollada en una investigacién anterior por el mismo grupo de trabajo.
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El latex utilizado para el cargado por este método fue diluido al 1 % en peso de
NPPs y fue dializado para retirar el surfactante. Al finalizar el cargado se obtuvo un latex
con una concentracion de curcumina de 0.38 g/L. Si se considera que este latex tiene un
contenido de NPPs del 1 % en peso, se puede inferir que tiene aproximadamente 1.5 veces
la concentracion de curcumina que se logro encapsular en las NPPs del latex C5. En la
Figura 6.19 se presentan los latex utilizados para las pruebas de liberacion. Como puede
apreciarse, no es posible detectar a simple vista diferencias entre el aspecto fisico de las
NPPs cargadas mediante polimerizacion in situ (C5) y las cargadas por difusion-fisisorcion
(CO-DF).

Figura 6.19. Latex cargados con curcumina mediante difusion-fisisorcion (a) y polimerizacion in
situ (b)

Generalmente, una prueba de liberacion se realiza en condiciones controladas que
simulen las condiciones internas del organismo humano para asi poder correlacionar los
resultados con el comportamiento de liberacién que se tendria dentro del organismo.
Considerando lo anterior, se realiz6 una primera prueba de liberacion con PBS 0.1 M de pH
7.4 como medio de liberacion a una temperatura de 37 °C. No obstante, debido a que la
solubilidad de la curcumina en PBS es de tan solo 1.21 pg/mL (semejante al valor
reportado de 1.60 pg/mL),”” no fue posible determinar la curva de liberacion porque se
observo la inmediata saturacion del medio con la curcumina.

Esto puede observarse en los perfiles de liberacion que se presentan en la Figura
6.20, donde los puntos de inflexion representan el momento en que el medio de liberacion
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alcanzd la concentracion de saturacion de ~1.2 pg/mL. A partir de este punto, la
concentracion disminuye por la toma de una muestra, pero se vuelve a saturar. Al ser casi
insoluble en PBS, no se detecté curcumina liberada en su forma libre. Se pudo haber
aumentado el volumen del medio de liberacion para asi evitar la saturacion, no obstante, la

concentracion de la curcumina liberada seria tan pequefia que se dificultaria su analisis

mediante espectroscopia de UV-vis.
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Figura 6.20. Perfiles de liberacion de la curcumina en PBS 0.1 M

A pesar de la importancia de los estudios de liberacién in vitro, de acuerdo con
Weng et al.”® no existe alguna norma regulada para este tipo de pruebas en los sistemas de
administracion de farmacos basados en NPPs. Por esta razon, diversos autores hacen
adecuaciones al medio de liberacion para favorecer la solubilidad del principio activo. Por
ejemplo, Umerska et al.”®, Manzanares et al.2° y Mutalik et al.”” han agregado Tween 80 al
PBS en una concentracion de 0.1, 0.5 y 3.0 % p/v, respectivamente. Analizando lo anterior,
se decidio utilizar la disolucion de PBS 0.1 M/Tween 80 (3 % p/v) como medio de

liberacion.
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Las curvas de liberacion resultantes se presentan en la Figura 6.21. Se encontré que
la solubilidad de la curcumina en la disolucion de PBS 0.1 M/Tween 80 (3 % p/v) es
1275.7 pg/mL, lo cual equivale ~1000 veces su solubilidad en PBS sin tensoactivo. Con el

uso del tensoactivo se logro llevar a cabo las pruebas de liberacion sin que se presentara el

problema de saturacion del medio.

Al igual que reportaron Manzanares et al.,%° se registr6 una cantidad liberada de
curcumina no cargada en NPPs de tan solo el 4.3 % en los 10 dias que duré la prueba. En
contraste, en un lapso de 72 h se logro la liberacion del 95 % de la curcumina cargada en
las NPPs por el método de difusién-fisisorcion y del 55 % en las NPPs cargadas mediante
polimerizacion in situ. Estos resultados son sumamente prometedores para una posible

aplicacion de estas NPPs como sistemas de liberacion controlada de farmacos.
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Figura 6.21 Perfiles de liberacion de la curcumina en PBS 0.1 M/Tween 80 (3 % p/v).

Cuando se utiliza la técnica de cargado por polimerizacion in situ se espera que la
curcumina se encuentre encapsulada dentro de las NPPs mientras que por el método de
difusion-fisisorcion se supondria que se encuentre adsorbida en la superficie de las NPPs,

tal como se muestra en la Figura 6.22. Los resultados de liberacion sugieren que esta
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suposicion puede ser verdadera. En CO-DF la liberacion es completa y rapida porque la
curcumina se encuentra en la superficie de las NPPs y no hay una interaccion muy fuerte
con el copolimero. En cambio, en C5 la liberacion es més lenta porque la curcumina tiene
que difundirse a través de la matriz polimérica, y no es completa porque hay curcumina que
estad interaccionando tan fuertemente con el copolimero en el interior de las NPPs que no

permite su liberacion.

Figura 6.22 Representacion de una NPP cargada por polimerizacion in situ (izquierda) y por
difusion-fisisorcion (derecha)

6.7.1 Cinética de liberacion

Los modelos cinéticos pueden ser utilizados para inferir el (Ios) mecanismo(s) por el cual se
lleva a cabo la liberacion de un farmaco o principio activo. Existe un amplio nimero de
modelos de los cuales se seleccionaron cuatro: orden cero, primer orden, Higuchi y

Korsmeyer-Peppas y se graficaron como se muestra en la Figura 6.23.

En la Tabla 6.3 se condensan los resultados de los parametros calculados para cada
modelo cinético. El valor del coeficiente de correlacion (R?) es el que nos permite
establecer el modelo que mejor se ajusta a la cinética de liberacion, entre mas cercano sea a
1 mayor es la adecuacion al modelo. En este sentido, se podria decir que el modelo de
Korsmeyer-Peppas es el que mejor se ajusta para la liberacion de la curcumina en las NPPs

cargadas por los dos métodos.
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liberacion acumulada de curcumina ( %)

liberacién acumulada de curcumina ( %)

Tabla 6.3 Constantes de tasa de liberacidn y coeficientes de correlacion de los diferentes modelos

cinéticos
Orden cero Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas
Sistema
RZ  Ko(% h) R ki (h?) RZ  ky (% h9) RZ  k(®h™ n
CO-DF 0.8326  0.017 0.9407 0.0009 0.9609 1.502 0.9979 0.018 1.116
C5 0.6651  0.003 0.7462 0.00006 0.8705 0.571 0.9341 0.013 1.036
ORDEN CERO PRIMER ORDEN
00 o V= 00175 +17.29 Voo *
. R?=0.8326 T m y = -3E-05x + 1.8872
80 ° . g "" = - R2=0.7462
/,/-’ g 150 = - _ =
©“1 & g T /,/-/'- u % .
S m _-— " y=0.0039x + 21.513 2 1.00 '
0] Pt R?=0.6651 £ . ®
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Figura 6.23 Modelos cinéticos de liberacion de la curcumina cargada por difusion-fisisorcion (e) y por polimerizacion
in-situ (m).
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Para el modelo de Korsmeyer-Peppas se calcula el parametro “n” con el cual se
supone un mecanismo de liberacién. Se presenta el Caso | cuando n=0.5 en donde la
liberacion esta gobernada por difusion y el modelo sigue la ley de Fick. EI Caso Il es un
modelo no Fickiano en donde predomina la liberacion debido a procesos de hinchamiento y
relajacion de las cadenas poliméricas, y se subdivide en 3 casos: si n=1 se trata del Caso Il
en donde la liberacion corresponde a una cinética de orden cero, si 0.5< n <1 seria un caso
anomalo entre difusion e hinchamiento y, finalmente, cuando n>1 se presenta lo que se
conoce como “‘super caso II”. La diferencia entre estos ultimos 3 casos es la tasa de

difusion del agua, siendo en el super caso 11 en donde se difunde con mayor tasa.5!

De acuerdo con lo anterior, se presupone que CO-DF y C5 son sistemas con una
liberacion debida al hinchamiento, esto es, a medida que el medio de disolucion (agua)
penetra rapidamente en la matriz (puesto que n>1), el copolimero se hincha y su Ty
desciende por debajo de la temperatura a la cual se lleva a cabo la prueba, por lo tanto, el
copolimero hinchado pasa a un estado elastico que permite a la curcumina contenida en él
difundirse hacia afuera.®? Esto también tiene sentido si consideramos que la Ty de
copolimero obtenido es mucho mayor a la temperatura del experimento ya que si fuera
menor, el estado elastico permitiria que la liberacion ocurriria por difusion desde el inicio
de la prueba. El sistema CO-DF también tiene una alta correlacion con los modelos de
primer orden e Higuchi, que se traduce en que la liberacion también depende de la
concentracion de la curcumina y ocurre por difusion segun la ley de Fick lo que tendria

sentido ya que en este caso la curcumina se encuentra en la superficie de las NPPs.
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7 Conclusiones

Se logro la preparacion de NPPs del copolimero P(MMA-co-MAA)], en una relacion molar
de MMA-MAA de 2 a 1, mediante la técnica de polimerizacion en miniemulsion utilizando

ODA como agente hidréfobo y APS como iniciador.

El copolimero obtenido a diferentes tiempos de reaccion fue caracterizado por
espectroscopia de H-RMN, y se encontré una pequefia deriva en la composicion. Sin
embargo, el anélisis térmico por DSC demostr6 que el copolimero tiene una composicion
casi homogénea, ya que solo se encontré una endoterma que corresponde a la T4 de

copolimero en 144.20 °C.

En las polimerizaciones se alcanzaron conversiones cercanas al 100 % en tiempos cortos de
reaccion (= 20 min). Se encontrd que es el tipo de iniciador el que tiene mayor efecto sobre

la tasa de polimerizacion.

La evolucion de Dp y Np con el avance de la polimerizacion indican que se presentd la
nucleaciéon homogénea de particulas; por lo que la cinética no corresponde a la de una
polimerizacion en miniemulsion. Este tipo de nucleacion se atribuye a la alta solubilidad de

los mondmeros en el agua combinada con el uso de un iniciador soluble en agua (APS).

Aun cuando se determind que la nucleacion homogénea podia evitarse con el uso de un
iniciador soluble en la fase organica (BPO), no fue posible utilizarlo en las
polimerizaciones para encapsular curcumina, ya que la metodologia mediante la cual se

prepara la miniemulsion afecta la eficiencia del iniciador.

La presencia de curcumina durante la polimerizacion favorecié ain mas la nucleacion
homogénea. También ocasiond el retardamiento de la tasa de polimerizacion, aunque se
logro una alta conversion del monomero (> 95 %) y se obtuvieron latex con Dy de = 20 nm

que permanecieron coloidalmente estables hasta por 13 semanas.

Con la metodologia empleada se logro el cargado in situ de curcumina en las NPPs. La

concentracion de curcumina en los latex aument6 con el incremento en la concentracion de
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curcumina en la formulacion, obteniéndose un latex con 2.6 g/ de curcumina (= 1000
veces la solubilidad de la curcumina en agua). En cuanto a la EE, se observé una
disminucion con el incremento en la concentracion de curcumina. El valor maximo se
alcanzé para la concentracion de 1 % de curcumina en la mezcla de mondémeros (% EE =~
85.6 %).

Con el encapsulamiento de la curcumina en las NPPs se cumple con el propdsito de
protegerle contra la degradacion. Se determiné que la concentracion de curcumina en los
latex permanecio practicamente constante después de 7 semanas de almacenamiento y que

y se conservo el 80 % de la misma después de 13 semanas.

Se logrd disminuir el peso molecular hasta Mn 458,110 g/mol y Mw 1,316,461 g/mol
utilizando limoneno como agente de transferencia de cadena. Mediante el andlisis de IR se

confirmo la formacion del copolimero.

Las pruebas de liberacion de curcumina se llevaron a cabo con PBS 0.1 M/Tween 80 (3 %
p/v). En un lapso de 72 h se registro la liberacion 4.3 % de curcumina cuando no estaba
soportada en NPPs, mientras que se logré una liberacion 55 % cuando se encontraba
encapsulada en las NPPs cargadas mediante polimerizacion in situ y 95 % cuando se
encontraba adsorbida en la superficie de NPPs cargadas mediante un método de difusion-
fisisorcion.

La liberacion mas lenta e incompleta de la curcumina, desde las NPPs cargadas mediante
polimerizacion in situ, sugiere que se encuentra encapsulada en las particulas. Por otra
parte, la liberacién rapida y total de la curcumina, desde las NPPs cargadas por difusion-
fisisorcion, sugiere que se encuentra adsorbida en la superficie de las particulas.

El modelo cinético que mejor se ajusta a la liberacion es el de Korsmeyer-Peppas. De
acuerdo con este modelo, se asume que las NPPs cargadas por ambas metodologias son

sistemas con una liberacion gobernada por el hinchamiento de la matriz polimérica.
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: 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:

- Optimizacién de las formulaciones para lograr limitar al maximo la nucleacion
continua.

- Estudiar a profundidad el efecto del agente hidréfobo reactivo en la cinética de
polimerizacion y en las propiedades del copolimero.

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

- Evaluacion del efecto antineoplasico, bactericida, fungicida y larvicida de las NPPs

cargadas con curcumina por ambos métodos.
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