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RESUMEN

Este proyecto de investigacion se centro en el disefio de nanohidrogeles funcionales a partir
de copolimeros en bloque anfifilos de poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) como bloque
termosensible, poli(etilenglicol) (PEGn)/poli(etilenglicol) a-metil éter (MPEG,) como
bloque hidrofilo y biocompatible y N,N'-metilenbisacrilamida (MBA) como agente de
entrecruzamiento. Debido a que todos los componentes son solubles en medio acuoso y a que
los nanohidrogeles se destinardn hacia aplicaciones biomédicas, se selecciond la técnica

ATRP-AGET en solucién acuosa homogénea para la sintesis de los nanomateriales.

En la primera etapa se sintetizaron ésteres de 2-bromo-2-metilpropanoato con altos
rendimientos (>93.0%) a partir de polimeros de poli(oxialquileno). El halégeno adicionado
al final de la cadena se caracteriz6 detalladamente por MALDI-TOF MS y se determing el
peso molecular promedio (Mn maLpi) exacto de los polimeros cuando se utilizé una sal de
sodio como agente cationizante. Estos materiales se utilizaron como macroiniciadores en las
reacciones ATRP-AGET en agua.

Para lograr el control de la cinética involucrada en la técnica ATRP-AGET con el sistema
estudiado, se evalud el efecto de dos sales de cobre (CuBr2 y CuCly). La correcta seleccion
de bases nitrogenadas y condiciones de reaccion permitié obtener copolimeros dibloque y
tribloque con fracciones volumen de MPEG o PEG (¢mpec O ¢rec) entre 0.1 y 0.5 y
dispersidades <1.3. Se evalud el comportamiento de estos materiales al aumentar la
temperatura (20 a 50°C) utilizando *H-RMN y DLS. Se determiné el diametro de particula
promedio (Dp) y se corroboro la formacion de agregados micelares por encima de su LCST,
la temperatura de formacion de los agregados y didmetro esta determinada por la

composicion del copolimero (balance hidréfilo-lipofilo).

Para lograr el entrecruzamiento de los materiales se agregé en el sistema N,N'-
metilenbisacrilamida (MBA). Se evalud sisteméaticamente el efecto de la concentracién molar
(% molar) de MBA y el tamafio de la cadena del bloque hidréfilo de MPEG (DP=44y 117)
y PEG (DP=43, 74 y 131) sobre la composicion quimica, Dy, temperatura de transicion de
fase en volumen (VPTT), viscosidad aparente y morfologia.
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TEsSIS

. INTRODUCCION

Los nanohidrogeles son materiales que presentan una restringida solubilidad en agua, tienen
tamafios que oscilan entre 50-500 nm y una estructura tridimensional integrada por
macromoléculas entrelazadas de manera quimica o fisica; son obtenidos a partir de
monomeros que contienen grupos hidrofilos y presentan propiedades similares a muchos
tejidos bioldgicos, tales como: permeabilidad, consistencia blanda y flexibilidad [1][2]. Estas
caracteristicas particulares permiten que sean candidatos idoneos para aplicaciones
biomédicas [3], principalmente como sistemas de liberacion controlada de farmacos [4]-[6].
Su interés reside principalmente en las ventajas especificas de los nanohidrogeles, entre estas:
atravesar diferentes barreras bioldgicas, mayor selectividad y tiempo de permanencia en la
sangre y proteccion contra la degradacion enzimatica. Ademas, en su interior se pueden
encapsular una gran variedad de farmacos y pueden ser disefiados como materiales
biodegradables y/o biocompatibles, con tamafios, morfologias, dispersidad y composicién

quimica controladas y con respuesta a estimulos externos (nanohidrogeles funcionales) [7]-

9.

Para su disefio se han utilizado copolimeros en bloque anfifilos que pueden autoensamblarse
en diferentes morfologias (micelas, gusanos o vesiculas) utilizando un disolvente selectivo
para una de las fases o al cambiar parametros como: pH, potencial eléctrico, campo
magnético o temperatura [10][11]. De entre los materiales sensibles a estimulos externos, 10s
termosensibles han sido de los més estudiados debido a que en solucién acuosa presentan un
cambio de fase al aumentar o disminuir la temperatura. Esta transicion o separacion de fases
ocurre por cambios en la entropia de la solucién, por debajo de cierta temperatura los
copolimeros son solubles en el disolvente y por encima de la temperatura critica mas baja de
la solucién (LCST), el bloque termosensible disminuye su solubilidad y ocurre una

separacion de fases [12]-[14].

La poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) es uno de los polimeros termosensibles que mas

se ha estudiado, esto se debe a que en agua su homopolimero tiene una LCST de
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aproximadamente 32°C [15] y este valor se puede modular mediante la copolimerizacion con

otros mondmeros hasta temperaturas que permitan su aplicacion en areas biomedicas (34-
40°C) [16]. EI etilenglicol se ha utilizado cominmente como bloque hidréfilo en la
copolimerizacion con NIPAM, debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y
resistencia tanto a la adsorcion de proteinas como a la adhesion celular, esto ultimo le permite

permanecer mas tiempo en circulacion dentro del organismo [17] [18].

Para la sintesis de los copolimeros en blogue anfifilos precursores de estos nanohidrogeles,
se han utilizado técnicas de desactivacion reversible (RDRP, por sus siglas en inglés), estas
técnicas permiten desarrollar procesos quimicos que requieren condiciones de reaccion
amigables con el medio ambiente (sustentables), como es el caso de los materiales destinados
a aplicaciones biomédicas [19][20]. En estos sistemas de polimerizacion, los copolimeros en
bloque anfifilos actian como estabilizadores eliminado asi el uso de agentes tensoactivos
[21].

La técnica de polimerizacion radicalica controlada ATRP (Atom Transfer Radical
Polymerization), es una técnica RDRP que permite obtener un control eficiente sobre el peso
molecular y una distribucion de pesos moleculares estrecha (b<1.5) [22]. Ademas, incluye
la posibilidad de llevar a cabo las polimerizaciones a bajas temperaturas y féacil
funcionalizacion del grupo final [23] [24]. Sin embargo, se ha observado que la ATRP
utilizando un medio acuoso es rapida y produce polimeros con dispersidades amplias,
indicando una pérdida del control, esto es ocasionado por reacciones secundarias
involucradas en su equilibrio dindmico [25]-[29]. Aunado a lo anterior, en la literatura se
establece que las poliacrilamidas (como el NIPAM) son mas dificiles de sintetizar mediante
ATRP en agua. En 2003, se reporto un sistema ATRP en medio acuoso para la sintesis de
poliacrilamidas a altas temperaturas (130°C), los resultados proporcionaron deficiente
control de las polimerizaciones con dispersidades >1.6 y ademas de un bajo peso molecular
[30]. En un estudio posterior, se demostr6 que el uso de N ,N ,N'" ,N'" ''N' '-
pentametildietilentriamina (PMDETA) como ligando permite obtener dispersidades de hasta

1.24, pero conversiones muy bajas (9% en 48 horas), la polimerizacion se realizo a 90°C
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[31]. También se reporto la sintesis de copolimeros derivados de NIPAM a 25°C por 22

horas, se obtuvieron dispersidades de 1.48 y conversiones de 5% [32].

Una opcion para la sintesis de copolimeros en bloque anfifilos que contengan en su estructura
blogues de NIPAM y que ademas se lleve a cabo en medio acuoso, es la técnica ATRP-
ARGET/AGET (Activator ReGenerated by Electron Transfer/Activators are Generated by
Electron Transfer), en ese tipo de polimerizaciones se emplea una sal de cobre en su estado
de oxidacion mas alto y un agente reductor, por lo que la reaccién puede llevarse a cabo en
presencia de trazas de oxigeno. Ejemplo de esto, es la preparacion de copolimeros de
poli(oligo(etilenglicol) metil éter metacrilato (POEOMA) y poli(oligo(etilenglicol) metil éter
acrilato (POEOA) por ATRP-ARGET en solucion acuosa homogénea a temperatura
ambiente, utilizando tris[(2-piridil)-metil amina] (TPMA) y bromuro de cobre Il
(CuBr,=100-300 ppm) como catalizador y acido ascérbico como agente reductor alimentado
de manera lenta y continua. Bajo estas condiciones se obtuvieron copolimeros de hasta 121.7
kDa con 80% de conversion y dispersidades entre 1.23-1.66 [20]. También se ha reportado
la polimerizacion ATRP-SARA de NIPAM en medio acuoso utilizando macroiniciadores de
PEG y [CuBr)/[CuBr2])/[MesTREN] 0.1/0.9/1.0 como sistema catalitico. Se obtuvieron

conversiones de 86% después de 2 horas de reaccion y dispersidades de 1.18 [33].

El objetivo del presente trabajo fue sintetizar mediante la técnica ATRP-AGET en solucion
acuosa homogénea, nanohidrogeles conformados de bloques hidréfilos y biocompatibles de
MPEG y PEG con diferente longitud de cadena y esterificados con bromuro de 2-
bromoisobitirilo, NIPAM como monoémero termosensible y N,N'-metilenbisacrilamida
(MBA) como agente entrecruzante. Se evalud el efecto del halégeno en la sal de cobre (1)
(CuBr2 0 CuCl) del complejo catalitico sobre el control de la polimerizacion. También se
evalud el efecto de la composicion de los materiales en la respuesta de la LCST al aumentar
progresivamente la temperatura desde 20 a 50°C, la concentracién molar (% molar) de MBA
y el tamafio de cadena de MPEG (DP=44 y 117) y PEG (DP=43, 74 y 131) sobre la
composicion quimica, diametro promedio (Dp), temperatura de transicion de fase en volumen

(VPTT), viscosidad aparente y morfologia de los nanomateriales obtenidos.
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II. ANTECEDENTES

2.1. NANOHIDROGELES

Los nanohidrogeles son particulas coloidales que tienen diametros en el intervalo de 1-500
nm y una estructura tridimensional integrada por macromoléculas entrelazadas de manera
quimica o fisica [34]. Un requerimiento estructural de estos materiales es que deben contener
segmentos hidrofilos o anfifilos capaces de interaccionar con el agua [35][36],
proporcionandoles la capacidad de absorber grandes cantidades de este fluido y en

consecuencia un aumento considerable en su volumen sin perder su estructura [37][38].

La hidrofilia es atribuida a la presencia de grupos funcionales: —OH, —COOH, —NHo,
—CONH2, —CONHy —SOs3H [39]. La particularidad de absorber agua proporciona a los
nanohidrogeles propiedades similares a muchos tejidos bioldgicos como permeabilidad,
consistencia blanda y flexibilidad [1][2], convirtiéndolos en candidatos idoneos para
aplicaciones biomédicas, principalmente en sistemas de diagndstico clinico (sensores)
[40][41], sistemas teragndsticos (sistemas de liberacion controlada de farmacos guiados por

imagenes) [42] y sistemas de liberacidn controlada de farmacos [4]-[6].

El interés sobre el uso de nanohidrogeles especificamente como agentes de liberacion
controlada de farmacos, reside principalmente en las ventajas especificas que estos
nanomateriales proveen, tanto al momento de la preparacion como de la aplicacion. Por
ejemplo, se pueden obtener mediante métodos de sintesis donde el disolvente utilizado es
eliminado completamente del sistema, o bien, esta aprobado por la normativa para su uso en
sistemas biomédicos; ademas, mediante el control del balance hidréfilo-lip6filo se pueden
encapsular en su interior diferentes compuestos bioactivos con alta efectividad y la red
polimérica se encargara de protegerlos de la degradacion quimica y enzimatica; su tamafio
nanométrico (50-500 nm) permite que tengan buena estabilidad coloidal y, por lo tanto,
mayor tiempo de permanencia en la sangre. Se pueden diseflar como materiales
biodegradables y biocompatibles y con respuesta a estimulos especificos (nanohidrogeles

funcionales), esta ultima caracteristica es de las mas importantes cuando son usados como
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sistemas de liberacion controlada de farmacos [7]-[9]. En la Figura 2.1 se muestra un

resumen de lo antes descrito.

(2) Apropiados para encapsular
con alta eficiencia una gran
variedad de compuestos
bioactivos.

- . (3) La red polimérica del
(1) Métodos de sintesis nanohidrogel protege a los
relativamente faciles, compuestos de la degradacion
escalables y amigables con el quimica y enzimatica.
ambiente.

(6) Localizacion del sitio de
accion especifico y liberacion
controlada de las moléculas
bioactivas (sensibles a
estimulos).

(4) Su tamarfio permite que
sean coloidalmente estables y
permanezcan durante mas
tiempo en la sangre.

(5) Biodegrables y
biocompatibles (seguros y no
inmunogénicos).

Figura 2.1. Propiedades de los nanohidrogeles para su uso como sistemas de liberacion
controlada de farmacos [9].

2.1.1. Nanohidrogeles funcionales

Los nanohidrogeles sensibles a estimulos (fisicos, quimicos o bioquimicos) han sido
considerados como vehiculos atractivos para la liberacion controlada de farmacos, esto se
debe a que pueden mantener su estabilidad mientras circulan por el cuerpo y cuando llegan
al sitio de accion especifico, el farmaco se libera en respuesta al estimulo apropiado [43].
Una de las particularidades mas importantes es que los estimulos se pueden presentar dentro
del cuerpo (enddgenos), por ejemplo: presencia de antigenos, concentracion de alguna
enzima especifica, cambios en las condiciones de oxidacion-reduccion, pH o temperatura. O
bien, el estimulo puede ser aplicado de forma externa (exdgenos), como: luz, presion y campo

eléctrico o magnético.
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Las investigaciones sobre este topico han sido dirigidas hacia la sintesis de nanohidrogeles

con caracteristicas controladas entre estas: tamafio, carga, porosidad, polaridad, suavidad y/o
degradabilidad, moduladas por estimulos externos y con alta dependencia de la composicion
quimica [44]. Entre los diversos estimulos aplicables, la temperatura es la propiedad mas
explotada en el campo de los llamados “materiales inteligentes”, esto se debe a que la
temperatura es uno de los factores mas importantes en el cuerpo, permite su aplicacion de
manera no invasiva y el comportamiento que origina por lo regular es completamente
reversible [45][46].

2.1.1.1. Nanohidrogeles sensibles a la temperatura

La razon por la que los polimeros termosensibles se consideran "materiales inteligentes”
atractivos, es el hecho de beneficiarse de su hidrofilia al variar la temperatura. Tomando
como referencia el diagrama de fases de la Figura 2.2, este comportamiento se debe a una
brecha de miscibilidad en la mezcla binaria de polimero/disolvente, acompafiada de una
separacion de fases, si el aumento de la temperatura conduce a la formacion de dos fases
liquidas inmiscibles con diferentes concentraciones de polimero, la mezcla presenta un
fendmeno Unico e interesante denominado temperatura critica mas baja de la solucion (LCST,
por sus siglas en inglés) [47]. Cada punto entre la fase miscible e inmiscible se determina de
acuerdo con variables de temperatura y concentracién de la solucion y se denomina punto de
turbidez (Tcp). Por lo tanto, el Tcp es la temperatura a la que se produce la transicion de fase
del estado soluble al estado agregado o colapsado en una solucién de polimero a una
concentracion especifica y puede estar localizada en cualquier posicion de la curva binodal,
este cambio se observa cualitativamente como un aspecto turbio en la solucién. Un error
comun es el uso indistinto de los términos de LCST y Tcp lo cual por definicion es incorrecto,
ya que la LCST es el valor de temperatura méas bajo que presenta el punto de turbidez en el

diagrama de fases también mostrado en la Figura 2.2 [48].

El mecanismo responsable de la termosensibilidad es el alcance de las interacciones
moleculares y depende del cambio de energia libre del disolvente. Por debajo de la LCST,

las cadenas de polimero son solubles por la formacion de puentes de hidrdégeno con las
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moléculas de agua, dando lugar a un sistema monoféasico; pero por encima de este valor, los

puentes de hidrdgeno se debilitan y debido a la hidrofobia de los grupos, las moléculas de
agua comienzan a desprenderse, con una consiguiente separacion de fases y esto se observa
como agregados hidrdéfobos (Figura 2.3). El valor de LCST depende principalmente de la
naturaleza quimica del monémero, concentracion de polimero en la solucion y del balance

de los grupos hidrdéfilos/hidrofobos en la estructura de la molécula [49].

Curva
binodal
\ C':.. a Calia
T
Mezcla
inmiscible
2 fases
> TCP
LCST [= ..
Mezcla miscible
i 1 fase
0 LCSC 1
_

Fraccion volumen ()

Figura 2.2. Diagrama de fases de una mezcla binaria que presenta LCST y punto de turbidez
(Tep) [47].

El principio anterior se ha aplicado en el disefio de nanohidrogeles termosensibles usados
como sistemas de liberacion controlada de farmacos. Para desencadenar la liberacion del
farmaco se requiere un cambio de temperatura local en el sitio de accion deseado, en
aplicaciones sistémicas se presenta una elevacion de la temperatura corporal normal (37°C),
por ejemplo, debido a una inflamacion o infeccion [50]. Esta respuesta fisiologica se utiliza
como un estimulo Gtil capaz de modular la administracion de medicamentos terapéuticos para

enfermedades que provoquen el incremento de la temperatura corporal [51].
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T>LCST
—
>

T<LCST

Cadenas de polimero Agregados hidréfobos
hidréfilo

Figura 2.3. Transicién de cadena extendida hacia glébulo colapsado de un polimero
termosensible en solucién acuosa [47].

Para sistemas entrecruzados (nanohidrogeles), el valor de temperatura en el cual se presenta
un cambio en la red interna, se denomina temperatura de transicion de fase en volumen
(VPTT, por sus siglas en inglés) [12][52]. Por debajo de la VPTT, las redes tridimensionales
del nanohidrogel se encuentran hinchadas debido a su caracter hidrofilo, pero por encima de
este valor, las cadenas de polimero presentan una separacion de fases, es decir, cambian su
conformacién de ovillo extendido hacia glébulo colapsado, ocasionando un encogimiento o
contraccion en su volumen. Esta transicion de fase en volumen es rapida y reversible y se ha
utilizado para alojar farmacos en su interior, que posteriormente pueden ser liberados junto

con la expulsion de agua [53][54] (Figura 2.4).

Figura 2.4. Esquema de transicion de fase en volumen de nanohidrogeles termosensibles y
liberacion de moléculas alojadas en su interior.
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Por lo anterior, para utilizar nanohidrogeles termosensibles como sistemas de administracion

de farmacos, el valor de VPTT, asi como el intervalo de temperatura en el que se produce la
separacion de la fase que se vuelve insoluble, son factores esenciales para evitar la
eliminacién prematura de la carga encapsulada. Los factores mas importantes por considerar
son las caracteristicas del compuesto bioactivo a administrar, el didmetro y la densidad de
entrecruzamiento del nanohidrogel. Estos factores deben controlarse para lograr una
retencion efectiva del bioactivo y liberacion controlada dependiente de la temperatura. El
valor del VPTT se puede obtener por dispersion de luz dinamica (DLS) midiendo el didmetro

de los nanohidrogeles al calentar/enfriar la dispersion acuosa que los contiene [45].
Nanohidrogeles termosensibles de PNIPAM

Como ya se mencion6 anteriormente, los polimeros que presentan un comportamiento LCST
en agua son de gran interés para el disefio de nanohidrogeles, debido a la oportunidad de
beneficiarse de su alteracion hidrdfila tras la variacion de la temperatura. Ejemplos tipicos
de polimeros que presentan esta propiedad estdn basados en mondmeros como: 2-
(dimetilamino)etil metacrilato (DMAEMA), N-vinil caprolactama (NVCL), N,N-
dietilacrilamida (DEAM), metil 2-propenamidacrilato de etilo (MPA), olioligo(etilenglicol)
(OEG), N-isopropilacrilamida (NIPAM), entre otros [12].

De todos los polimeros termosensibles, el mas estudiado y ampliamente utilizado para la
sintesis de nanohidrogeles funcionales es la poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM). Esto se
debe principalmente a que en agua presenta una LCST muy cercana a la temperatura del
cuerpo humano (32-34°C) [53]. Este polimero contiene grupos hidréfilos (C=0, N—H) e
hidréfobos (—CHs), mostrados en la Figura 2.5, por debajo de su LCST presenta un caracter
hidrofilo, pero a su LCST, o encima de ella, el puente de hidrogeno entre el agua y el
PNIPAM desaparece, por lo que cambia su solubilidad [55]. Durante esta transicion se
forman puentes de hidrdgeno intra e intermoleculares entre los grupos amida que inducen a
la deshidratacion del polimero lineal. Otra ventaja del uso de PNIPAM en el disefio de
nanohidrogeles sensibles a la temperatura, es que la LCST de este polimero es poco

dependiente del peso molecular y de su concentracion en la solucion acuosa. Ademas de lo
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anterior, este polimero es biocompatible y esta propiedad es indispensable cuando su uso

final es en areas biomédicas. Adicionalmente, durante el proceso de polimerizacion el uso de
NIPAM ha permitido obtener particulas con morfologia definida y con caracteristicas

controladas [55].

Grupos / 1 Grupo

hidrofobos HN O hidréfilo

A

Figura 2.5. Grupos hidréfilos (C=0O, N—H) e hidrofobos (—CHs) de la poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAM) encargados de su caracter termosensible.

2.2. METODOS DE SINTESIS DE HIDROGELES DE PNIPAM

Tipicamente los hidrogeles de PNIPAM se sintetizan mediante la copolimerizacion de la N-
isopropilacrilamida y agentes de entrecruzamiento bifuncionales o polifuncionales, como la
N,N'-metilenbisacrilamida (MBA) que es el agente de entrecruzamiento mas utilizado
(Figura 2.6). Sin embargo, esta estrategia de polimerizacion no garantiza el control en el
tamafio de las particulas obtenidas y frecuentemente se obtienen materiales con altas
cantidades de monomero residual y por lo tanto, la purificacion de los nanohidrogeles se
convierte en un paso critico en el proceso ya que los mondmeros residuales son toxicos y
pueden lixiviar continuamente desde los nanohidrogeles, esta purificacion se realiza

comunmente por extraccion con un solvente adecuado y puede tardar varias semanas [2].

La sintesis de nanohidrogeles de NIPAM se realiza regularmente mediante polimerizacion
por radicales libres (polimerizacién radicalica clasica), que combina la polimerizacién y

entrecruzamiento en un solo paso, donde el reto mas importante es evitar la gelacion del
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sistema. También se han utilizado métodos de polimerizacion heterogénea como: emulsion,

miniemulsion, microemulsion, dispersion, suspension y precipitacion, con estas técnicas se
ha logrado cierto control sobre el problema de gelacion [53]. Debido a las caracteristicas
fisicoquimicas del NIPAM, la polimerizacion por precipitacién ha sido una de las mas
exploradas y esto se debe a que en estos sistemas todos los componentes (monomeros,
iniciador y entrecruzante) son inicialmente solubles en la fase continuay, al formarse cadenas
poliméricas en la fase acuosa, las cadenas tienden a precipitar y coagular.

j Monoémeros = Agente entrecruzante A

hidréfilos o lipéfilos bifuncional o v Iniciador
= polifuncional

Polimerizacién I~ Purificacién |~ Nanogel

Figura 2.6. Polimerizacidn tipica para la obtencion de nanohidrogeles.

El primer informe encontrado en la literatura fue reportado por Pelton y cols. [56], estos
autores prepararon mediante polimerizacion por precipitacion particulas de hidrogel de
PNIPAM de 1000 nm de didmetro en estado hinchado y con dispersidad estrecha. En una
polimerizacion mediante radicales libres clasica, el NIPAM y los demas componentes se
disuelven en agua, la polimerizacion se realiza en atmosfera inerte y por encima de la LCST
del NIPAM, la reaccion de polimerizacion se inicia mediante la degradacién térmica de un
iniciador radicalico que interacciona con el monomero, generando oligdbmeros que son
solubles en el medio de reaccion y cuando las cadenas de polimero alcanzan un cierto grado
de polimerizacion (DPn) pueden llegar a precipitar. Sin embargo, las cadenas de polimero

coaguladas carecen de estabilidad coloidal y en consecuencia se agregan [57].

En la sintesis de nanohidrogeles dirigidos hacia aplicaciones biomédicas, las caracteristicas

mas importantes que se deben de controlar son el didmetro, distribucion del tamafio de
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particula y la estabilidad coloidal [36-38]. Esta ultima caracteristica disminuye al aumentar

la fuerza ionica o disminuir la densidad de carga superficial, y en consecuencia se observa
un incremento drastico en el didmetro promedio de particula. Para evitar o controlar lo
anterior, se han agregado a la mezcla de reaccion tensoactivos iénicos como el dodecilsulfato
de sodio (SDS). Al agregar tensoactivos al sistema para estabilizar las particulas, el proceso
se denomina polimerizacién en suspension o emulsion dependiendo de la solubilidad del
iniciador. Sin embargo, se ha demostrado que para lograr tamafios en la escala nanométrica
se requiere de una alta concentracién de tensoactivo [58]. Por ejemplo, Arleth y col., [59]
reportaron la sintesis de microgeles que en estado colapsado tenian un diametro de 50 nm

utilizando una concentracién de SDS de 5.3 mmol/dm?.

2.2.1. Estabilizacion estérica de nanohidrogeles de PNIPAM

Una estrategia para evitar el uso de grandes cantidades de tensoactivos idnicos sin perder la
estabilidad coloidal de los nanohidrogeles, es incorporar comondmeros hidréfilos que ayuden
a generar una barrera estérica contra la agregacion [60]. Los comonémeros que comdnmente
se han utilizado en la copolimerizacion con NIPAM son los derivados del etilenglicol, esto
se debe principalmente a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y resistencia a través de
las diversas barreras del cuerpo, prolongando su tiempo de circulacion en el organismo;
también se ha reportado que al incorporar cadenas hidrofilas al sistema se puede modular el
valor de VPTT de los nanohidrogeles de PNIPAM hasta temperaturas que permitan su

aplicacion en areas biomédicas (34-37°C) [61].

La estrategia de estabilizacion estérica fue utilizada por Gan y cols. [62], estos autores
prepararon mediante polimerizacién en precipitacion, microgeles termosensibles de
PNIPAM y como agente estabilizante utilizaron cadenas de PEG con un peso molecular
promedio de 1000 Da. Los resultados demostraron que incorporar de 10 a 40% p/p de PEG
no fue suficiente para evitar un incremento en los valores de VPTT y dispersidad al
incrementar la temperatura. Motlaq y cols. [63] mencionan que los recubrimiento de PEG se
utilizan cominmente para mejorar la estabilidad de los nanomateriales y lograr un mayor

tiempo de circulacion en la sangre. Estos autores sintetizaron nanohidrogeles de PNIPAM
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recubiertos con cadenas de metil éter metacrilato de polietilenglicol (PEGMA) unidas

mediante enlaces covalentes (Figura 2.7). Se evalud el efecto de la longitud de las cadenas
de PEGMA (DP= 2,000, 5,000 y 13,000 Da) y densidad de recubrimiento (0.05, 0.50 y 1.00
% molar) sobre la estabilidad de los nanohidrogeles. Mediante DLS se determind que en
ausencia de recubrimiento de PEGMA, los nanohidrogeles se agregaron al aumentar la
temperatura y que tanto el aumento de la longitud de las cadenas de PEGMA como la

densidad del recubrimiento tienen una influencia importante en la estabilidad.
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Figura 2.7. Esquema de la sintesis de los nanohidrogeles basados en PNIPAM vy
estabilizados con enlaces covalentes de PEGMA (A) y nanohidrogeles con diferente longitud
de cadena y densidades de recubrimiento (B) [63].

El problema de estabilidad coloidal en nanohidrogeles de PNIPAM sigue siendo un tema de
interés. Por ejemplo, Sayed y cols., en 2019 sintetizaron mediante polimerizacion por
precipitacion, microgeles de PNIPAM, PEGMA-OH y 2.0 % mol de MBA como agente de
entrecruzamiento (Figura 2.8). Demostraron que la incorporacion de PEGMA en la
estructura de los microgeles influye en el tamarfio y dispersidad, mientras que en el valor de
VPTT no se observo un cambio importante comparado con los microgeles de PNIPAM que

no contenian cadenas de PEGMA en su estructura [64].
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— H,0, 67°C, 4 h

PEGMAOH=0, 0.1,0.25,0.5y 1.0 % mol  NIPAM=26.5 mmol MBA (2% mol)

VPTT=33°C, tamafio y dispersidad
controlados y buena estabilidad.

Figura 2.8. Sintesis de microgeles de NIPAM, PEGMA-OH y MBA como agente
entrecruzante utilizando polimerizacion por precipitacion libre de tensoactivo [64].

2.2.2. Autoensamblaje de copolimeros en bloque anfifilos

El autoensamblaje de copolimeros en bloque anfifilos es una estrategia conocida para
preparar una gran variedad de nanomateriales con morfologias como: esferas, gusanos,
laminas y vesiculas. Estas morfologias han mostrado un potencial prometedor y aplicaciones
practicas en la biomedicina. El avance de las polimerizaciones por radicales con
desactivacion reversible (RDRP) efectuadas en ausencia de tensoactivos, se ha utilizado
también para sintetizar estructuras como los nanohidrogeles. En este grupo de técnicas se
incluyen principalmente a la polimerizacion mediada por nitréxidos (NMP), polimerizacion
por adicién-fragmentacion y transferencia de cadena reversible (RAFT) y polimerizacién por
transferencia de atomo (ATRP). El uso de estas técnicas permite la sintesis de
macromoléculas con peso molecular (Mw) controlado, dispersidad estrecha (B= <1.5) y
diferentes arquitecturas observadas en un amplio rango de temperaturas (20 a 140°C) y con
minimos requerimientos de purificacion de monomeros y disolventes. El principio
fundamental de las RDRP tiene sus raices conceptuales en la polimerizacién anionica
viviente cuyo pionero fue Szwarc en 1956 [65]. Las mejoras y diversificaciones de las
técnicas RDPR, han permitido que en pocos afios sean de las mas utilizadas en la sintesis de

nanomateriales con tamafio, funcionalidad superficial y morfologia controlados [66][67].

Dentro de la gran variedad de arquitecturas poliméricas desarrolladas hasta el momento, los
copolimeros en bloque son de los mas interesantes, sobre todo cuando estan integrados de
bloques incompatibles que permiten la separacion de fases. Su uso también se ha

incrementado debido a la creciente necesidad de desarrollar procesos quimicos sustentables
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donde se requieren condiciones de reaccion amigables con el medio ambiente y

cumplimiento de normativas al ser disefiados para aplicaciones biomédicas [19][20]. En estos
sistemas de polimerizacion, los copolimeros en bloque anfifilos actian como estabilizadores,
eliminando el uso de agentes tensoactivos. De esta categoria, los copolimeros dibloque
anfifilos (es decir, con un bloque hidréfilo y otro hidréfobo) son los que mas atraen la
atencion debido a su dispersabilidad en agua, y a que pueden autoensamblarse para formar
morfologias como micelas, gusanos o vesiculas, que tienen aplicaciones potenciales en la
liberacion controlada de farmacos [21][68]. El autoensamble se induce utilizando un
disolvente selectivo para una de las fases o al cambiar parametros del entorno (pH, potencial

eléctrico, campo magnético o temperatura) [11][10].

22.21.  Autoensamblaje convencional de copolimeros en bloque anfifilos para la sintesis

de nanohidrogeles

El autoensamblaje de copolimeros en bloque anfifilos en medio acuoso, fue reportado por
primera vez por el grupo de Eisenberg en 1997 [69]. Desde entonces, otros grupos de
investigacion dirigidos por Discher [70], Kataoka [71] y Bates [72], han trabajado en la
mejora de este método, se han enfocado principalmente en controlar la morfologia y tamafio
de los nanomateriales, asi como en mejorar la eficiencia del proceso en cuanto a la
concentracion de sélidos. Algunos de estos autores mencionan que el ndcleo segregado de
las morfologias formadas podria funcionar para alojar compuestos bioactivos con actividad
farmacoldgica. En la Tabla 2.1 se muestran las principales aportaciones de estos grupos de
investigacion en el campo del autoensamblaje de copolimeros en blogue anfifilos post-

polimerizacion.

A pesar de los multiples desarrollos realizados con la técnica de autoensamblaje
convencional, es conocido que este ensamblaje se realiza después de la polimerizacion
utilizando un disolvente selectivo para uno de los dos bloques, o bien, mediante un cambio
de pH en el medio de reaccion y, por lo tanto, requiere de varios pasos como sintesis,

aislamiento y purificacion antes del proceso de ensamblaje. Ademas, para lograr tamarios de
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regiones en la escala nanométrica se requieren concentraciones de copolimeros muy bajas (<

1.0 % p/p) y esto conduce a que el escalamiento del proceso sea poco viable [74][75].

Tabla 2.1. Autoensamblaje post-polimerizacion de copolimeros en bloque

Grupo de
investigacion

Principales resultados

Eisenberg
[69]

Estos autores realizaron los primeros estudios sobre el autoensamblaje de
copolimeros en blogue asimétricos, investigaron la morfologia de copolimeros
en bloque anfifilos de poliestireno-b-poli(acido acrilico); (PS-b-PAA) obtenidos
mediante desplazamiento de solvente y preparados previamente via
polimerizacion anionica, obtuvieron 6 morfologias bajo las diferentes
condiciones: esferas, varillas, laminas, vesiculas, agregados micelares, esferas de
tamafio micrométrico que tienen superficies hidrofilas. Posteriormente,
realizaron un estudio detallado sobre el efecto de la adicion de iones (HCI,
NaOH, CaCl,, Ca (Ac). NaCl) en la morfologia de los agregados de los
copolimeros. Demostraron que la morfologia de los agregados puede controlarse
mediante la adicion de los iones estudiados y este efecto es directamente
proporcional al aumento de la longitud del blogue hidréfilo. Ademas de las
morfologias reportadas en el estudio previo, mencionan la obtencion de 3
vesiculas con nueva morfologia las cuales pueden ser especialmente Gtiles como
vehiculos de suministro de farmacos y como modelos de biomateriales

microestructurados estables.

Discher [70]

Este grupo de investigacion se enfoca principalmente en el desarrollo y estudio
de las propiedades de vesiculas a partir de copolimeros en blogue, por ejemplo,
Ahmedy cols., [73] desarrollaron vesiculas a partir de PEG y poli-L-acido lactico
(PEG-b-PLA) o PEG y policaprolactona (PEG-PCL) con varias composiciones
de mondmero para cada bloque, se obtuvieron vesiculas con tamafios desde
micras hasta nanémetros dependiendo de la composicién de los bloques del
copolimero. Estos sistemas se evaluaron como agentes para la liberacion
controlada de farmacos contra el cancer (doxorrubicina). Se demostré que la
velocidad de liberacion del farmaco se incrementd proporcionalmente con el

contenido de PEG en la composicion de los bloques y disminuyé cuando se
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adicionaron cadenas hidréfobas de PCL. Mediante crio-TEM determinaron las

morfologias de los copolimeros, obteniéndose vesiculas ensambladas del
copolimero dibloque con composicion PEGa3-PLA4s y varios agregados con

morfologia esférica y gusanos al utilizar otras composiciones.

Estos autores mencionan que las micelas formadas por copolimeros en bloque
son vehiculos prometedores en la liberacién controlada de moléculas con
actividad farmacolo6gica. Una de las caracteristicas mas destacadas de este tipo
de nanomateriales es que presentan una arquitectura ndcleo-coraza. Ademas, se
pueden sintetizar a partir de una gran variedad de polimeros hidréfilos como el
Kataoka [71] . N
PEG, que es utilizado como coraza. Se destaca que el nlcleo segregado se utiliza
para alojar farmacos de diferente naturaleza. También se menciona que la
funcionalizacion de estas micelas con receptores dirigidos puede mejorar la
captacion de células malignas y que se pueden disefiar como micelas que

responden a estimulos externos.

Desarrollaron mediante polimerizacion anidnica copolimeros en bloque de
poli(1,2-butadieno-b-6xido de etileno) (PB-b-PEOQ), los resultados evidencian la
formacion de uniones tipo “Y” y redes tridimensionales en agua cuando la
Bates [72] fraccion en peso de PEO es menor, las fracciones mayor de PEG permitieron la
obtencion de vesiculas y gusanos micelares, esto ocurre a un peso molecular

critico.

2.2.2.2.  Autoensamblaje inducido por polimerizacion (PISA)

Otra técnica que frecuentemente se ha utilizado es el autoensamblaje inducido por
polimerizacion (PISA, por sus siglas en inglés) este enfoque se realiza en medio acuoso y
debido a ello se considera una técnica atractiva desde el punto de vista ambiental y por lo
tanto, los nanomateriales obtenidos se pueden utilizar en aplicaciones biomédicas [76]. Esta
estrategia consiste en la extensién de la cadena de un polimero precursor hidréfilo con
caracteristicas vivientes (preparado mediante un método RDRP) con un segundo bloque
hidrofobo. Cuando el segundo bloque alcanza un grado de polimerizacion critico, las cadenas
anfifilas en crecimiento se ensamblan in situ para generar nanoestructuras estables en el

marco de un proceso de emulsion o dispersion. Al incrementar la longitud de la cadena del
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segundo blogue hidréfobo, ocurre una reorganizacion de las cadenas en morfologias

termodinamicamente estables, estas morfologias se obtienen al incrementar el grado de
polimerizacion (DPy) y el parametro de empaquetamiento (p) y con la disminucion de la
curvatura interfacial y la tension superficial entre los bloques hidréfobos e hidréfilos. Cuando
se cambia la composicion del blogue que forma el ndcleo del nanomaterial, es decir, la
proporciéon del monomero, se observan diferentes morfologias durante el transcurso de la
polimerizacion (micelas, esferas, gusanos y vesiculas), esto sugiere que la morfologia es
promovida por la hidrofilia de los copolimeros en blogue, ya que se disminuye la movilidad
de las cadenas y en consecuencia, las cadenas individuales de polimeros “unimeros” se

autoensamblan, en la Figura 2.9 se presenta una ilustracion del proceso [77].
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Figura 2.9. Mecanismo PISA basado en una polimerizacién en dispersion acuosa [77].

Generalmente PISA se lleva a cabo en un proceso por lotes (batch) ab initio tal como lo
reporté Charleux y cols., [78], no obstante, algunas reacciones se pueden realizar en
semicontinuo. A pesar de sus ventajas, muy pocos monodmeros vinilicos son idéneos para ser

utilizados en este tipo de polimerizacion, ejemplos de estos incluyen: N-isopropilacrilamida
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(NIPAM), N,N’-dietilacrilamida (DEAA), 2-metoxietil acrilato (MEA), 2-hidroxipropil
metacrilato (HPMA) y di(etilen glicol) metil éter metacrilato (DEGMA) [67].

En los Gltimos afios se ha aumentado el interés en el uso de la estrategia PISA para la sintesis
de nanoparticulas poliméricas destinadas a la liberacion controlada de farmacos. Es
importante comentar que esta estrategia de sintesis de nanoestructuras es llevada a cabo
regularmente bajo condiciones de emulsion o dispersion via polimerizacion RAFT usando
iniciadores del tipo azo como fuente de radicales, esto se debe a que con este tipo de
polimerizacion se pueden utilizar una gran variedad de mondémeros vinilicos y disolventes
polares y no polares. También existen reportes del uso de otras técnicas RDRP como ATRP
y NMP para conducir el proceso PISA [76][79].

Nanomateriales obtenidos por RAFT-PISA

En el mecanismo RAFT-PISA se utiliza un macro-CTA de tipo organosulfurado como los
ditiobenzoatos, xantatos y sus derivados (ditioésteres, ditiocarbamatos y tritiocarbonatos) y
un iniciador como fuente de radicales para polimerizar el monémero soluble en el medio de
reaccion, que al alcanzar un grado de polimerizacion critico forma bloques poliméricos
insolubles, formando asi copolimeros en bloque anfifilos los cuales se autoensamblan in situ
durante el crecimiento de la cadena. La morfologia de las nanoparticulas obtenidas mediante
PISA esta determinada por diversos parametros entre los que destacan: la longitud de bloque
hidréfobo, interacciones electrostéticas, solubilidad del monémero/polimero en el medio
acuoso y la compatibilidad entre ambos bloques [80].

Sugiharay cols. [81] del grupo de investigacion de Armes, reportaron el uso de RAFT-PISA
para obtener copolimeros en bloque utilizando poli(2-metacriloiloxi etilfosforicolina)
(PMPC) como macro-agente (PMPC-CTA) y metacrilato de 2-hidroxipropilo (HPMA) como
monomero del segundo bloque, en este estudio se establecio el grado de polimerizacion de
PMPC (DPy=25) y se varid el grado de polimerizacion del bloque de HPMA y el contenido

de solidos. Los resultados permitieron elucidar un diagrama de fases detallado para predecir
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la composicion de los blogques asociadas a morfologias bien definidas (esferas, gusanos o

vesiculas) a las que Ilamaron fases puras.

Posteriormente, Warren y cols. [82] del mismo grupo de investigacion de Armes, estudiaron
un proceso de RAFT-PISA utilizando como macro-CTA poli(etilenglicol) con un DP=113
(PEGu113), las cadenas de PEG estaban unidas a un agente de control RAFT al final de la
cadena por medio de un enlace amida (PEG113-DB) y como mondmero hidréfilo utilizaron
metacrilato de 2-hidroxipropilo (HPMA). En este trabajo se estudio el efecto del grado de
polimerizacion de HPMA, el contenido de solidos y la temperatura de polimerizacion. Los
resultados demostraron que las polimerizaciones realizadas a 50°C conducen a altas
conversiones de mondmero (>95.0%) y dispersidad estrecha (D<1.25), esto permitid la
construccion de un diagrama de fases para predecir las morfologias (micelas esféricas,
gusanos o vesiculas). Adicionalmente, mediante SAXS se demostrd la respuesta térmica de
estos materiales. Se menciona que esta nueva formulacién permite la obtencién de
nanomateriales biocompatibles y con respuesta a la temperatura que se podrian utilizar en

areas biomédicas.

Por otra parte, Zhou y cols. [68] reportaron la sintesis mediante RAFT-PISA de nanoesferas
y vesiculas de poli(N,N-dimetilacrilamida) (PDMA) como macro-CTA (PDMA-CTA) y
como segundo bloque utilizaron diacetona acrilamida (DAAm). El principal objetivo era
obtener una dispersidad estrecha y controlar el tamafio de particula. Los resultados obtenidos
demostraron que la dispersidad de las particulas mejor6 cuando disminuia la temperatura de
polimerizacion y la concentracion de iniciador, esto se atribuy6 a una disminucion en la
velocidad de polimerizacién ocasionando que los polimeros se relajaran y reorganizaran.
Adicionalmente, se logro la funcionalizacion del ndcleo de las nanoesferas y vesiculas

formadas por PDAAmM utilizando oxima.

Mediante polimerizacion RAFT-PISA en medio acuoso Figg y cols. [77] evaluaron el efecto
de la composiciébn quimica en la reaccion de copolimerizacion de poli(N,N-
dimetilacrilamida) (PDMA) funcionalizado al final de la cadena con un agente de control
RAFT (PDMA-CTA) y diacetona acrilamida (DAAmM) como segundo bloque. Se evaluo el
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efecto de la relacion molar PDMA-CTA/DAAm (0/90, 15/85, 20/80 y 35/75) y el grado de
polimerizacion del bloque de DAAmM (DP»=54, 87, 141y 217) sobre la morfologia de los

nanomateriales. Se realizd el entrecruzamiento del bloque hidrofobo mediante una reaccion
de los grupos cetona del DAAmM con una alcoxiamina para obtener enlaces oxima con
estabilidad hidrolitica. Se observaron diversas morfologias (micelas, gusanos, gusanos
ramificados y vesiculas), con notable dependencia de la relacion de alimentacion de
monomero. Por ejemplo, con DAAmMgo Se observaron estructuras micelares esféricas en todos
los grados de polimerizacion del segundo bloque (DP-) evaluados. Sin embargo, cuando se
utiliz6 DAAmMgs se observaron morfologias diversas: gusanos con DP,=87, esferas con
DP,=141 y una poblacion pequefia de vesiculas que persistieron hasta DP,=217. Para un
DAAmMgo se observaron morfologias que son comunes en PISA, micelas a un DP,=54, y
gusanos y gusanos ramificados a un DP2=87. Otras estructuras tales como medusas y pulpos
se observaron a un DP>=141, mientras que las vesiculas y una pequefia poblacion de micelas
se presentaron al mayor grado de polimerizacion del segundo blogue. Por otra parte, con
DAAmMzs se obtuvieron transiciones morfoldgicas diversas: micelas, gusanos de menor

longitud, gusanos extendidos y vesiculas.

Otro enfoque de RAFT-PISA esta basado en polimerizaciones en dispersion utilizando
mezclas de agua y disolventes organicos como por ejemplo H2O/etanol y H,O/1,4-dioxano.
Fu y cols., [83] reportaron la sintesis de nanohidrogeles zwitteridnicos con respuesta a la
temperatura, utilizando poli(etilenglicol metil éter metacrilato poli(PEGMMA)
funcionalizado al final de la cadena con un agente de control RAFT poli(PEGMMA-CTA),
3-dimetil (metacriloiloxietil amonio propanosulfonato), DMAPS, como mondmero
termosensible, MBA como agente de entrecruzamiento y como medio de reaccion utilizaron
mezclas de disolventes de H,O/etanol y H»Oltetrahidrofurano y una temperatura de
polimerizacion de 70°C. Los autores evaluaron: (i) efecto de la relacién volumen de la mezcla
de disolventes, (ii) relacion molar de PPEGMMA-CTA/DMAPS vy (iii) cantidad de agente
entrecruzante (MBA) sobre diametro de particula (Dp), dispersidad (P), volumen de
hinchamiento (Dp7o°c/Dp,10°c) Y temperatura de transicion de fase en volumen (VPTT). Los

resultados de didmetro de particula, dispersidad e hinchamiento mostraron una respuesta
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directamente proporcional con la cantidad de etanol y tetrahidrofurano en la mezcla de

reaccion y también con la cantidad de monomero. Mientras que, al disminuir la cantidad de
agente entrecruzante se obtuvieron didmetros de particula mayores. Los autores sugieren
utilizar estos materiales en la liberacién prolongada e inducida al aumentar la temperatura de
un sistema. En la Tabla 2.2 se muestra un resumen de las contribuciones previamente
descritas y que estuvieron enfocadas en la sintesis de nanomateriales utilizado el enfoque de
RAFT-PISA. Se muestra el material y las variables evaluadas y también los principales
resultados.

Tabla 2.2. Resumen de nanomateriales obtenidos por RAFT-PISA y las principales
aportaciones.
Variables evaluadas y referencia Principales resultados

— Un aumento sistemético del DP (100-400) conduce a un
aumento en el didmetro de particula (12-58 nm).

— Se observaron cambios drasticos en la morfologia del
copolimero con el incremento de DP hasta 400 y esta
morfologia dependia de la concentracion de soélidos
(10.0%: esferas, 12.5 y 15.0%: esferas y gusanos, 16.2%:
gusanos, 17.0 y 20.0%: gusanos y vesiculas y 22.5%:
vesiculas).

PMPCus-b-PHPMAX: DP  del
bloque de PHPMA y contenido de
solidos sobre morfologia vy
diametro [81].

— La optimizacion de las condiciones de polimerizacion
(T=50°C vy relacion molar de PEG13-DB/AIPD=3.0)
conduce a altas conversiones de monémero (>95%) y
estrecha (Mw/Mn<1.25).

— La variacion sistematica del grado de polimerizacion del
bloque que forma el nudcleo permite obtener esferas,
gusanos o vesiculas con hasta 17.5% p/p de s6lidos.

PEG113-DB-b-PHPMAx: DP del
bloque de PHPMA, contenido de
sOlidos, temperatura y relacion
molar de macro-CTA/iniciador
sobre la morfologia, tamafio y
dispersidad (D) [82].

— Se obtuvo una dispersidad estrecha al disminuir la

PDMA-b-PDAAM: PDMA-  temperatura de polimerizacion y la concentracion del
CTA/iniciador 'y temperatura jnjciador, el tamafio de los nanomateriales fue afectado por
sobre el tamafio (Dy) y D [68]. el contenido de sélidos y concentracién de iniciador.

— Morfologias diversas con notable dependencia de la
relacién de alimentacion de mondmero.

— La morfologia de las nanoparticulas se define por la
naturaleza hidrofoba de las cadenas anfifilas en
crecimiento.

PDMA-b-PDAAmM; PDMA-
CTA/monémero y DP, sobre
morfologia [77].
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— En todas las composiciones se obtuvieron vesiculas al
mayor grado de polimerizacion del segundo bloque (DP>).

PPEGMMA-b-PDMAPSK: — Mayor contenido de etanol y DMAPS incrementa el D, e
relacion etanol/agua, relacion hinchamiento.

molar PPEGMMA-CTA/DMAPS, — El hinchamiento y la cantidad de agente entrecruzante

concentracion de agente  fueron inversamente proporcionales.
entrecruzante  (MBA),  sobre _, | a temperatura de transicion de fase en volumen (VPTT)
tamano (Dp), b y incrementd al aumentar la cantidad de monémero.

termosensibilidad (10-70°C) [83].

Como se pudo constatar en los apartados anteriores, se han reportado una gran cantidad de
desarrollos tecnoldgicos basados en RAFT-PISA cuyos avances parecen ser particularmente
prometedores en aplicaciones comerciales. A pesar de ello, la técnica de polimerizacion
RAFT presenta algunas desventajas, entre estas, el hecho de que la estructura final contiene
atomos de azufre unidos mediante enlaces covalentes sobre las cadenas poliméricas,
existiendo la posibilidad de que el polimero genere especies reactivas por efecto de la
temperatura. Adicionalmente, estos compuestos azufrados confieren un color y olor
desagradables en los productos finales y en algunos productos especializados como aditivos
para cosmeticos o pinturas, estos parametros estarian fuera de las especificaciones de calidad.
Se ha trabajado en la remocidn de estos grupos RAFT de las cadenas poliméricas, pero hasta
el momento no se ha encontrado una alternativa eficiente. Lo anterior se atribuye a que el
proceso de remocion se lleva a cabo después de la polimerizacion, lo cual incrementa el costo
y la complejidad del proceso PISA, esto podria ser rentable cuando el producto final se utiliza

en aplicaciones muy especializadas como las biomédicas [76].

Como se menciond en apartados anteriores, la polimerizacion RAFT no es un requisito previo
para el uso de PISA, esta técnica también se ha llevado a cabo utilizando polimerizacion
radicélica por transferencia de atomo (ATRP), que es un proceso de polimerizacion RDRP
desarrollada por el Prof. Krzysztof Matyjaszewski en 1998 [84], con esta técnica de
polimerizacion se pueden preparar materiales de arquitectura y composicion quimica

controladas a través de la propagacion de radicales libres.
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Nanomateriales obtenidos por ATRP-PISA

La técnica ATRP estd basada en la generacion de un equilibrio dindmico entre una gran
cantidad de especies latentes y una pequefia cantidad de radicales propagantes. La
propagacion de especies Pne es generada mediante un proceso redox reversible catalizado por
un complejo que contiene un metal de transicion M{™(L)., llamado activador. La funcion de
este complejo catalitico es activar el enlace carbono-halégeno (Pr—X) mediante su oxidacion
por la transferencia de un electron al &tomo del pseudohalégeno (—X) proveniente de una
especie latente P,—X y también tiene la funcién de desactivar los macro-radicales en
crecimiento, que reaccionan reversiblemente con el complejo metélico en su estado de
oxidacion mas alto X—M{™*(L), y con las especies desactivantes para formar nuevamente la
especie latente y el activador. Este proceso se lleva a cabo con constantes de velocidad de
activacion, Kact, y desactivacion, Kdesac. POr lo tanto, si la concentracion de radicales es
suficientemente baja (Kact<<Kdesac) la probabilidad de que la reaccion presente una terminacion

bimolecular es muy baja [85].

terminacion
p P_-H,+Cu'-X/L
k, ' P -P,
1 kact I
Pn'X+Cu 'X/L= Pn- +Cu _X/L
kdesac .
activador kp " desactivador
monomero

Figura 2.10. Mecanismo general de la polimerizacion radicalica por transferencia de atomo
(ATRP) para la preparacion de copolimeros en bloque anfifilos.

De acuerdo con la cinética que rige a este proceso (mostrado en la Figura 2.10), la velocidad
de activacion (Kact) es uno de los factores determinantes en el control de la polimerizacion y
es conocido que parametros como: disolvente, estructura del iniciador, monémero, presion,
temperatura del sistema y tipo de ligando, estan involucrados en el equilibrio de activacion-

desactivacion del sistema (Kact<<Kdesac) [66].
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Especificamente los ligandos unidos al centro metalico determinaran la solubilidad de la

reaccion que es un requisito indispensable para que la polimerizacion transcurra.
Generalmente los ligandos unidos al cobre tienen en su estructura &tomos de nitrégeno y se
les denomina moléculas multidentadas que permiten la formacion de un complejo metélico,
similar a los quelatos (Figura 2.11). Por lo tanto, el uso de ligandos proporciona al complejo

de cobre una mayor solubilidad y promovera en cierta medida el control.
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Figura 2.11. Ligandos comunmente utilizados en ATRP con cobre (Cu) como catalizador.

Una de las desventajas de la técnica ATRP, es el requerimiento en el manejo especial de los
metales de transicion, ya que, al estar en su estado de oxidacion mas bajo su manipulacion
en presencia de oxigeno ambiental deriva en su oxidacidn, esto ocasiona una disminucion en
su potencial para la iniciacion de la polimerizacion y subsecuente control del proceso. Si lo
anterior ocurre, la reaccion redox entre el iniciador halogenado y el complejo metalico no se
lleva a cabo, ya que el &omo del haldgeno requiere de al menos un electron para poder
generar el radical transferible que promovera el inicio de la polimerizacion. Debido a lo antes
mencionado, es necesaria la manipulacion del metal de transicién bajo atmdsferas reductoras
y resguardado del oxigeno y de otros agentes oxidantes [85]. Adicionalmente, la técnica
ATRP es menos adecuada para la polimerizacion de monémeros hidrofilos, que son un
componente indispensable para la preparacion de copolimeros en blogue anfifilos. Por lo
anterior, para llevar a cabo ATRP-PISA se utilizan macroiniciadores solubles en agua

previamente sintetizados [66].

En general, se han reportado pocos desarrollos basados en PISA a través de un mecanismo

de ATRP normal, los primeros ejemplos de polimerizacion libre de tensoactivo en sistemas
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dispersos acuosos se basaron en una receta de miniemulsion utilizando un copolimero

reactivo anfifilo que actuaba como estabilizador y como iniciador. Por ejemplo, en el trabajo
realizado por Xu y cols., [86] se reporta un proceso ATRP en emulsion para la sintesis de
copolimeros en bloque anfifilos de poli(etilenglicol)-b-poli(estireno), PEG-b-PS, utilizando
un macroiniciador de poli(etilenglicol)-clorado (PEG—CI), para la iniciacion utilizaron
irradiacion de microondas a 75°C. No obstante, las polimerizaciones se llevaron a cabo en
presencia de un tensoactivo no i6nico y no se demostrd la sintesis de un copolimero en
blogues de PEG-b-PS, ni el control sobre la polimerizacion, a pesar de ello, los resultados
evidenciaron la obtencion de particulas esféricas muy pequefias (Dp<50 nm) vy
monodispersas, pero es dificil considerar estos experimentos como una demostracion real de
PISA.

Siguiendo con este topico de investigacion, Kim y cols., [87] prepararon copolimeros en
bloques de poli(etilenglicol) metil éter (PEG)-b-poli(N-isopropilacrilamida) (PEG-b-
PNIPAM) mediante polimerizacion en dispersion acuosa de NIPAM, usando PEG
quimicamente modificado como macroiniciador ATRP. Dependiendo de la temperatura de
polimerizacion (25 o 50°C), es decir, por debajo o por encima de la LCST del NIPAM,
formaron copolimeros con los dos bloques hidréfilos, o bien, una suspensién de micelas con
un blogue hidr6fobo de PNIPAM en el nucleo y el bloque hidréfilo de PEG como coraza. El
uso de MBA como comondmero de entrecruzamiento condujo a la formacion de pequefias
particulas de hidrogel con Dp<100 nm que estaban estabilizadas por segmentos de PEG. El
cambio de color (verde - azul turbio) de la mezcla de reaccion cuando se polimerizé a 50°C,
indico que las micelas obtenidas se formaron durante el proceso de polimerizacion, es decir,
in situ. Por lo anterior, se considera a este desarrollo como el primer ejemplo de ATRP-PISA
utilizado en la sintesis de nanohidrogeles a partir de copolimeros en bloque anfifilos, aunque
en este tiempo todavia no se habia descrito como tal el concepto de autoensamblaje inducido
por polimerizacion, PISA. Por otra parte, los autores mencionan que el uso de una mezcla de
disolventes (H.O/THF) incremento el tamafio de las particulas de hidrogel (Dp>500 nm) y
esto se atribuyo a que el THF incrementa la solubilidad de las cadenas de PNIPAM en
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crecimiento, por lo tanto, se sugiere que el tamafio de las particulas puede controlarse

cambiando el disolvente utilizado en la polimerizacion.

Por lo anterior, en otros trabajos de ATRP-PISA y siguiendo el mecanismo de polimerizacion
en dispersion se reporta el uso de mezclas de disolventes. El primer estudio encontrado esta
basado en la polimerizacion de 4-vinilpiridina (4VP) en una mezcla de H,O/etanol, utilizando
un macroiniciador de PEG-Br y MBA con agente entrecruzante. Los autores demuestran la
obtencion de micelas con un ndcleo hidréfobo y entrecruzado y estabilizadas por las cadenas
de PEG. Concluyen que cuando se incrementa la cantidad de etanol en la mezcla de reaccion,
el diametro promedio de particula (Dp) también incrementé debido a la mayor solubilidad
del 4VP en el medio [88].

Asi mismo, Sugiharay cols. [89] reportaron la sintesis de microgeles zwitterionicos de PMPC
en una mezcla de isopropanol/H.O (9/1; viv), estos microgeles estaban estabilizados
estéricamente con cadenas de PEG y entrecruzados con dimetilacrilato de etilenglicol
(EGDMA) o bisfenol A dimetacrilato (BPDMA), el esquema del proceso se muestra en la
Figura 2.12.
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Figura 2.12. Microgeles zwitterionicos obtenidos mediante polimerizacion en dispersion
isopropanol/H»O basada en ATRP [89].

Se demostro la obtencion de geles que se pueden hinchar en presencia de agua, con didmetro
de particula (Dp) y dispersidad (P) dependientes del grado de entrecruzamiento. Por ejemplo,

a una concentracién de 10% mol de EGDMA se obtuvieron microgeles con diametros
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promedio de particula (Dp) entre 81-830 nm y con dispersidad estrecha, mientras que con una

concentracion menor de agente entrecruzante (4% mol) se obtuvieron dispersidades mas
amplias (bimodales). Se concluye que otros factores como la concentracion de monémero
inicial, composicion del copolimero en bloque y el grado de polimerizacién objetivo (DP),

tambien interfieren en el Dy y D de los materiales.

El principal problema del uso de la técnica ATRP-PISA, es la contaminacion del producto
con el catalizador metélico, asi, una de las variables de mayor interés y que implica un reto
interesante para la comunidad cientifica, es la disminucién de la concentracion del
catalizador. Otro desafio para el mecanismo PISA basado en ATRP, es que el complejo
catalitico se utiliza como activador (Cu' /ligando) y como desactivador (Cu" /ligando) y
ambos compuestos deben estar presentes en la polimerizacion. Debido a estas caracteristicas
estrictas de reaccion, el uso de monomeros hidrofilos necesarios para la preparacion de

copolimeros en bloque anfifilos autoensamblados esta limitado [66].

Para subsanar los problemas evidenciados en la técnica ATRP, se ha propuesto un equilibrio
de activacion y desactivacion reversible catalizado por complejos activos redox de metal de
transicion, permitiendo que el proceso ATRP normal mejore considerablemente ya que se
utiliza una menor concentracion de catalizador y se tiene una mayor tolerancia a las
impurezas y al oxigeno. Entre los procedimientos reportados se encuentran: ATRP inversa,
ATRP simultanea e inversa e iniciacion normal (SR&NI), activadores generados por
transferencia de electron (AGET), activadores regenerados por transferencia de electrén
(ARGET), iniciadores por regeneracion continua del activador (ICAR), activadores
suplementarios y agente reductor (SARA), ATRP mediada electroquimicamente (eATRP) y
ATRP foto-inducida.

Como ejemplo, Wang y cols., [90] mediante ATRP-ICAR sintetizaron en medio acuoso un
macroiniciador de poli(oligo(6xido de etileno) metil éter metacrilato (POEOMAso) vy
posteriormente realizaron la polimerizacion en dispersion de metacrilato de bencilo (BnMA)
en etanol con un complejo de Cu'"Br/ tris(piridin-2-ilmetil) amina, TPMA o Cu'Br/TPMA a
temperatura ambiente y a 65°C utilizando azobis(isobutironitrilo) (AIBN) y 2,2"-azodi(2,4-
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dimetil-4-metoxivaleronitrilo) (VV-70) como iniciadores de radicales. En el esquema de la

Figura 2.13 se muestra este proceso. Evaluaron el efecto de la concentracion de Cu''Brz y
TPMA, tipo de iniciador, grado de polimerizacion (DP) de BnMA, contenido de solidos y
temperatura de polimerizacion sobre las caracteristicas moleculares y el comportamiento del
autoensamblaje (morfologia) del copolimero en bloque de POEOMA-PBNMA. Se demostro
que estos copolimeros se autoensamblan en esferas, agregados de gusano y vesiculas con
didmetro de particula (Dp) entre 100 y 600 nm, dependiendo de la temperatura de
polimerizacion, contenido de sélidos y grado de polimerizacion (DP) del PBnMA.
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Figura 2.13. Nanomateriales obtenidos mediante ATRP-ICAR-PISA [90].

Asi, en ATRP-ICAR-PISA llevada a temperatura ambiente, la minima concentracion de
[Cu'"Brz]o necesaria para el control de la polimerizacion depende del contenido de sélidos y
DP de PBNnMA obteniendo estructuras de agregados esféricos y varillas. Mientras que, con
una concentracion de [Cu'Br2Jo=400 ppm y una relacion molar de
[Cu"Br2]o:[TPMA]o:[AIBN]o=1:4:10, la ATRP-ICAR-PISA llevada a 65°C se realizo con
éxito y no dependia del contenido de solidos. La cinética mostrd que la polimerizacién podria
dividirse en dos etapas: polimerizacién inicial en solucion homogénea lenta y polimerizacion
micelar mas rapida en la etapa posterior. Estos resultados que implican el uso de bajas

concentraciones de catalizador, aunado a la amplia gama de mondmeros accesibles para las
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reacciones de ATRP, son factores determinantes que impulsan los procesos de PISA basados
en ATRP.

Considerando lo anterior, en el presente trabajo inicialmente se propuso el uso de ATRP-
AGET-PISA para obtener nanohidrogeles basados en PEGy/MPEGn-b-PNIPAM, tal como el
sistema reportado por Kimy cols. [87], con la variante de utilizar ATRP-AGET para obtener
mayor control en las variables implicadas en la reaccion de polimerizacion y
subsecuentemente en las caracteristicas de los materiales. El interés sobre el uso de ATRP-
AGET radico en que con este método se asegura una ruta sencilla para sintetizar polimeros
con arquitecturas compleja y manteniendo la dispersidad estrecha. La idea principal era
contar con una metodologia que permitiera la manipulacion de los reactivos durante y
después del proceso de polimerizacion y esto se logra en gran medida con el uso de un
complejo de Cu'", ya que se evita el uso de condiciones especiales de reaccion como en el
caso de la ATRP-normal. Para la ATRP-AGET se requiere del uso de un agente reductor y
se consideré mejor opcion en comparacion con ATRP-ICAR, ya que en esta Gltima se
requieren iniciadores térmicos que continuamente formen especies reactivas para iniciar

nuevas cadenas poliméricas.

El proceso ATRP-AGET se puede llevar a cabo incluso en un sistema en miniemulsion, tal
como el primer estudio que se realizé con ATRP-AGET reportado por Miny cols., [91], estos
autores reportan la sintesis de homopolimeros y copolimeros en bloque puros basados en
poli(acrilato de n-butilo) (n-BuA) y poliestireno (nBuA-b-PS) mediante polimerizacién en
miniemulsién usando un nuevo proceso de activacion del catalizador al que denominaron
AGET (Figura 2.14). Con este nuevo enfoque se asegura que el catalizador permanece
dentro de las micelas, disminuyendo la probabilidad de migrar hasta las gotas de mondémero
presentes en la fase acuosa, esto les permitio tener una polimerizacién controlada de n-BuA.
Después de la adicion in situ de estireno y subsecuente reanudacion de la polimerizacion se

obtuvo un copolimero en bloque con dispersidad estrecha (B=1.3).
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Figura 2.14. Mecanismo ATRP-AGET para la preparacién de copolimeros en bloque.

Jakubowski y col., [85] reportaron un método enfocado en la sintesis de un catalizador activo,
usando una transferencia de electrones en lugar de radicales organicos, esto con la finalidad
de reducir el metal de transicién en su estado de oxidacion mas alto. Mencionan que se
pueden utilizar varios compuestos para la reduccion in situ, sin embargo, en su estudio
utilizaron 2-etilnexanoato de estafio (1) (Sn(EH)2). Con este método se demostro la
activacion/iniciacion de una gran cantidad de sistemas, entre estos, estireno y metacrilato de
octadecilo polimerizado con CuClx/4,4"-di-(nonil)-2,2"-bipiridina (dNbpy), acrilato de
metilo y n-BuA polimerizado por CuCl2/N,N,N’,N” N"-pentametildietilentriamina
(PMDETA) y acrilato de metilo usando CuClz/tris(2-dimetilamino)etil-amina (MesTREN).
Asi, el activador generado por transferencia de electrones (AGET) en condiciones de ATRP
permite la preparacion de copolimeros en blogue puros. La polimerizacion se llevé a cabo de
manera controlada para todos los sistemas, se obtuvieron polimeros bien definidos con grado
de polimerizacion controlado y dispersidad estrecha (B=<1.3), este estudio permitio
demostrar la eficiencia de ATRP-AGET.

A pesar de los maltiples esfuerzos realizados se ha observado que la ATRP en medios
acuosos es rapida y se producen polimeros con dispersidades amplias, 1o que indica una
pérdida del control. Un proceso ATRP controlado al utilizar un medio acuoso es un reto
debido a la generacion de reacciones secundarias involucradas en el equilibrio dindmico. En

la literatura se establece que las poliacrilamidas (como el NIPAM) son mas dificiles de
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sintetizar por ATRP en agua. En 2003, se reporto un sistema ATRP en medio acuoso para la

sintesis de poliacrilamidas a altas temperaturas (130°C), los resultados proporcionaron pobre
control de las polimerizaciones con dispersidades >1.6 y bajo peso molecular [30]. En un
estudio posterior, se demostr6 que el uso de PMDETA como ligando permite obtener
dispersidades de hasta 1.24, pero conversiones muy bajas (9% en 48 horas), la polimerizacién
se realizd a 90°C [31]. También se reportd la sintesis de copolimeros derivados de NIPAM a
25°C por 22 horas, se obtuvieron dispersidades de 1.48 pero conversiones de 5% [32]. Los
resultados como amplias distribuciones de peso molecular y/o bajas conversiones
encontrados en la mayoria de las polimerizaciones se atribuyen a una pérdida del control por

diversos factores involucrados en el equilibrio dindmico [23].

2.3. APLICACIONES DE NANOHIDROGELES

La configuracién particular de los nanohidrogeles permite que estos materiales tengan
propiedades Unicas en comparacion con otros nanomateriales y esto ha promovido su uso en
diversas industrias. Sin embargo, debido especialmente a su hidrofilia son altamente
biocompatibles por lo que se han utilizado principalmente en areas biomédicas, por ejemplo,
en la fabricacion de lentes de contacto, vendajes para heridas, andamios en ingeniera de
tejidos, separacion de biomoléculas o células, sistemas de administracion de farmacos y/o

proteinas [4], sistemas de diagnostico clinico [41] y sistemas teragnosticos [42].

La aplicacion que mas ha sido abordaba por la comunidad cientifica y por la industria, es su
uso como vehiculos en la liberacién controlada de farmacos. Esto se debe a que los
nanohidrogeles presentan una alta eficiencia de encapsulacion de las moléculas incorporadas
(farmacos, proteinas, carbohidratos y ADN) y la encapsulacion protege a estos compuestos
de la degradacién quimicay enzimatica. Ademas de lo anterior, se ha comprobado que debido
al comportamiento que exhiben los nanohidrogeles frente a estimulos externos, aunado a su
capacidad de hinchamiento y subsecuente suavidad, también participan activamente en el
proceso de liberacién controlada de las moléculas alojadas en su interior hasta sitios
especificos de entornos patoldgicos [44][54]. Esto se puede lograr mediante la

bioconjugacion de la superficie del nanohidrogel con ligandos que tienen la capacidad de
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reconocer receptores de células en estado patoldgico, un ejemplo de esto, son los receptores

que reconocen células cancerosas como los derivados de acido folico, péptidos y anticuerpos
[54].

El general, el desarrollo de nanohidrogeles que protejan, transporten, dirijan y liberen
compuestos con actividad farmacologica, es uno de los desafios mas importantes para la
comunidad cientifica ya que para lograrlo es necesario considerar varios factores, siendo los
de mayor interés la estabilidad y el tamafio nanométrico (<200 nm), esto es necesario para
lograr una circulacion prolongada en el torrente sanguineo y facil absorcion celular a través
del proceso de endocitosis. EI tamafio nanométrico facilita el paso a través de las membranas
celulares y al mismo tiempo una disminucion de la captacion por el Sistema Fagocitico
Mononuclear (SFM) y, por lo tanto, también se incrementara el tiempo de circulacion en la
sangre. Otro criterio que se debe considerar es la biodegradabilidad, esta caracteristica es
necesaria para asegurar la eliminacion del nanohidrogel después de que el farmaco es
liberado y asi minimizar la toxicidad asociada a la acumulacién de estos productos en el
organismo [54][92]. Se han desarrollado una gran variedad de nanohidrogeles que
demuestran su efectividad como agentes de liberacion controlada de farmacos. A

continuacion, se presentan algunos de estos estudios.
2.3.1. Cargado de fAarmacos en nanohidrogeles.

En general, el cargado de farmacos se basa en el atrapamiento fisico e interacciones
covalentes y no covalentes entre los nanohidrogeles y las moléculas alojadas en su interior
[54]. Por ejemplo, las moléculas utilizadas en terapia macromolecular como ADN, ARN y
proteinas, son encapsuladas a traveés de atrapamiento fisico [53]. Un nanohidrogel se
considera una alternativa viable para la encapsulacion de una gran variedad de moléculas ya
que estado hinchado puede alojar en su interior hasta 30% en peso de una solucion acuosa,
superando la capacidad de carga de los liposomas y micelas poliméricas. Pero debido a su
caracter hidrofilo se han utilizado principalmente para cargar farmacos de la misma

naturaleza [44].
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Como ejemplo de lo anterior, Manchun y cols., [93] realizaron un estudio utilizando dextrina

como matriz polimérica y glioxal como agente de entrecruzamiento para la preparacion de
nanohidrogeles sensibles al pH, mediante el método de emulsion-entrecruzamiento. Los
nanohidrogeles obtenidos presentaron un didmetro promedio entre 200 y 256 nm y se
utilizaron para cargar doxorrubicina (DOX) que es un farmaco hidréfilo usado ampliamente
en el tratamiento de varios tipos de cancer (mama, ovarios, gastrico, entre otros) y mediante
estudios in vitro se demostré su efectividad. Posteriormente, estos mismos autores cambiaron
el agente de entrecruzamiento por formaldehido, esto permitié disminuir el tamafio de
particula hasta 146+1.3 nm y también se report6 una menor citotoxicidad en comparacion
con los materiales disefiados previamente. La eficiencia de encapsulacion fue similar en
ambos estudios (23.5% p/v) [94].

Otro caso de nanohidrogeles cargados con moléculas hidréfilas fue reportado por Karnoosh-
Yamchi y cols., [95] estos autores disefiaron nanohidrogeles sensibles al pH como vehiculos
para la liberacién controlada de insulina. Los nanohidrogeles fueron preparados utilizando
un copolimero tribloque de PNIPAM, poli(acido metacrilico) (PMAA) y poli(hidroxietil
metacrilato) (PHEM) (PNIPAM-b—-PMAA-b—PHEM), MBA como agente entrecruzante y
peréxido de benzoilo o persulfato de amonio como iniciadores. En esta investigacion el
cargado de insulina en los nanohidrogeles se realiz6 mediante un método de doble emulsion
modificado y se utilizo alcohol polivinilico (PVA) como agente estabilizante.
Posteriormente, se llevd a cabo un estudio de la liberacion del farmaco hidréfilo variando el
pH del medio, la temperatura se establecié en 37°C. El tamafio y morfologia de los materiales
se determinaron mediante microscopia electrénica de transmision (TEM), se obtuvieron
materiales con diametro promedio entre 10 y 150 nm y con morfologia esférica. Por otra
parte, la eficiencia de cargado de insulina fue de 60%, este valor se determiné por HPLC y
FT-IR.

A pesar de los resultados que se han obtenido en el cargado de farmacos hidréfilos, es
conocido que muchas moléculas de interés farmacoldgico presentan baja o nula solubilidad

en agua, siendo esta una de las principales caracteristicas que ocasionan bajos perfiles
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farmacologicos cuando no se utilizan sistemas basados en nanotecnologia para su suministro.

En este sentido, se ha demostrado que cuando se introducen segmentos hidrofobos en la
estructura tridimensional del nanohidrogel, es posible incorporar farmacos con baja o nula
solubilidad en agua. Un ejemplo de lo anterior fue reportado por Abandansari y cols., [96]
estos autores realizaron un estudio para la obtencion de nanohidrogeles sensibles al pH
utilizando una técnica de polimerizacion en miniemulsion. Los nanohidrogeles disefiados
estan formados por dendrimeros de Boltorn® H40 (H40) y poli(e-caprolactama) (H40-PCL)
como nucleo hidréfobo y poli(vinilpiridina) (PVP) como agente de entrecruzamiento y como
bloque sensible al pH. El grupo colgante de poli(etilenglicol) (PEG) se incorpor6 como
segmento hidrofilico mediante ATRP en la mitad de las cadenas de PVP, PEG-(PVP),, lo
anterior se realizo con la finalidad de obtener una capa hidrofila que permitiera mejorar la
dispersabilidad y estabilidad de los nanohidrogeles. Posteriormente, mediante una reaccion
de esterificacion, se acopl6 acido félico al final de algunos grupos carboxilos libres del PEG
como receptores de células cancerosas. Finalmente, se utilizé el método de membrana de
diélisis para cargar paclitaxel (PTX) un farmaco insoluble en agua. Para evaluar el
comportamiento de los nanohidrogeles al variar los valores de pH, se utilizd Dispersion de
Luz Dinamica (DLS) y TEM. Los resultados obtenidos demostraron que los nanohidrogeles
presentan un didmetro promedio (Dp) cercano a 150 nm cuando se exponen a un pH similar
al del citosol (pH=7.4), sin embargo, cuando el nanohidrogel fue expuesto a un pH é&cido
(pH=5.0), se presentd un hinchamiento de las redes del material alcanzando un Dp=240 nm

y subsecuente liberacion del PTX.

En la Figura 2.15 se presenta el hinchamiento de las redes del nanohidrogel por efecto del
pH que permite la liberacién PXT (A) y tamafio de particula (Dy) evaluado a diferentes
valores de pH (B). La finalidad de la incorporacion de una capa de PEG alrededor del
nanohidrogel era evitar la degradacién enzimatica prematura del nanomaterial, prolongando
su tiempo de circulacion dentro del organismo y aumentando la captacion del nanohidrogel
por las células objetivo, ademas de proporcionarle alta biocompatibilidad y estabilidad al

momento de circular por los vasos sanguineos.
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Figura 2.15. A) Nanohidrogel sensible al pH basado en H40-PCL y (PEG-(PVP)2) y
mecanismo de liberacion PXT a pH=5.0 por el hinchamiento de las redes del nanohidrogel y
B) tamafio de particula (Dp) evaluado a pH=7.4 y 5.0, respectivamente [57].

Gupta y cols., [97] realizaron un estudio enfocado en aumentar el potencial terapéutico y
reducir los efectos citotdxicos de la curcumina, que es un compuesto altamente hidréfobo,
proponen la conjugacién de la curcumina con nanohidrogeles de poli(b-amino éster) (C-
PBAE) utilizado la quimica de adicion de Michael. Los resultados evidenciaron un control
en el diametro promedio de particula (Dp=210 nm), una liberacién prolongada y moléculas
de curcumina activas durante 48 horas. Estos factores permitieron aumentar el limite de
concentracion segura del farmaco (1Cso>100 pg/mL) en comparacion con la curcumina libre
que fue de 1Cs50>5.3 pg/mL. Ademads, se demostré que los nanohidrogeles obtenidos
presentaron una supresion efectiva y prolongada (por 24 horas) del estrés oxidativo
mitocondrial inducido por peréxido de hidrégeno (H20>) sobre el pretratamiento de células
endoteliales con los materiales preparados. Este sistema de nanohidrogeles mejorado
mediante la incorporacién de marcadores especificos se sugiere como una alternativa de

administracién localizada de farmacos hidrofobos.
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2.3.2. Liberaciony liberacion controlada de farmacos

Para que los nanohidrogeles o cualquier otro sistema nanomeétrico puedan llegar hasta un sitio
de accion especifico y liberar el farmaco alojado en su interior, tienen que atravesar diversas
barreras fisioldgicas, es decir, obstaculos del organismo que las nanoestructuras cargadas con
farmaco deben superar para lograr su propoésito, especialmente cuando se administra por una
via distinta a la parenteral, tales como: oral, pulmonar, nasal, gastroentérica, rectal,

intraocular o transdérmica (Figura 2.16) [44].

La via transdérmica como su nombre lo indica, implica el paso de los nanohidrogeles a través
de las diferentes capas de la piel hasta llegar al sistema vascular. Sin embargo, dadas las
caracteristicas de las diferentes capas que constituyen la piel, esto es bastante dificil de lograr.
En el caso de las otras vias, el paso de los nanohidrogeles se lleva a cabo a través de las
diferentes mucosas que posee el cuerpo, tales como: tracto gastrointestinal, ojos, tubos
bronquiales, nasal, rectal y vaginal. De todas las mucosas del cuerpo, la que reviste al
intestino delgado es probablemente la que ofrece el mayor potencial para la internacion de
nanohidrogeles al sistema circulatorio. Sin embargo, estas nanoestructuras deben resistir el
agresivo ambiente gastrointestinal para proteger la carga de farmaco y permanecer en el
lumen intestinal el tiempo suficiente para ser transportadas por las células intestinales como
los enterocitos y las células M, estas Ultimas estan situadas dentro de los epitelios de los

parches de Peyer [44].

Las caracteristicas del epitelio intestinal hacen posible el transporte de los nanohidrogeles
mediante dos posibles mecanismos: paracelular y transcelular. EI primero implica el
aprovechamiento de los espacios entre las células epiteliales, sin embargo, estos espacios son
muy estrechos (didmetros de 0.3-1.0 nm) y su area total disponible es muy pequefia. El
transporte transcelular ocurre por transcitosis, proceso en el cual los nanohidrogeles son
absorbidos por las células (enterocitos y células M) mediante diferentes mecanismos de
endocitosis, dependiendo de su tamafio, forma, suavidad, carga y receptores especificos de
su superficie, finalmente son transportadas y liberadas en el medio basal [98]. Durante este

transporte, los nanohidrogeles son confinados por las vesiculas intracelulares desde donde
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son tratados en las endosomas y finalmente en los lisosomas. En cada una de las etapas de

trasporte, los nanohidrogeles se exponen a diferentes pH’s, que son caracteristicos de cada
uno de los compartimentos. También se exponen a enzimas o entornos reductores, situacion
que se aprovecha como estimulo para la liberacion de la carga alojada en su interior [44].
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Figura 2.16. Liberacion in vivo de farmacos cargados en nanohidrogeles.

La vida media de la circulacion de los farmacos cargados en nanohidrogeles se puede mejorar
mediante la prevencion de dos factores esenciales i) eliminacion rapida (especialmente de
moléculas pequefias) y ii) degradacién rapida (biomoléculas). No obstante, Owens 111y cols.,
[98] demostraron que uno de los fendbmenos mas importantes que evitan la circulacion
prolongada de los nanomateriales en el cuerpo es la opsonizacion, es decir, la cobertura de
los nanomateriales con proteinas de opsonina, este fendmeno ocasiona la captacion de los
nanomateriales por células fagociticas y su subsecuente eliminacién a través de los 6rganos
de SFM (bazo e higado), donde son absorbidos por los monocitos y macrofagos residentes.
Este fendomeno es mas frecuente y sucede mas rapido en particulas con superficie hidrofoba,
debido a que en el proceso de opsonizacion tambien participan proteinas del suero sanguineo,

proceso que no ocurre con las particulas de superficie hidrofila. Por lo tanto, uno de los
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métodos mas utilizados para prevenir la opsonizacion de nanomateriales, es el uso de grupos

hidrofilos adsorbidos o injertados en la superficie de las nanoparticulas, su funcion es
bloquear las interacciones para evitar que las opsoninas puedan unirse a la superficie de las
particulas. Los grupos utilizados por lo regular son cadenas poliméricas hidrdfilas, entre estas

las mas utilizadas han sido las de PEG por su caracter hidrofilo y biocompatibilidad.
23.2.1. Mecanismo de liberacion de farmacos de los nanohidrogeles

Mientras que la difusion pasiva es el mecanismo méas comun en la liberacion de farmacos
alojados en los hidrogeles, en los nanohidrogeles los mecanismos de liberacion de farmacos
pueden clasificarse como: i) difusion, ii) hinchamiento y quimico [99]. El proceso de
liberacion del farmaco no s6lo depende de las propiedades fisicas de los nanohidrogeles,
también tiene relacion con la forma en la que esté cargado o atrapado el compuesto bioactivo
en las redes del nanohidrogel.

Tanto el proceso de hinchamiento como el de difusion pueden ser desencadenados por una
gran cantidad de estimulos, si el farmaco esta atrapado de forma fisica o covalente en los
nanohidrogeles, el mecanismo de liberacion tiende a ser la liberacion controlada por
estimulos de agentes terapéuticos (nanohidrogeles funcionales). De este modo, la liberacién
del farmaco puede ser controlada en respuesta a una condicion predispuesta que satisfaga las

necesidades fisioldgicas en el lugar apropiado y en el momento adecuado [100].

El mecanismo de liberacion controlado por hinchamiento es uno de los mas comunes y
sucede cuando el nanohidrogel se expone a estimulos externos, este hinchamiento ocasiona
un incremento en el tamafio de malla del material permitiendo asi la difusion de las moléculas
hacia su exterior (Figura 2.17). En este caso, si el tamafio de malla lo permite el farmaco se
liberard después del hinchamiento del material, por lo anterior, la liberacion del farmaco
dependera principalmente de los tamafios de malla dentro de la matriz del nanohidrogel. La
mayoria de las moléculas de bajo peso molecular pueden liberarse facilmente de la malla,

mientras que moléculas mas grandes tendran una liberacién prolongada [53].
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Figura 2.17. Modelos de liberacion de farmacos de nanohidrogeles funcionales.
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11l. JUSTIFICACION

La nanotecnologia se ha utilizado como una herramienta para el suministro eficiente de una
gran variedad de farmacos y con efectos secundarios minimos para los pacientes. Una de las
alternativas que ha destacado por sus caracteristicas unicas, son los nanohidrogeles, es decir,
redes de polimeros entrecruzados que tienen la particularidad de absorber grandes cantidades
de agua, soluciones acuosas o fluidos fisiolégicos (30% p/v), dando lugar a materiales
blandos y elasticos. Estas propiedades permiten alta eficiencia de encapsulacién en el interior
del nanohidrogel, buena estabilidad en presencia de sueros biolégicos, ademas, pueden ser
disefiados como materiales biodegradables y/o biocompatibles y con tamafios, morfologias,
dispersidad y composicion quimica controladas y con respuesta a estimulos externos
(nanohidrogeles funcionales).

Para el disefio de nanohidrogeles funcionales se han empleado copolimeros en blogque
anfifilos, que se pueden autoensamblar utilizando un disolvente selectivo para una de las
fases, o bien, al aplicar estimulos especificos, como pH y/o temperatura, que son diferentes
en un organismo en estado patolégico en comparacion con un organismo sano. Ademas, se
pueden incorporar bloques biocompatibles y biodegradables en la estructura del
nanohidrogel, ya que son requisitos indispensables en el disefio de materiales utilizados en
aplicaciones biomédicas. Uno de los polimeros mas utilizados es la poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAM), esto se debe a que presenta una respuesta interesante a
temperaturas cercanas a las del cuerpo humano (32°C) y esta propiedad puede modularse
hasta temperaturas similares a las de los estados patologicos de interés (34-40°C), al
incorporar bloques hidrdéfilos en su estructura. El poli(etilenglicol) (PEG) es uno de los
polimeros mas utilizados para este fin, debido a que es biocompatible, biodegradable y
presenta buena resistencia tanto a la adsorcién de proteinas como a la adhesion celular y estas

caracteristicas prologan su tiempo de circulacion en el organismo.

Para la sintesis de los copolimeros en bloque anfifilos precursores de estos nanohidrogeles,
se han utilizado técnicas RDRP como una alternativa sustentable y sin restricciones cuando

su uso final esta destinado hacia aplicaciones biomédicas. En estos sistemas de
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polimerizacion los copolimeros en bloque anfifilos actian como estabilizadores y por lo tanto

se elimina el uso de agentes tensoactivos, que frecuentemente son utilizados en grandes
cantidades para logar la estabilizacion (5.3 mmol/dm?). A pesar de que se pueden utilizar
diversas rutas para la sintesis de copolimeros en blogue anfifilos, una alternativa prometedora
es la técnica de polimerizacion radicélica controlada ATRP (Atom Transfer Radical
Polymerization) ya que se puede obtener un control eficiente sobre el peso molecular del
copolimero y una distribucion de pesos moleculares estrecha, D<1.5. Ademas, la
polimerizacion se puede llevar a cabo a temperaturas por debajo de la LCST del PNIPAM
(<32°C). A pesar de estas ventajas, se ha observado que utilizar la ATRP para la sintesis de
poliacrilamidas (como el PNIPAM) en medios acuosos es rapida y se producen polimeros
con dispersidades amplias, lo que indica una pérdida del control (>1.6) y baja conversion de
mondmero (5.0 a 9.0%) dependientes de la temperatura y tiempo de reaccion, asi como de
los componentes utilizados en el sistema ATRP (ligando y sistema catalitico). Estos
resultados sugieren que el control de este tipo de polimerizaciones podria lograrse al controlar
factores involucrados en su equilibrio dinamico. Por lo anterior, una opcion para la sintesis
de copolimeros en bloque en medio acuoso es la técnica ATRP-AGET, en este tipo de
polimerizaciones se emplea una sal de cobre en su estado de oxidacién mas alto y un agente
reductor, por lo que la reaccidn puede llevarse a cabo en presencia de trazas de oxigeno. Con
esta técnica se han preparado copolimeros de hasta 121.7 kDa con conversiones >85%,

ademas de peso molecular y dispersidades controlados (b<1.2).

Por lo anterior, en este trabajo la variante ATRP-AGET en solucion acuosa homogénea se
presenta como una nueva metodologia para la sintesis de nanohidrogeles sensibles a la
temperatura basados en poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) como bloque termosensible
y poli(etilenglicol) (PEGn)/poli(etilenglicol) a-metil éter (MPEG,) como bloque hidréfilo y
biocompatible. Por sus caracteristicas controladas estos materiales se pueden utilizar como
sistemas para la encapsulacion de moléculas con actividad farmacologia y subsecuente

liberacion controlada.
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IV. HIPOTESIS

De acuerdo con los estudios enfocados en el disefio y desarrollo de nanohidrogeles

funcionales (sensibles a la temperatura) utilizando diversas técnicas de polimerizacién se

propone la siguiente hipdtesis.

Mediante la técnica de ATRP-AGET en solucion acuosa homogénea se sintetizardn
copolimeros en bloque anfifilos autoensamblados, estos estaran formados por segmentos
hidréfilos de poli(etilenglicol) o a-metil-poli(etilenglicol) y poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAM) como segmento termosensible (PNIPAM-b-PEGh-b-PNIPAM y MPEGh-b-
PNIPAM) y con la adicion de un agente de entrecruzamiento se obtendran nanohidrogeles.
Debido a la naturaleza de los polimeros utilizados en la formulacion los nanohidrogeles
obtenidos presentaran sensibilidad a la temperatura y debido a su biocompatibilidad y
caracteristicas controladas, se espera que en un futuro puedan ser utilizados para alojar una

amplia variedad de moléculas con actividad farmacoldgica.
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V.

OBJETIVOS

5.1.

OBJETIVO GENERAL

Obtener nanohidrogeles funcionales mediante la técnica de ATRP-AGET en solucion acuosa

homogénea a partir de copolimeros en bloque anfifilos de poli(etilenglicol) (PEG) o a-metil-

poli(etilenglicol) (MPEG), poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) como blogue

termosensible y N, N"-metilenbisacrilamida (MBA) como agente entrecruzante.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

Sintetizar y caracterizar macroiniciadores ATRP hidrofilos derivados de

poli(etilenglicol) y a-metil-poli(etilenglicol) con diferente peso molecular.

Establecer las condiciones de reaccion de la técnica de ATRP-AGET en solucion
acuosa homogénea para la sintesis de copolimeros en bloque anfifilos de
poli(etilenglicol) o  a-metil-poli(etilenglicol) 'y  poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAM) (PNIPAM  -b-PEGn-b- PNIPAM 'y MPEGy-b-PNIPAM) con

caracteristicas controladas y evaluar su respuesta a la temperatura.

Evaluar el efecto del entrecruzamiento con N,N"-metilenbisacrilamida (MBA) y
longitud de la cadena de blogue hidrdfilo en la sintesis de nanohidrogeles funcionales
de poli(etilenglicol) o a-metil-poli(etilenglicol) y poli(N-isopropilacrilamida)

(PNIPAM) al evaluar su respuesta termoinducida.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

VI. METODOLOGIAEXPERIMENTAL

La primera etapa incluye la sintesis y caracterizacion de macroiniciadores ATRP que también
son utilizados como estabilizadores y que fueron obtenidos a partir de PEG (Br—PEGx—Br) o
MPEG (MPEGx—Br). Estos macroiniciadores fueron rigurosamente caracterizados mediante
FT-IR, GPC, RMN y MALDI-TOF, lo anterior con la finalidad de obtener macroiniciadores

para ser utilizados en ATRP.

En la segunda etapa se sintetizaron copolimeros en bloque anfifilos mediante la técnica
ATRP-AGET en soluciobn acuosa homogénea, utilizando como blogque hidrofilo
macroiniciadores de 2-bromo-2-metilpropionilo derivados de poli(etilenglicol) (PEGn) o a-
metil éter (MPEG,) y N-isopropilacrilamida (NIPAM) como bloque termosensible. Se
evalud el efecto de dos sales de cobre (CuBr2 y CuCl.) sobre el control de la polimerizacion
y mediante 'H RMN vy dispersion de luz dinamica (DLS) se evalu6 el comportamiento de

estos materiales al aumentar progresivamente la temperatura desde 20 hasta 50°C.

Para lograr el entrecruzamiento de los materiales, en la tercera etapa se agreg6 al sistema
N,N'-metilenbisacrilamida (MBA) como agente entrecruzante. Se evalud sistematicamente
el efecto de la concentracién molar (% molar) de MBA vy el tamafio de cadena de MPEG
(DP=44y 117) y PEG (DP=43, 74 y 131) sobre la composicién quimica, diametro promedio
(Dp), temperatura de transicion de fase en volumen (VPTT), viscosidad aparente y

morfologia de los nanohidrogeles.

6.1. MATERIALES Y REACTIVOS
6.1.1. Sintesisy caracterizacion de macroiniciador ATRP de PEG y MPEG

Polietilenglicol (PEG=2000, 3350 y 6000 Da) y a-metil-poli(etilenglicol) (MPEG=750, 2000
y 5000 Da) fueron adquiridos en Aldrich, estos polimeros se secaron antes de su uso en una
estufa a temperatura ambiente y vacio (10 mm Hg) durante 24 horas. El diclorometano
(CH2Cly, JTBK) se destilé dos veces utilizando pentdxido de fosforo como agente secante
(P20s, Aldrich, 99%). La trietilamina (TEA, Aldrich, 99%) se seco bajo reflujo con hidruro
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de calcio (CaH) y posteriormente se destilé antes de ser usada. Bromuro de 2-bromo-2-
metilpropionilo (BIBB, Aldrich 98%), tetrahidrofurano (THF, JTBK, 99%), metanol
(CH30H, JTBK, 97%), metanol deuterado 99.8 %D (CD3OD, Aldrich), trans-2-[3-(4-ter-
butilfenil)-2-metil-2-propeniliden] malononitrilo (DCTB, Aldrich), trifluorometan sulfonato
de plata (AgTFS, Aldrich, 99%), trifluoroacetato de sodio (NaTFA, Aldrich, 99%) y

cloroformo deuterado 99.8 %D (CDClIz Aldrich,) fueron utilizados sin tratamiento previo. El

trifluoroacetato de plata (AgTFA) se prepar0 a partir de nitrato de plata acuoso y &cido
trifluoroacético, el producto obtenido se evapord y se lavo con metanol y éter dietilico,

finalmente se seco a vacio (1 mm Hg) durante la noche a temperatura ambiente.

6.1.2. Sintesis de copolimeros en bloque anfifilos

La N-isopropilacrilamida (NIPAM, 99%) se obtuvo de Boc Sciences, se purifico
recristalizando tres veces con n-hexano, los cristales fueron secados bajo vacio durante 48
horas. N,N,N’,N” N"-pentametildietilentriamina (PMDETA; 99%, Aldrich) y 1,1,4,7,10,10-
hexametiltrietilentetramina (HMTETA; 97%, Aldrich) fueron destilados antes de ser usados.
CuBr2 (99.99%, Aldrich), CuClz (99.99%, Aldrich), L-acido ascorbico (99%, Aldrich) y
acido fosfotingstico (99%, Aldrich) se utilizaron sin purificacion previa. Agua desionizada
que se obtuvo de columnas Milli-Q PLUS, Millipore, con una resistividad minima de 18.0
MQ cm. Membranas de dialisis de celulosa regenerada con tamafio de poro de 1000 Da
(Spectra). Tetrahidrofurano (Aldrich>99.9%), cloroformo deuterado, CDClz (Aldrich,
99.96% D), oxido de deuterio, DO (Aldrich, 99.99% D). Rejillas de cobre cubiertas con
carbono de tamafio de malla 300 (Lacey 300 Mesh Cop).

6.1.3. Sintesis de nanohidrogeles termosensibles de PNIPAM y PEG/MPEG

Se utilizaron los mismos materiales y reactivos utilizados en la seccion de sintesis de
copolimeros en bloque anfifilos, la Unica variante fue el uso de N, N"-metilenbisacrilamida,
MBA (99%, Aldrich) como agente entrecruzante. En este caso solo se utilizaron los
macroiniciadores ATRP de poli(etilenglicol a-metil éter [MPEG)ss—Br, (MPEG)117-Br] y
poli(etilenglicol [Br—(PEG)4:—Br, Br—(PEG)74—Br, Br—(PEG)131—Br].
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6.2. ANALISISY EQUIPOS

6.2.1. Resonancia magnética nuclear de protéon (*H-RMN)

Los espectros fueron adquiridos en un espectrometro Bruker Avance 11, a una frecuencia de
500 MHz, usando CDCIs o DO como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como estandar
interno, a una temperatura de 25°C. Los desplazamientos quimicos son reportados en partes

por millon (ppm, escala d) relativo a las sefiales de los disolventes de RMN.

'H RMN con variacién de temperatura. Las muestras fueron preparadas a una
concentracion de 20 mg mL™, por disolucion directa de la muestra de polimero en D20 a
25°C durante 24 h. La solucion se transfirio a un tubo de vidrio el cual fue calentado de 20-
50°C en intervalos de 5°C. En cada lapso de temperatura la muestra se equilibré durante 300

segundos y posteriormente se registrd un espectro de *H RMN.

6.2.2. Espectroscopia infrarroja (IR)

La caracterizacion por esta técnica se realizd en un equipo Thermo-Nicolet iS10, mediante
ATR (Attenuated total reflection). Los espectros fueron colectados con 64 barridos, con una

resolucion espectral de 2 cm™ en modo de transmitancia desde 4000 a 400 cm™.

6.2.3. Cromatografia de exclusion por tamafio (SEC)

Las muestras de macroiniciadores fueron analizadas por cromatografia de permeacion en gel
(GPC) utilizando un cromatografo Waters Alliance modelo 2695, este estaba equipado con
un detector de indice de refraccion modelo 2414 y dos columnas “PL-Gel 5 um Mixed C”.
Las muestras se disolvieron en THF anhidro (10 mg mL™) y las soluciones obtenidas fueron
filtradas en membranas de nylon de 0.2 um. Se utiliz6 THF como eluyente a un flujo de 1
mL min a 30°C. El sistema fue calibrado utilizando estandares de poliestireno (Mp= 1,350
a 1,997,000 g mol™?) y la correccion de los cambios en los volimenes hidrodinamicos se
realizo con las constantes de Kuhn-Mark-Houwink-Sakurada para el sistema PEG-THF (1]
= 3.39 x10*M°58) [101].
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El peso molecular y la distribucion de peso molecular de los copolimeros dibloque y tribloque

se determinaron por cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), en un cromatografo
Hewlett-Packard (HPLC series 1100) equipado con dos columnas “PL-Gel 5 um Mixed C”
(300 x 7.5 mm) con tamafio de poro de 106y 105 A y detector de indice de refraccion. Como
disolvente se empledé THF grado HPLC a una velocidad de flujo de 1 mL/min a 40°C. El

sistema se calibrd con estandares de poliestireno (Mp=1,350 a 7.0x10° g mol™).

6.2.4. Espectroscopia de masas (MALDI-TOF)

La determinacion de peso molecular de los macroiniciadores también se realiz6 por MALDI-
TOF MS, utilizando un espectrometro de masas Bruker Daltonics Autoflex Speed (Bruker
Daltonics, Billerica Ma.). El sistema utiliza un laser Nd:YAG de frecuencia triplicada (355
nm) y una frecuencia de repeticion de 2 kHz (Smartbeam-1I™). Las mediciones se realizaron
en modo reflectivo (para muestras con un rango de masa de 0.7 a 5 kDa) o en modo lineal
(para muestras con masas molares de hasta 5 kDa). Se utilizé el modo de iones positivos para
todos los analisis con un voltaje de aceleracion de 20.00 Kv y extraccion retardada. Se
detectaron iones en el rango de masa (m/z) de 700—7000 con una frecuencia de muestreo de
5.0 GS s para el modo reflectivo y 0.63 GS s* para el modo lineal. Los iones recolectados
se agregaron con mas de 500 disparos a una frecuencia de 2000 Hz, para ello la sonda laser
se movid lentamente para evitar sefiales deficientes. La energia de la potencia del laser se
moduld para producir sefiales suficientemente intensas (60% en modo lineal y 80% en modo
reflectivo). Para la calibracidn externa se utilizo: insulina (5734.52 Da), citocromo ¢ (6161.05
Da), mioglobina (8476.66 Da), ubiquitina | (8565.89 Da), citocromo ¢ (12360.97 Da) y
mioglobina (16952.31 Da), con esto se asegura una precision de masa de aproximadamente
50 ppm. La resolucion de los espectros MALDI alcanz6 valores entre 2,000 y 18,000 Da,

dependiendo de la distribucion de masa molar, pureza y agente cationico utilizados.
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6.2.4.1. Preparacion de la muestra

Los polimeros de PEG, MPEG vy sus ésteres correspondientes se disolvieron en CH3OH o
THF a una concentracion de 5mg mL™. La solucion de DCTB se prepar6 a una concentracion
de 20 mg mL? y las soluciones de agente cationico (AgTFS, AgTFA, NaTFA) a una
concentracion de 0.1 M. Enseguida, se mezclaron 10 ul de la solucion del polimero, 10 pl de
DCTBy 2.0 ul de la de agente catidnico. Posteriormente, una gota de cada mezcla se depositd
en la placa metélica del espectrometro MALDI-TOF MS, las muestras se secaron al aire libre
y a temperatura ambiente antes de ser analizadas.

6.2.4.2. Andlisis de datos

La adquisicion de datos se realizo utilizando el Software flexControl 3.4 (Bruker Daltonics,
Billerica Ma.) y el analisis de datos de la masa de cada pico monoisotdpico seleccionado se
determind utilizando un algoritmo de centroide calculado con el Software FlexAnalysis 3.4
(Bruker Daltonics, Billerica Ma.) asumiendo la composicion elemental de PEG. Los datos se

procesaron utilizando PolyTools 1.31 (Bruker Daltonics).
6.2.4.3. Célculo de Mn, Mw, y B con MALDI-TOF MS

Los valores de peso molecular promedio en nimero (Mn), peso molecular promedio en peso
(Mw) y dispersidad (D) para los polimeros de PEG, MPEG vy sus ésteres correspondientes se
calcularon sin la ayuda del software. M, se calculé como sigue: Mn = Z(niMi)/Zn;, donde, n;
representa la intensidad encontrada en los espectros de MALDI y M la relacion m/z. My, se

calculé como sigue: My= Z(niMi2)/Z(niMi) y B se determino a partir de la relacion Mw/Mn

6.2.5. Dispersion de luz dinamica (DLS)

El estudio de respuesta a la temperatura de los copolimeros se realiz6 por DLS, en un equipo
Microtac modelo Nanotrac Wave Il Q utilizando el software Flex (TSET) que permite el
control de la temperatura de la muestra. Los materiales se re-dispersaron en agua desionizada

a una concentracion de 0.1% p/v. Las mediciones se programaron para obtener 6 repeticiones
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a cada una de las temperaturas experimentales (20-55°C), la longitud de onda del laser del

equipo se encontraba en 780 nm.

6.2.6. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La morfologia de algunos de los copolimeros sintetizados se determiné a dos temperaturas
(25 'y 37°C) por microscopia electronica de transmision en un equipo FEI modelo Titan 80-
300 kV. La preparacion de las muestras para las mediciones en TEM se llevo a cabo como
se describe a continuacién: los copolimeros se prepararon en solucion acuosa al 0.1% p/v 'y
el agente de tincion (acido fosfotingstico) al 0.2% p/v. Estas soluciones junto con las rejillas
de cobre se colocaron en una estufa con temperatura controlada por 30 minutos. Unas gotas
de la solucion de cada copolimero se depositaron en las rejillas antes mencionadas. Las
rejillas con la muestra se dejaron secar por media hora en la estufa a temperatura controlada.
A esta muestra se le agregaron unas gotas de la solucién de acido fosfotingstico, dejandose
reposar durante 20 segundos, finalmente, las muestras se secaron por 30 minutos a 25y 37°C,

respectivamente.

6.2.7. Viscosidad aparente

Todos los experimentos de reologia se realizaron utilizando un reémetro Anton Parr Physica
MCR 501, se utiliz6 una geometria cono-plato (25 mm 1°). Las temperaturas de medicion
fueron desde 20-55°C. Los pardmetros de entrada para el analisis en estado estacionario que
se utilizaron fueron: 30 puntos de medicion con intervalos de 10 segundos y el intervalo de
medicion de velocidades de corte fue de 0.0001 a 1000 s (este intervalo maximo fue

necesario en las muestras que presentaron mayor viscosidad).
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6.3. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE MACROINICIADORES ATRP

6.3.1. Sintesis de macroiniciadores ATRP de poli(etilenglicol) y a-metil
poli(etilenglicol)

En un matraz de tres bocas se colocaron 0.001 moles de OH—(PEG)—OH o0 CH3—(PEG)n—
OH y se disolvieron en 80 mL de CH2Cl, posteriormente se agregaron 0.006 moles de TEA
(en el caso de PEG o0 0.003 moles para MPEG), todos los componentes se mezclaron bajo
agitacion magnética y se enfriaron hasta 0°C. Despueés, se disolvieron 0.002 moles de
bromuro de 2-bromo-2-metilpropionilo, BIBB (en el caso de PEG 0 0.001 moles para MPEG)
en 20 mL de CHCI; seco y se agreg0 gota a gota y bajo atmdsfera de N2 durante una hora,
finalmente la temperatura se incrementd hasta 40°C y se dejé en reaccion por 7 horas.
Después de este tiempo, la mezcla de reaccion se concentrd en un evaporador rotatorio. El
concentrado se diluy6 con una cantidad de CH2Cl2 y se extrajo con una solucion acuosa de
NaHCO3 (10% p/v). El extracto organico se secO con MgSOs anhidro y después se filtro,

enseguida se elimind el disolvente organico mediante vacio a temperatura ambiente.

6.3.2. Caracterizacion de macroiniciadores ATRP de poli(etilenglicol) y a-metil
poli(etilenglicol).
Los parametros moleculares de peso molecular, distribucion de peso molecular y
funcionalizacion de cada macroiniciador, se determinaron mediante cromatografia de
permeacion en gel (GPC), espectroscopia infrarroja (FT-IR), resonancia magnética nuclear
de proton (*H-RMN) y MALDI (desorcion/ionizacion mediante laser asistida por matriz)
acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo).

6.4. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE COPOLIMEROS EN BLOQUE
ANFIFILOS MEDIANTE ATRP-AGET EN SOLUCION ACUOSA
HOMOGENEA

Se sintetizaron copolimeros diblogue y tribloque mediante la técnica ATRP-AGET,
utilizando los macroiniciadores de (PEG), y (MPEG), que fueron sintetizados y
caracterizados previamente. El contenido de solidos inicial para todos los copolimeros

preparados fue de 15% p/v. El agua desionizada utilizada como medio de reaccion se
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desgasificd previamente en un tubo Schlenk con burbujeo de nitrégeno (N2) y ultrasonido

por 30 min.

En una sintesis tipica como la polimerizacion P2 mostrada en la Tabla 6.1, se colocaron
0.3425 g de (MPEG)4s—Br (0.1615 mmol) y 1.8277 g de NIPAM (16.1512 mmol) en un
matraz de Schlenk de tres bocas con capacidad de 100 mL previamente desgasificado con
burbujeo de nitrogeno (N2) por 30 minutos, enseguida se agregaron 9.0 g de agua desionizada
y desgasificada, la mezcla se agitd hasta que los componentes se disolvieron completamente
bajo flujo de N2 y temperatura ambiente (Solucién 1). Posteriormente, en viales
desgasificados y sellados se prepararon las soluciones acuosas de 0.0361 g (0.1615 mmol)
de CuBrz y 0.0558 g, (0.2423 mmol de HMTETA, Solucion 2), ademas de 0.0284 g, 0.1615
mmol de &cido ascorbico (Solucion 3). Las relaciones molares de los diferentes ensayos (P1-

P6) también se muestran en la Tabla 6.1.

Solucién 1 Solucién 2 Solucién 3

T=30°C, 24 h.

Flgura 6.1. Proceso de smte5|s de copolimeros dibloque vy trlbloque de poll(N-
isopropilacrilamida) y macroiniciadores de a-metil éter/poli(etilenglicol) mediante ATRP-
AGET en medio acuoso.

A la mezcla de monoémero e iniciador preparada previamente (Solucion 1) se le afadio la
solucion del complejo catalitico (Solucion 2) con ayuda de una canula y se continué con
agitacion hasta formar una mezcla homogénea de color azul transparente. Finalmente, el
matraz Schlenk previamente adaptado con un embudo de adicion, se coloco en un bafio de
hielo (4°C) y se le agreg6 gota a gota la solucién de acido ascérbico (Solucion 3). Enseguida

se inicid la polimerizacion poniendo el sistema a 30°C y agitacion constante. La reaccion se
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detuvo después de 24 horas exponiendo al aire la mezcla. La ilustracion del proceso de

reaccion se muestra en la Figura 6.1.

Tabla 6.1. Composicion de soluciones acuosas empleadas en las polimerizaciones ATRP-
AGET para la sintesis copolimeros dibloque (P1-P3) y tribloque (P4-P6).

D biogue  Dpupecrec | M NIPAM. CUBIIHMITETA 1 Jrl

hidréfilo (mmol)
P1 CH3-PEG1s 0.1897 18.9716  0.1897/0.2846 0.1897
P2 MPEG? CH3-PEGu44 0.1615 16.1512 0.1615/0.2423 0.1615
P3 CH3-PEG117 | 0.1395 13.9538  0.1395/0.2093 0.1395
P4 PEGa3 0.1717 17.1651  0.3063/0.4594 0.3063
P5 PEGP PEG74 0.1562 15.6243  0.3125/0.4687 0.3125
P6 PEG131 0.1329 13.2901  0.2658/0.3987 0.2658

(IMlatrRe MPEG)/[NIPAM]/[CUBI,J/[HMTETA]/[AA])*=([1]/[100]/[1]/[1.5)/[1])

(IMlatre PEG)/[NIPAM]/[CUBI,)/[[HMTETAJ/[AA])°=([1]/[100]/[2)/[3)/[2])

Sélidos iniciales=15 %

Una porcidn de esta mezcla final se liofilizé (liofilizadora Labconco Freezone) para eliminar
el agua y posteriormente se caracterizé por *H RNM para determinar la conversion a partir
de la relacion de integracién entre cada bloque. La purificacion de cada mezcla de reaccién
se realiz6 en membranas de dialisis con tamafio de poro de 1000 Da por 48 horas a 26°C. El
resto de la mezcla purificada se liofiliz6 para eliminar la cantidad de agua para su posterior

caracterizacion por RMN y SEC.

6.5. SINTESIS DE NANOHIDROGELES TERMOSENSIBLES DE PNIPAM Y
PEG/MPEG MEDIANTE ATRP-AGET EN SOLUCION ACUOSA

Los materiales entrecruzados también fueron preparados mediante ATRP-AGET en agua a

30°C, con un contenido inicial de sélidos de 15% p/v. Se siguié la misma metodologia

utilizada en la preparacion de copolimeros dibloque o triblogue descrita en la seccién anterior

con la variante de la adicion de MBA como agente de entrecruzamiento. Los componentes

de las reacciones R1-R21 se muestran en la Tabla 6.2. Por ejemplo, en la reaccion R1,
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0.3640 g de (MPEG)4s—Br (0.1717 mmol) y 1.9424 g de NIPAM (17.1651 mmol) se

colocaron en un matraz de Schlenk de tres bocas con capacidad de 100 mL previamente

desgasificado con burbujeo de nitrégeno (N2) por 30 minutos, enseguida se agregaron 9.0 g
de agua desionizada y desgasificada, la mezcla se agitd hasta que los componentes se
disolvieron completamente bajo flujo de N. y temperatura ambiente. Posteriormente, en
viales desgasificados y sellados se prepararon las soluciones acuosas de: (1)
CuBro/HMTETA, (0.0383 ¢/0.0593 g; 0.1717 mmol/ 0.2575 mmol), (2) acido ascorbico
(0.0302 g, 0.1717 mmol y (3) MBA (0.0140 g/10 mL; 0.0091 mmol), que se agregaron en

ese orden.

Tabla 6.2. Componentes de las reacciones R1-R21 para la preparacion de nanohidrogeles
termosensibles de poli(N-isopropilacrilamida) y poli(etilenglicol)/a-metil éter.

Bloque hidréfilo o MI NIPAM  CuBr/HMTETA asﬁ‘g;g?co % molar
(MPEG/PEG) (mmol) (mmol) (mmol) (mmol) de MBA

RO-A  0.1717 17.1651 0.2575/0.1717 0.1717 0.00

R1  0.1717 17.1651 0.2575/0.1717 0.1717 0.05

CH3-PEGu4 R2  0.1717 17.1651 0.2575/0.1717 0.1717 0.10
R3  0.1717 17.1651 0.2575/0.1717 0.1717 0.15

R4  0.1717 17.1651 0.2575/0.1717 0.1717 0.17

R0-B  0.1395 13.9538 0.1395/0.2093 0.1395 0.00

RS  0.1395 13.9538 0.1395/0.2093 0.1395 0.05

R6  0.1395 13.9538 0.1395/0.2093 0.1395 0.10

R7  0.1395 13.9538 0.1395/0.2093 0.1395 0.15

R8  0.1395 13.9538 0.1395/0.2093 0.1395 0.17

R9  0.1395 13.9538 0.1395/0.2093 0.1395 0.19

RO-C 0.1733 17.3312 0.3466/0.5199 0.3466 0.00

R10 0.1733 17.3312 0.3466/0.5199 0.3466 0.05

PEG4s R11  0.1733 17.3312 0.3466/0.5199 0.3466 0.10
R12  0.1733 17.3312 0.3466/0.5199 0.3466 0.15

R13  0.1733 17.3312 0.3466/0.5199 0.3466 0.17

CH3-PEG117
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RO-D  0.1562 15.6271 0.3125/0.4688 0.3125 0.00
R14  0.1562 15.6271 0.3125/0.4688 0.3125 0.05
PEG4 R15 0.1562 15.6271 0.3125/0.4688 0.3125 0.10
R16  0.1562 15.6271 0.3125/0.4688 0.3125 0.15
R17  0.1562 15.6271 0.3125/0.4688 0.3125 0.17
RO-E  0.1329 13.2901 0.2658/0.3987 0.2658 0.00
R18 0.1329 13.2901 0.2658/0.3987 0.2658 0.05
PEG1a1 R19  0.1329 13.2901 0.2658/0.3987 0.2658 0.10
R20  0.1329 13.2901 0.2658/0.3987 0.2658 0.15

R21  0.1329 13.2901 0.2658/0.3987 0.2658 0.17

(IMI MPEG]/[NIPAM]/[CuBr2)/[HMTETA)/[AA]?=([1)/[100]/[1]/[1.5)/[1])
([MI PEG]/[NIPAM]/[CuBr,)/[HMTETA]J/[AA])®=([1)/[100]/[2)/[3)/[2])

MI ATRP®= Macroiniciador ATRP

Solidos iniciales=15 %
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE MACROINICIADORES DE PEG Y
MPEG

7.1.1. Caracterizacion de poli(glicoles) de PEG y MPEG

Las masas molares de seis muestras de poli(oxialquilenos) (1a-f) se determinaron por
MALDI-TOF MS y posteriormente fueron comparadas con las obtenidas por RMN y SEC,
se utilizd6 THF como disolvente en todas las técnicas de analisis. De los espectros de masas
obtenidos mediante MALDI-TOF, se selecciono el pico que presento la mayor intensidad en
la distribucion de masas molares y se defini6 como peso molecular pico experimental (M,
experimental, [Mp+Na]*, Da). Adicionalmente, este valor se compar6 con el peso molecular
tedrico pico (M, tedrico, [Mp+Na]*, Da), que corresponde al peso molecular obtenido para el
grado de polimerizacion pico (DPp) y sus correspondientes sustituyentes en las posiciones a
y ® de los seis polimeros evaluados. Posteriormente, de los mismos espectros se
determinaron los valores promedio de peso molecular (M. maLpi, Da), grado de polimerizacion
promedio (DPn maLDI, Mn maLoi/44.053) y dispersidad (D). Estos valores experimentales se
compararon con los valores tedricos de las masas molares para PEG o MPEG, obteniéndose
una buena concordancia entre estos valores (AM = 1). Lo anterior nos permitio establecer la
férmula molecular como HO(CH2CH20)nH para PEG y CH3O(CH2CH20),H para MPEG en
los seis polimeros de poli(oxialquileno) que fueron caracterizados por MALDI-TOF MS.

Al comparar los resultados de peso molecular obtenidos por MALDI (M maLpi, Da) con los
obtenidos por SEC (Mn sec, Da), mostrados en la Tabla 7.1, se aprecian algunas diferencias,
los valores obtenidos por SEC siempre fueron mayores (entre 600 y 3,600 Da en los PEG y
entre 100 y 2,800 Da en los MPEG), estas diferencias se observaron a pesar de la correccion
a los cambios en los volumenes hidrodinamicos con las constantes de Kuhn-Mark-Houwink-
Sakurada para el sistema PEG-THF ([n] =3.39x10*M%%%) [101]. Adicionalmente, también
se determind el peso molecular por RMN (Mn ruvn, Da) y se observo que estos valores

mostraron mayor concordancia con los determinados por MALDI-TOF, entre 20 y 440 Da
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para los dos tipos de poli(glicoles) en estudio. Con estos resultados se puede inferir que el

fendmeno de supresion de iones esta ausente durante el analisis MALDI, esto se atribuye a

las dispersidades estrechas (P <1.03) obtenidas para los dos poli(glicoles) [102].

Tabla 7.1. Caracterizacion de masas molares de los poli(glicoles) PEG y MPEG por MALDI-
TOF MS, RMN y SEC en THF antes de la esterificacion con bromuro de 2-bromoisobutirilo.

MALDI-TOF MS* 'H-RMN SEC
Mp tedrico My exp.
¢ |m DP M DP | M
Muestra ([Mp+Na]") ([Mp+Na]") (nDMaA)IEDI MAL; P (B:\;/lN RMN (Dan)c P

(Da)* (Da)®
18 1935.303 1936.331 |1845.792 41.49 1.03|1876.885 42.20 | 2472 56 1.1
1b 3300.960  3301.365 [3387.090 76.477 1.00|3522.105 79.54 |4916 112 1.1
1c 5812.006  5812.508 [5894.964 133.41 1.00]5971.736 135.15|9508 216 1.1
1d 715.834 715.343 | 710.932 15.729 1.03] 669.323 14.78 | 824 19 1.1
le 1993.384 1993.338 [1944.913 43.74 1.01]1965.605 44.21 | 2683 61 1.1
1f 5209.285  5210.323 | 5116.76 115.74 1.01]5555.810 125.71| 7939 180 1.1

“Se utilizaron DCTB como matriz, NaTFA como agente cationizante.

@M, experimental, [M,+Na]*, Da: peso molecular pico experimental, obtenido del ion molecular de mayor
intensidad en los espectros de masas-MALDI.

®M, tedrico, [Mp+Na]*, Da: peso molecular pico tedrico, calculado a partir de la formula molecular de los
poli(glicoles) y el grado de polimerizacion pico (DPy).

°Mn: peso molecular tedrico obtenido por MALDI, RMN y SEC, respectivamente.

En los espectros de MALDI-TOF de las muestras de PEG y MPEG (1a-f) que fueron
evaluadas con el sistema de ionizacion DCTB/NaTFA, solo se observo un tipo de ion
molecular para PEG ([Pn+Na]*) y MPEG ([MPx+Na]"). Esto indica la ausencia de reacciones
secundarias en todas las muestras analizadas independientemente de las condiciones de
analisis. Como evidencia de lo anterior, en la Figura 7.1 se muestran los espectros de masas
para PEG (1a) y MPEG (1e) con M, ~2000 Da.
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Figura 7.1. Espectro de MALDI-TOF MS obtenido en modo reflectron de PEG (1a) y MPEG
(1e) en DCTB como matriz y NaTFA como un agente iénico en THF.

7.1.2. Sintesis de macroiniciadores ATRP de PEG y MPEG

Para obtener los macroiniciadores de polietilenglicol (PEG) y a-metil-poli(etilenglicol)
(MPEG), los polimeros antes caracterizados se esterificaron con bromuro de 2-
bromoisobutirilo y trietilamina en cloruro de metileno durante 7 horas a 40°C, siguiendo la

metodologia mostrada en el esquema de la Figura 7.2 [48].

(0] (0)
Trietilamina (0)
a)Ro/\%o\/\}OH+ BrJH( - b)Rlo“{’ Vi\o)&’(
n-1 Br CH2C12 n-1 Br

1a R=H, n=43; 1b R=H, n=74; 1¢ R=H, n=131 2a R |=Z, n=43; 2b R|=Z, n=74; 2¢ R |=Z, n=131
1d R=CHj;, n=15; 1e R=CH;, n=44; 1f R=CH;3, n=117 2d R;=CH3;, n=15; 2e R{=CH3;, n=44; 2f R;=CHj,
n=117

O
Z= )J\ﬁSr

Figura 7.2. Proceso de esterificacion de PEG y MPEG con bromuro de 2-bromoisobutirilo
para la obtencion de macroiniciadores ATRP.

DOCTORADO EN TECNOLOGIA DE POLIMEROS



VELAZQUEZ-ARELLANO A., 2022

RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.21. Caracterizacion espectroscopica de los macroiniciadores ATRP sintetizados

El desempefio de la reaccidn de esterificacion de los poli(oxialquilenos) (2a-f) se caracterizo
mediante técnicas espectroscopicas y los rendimientos se calcularon gravimétricamente
después del proceso de purificacion, los resultados se muestran en la Tabla 7.2. Los valores
obtenidos demostraron una funcionalizacion casi completa. EI peso molecular tedrico de cada
polimero funcionalizado (2a-2f) se calculé considerando el grado promedio de
polimerizacion obtenido previamente mediante MALDI-TOF (ver Tabla 7.1) y también
considerando la fraccion de 2-bromo-2-metilpropanoato.

Tabla 7.2. Esterificacion de poli(glicoles) con bromuro de 2-bromo-2-metilpropanoil en
CHCI>

Grado de

Muestra Rendimiento (%) funcionalizacion (%6)° Mn (Da)® DPC¢ mALDI
2a 93 97 2143.747 41.49
2b 94 94 3685.029 76.48
2C 92 93 6192.879 133.41
2d 97 98 873.938 15.73
2e 95 95 2107.907 43.74
2f 93 98 5279.723 115.74

2 Grado de funcionalizacién calculado a partir de los espectros de *H RMN.
b Peso molecular tedrico (My) calculado a partir del DP promedio del analisis MALDI-TOF MS.
¢ Grado de polimerizacion promedio obtenido por MALDI-TOF MS (DPwmaLpi).

La caracterizacion espectroscépica se centrd en identificar la fraccion de 2-bromo-2-
metilpropanoato en las muestras de polimero esterificado. El analisis FT-IR de los ésteres
(2a-f) mostro la desaparicion de la banda de alargamiento del enlace O—H en la regién de
3500-3300 cm y la aparicion de una banda de estiramiento que corresponde al carbonilo (vc
- 0) en 1734 cm caracteristica del grupo éster, asi como la presencia del alargamiento de la
banda C-O en 1100 cm™ (Figura 7.3).

El andlisis mediante resonancia magnética nuclear se realiz6 empleando cloroformo
deuterado y en un equipo de 11.7 Tesla con una frecuencia de oscilacion de Larmor de
hidrégeno de 500 MHz. En todos los espectros de *H RMN de los ésteres 2a-f, se identifico

una resonancia en 4.29 ppm cuya multiplicidad es un triplete, que fue asignada al grupo
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metileno (—CHy) terminal en los poli(oxialquilenos) que después de la reaccion se transformd

quimicamente y que ahora se encuentra adyacente al atomo de oxigeno del grupo éster, esto
representa una sefial caracteristica de la fraccion del 2-bromo-2-metilpropanoato. Aunado a
lo anterior, se observo una resonancia simple con desplazamiento quimico en 1.85 ppm, que

corresponde a los seis hidrdgenos del metilo de la fraccion del éster.

2a)

2b)

| 2d) _
2e)
2f)

2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200

Transmitancia %

Longitud de onda (cm™t)

Figura 7.3. Espectro FT-IR (2500-1110 cm™) de los ésteres (2a-f) de 2-bromo-2-
metilpropanoato derivados de PEG y MPEG, respectivamente.

Una vez establecida la estructura quimica de cada macroiniciador, se calculé el grado de
funcionalizacién de cada éster a partir de la relacion de integracion de las sefiales asociadas
con los protones caracteristicos. La sefial en 1.95 ppm y las resonancias de la unidad de
etileno observada en 3.63 ppm se consideraron para los macroiniciadores de PEG (Figura
7.4). Mientras que la sefial en 1.95 ppm correspondiente al metilo del grupo éster y el
desplazamiento en 3.37 ppm del grupo metoxi se tomaron como referencia para el calculo de
peso molecular por RMN para los macroiniciadores de MPEG (Figura 7.5). En la Figura
7.4 se muestra la asignacion correspondiente al macroiniciador bifuncional en el espectro *H

RMN 2ay en la Figura 7.5 el espectro de proton del macroiniciador monofuncional 2e.
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Figura 7.4. Espectro de *H RMN (500 MHz) de macroiniciador bifuncional 2a en CDCls.
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Figura 7.5. Espectro de *H RMN (500 MHz) del macroiniciador monofuncional 2e en
CDClz.
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7122, Andlisis de la distribucién de masa molar

El objetivo principal de la estimacion de las distribuciones de masa molar de los ésteres de
PEG y MPEG de 2-bromo-2-metilpropanoato (2a-f), fue asegurar que la esterificacion era la
Unica reaccion que habia tenido lugar durante la preparacion de estos materiales. Las
separaciones cromatograficas de todos los polimeros fueron realizadas por SEC. Los
resultados obtenidos muestran que las dispersidades permanecen en los mismos valores (b <
1.11) con ligeros incrementos en sus pesos moleculares, los cromatogramas tipicos se
muestran en la Figura 7.6, estas curvas indican distribuciones monomodales de masa molar

y dispersidades estrechas.

=22 92b o2c x2d o2 +2f

& - B B
X % S5 Do o
% X 00" Lo 0%
x X o_<¢ g o +o
x X o o o ¥+
X X <o -0 ° o
% x o= O o p e *+
x x o= 98 gpo ¥
X X O= o= o 3 +0
X o o
9 x 0= o= £
< x O o o
X X o on % L
X X o 8 4o
X X <>_ <R [c3 +
X x o~ & & P
x X o 6 b b
X X6 " oo %
X g g%= %o &
X - g f,’H:
X = g o+ O %—_
2 : G o !
4 o1 : [=]

2.2 2.7 3.2 3.7 4.2

Figura 7.6. Distribucion de masa molar los ésteres de 2-bromo-2-metillpropanoato (2a-f)
derivados de poli(oxialquilenos).

A pesar de lo anterior, no se puede excluir ninguna dimerizacion u otra reaccion secundaria
en condiciones no controladas. Esta preocupacion se basé en la posible reaccién entre el

atomo de bromo del grupo metilpropanoato con la trietilamina, ya que esta tltima se adiciono
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en exceso durante la reaccion de esterificacion. Estos componentes podrian dar lugar a una

reaccion de eliminacion del hidro-bromo y subsecuente formacién de un grupo funcional
metacrilato, que eventualmente podria sufrir alguna reaccion de dimerizacion,

oligomerizacién y/o polimerizacion ocasionando un incremento en el peso molecular [103].
7.1.23.  Analisis MALDI-TOF de macroiniciadores monofuncionales y bifuncionales

Los polimeros funcionalizados con grupos halégenos en los extremos de la cadena se pueden
usar como macroiniciadores para la preparacion de arquitecturas macromoleculares
complejas. Sin embargo, estos grupos terminales halogenados deben caracterizarse mediante
una técnica adecuada, existe evidencia de que algunos polimeros obtenidos con grupos
haldgeno al término de la cadena no han sido observados adecuadamente mediante MALDI-
TOF, se menciona que bajo las condiciones de andlisis existe una reaccién de hidro-
dehalogenacion generando grupos insaturados en el extremo de la cadena, esto
aparentemente se origina por la pérdida del atomo de haldégeno (X = Br, CI) durante el anélisis
MALDI-TOF MS [103]. La formacion de compuestos insaturados también puede ocurrir
derivado de un incremento en la temperatura [104]. Por lo tanto, establecer una correcta
estructura de los ésteres con un atomo de bromo al final de la cadena puede ser considerado
un problema a resolver, ya que para llevar a cabo una reacciébn ATRP en condiciones
controladas, es necesario establecer una estructura precisa de los macroiniciadores. Como se
discutid antes, los ésteres de PEG o MPEG se prepararon mediante esterificacion, con esta
estrategia se evito la presencia de polimeros insaturados, ya que se utilizaron poli(glicoles)

con dispersidades estrechas como reactivos de inicio.

En algunos reportes de caracterizacion de PEG o0 MPEG por MALDI-TOF-MS no se reporta
el uso de agentes cationicos. A pesar de lo anterior, se han encontrado especies como [M+H]",
[M+Na]" y [M+K]" que pueden provenir de la matriz y de las especies alcalinas de los
residuos de estos metales presentes en el agua o disolvente utilizado [105] [106]. Por lo
anterior, el presente estudio se enfoco inicialmente en el analisis mediante MALDI-TOF MS
de los polimeros 2a 'y 2e sin la adicion de un agente cationico y DCTB como matriz. En este

analisis se encontro una pobre generacion de iones, estos fueron insuficientes para un analisis

DOCTORADO EN TECNOLOGIA DE POLIMEROS



VELAZQUEZ-ARELLANO A., 2022

RESULTADOS Y DISCUSION

preciso y confiable de la funcionalidad halogeno al final de la cadena. Para resolver este

hecho, se realizaron algunas caracterizaciones utilizando AgTFA y NaTFA como agentes
cationicos, los resultados mostraron diferencias notables en la formacion de iones, estos
espectros se muestran en la Figura 7.7 para macroiniciadores bifuncionales y en la Figura
7.8 para macroiniciadores monofuncionales.
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Figura 7.7. Distribucion de masa molar del éster de PEG DP= 41 (2a) obtenido por MALDI
en modo reflectron, utilizando DCTB como matriz y (a) AgTFA, (b) NaTFA como agentes
cationizantes y (c) sin agente cationizante.
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Figura 7.8. Distribucion de masa molar del éster MPEG DP=44 (2e) obtenido por MALDI
en modo reflectrdn, utilizando DCTB como matriz y (a) AgTFA, (b) NaTFA como agentes
cationizantes y (c) sin agente cationizante.

Considerando los resultados anteriores, se evalué la influencia de agentes cationizantes con
diferente fuerza &cida, como el trifluorometanosulfonato de plata (AgTFS) o el
trifluoroacetato de plata (AgTFA) y con diferente valor de dureza absoluta como el
trifluoroacetato de sodio (NaTFA). Se evalud este efecto en el proceso de ionizacion, asi
como en la aparicién de picos secundarios en los espectros MALDI-TOF. En estas
condiciones se observd una mayor intensidad en las sefiales de los espectros, lo que indica
una buena ionizacion en cada caso. En todas las muestras evaluadas las secuencias de iones
se separaron por un valor nominal cercano a 44.053 Da, lo que fue consistente con la masa

molar de la unidad repetitiva (OCH2CHy>) presente en los polimeros derivados del glicol. Se
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observaron diferentes especies moleculares dependiendo de la sal de cationizacion o

disolvente empleado. La discusion detallada de estos resultados se presenta en las siguientes

secciones.
7.1.2.3.1. Influencia de los agentes ionicos durante el anélisis MALDI-TOF MS

Para este estudio se emple6 DCTB como matriz, trifluoroacetato de plata como agente
catiénico y metanol como disolvente. Como se indicO anteriormente, el mecanismo de
interaccion entre la plata y el analito polimérico sigue siendo desconocido [107]. Sin
embargo, se ha reportado que la reaccion entre las sales de plata con compuestos halogenados
ocurre antes del impacto de la fuente laser en la matriz. Por ejemplo, Tintaru y cols. [108]
concluyeron que la eliminaciéon de HBr probablemente se habia producido durante la

preparacion de la muestra.

En el presente estudio se utilizé una relacion molar de DCTB/polimero/AgTFA de 310/1/18.
Con esta relacion se obtuvo una ionizacion eficiente para los seis ésteres de 2-bromo-2-
metilpropanoato de PEG y MPEG (2a-f). El andlisis se centré en los picos de mayor
intensidad, se comparé la relacion experimental m/z con la masa molar calculada de las
posibles estructuras. La distribucion de masa molar del éster 2a (DP=41) obtenido en el
analisis MALDI se muestra en la Figura 7.9, donde se identificaron claramente dos patrones,
el de mayor intensidad se asignd a la terminacién insaturada (estructura mostrada en la
Figura 7.10a y denominada Serie U), la segunda secuencia de iones se asigné a los productos
metoxilados formados durante la interaccion entre el analito y el metanol que se usé como
disolvente. Estos derivados metoxilados se observan como picos secundarios de menor

intensidad (estructura mostrada en la Figura 7.10b y nombrada Serie M).

El compuesto insaturado se formo debido a la eliminacion del bromo terminal del éster
original 2a. La explicacion de esta observacion surge del hecho de que la plata (Ag®) tiene
un valor de dureza bajo (7 = 6.9 eV), y este catidn tiene la capacidad de reaccionar con
compuestos halo-organicos de caracter mas blando y como resultado de esta interaccion se

promueve una sustitucion nucleofilica [106]. A través de esta reaccidn, la pérdida del bromo
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terminal podria ser promovida por un cation de plata dando un complejo, este intermedio

reacciona con el acido conjugado del agente cationico para formar asi un compuesto

insaturado, un bromuro de plata y el &cido correspondiente.
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Figura 7.9. Distribucién de masa molar de PEG bis(2-bromo-2-metilpropanoato) DP = 41
(2a) obtenido por MALDI en modo reflectrén con AQTFA como agente cationico.
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Figura 7.10. Compuestos identificados en el analisis MALDI de PEG bis (2-bromo-2-
metilpropanoato).
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Con un aumento de la masa molar de los ésteres derivados del PEG, se observo una inversion
en las intensidades de secuencia (muestras 2b y 2c en la Tabla 7.3). En estas muestras, los
ésteres metoxilados tenian mayores intensidades en comparacién con los compuestos
insaturados cuando se empleaba el mismo sistema de ionizacién. En el MPEG esterificado
se encontré un comportamiento similar, se identificaron grupos terminales insaturados como
los productos principales (muestras 2d-2e en la Tabla 7.3). No obstante, se identifico un
patrén de secuencia de iones con menor intensidad que surge de la sustitucion de un grupo

hidroxilo de los ésteres bromados (Serie W en la Figura 7.10c). En el caso de una muestra
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de masa molar mas alta (2f), la Serie W presenté mayor intensidad que la Serie U (muestra

2f, Tabla 7.3). El mecanismo propuesto se muestra en el esquema de la Figura 7.11.
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Figura 7.11. Mecanismo propuesto para polimeros funcionalizados al final de la cadena con
2-bromo-2-metilpropanoato durante el analisis MALDI-TOF utilizando Ag" y Na* como
agentes cationicos.

Tabla 7.3. Analisis MALDI-TOF MS de ésteres bromados 2a-f utilizando
DCTB/AgCF3COO y MeOH como disolvente.

Picos con mayor intensidad Picos con menor intensidad

Mp MIP Mp Mp Mp Mp
MI DPp* ([Mp+Ag]*) | encontrado Estructura Calculado | encontrado Estructura calculado

(Da) (IMp+Ag]")  asignada  ([Mp+Ag]") | (IMp+Ag]")  asignada  ([Mp+Ag]+)

(Da) (Da) (Da) (Da)
2a 43 2341.125 2156.019 [U+Ag]* 2156.332 2220.408 [M+Ag]* 2220.396
2b 74 3706.768 3585.934 [M+Ag]* 3586.039 3521.792 [U+Ag]* 3521.989
2c 131 6217.789 5988.232 [M+Ag]* 5989.192 5924.564 [ur 5925.167
2d 15 972.682 869.487 [U+Ag]* 868.787 887.530 [W+Ag]* 886.795
2e 44 2250.219 2146.178 [U+Ag]* 2146.337 2164.480 [W+Ag]* 2164.332
2f 117 5466.088 5380.624  [W+Ag]*  5380.201 5362.534 [U+Ag]* 5362.238

2 DP valor correspondiente a M.
b Masa molar teérica de macroiniciadores (MI) relacionada con el valor de DP,, correspondiente.
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Tintaru y cols. [108] también informaron de la presencia de especies insaturadas y

metoxiladas obtenidas de la pérdida del grupo terminal haluro en muestras de w-poliestireno
que fueron funcionalizadas con bromo y analizadas mediante MALDI TOF MS utilizando
agentes catidnicos de plata. Concluyeron que la reaccion de eliminacion tuvo lugar durante

la preparacion de la muestra, es decir, antes de la ionizacion.

Tomando como antecedente las conclusiones realizadas por Tintaru y cols. [108], en este
trabajo de investigacion se realizd un estudio por *H-RMN de la reaccion entre el éster de 2-
bromo-2-metilpropanoato de MPEG (2d) con trifluoroacetato de plata (AgTFA), para esto
se utilizé metanol deuterado como disolvente (CD30D) y temperatura ambiente (298 K). En
este analisis solo se considerd la reaccidn del éster con la sal de plata y se utilizé una relacion
molar de 1:5 MPEG 2-metil-2-bromopropionato (2d): AgTFA, sin el uso de DCTB.

Teniendo en cuenta que la funcion principal de la matriz en el anélisis MALDI es transferir
la energia de la irradiacion laser a la muestra durante el proceso de ionizacion, se puede
inferir que ésta no influye en la reaccion de eliminacion del bromo. En el espectro de RMN
de proton que se obtuvo se pudieron apreciar los cambios quimicos del éster 2d. El éster fue
estable durante al menos 60 segundos; durante este tiempo no hubo sefiales que indicaran la
presencia de un compuesto insaturado (2dU). Después de este tiempo, se pudo identificar
una proporcion muy baja (<6%) del producto insaturado (Serie U); su concentracion se
calcul6 mediante los valores de integracion para las sefiales de los protones del vinilo
observados en un desplazamiento quimico de 6.13 y 5.66 ppm, respectivamente y se comparo

con las sefiales de los protones de CH> del éster de carbonilo observado en 4.27 ppm.

Los productos metoxilados o hidroxilados (Serie M o W) observados al final de las cadenas
de polimero se caracterizaron indirectamente por cambios en el entorno magnético que rodea
a los metilos en el grupo 2-bromopropanoato. El grupo metilo cercano al atomo de bromo
tuvo un desplazamiento quimico en 1.95 ppm en el éster 2d, sin embargo, se desplazo6 hasta
2.06 ppm en el producto insaturado (Serie U) y hasta 1.20 ppm en el éster hidroxilado o

metoxilado (Serie M). Se siguid y cuantifico la evolucién de estos dos productos durante 700
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segundos a una temperatura de 298 K, manteniéndose constante la concentracion de estos

dos productos y con minima variacion durante este tiempo.

Para emular el proceso de ionizacion en la caracterizacion MALDI, se aumento la
temperatura de la sonda de RMN desde temperatura ambiente (298 K) hasta 313 K y se
monitorearon los cambios en la mezcla de 2d y AgTFA en metanol deuterado [109]. La
concentracion de la Serie M aumentd al 50% después de 300 segundos, mientras que la
concentracion del compuesto insaturado (Serie U) permanecio constante durante todo el
experimento. De acuerdo con estas observaciones se infiere que los cambios en la estructura
de los ésteres bromados pueden ser promovidos por una fuente de energia como el proceso
de ionizacién y no durante el proceso de preparacion de la muestra. ElI aumento en la
concentracion de productos de sustitucién (Serie M) a mayor temperatura en lugar de
productos de eliminacién (Serie U) sugiere la presencia de un intermediario promovido por
la reaccion entre el ion de plata y el &tomo de bromo. Los resultados se muestran en la Figura
7.12.
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Figura 7.12. Influencia del AQTFA en la estabilidad del éster 2d obtenido por espectroscopia
de 'H RMN en metanol deuterado.

Con la finalidad de obtener un panorama mas claro sobre los resultados anteriores, se propuso

el uso de trifluorometanosulfonato de plata (AgCF3SO3) como agente catidnico, en esta serie
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de experimentos el acido conjugado del contraion tiene una mayor fuerza acida, factor que

también podria influir en la formacién de compuestos de eliminacion. Para ello se
seleccionaron condiciones de MALDI con una relacion molar similar al estudio anterior,
DCTB/2a-f/AgCFsSOs de 310/1/18. Se encontrd una excelente ionizacion de los seis ésteres
de 2-bromo-2-metilpropanoato derivados de PEG o MPEG. En la Figura 7.13 se muestran
los espectros MALDI TOF para el éster 2a, se observaron principalmente dos patrones, es

decir, las Series U y M, que correspondian a los productos de eliminacion o sustitucion.

Las relaciones m/z obtenidas en cada espectro de masas MALDI-TOF se compararon con las
masas molares tedricas de las posibles estructuras, los resultados se muestran en la Tabla
7.4. Cuando se compararon los seis ésteres bromados con los ésteres caracterizados con
AgTFA como agente ionico, se observO un comportamiento similar bajo las nuevas
condiciones de ionizacion. También se observo la pérdida del atomo de bromo, y
subsecuentes reacciones de eliminacion o sustitucion (Series U, M o W, respectivamente).
En los macroiniciadores con masas molares menores o iguales a 2,000 Da, los productos de
eliminacion fueron preponderantes (Serie U), y con el incremento de la masa molar se

observo la formacién de productos de adicion (Serie M).

ot at 2156.859
2a (AgTFS = 2200.881

- 1.25 ] (AeTFs) — 125 1 [U,+Ag]* (U, +Ag]*
B E aaTA8
© ©
— — 1.00 -
= 1.00 ] —
3 3
.g 0.75 ] g 0.75 (M, +Ag]* -
- =
£ 050 1 £ 050 1 2176.933 2220.921

0.25 ] 0.25 ] [W,;+Agl*

MM ﬂ“ 2192.855
0.00 Uihidedon. 0.00 1

125 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230
m/z m/z
Figure 7.13. Espectros MALDI-TOF del éster bromado 2a utilizando AgTFS/2a/DCTB con

una relacion molar de 310/1/18 empleando metanol como disolvente y obtenido en modo
reflectron.
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Tabla 7.4. Anélisis MALDI-TOF MS de ésteres bromados 2a-f con DCTB/AgCF3SOs y
MeOH como disolvente.

Picos con mayor intensidad Picos con menor intensidad

o MeME Ty, Mp Mp My
Ml DPp* ([MptAgl") | encontrado Estructura Calculado | encontrado Estructura encontrado
(Ba) | ((Mp+Ag]") asignada  ([Mp+Ag]+ [ (IMp+Ag]+) asignada  ([Mp+Ag]")

(Da) (Da) (Da) (Da)
2a 43 2341125 | 2156.859  [U+Ag]+ 2156.332 | 2220921 [M+Ag]+ 2220.396
2b 74 3706768 | 3585.627 [M+Ag]+ 3586.039 | 3558.687 [W+Ag]+  3557.985
2c 131 6217789 | 6070653 [W+Ag]+ 6069.006 | 6096.611  [U+Ag]+  6097.060
2d 15  972.682 | 869.089  [U+Ag]+  868.787 887.093  [W+Ag]+  886.795
2¢ 44 2250219 | 2147411 [U+Ag]+ 2146337 | 2165427  [W+Agl+  2164.332
2f 117 5466.088 | 5380217 [W+Ag]+ 5380201 | 5362.621 [M+Ag]+ 5362.238

2DP valor correspondiente a M.
®Masa molar tedrica de macroiniciadores (MI) relacionada con el valor de DPj, correspondiente.

Como se puede apreciar en la tabla anterior, los iones con mayor intensidad mostraron la
misma tendencia que los primeros resultados, presencia de compuestos insaturados en ésteres
con masas molares menores o iguales a 2,000 Da. Sin embargo, para los ésteres con masas
molares superiores a 2,000 Da (muestras 2b, 2c y 2f), no se detectaron grupos terminales
insaturados. Con estos resultados se podria mencionar que el incremento de la acidez del
contraién en el agente cationico no influy6 en los espectros MALDI-TOF. Es importante
mencionar que los ésteres, la matriz (DCTB) y el agente cationico se disolvieron en metanol,
luego se depositd una pequefia alicuota de la mezcla en una placa donde la matriz y el
polimero co-cristalizaron a medida que se evaporaba el disolvente, por lo tanto, durante este
proceso es posible que las moléculas de metanol o agua puedan quedar atrapadas en los
cristales formados dependiendo de las condiciones ambientales. En esta etapa los polimeros
se dispusieron en el cristal de acuerdo con sus polaridades, asi, los polimeros funcionalizados
con masas molares inferiores tenian el grupo terminal 2-metil-2-bromopropionato disponible
para interactuar con el agente cationico, seguido de la eliminacion de protones para dar lugar
a un polimero insaturado. Por el contrario, en polimeros con masas molares superiores a

2,000 Da, el grupo terminal estaria alejado del agente catidnico, por lo que seria mas facil
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reaccionar con el resto de las moléculas de disolvente/agua, dando lugar a los productos de

sustitucion (Serie M o W) observados en los espectros de masas.

Considerando los resultados anteriores, cuando se emplearon condiciones de ionizacion
especificas, el &omo de bromo no estaba presente en los macroiniciadores ATRP, debido a
su labilidad. Este analisis inexacto puede generar incertidumbre en la calidad de los
macroiniciadores ATRP. En este estudio, el ion de plata reacciond con el compuesto
o—bromo carbonilo debido a su caracteristica suave similar. Los metales con un valor
absoluto de dureza més alto, como el sodio (y=21.1 eV), deben de tener una reactividad
diferente con el compuesto halo-carbonilo y serian més estables durante la excitacion del

laser en el proceso de ionizacion en el analisis MALDI.

Con la finalidad de demostrar la baja reactividad de los compuestos a-halo-carbonilo con
metales alcalinos, se selecciond como agente cationico trifluoroacetato de sodio (NaTFA).
Todas las muestras se analizaron bajo las condiciones ya establecidas, DCTB como matriz,
metanol como disolvente y una relacion molar de DCTB/ésteres bromados 2a-f/NaTFA de
310/1/18. Los espectros de masas MALDI-TOF de todos los ésteres revelaron la presencia
de un Unico patrén de iones. Por tanto, se puede deducir cierta estabilidad de los iones
moleculares durante el proceso de ionizacion. Este resultado confirmé el hecho de que el
cation sodio tenia una baja reactividad con los a—bromo ésteres y no se identificaron en los
espectros de masas, productos de eliminacion o adicion (Serie U, M o W, respectivamente).
Por el contrario, algunos picos secundarios con muy baja intensidad se identificaron como

iones moleculares sin la presencia de agente cationico (Na*).

Como ejemplo, en la Figura 7.14 se muestra la distribucion de masa molar para la muestra
2a, en la que se identificaron dos especies, es decir, moléculas de PEG con 2-metil-2-
bromopropionato con y sin contraion. Estas estructuras moleculares (Serie B en la Figura
7.16) se asignaron con base a la relacion m/z de iones observados en cada espectro de masas

y se compararon con las masas molares calculadas para los ésteres bromados (2a-f).
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Figura 7.14. Espectros MALDI-TOF del éster bromado 2a utilizando NaTFA/2a/DCTB con
una relacién molar de 310/1/18, metanol como disolvente y obtenido en modo reflectrén.

En todos los casos el patron isotdpico experimental concordd bien con el tedrico, como se
puede ver en la Tabla 7.5. Es importante mencionar que estas muestras (2a-2c) son ésteres
dibromados, por lo que el patrén isotopico resultante en todos los espectros de masas se debe
a los is6topos de bromo natural ("Bry 8!Br).

4 10° |
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Figura 7.15. Espectros MALDI-TOF del éster bromado 2e utilizando NaTFA/2e/DCTB con
una relacion molar de 310/1/18, metanol como disolvente y obtenido en modo reflectron.

Los espectros de masas MALDI-TOF de los ésteres de 2-metil-2-bromopropionato de MPEG
2d-f también muestran los picos isotopicos de bromo como los iones principales en la curva
de distribucion de masa molar. El espectro de masas para la muestra 2e se muestra en la
Figura 7.15, las moléculas de MPEG con funcionalizacion final de bromo se identificaron
como Serie BM (ver estructura en la Figura 16b). Estos resultados de MALDI-TOF

confirmaron que la estabilizacion de los macroiniciadores se logré en presencia del cation
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sodio. Esta alta estabilidad fue suficiente para detectar los iones moleculares de los ésteres

2d-f, donde el agente cationico esta ausente (Serie BM*).

a) Series B b) Series BM
Na* Na*
oo ’ ¥
O\/% [0\4
I N, TN,

Figura 7.16. Compuestos identificados en el andlisis MALDI de bis(2-bromo-2-
metilpropanoato) de PEG y MPEG con NaTFA/DCTB en metanol.

Ademas, los resultados mostrados en la Tabla 7.5 mostraron que la masa molar de los ésteres
de 2-metil-2-bromopropionato de PEG 2a-c o de los ésteres de 2-metil-2-bromopropionato
de MPEG 2d-f no tuvo influencia en el proceso de ionizacién y deteccion durante el analisis
MALDI-TOF. En todos los casos, la masa molar de los ésteres bromados o dibromados se

determiné con precisién y se establecio la alta calidad de los macroiniciadores ATRP.

Tabla 7.5. Analisis MALDI-TOF-MS de ésteres bromados 2a-f en DCTB/NaTFA y MeOH
como disolvente.

Picos con mayor intensidad Picos con menor intensidad

Mp PEG-

a Brb Mp Mp Mp Mp
M1 DPy (IMp+Na]+ encontrado Estructura calculado |encontrado Estructura calculado
(Da) (IMp+Na]+ asignada ([Mp+Na]+) | ((Mp+Na]+ asignada ([Mp+Na]+

(Da) (Da) (Da) (Da)

2a 43 2233257 | 2233486  [B+Na]+ 2233257 | 2210.325 [B]+ 2210.267
2b 74 3598900 | 3597.883  [B+Na]+  3598.900 | 3582.040 [W]+ 3582.276
2c 131 6109.921 | 610893  [B+Na]+  6109.921 | 6085570 [B]+ 6086.931
2d 15 864814 | 865128  [B+Na]+  864.814 843.555 [B]+ 843.555
2¢ 44 2142351 | 2141868 [B+Na]+ 2142351 | 2119.983 [B]+ 2119.361
2f 117 5358220 | 5295739  [W+Na]+ 5295323 | 5358.219  [B+Na]+  5358.220

2 DP valor correspondiente a My,
b Masa molar teérica de macroiniciadores (M) relacionada con el valor de DP, correspondiente.
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7.1.2.3.2. Influencia del solvente durante el analisis MALDI-TOF MS

Es importante considerar que en el analisis MALDI TOF MS la preparacion de la muestra
tiene una influencia importante en el proceso de ionizacion y definitivamente lo tiene en la
estructura quimica final obtenida. En este proceso la muestra interactuard con todos los
componentes, es decir, matriz, agente cationico y disolvente y dependiendo de su
compatibilidad con el agente catidnico, producird compuestos diferentes en lugar de las
moléculas originales. El solvente tiene un papel muy importante ya que promovera la
solvatacion del ion metélico y lo hara disponible para cualquier reaccion quimica. Ademas,
el disolvente también se utiliza como vehiculo para tener una mezcla homogénea al momento
de colocarla en el porta muestras, el solvente se evapora y la mezcla comienza a cristalizar,
y dependiendo de la polaridad y la volatilidad del solvente, la muestra y el agente catidnico
estan disponibles para interactuar con la fuente de energia. Por lo anterior, se evaluo el efecto
del THF como disolvente comdn en la caracterizacion de eésteres de 2-metil-2-
bromopropionato de PEG o MPEG durante el analisis de MALDI-TOF MS. Los seis ésteres

bromados 2a-f se analizaron utilizando los mismos reactivos y proporciones molares.

4
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Figura 7.17. Espectros MALDI-TOF del éster dibromado 2a utilizando NaTFA/2a/DCTB
con una relacion molar de 310/1/18 y THF como disolvente, obtenido en modo reflectron.

El uso de THF no influyo en el proceso de ionizacion de los macroiniciadores ATRP, de
hecho, se obtuvieron los mismos patrones de distribucién de masa molar en comparacion con
los resultados obtenidos con metanol. Las principales estructuras obtenidas con el cation

sodio fueron iones moleculares dibromados de los ésteres 2a-f y también se identificd un
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segundo patrén para los iones moleculares sin el metal sodio, estos resultados se muestran en

la Figura 7.17 y Figura 7.18 para los ésteres 2a y 2e, respectivamente. En este estudio
también se demostrd que el agente metalico catidnico era el principal responsable de la

formacion de ésteres insaturados, metoxilados o hidroxilados.
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Figura 7.18. Espectros MALDI-TOF del éster bromado 2e utilizando NaTFA/2e/DCTB con
una relacién molar de 310/1/18 y THF como disolvente, obtenido en modo reflectron.

7.2. SINTESIS DE COPOLIMEROS DIBLOQUE Y TRIBLOQUE MEDIANTE
ATRP-AGET EN MEDIO ACUOSO

En la siguiente etapa, los copolimeros en blogue anfifilos se sintetizaron mediante la técnica
ATRP-AGET en medio acuoso, utilizando los macroiniciadores de 2-bromo-2-
metilpropionilo sintetizados y caracterizados previamente [48]. En sistemas ATRP en medio
acuoso es necesario considerar la solubilidad de todos los componentes: sistema catalitico
(CuBro/PMDETA), agente reductor (&cido ascorbico), monomero (NIPAM) e iniciador
(macroiniciadores de 2-bromo-2-metilpropionilo derivados de MPEG, 0 PEGy). Todos los
componentes fueron solubles en agua a temperatura ambiente, sin embargo, es necesario
considerar el diagrama de fases de la N-isopropilacrilamida ya que es un mondmero
termosensible, es decir, su solubilidad en agua depende de la temperatura, siendo mas

evidente este efecto por encima de los 25°C [110].

Para obtener un buen control en ATRP, el ligando es un factor muy importante por

considerar, puesto que, de éste depende la capacidad de coordinacion con el cobre, asi como
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el potencial oxido-reduccion. Se consideré inicialmente el uso de PMDETA ya que es un

ligando tridentado y su potencial éxido-reduccion es lo suficientemente bajo para promover
reacciones de oxidacion de compuestos bromados, esto dependiendo de la temperatura de
reaccion. Asi, se consider6 el uso de macroiniciadores de 2-bromo-2-metilpropionilo
(MPEGa4 0 PEG74) como bloques hidrdfilos en reaccion con NIPAM, a una temperatura de
70y 50°C, respectivamente, durante 24 horas (esquema de la Figura 7.19). Después de dos
horas de haber iniciado la reaccion, en ambos sistemas se observo una apariencia turbia que
permanecio durante las 24 horas de reaccion, esto es atribuido a la separacion de fases en el
sistema de polimerizacién por efecto de las temperaturas utilizadas (70 y 50°C). Estas
polimerizaciones se caracterizaron por SEC y los resultados demostraron deficiente control
de las polimerizaciones, ya que se obtuvieron dispersidades muy amplias, por ejemplo, del
copolimero dibloque MPEGas-b-PNIPAMg; se obtuvo una dispersidad de 4.32 y del
copolimero tribloque PNIPAM125-b-PEG74-b-PNIPAM125 una dispersidad de 3.75.

(o]
{O\/% 0 J\(CuBrZ/PMDETA); AA 9
H,C o) + \)J\ ————— HyC o Br
3 Br N H,0, 70°C, 24 h. 0 ~"o
44 H 43 87
HN” ~O

o
0 0 Br
B%o \/\} o \)‘L /‘\(CuBrzlPMDETA);AA Brw \/foa,kz\/\ow%
+ . > o}
o N .
)H(Br N H,0,50°C, 24h.  HN~ YO o
fo) 74 /K /K

Figura 7.19. Esquema de sintesis de copolimeros (A) dibloque y (B) tribloque mediante
ATRP-AGET en medio acuoso utilizando PMDETA como ligando alifatico tridentado y
temperaturas de 70 y 50°C, respectivamente.

El analisis de estos resultados puede encontrar fundamento en el mecanismo de reaccion
ATRP, en donde para lograr un control sobre el proceso de polimerizacion, se requiere que
la concentracion de radicales permanezca baja, esto permite disminuir las reacciones
prematuras de terminacion. En ATRP la concentracion de radicales esta determinada por la

constante de equilibrio (Katrr=Kact/Kdeact) [25]. En este sentido, y de acuerdo a lo observado,
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el copolimero en crecimiento sale de fase a las temperaturas utilizadas, por lo que hay una

restriccion en la interaccion con el complejo desactivador que se encuentra disuelto en la fase
continua, esto evita la desactivacion del radical en crecimiento, dando como resultado una
baja velocidad de desactivacion y subsecuentemente una polimerizacion rapida y pérdida del

control (dispersidades mas amplias) de acuerdo a la siguiente ecuacion [29] [111].

p =

& =1+ Ky [RXo ( - 1) (Ecuacién 1)
M, kgoqce[CullLmX] ) \Conv

Conforme a este supuesto, para lograr una polimerizacion controlada es necesario mantener
los componentes de la polimerizacion en la fase continua. Para ello, se consider6 la
disminucion de la temperatura de reaccion (temperatura cercana a los 30°C), esto con el
objetivo de mantener al copolimero en crecimiento en la fase continua sin que se presente
una separacion de fases. Sin embargo, también es necesario tomar en cuenta que la Katrp
depende directamente de la temperatura y del complejo de cobre, ya que a menor temperatura

la reactivacion de la especie durmiente es menos favorecida [112].

Se ha reportado que las constantes de ATRP aumentan aproximadamente 3 Ordenes de
magnitud al cambiar un ligando tridentado como el PMDETA a ligandos tetradentados, un
ejemplo de ello, es la tris[2-dimetilamino) etil] amina (MesTREN) [27]. Sin embargo, los
resultados reportados en polimerizaciones ATRP en agua para complejos de Cu-MesTREN
han evidenciado bajo control de las polimerizaciones, esto es atribuido a una
desproporcionacién muy réapida de los complejos de Cu, aunado a que es muy sensible al

oxigeno [111].

Considerando lo anterior, en el presente estudio se propuso el uso de HMTETA como ligando
alifatico tetradentado, ya que la adicion de mas grupos amino donadores de electrones,
estabiliza el estado de oxidacion del Cu(l) [23]. Ademaés, los complejos formados con
HMTETA en agua, presentan buena solubilidad y baja probabilidad de desproporcionacion
[111]. Asi, se sintetizaron una serie de copolimeros en blogue bajo condiciones ATRP-AGET

a 30°C por 24 horas. Empleando NIPAM como mondmero y macroiniciadores de 2-bromo-
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2-metilpropionilo derivados de (MPEG), o (PEG)n con diferente longitud de cadena, agua

como disolvente, complejos de HMTETA-Cu (11) y acido ascorbico como agente reductor.
Todos estos componentes se utilizaron en cantidades estequiometricas, con esta proporcion
de catalizador se aseguran suficientes especies activadoras presentes en el equilibrio de la

ATRP, tal como se muestra en el esquema de la Figura 7.20.

HO

E OH
QL s
J\ CuBry/HMTETA; AA H3C o \/\ :
\)I\ 0 Acido ascérbico (AA) ,
H,0, 30°C, 24 h '

P1, n=15; P2, n=44 y P3, n=115 N\/\N/\/N\/\N
o
HMTETA

O\/‘fo/\ifo\/\o Br
\/+ \)J\ J\ CuBr/HMTETA; AA BT m 2 "
j‘\ i O

H0, 30°C, 24 h

P4, n=43; P5, n=74y P6, n=131

Figura 7.20. Esquema de sintesis de copolimeros (A) dibloque y (B) tribloque mediante
ATRP-AGET en medio acuoso, utilizando HMTETA como ligando alifatico tetradentado.

Los copolimeros sintetizados fueron caracterizados por espectroscopia de *H-RMN. En todos
los espectros obtenidos se observan las sefiales caracteristicas de los bloques de PEG o
MPEG y de NIPAM. Esta técnica se utiliz6 para determinar la composicion molar de los

copolimeros sintetizados y la conversion.

La composicion molar de los copolimeros tribloque (PNIPAMm—b—PEG—b—PNIPAMm) se
determind mediante la relacion de integracion entre la resonancia correspondiente al metino
del grupo isopropilo del bloque de NIPAM (-CONHCH(CHj3)2, 3=4.0 ppm) que se tomo
como referencia y la resonancia de los protones del 6xido de etileno del PEG
((-OCH2CH2-)n, 6=3.6 ppm), considerando el grado de polimerizacion promedio (DPn)
obtenida por MALDI-TOF (DPy=43, 74 y 131, respectivamente). Para determinar el peso
molecular de los bloques de PNIPAM se asumid que los dos bloques tienen la misma
composicion. Un espectro del copolimero tribloqgue PNIPAMs—PEGa3—PNIPAM4s se

muestran en la Figura 7.21.
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Figura 7.21. Espectro *H-RMN del copolimero tribloque PNIPAM4s—PEG43—PNIPAMa4 en
CDCls.

En los copolimeros dibloque (MPEGh-b-PNIPAM), la composicion se determind mediante
la relacion de integracidn entre las sefiales del blogue de NIPAM (~CONHCH(CHzs)2, 6=4.0
ppm) y del oxido de etileno del MPEG ((-OCH2CH2-)n, 6=3.6 ppm), donde n=15, 44y 117,
en estos materiales se establecié como referencia la sefial del grupo metilo del blogue de
MPEG (—CHgs, 6=3.3 ppm, 3H). Un espectro del copolimero dibloqgue MPEG44—PNIPAMg7

se muestra en la Figura 7.22.

Los resultados de conversion y peso molecular experimental de los copolimeros tribloque y
dibloque se muestran en la Tabla 7.6. En general, se observa buena concordancia entre el
peso molecular teorico (Mn tesrico) Y 10s pesos moleculares obtenidos por RMN (M experimental
RMN) Y SEC (Mp experimental sec). Las discrepancias observadas entre los valores de M tesrico Y
Mn sec son atribuidas a que en los analisis de SEC se utiliz6 una curva de calibracion realizada
con estandares de PS y el volumen hidrodindmico entre el PS y PNIPAM o PEG son muy
diferentes en el solvente utilizado (THF). Despues de 24 horas de reaccion, en las
polimerizaciones se alcanzaron conversiones entre 42-92% para los copolimeros dibloque y

entre 38-60% para los copolimeros tribloque. Entre los factores mas importantes que estan
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involucrados en el proceso ATRP se encuentran el tipo de mondmero e iniciador utilizados

[111]. En este sentido, las diferencias en el grado de conversion en los copolimeros
sintetizados se pueden atribuir al tamafio de la cadena del blogque hidréfilo. Cuando se utiliz6
un macroiniciador de MPEG o PEG con cadenas mas largas, la conversion fue menor.

b (0]

C
HSC/O\/%O%O\/\OWE” b e
a 42 97

fHN" "O
Y

e

f

?.IS ?.IIII 3.‘5 BTD S.IS S0 4.5 4.0 as a0 2.5 2. I
& & =
@ 5 i

Figura 7.22. Espectros de *H-RMN del dibloque MPEGas-b-PNIPAMs; en CDCls.
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Tabla 7.6. Conversion y pesos moleculares de los copolimeros obtenidos por ATRP-AGET
en medio acuoso, utilizado diferentes longitudes de cadena de bloque hidrofilo y
CuBro/HMTETA como como complejo catalitico.

Mn del M Mn M
Lo s2h n . p
macroiniciador | Conversion experimental b .
ID a tedrico experimental PwmpPeGIPEG COT’I’][JOSICIOHe
ATRPwmaLDI (%) (Da)° RMN (Da) SEC
(Da)! SEC
P1 841.8 69.7 8735.6 14006.9 8581.0 1.30 0.07 MPEGi15—PNIPAM116
P2 21194 92.0 12535.2 13067.5 81210 1.33 0.20 MPEG4:—PNIPAMg?
P3 5291.2 42.5 10097.6 14271.8 59280 1.31 0.43 MPEG117—PNIPAM79
P4 2152.2 60.5 8999.8 11956.1 89420 1.24 0.20 PNIPAM44—PEG43—PNIPAM44
P5 3606.0 55.7 9907.9 13565.3 6064.0 1.35 0.29 PNIPAM44—PEG74—PNIPAM44
P6 6175.1 38.2 10495.2 13289.8 73720 1.28 0.50 PNIPAM32—PEG13:—PNIPAM32

Complejo catalitico= CuBr2/HMTETA; ([M]o/[RX]o) =100; Temperatura= 30°C; Tiempo= 24 horas. “*H-RMN
©Mn tedrico = [[M]o/[RX]o*UR]*conversién]+Mn RX
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Para determinar la composicion de los copolimeros en términos de fraccion volumen (¢mpec
0 ¢rec) se utilizo la Ecuacion 2. EI My del bloque 1 (PEG o MPEG) se determind por
MALDI-TOF-MS (Tabla 7.6), mientras que el My del bloque 2 (PNIPAM) se obtuvo
restando el Mn del bloque 1 al Mn experimental RMn (Da) de cada copolimero. Se obtuvieron

copolimeros en blogque con fracciones volumen de MPEG o PEG entre 0.07 y 0.50.

Mn Bloque 1, MALDI

p g
Bloque 1 (cm3)

$mpEG/PEG = M M ... (Ecuacion 2)
n Bloque 1, MALDI n Bloque 2, RMN

+
p 9 _ p 9 _
Bloque 1 (cm3) Bloque 2 (cm3)

En la Figura 7.23 se presenta la distribucion de los pesos moleculares de las polimerizaciones
P1, P2y P4. A pesar de los diferentes valores de conversion obtenidos, se puede observar
que en todos los casos las curvas son monomodales. En todas las polimerizaciones se

obtuvieron dispersidades entre 1.2 y 1.3.
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o P2
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Figura 7.23. Distribucion de pesos moleculares de las polimerizaciones P1, P2 y P4
realizadas por ATRP-AGET en medio acuoso utilizando CuBr,/HMTETA como complejo
catalitico y conversiones de mondémero entre 60.0 y 92.0 % de los copolimeros puros.

Adicionalmente, se analizaron los copolimeros dibloque y triblogque mediante espectroscopia
de infrarrojo. En todos los espectros mostrados en la Figura 7.24, se observa cerca de 3300
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cm? el estiramiento del hidrogeno presente en el grupo amida (N-H) del PNIPAM v la

flexion de hidrégeno cercano a 1530 cm™. También se observa cerca de 1380 cm™ la flexion

de hidrégeno del grupo metilo del isopropilo.
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Figura 7.24. Espectros de IR de los copolimeros dibloque (P1-P3) y tribloque (P4-P6).
7.2.1. Efecto del tipo de complejo de Cu utilizado

Los complejos cataliticos formados a partir de sales de Cu con ligandos basados en nitrégeno
y haluros se forman dinamicamente, en el sistema de polimerizacion la concentracion del
complejo catalitico (sal de cobre) depende principalmente de las constantes de estabilidad en
el medio de reaccion. Se ha reportado que los catalizadores de bromuro de cobre presentan

una constante de estabilidad mayor cuando se utiliza agua como medio de reaccion y esto
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permite un mayor control en las polimerizaciones ATRP donde se utiliza agua como

disolvente, esto comparado con los complejos de cloruro de cobre. Lo anterior se atribuye a
valores de Kgeact M&s altas en el caso de los complejos derivados de los bromuros. Sin
embargo, si el iniciador de haluro de alquilo o el estado latente del polimero es propenso a
participar en reacciones de sustitucion nucleofilica, es necesario el uso de iniciadores y

catalizadores derivados de cloruros [111].

Considerando lo anterior, en este trabajo de investigacion también se evalud el uso de
complejos cataliticos basados en cloruro (CuCl/HMTETA), utilizando los mismos
componentes de la serie de experimentos mencionados anteriormente. Los resultados de
composicion, conversion, peso molecular tedrico y experimental (RMN y SEC) se presentan
en la Tabla 7.7. Los resultados indican un menor control, comparados con las
polimerizaciones realizadas con el complejo de CuBro/HMTETA. En esta serie de
experimentos, en todos los casos se obtuvieron dispersidades entre 1.4 y 1.5, mientras que
para los experimentos realizados con los complejos de bromuro se obtienen dispersidades
entre 1.2y 1.3.

Los valores de peso molecular teérico y experimental obtenido por SEC (Mp, sec) tuvieron
mayor concordancia en comparacion con los obtenidos por RMN. Los pesos moleculares
obtenidos por RMN siempre fueron mayores que los tedricos. Esto se atribuye a que los
valores de peso molecular en RMN fueron calculados considerando la composicion final del
copolimero puro. En el proceso de purificacion de los productos se utilizé una membrana de
dialisis con tamafio de poro de 1,000 Da, esto indica que cadenas de copolimero o iniciador

menores a este peso molecular fueron eliminadas en el proceso de dialisis.

Los valores de conversion fueron mayores cuando se utilizaron macroiniciadores con dos
funcionalidades bromuro (Br—-PEGy—Br). No obstante, cuando se comparo el efecto de la
longitud de la cadena en macroiniciadores de la misma naturaleza se obtuvieron resultados
similares a los obtenidos con el complejo de bromuro, es decir, se obtuvo una menor

conversion cuando se utilizaron macroiniciadores de mayor longitud de cadena.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, se recomienda el uso de complejos cataliticos
basados en bromuro (CuBro/HMTETA) para ATRP-AGET en medio acuoso ya que se

obtiene mayor control en la polimerizacion.

Tabla 7.7. Composicion, conversion y pesos moleculares de los copolimeros obtenidos por
ATRP-AGET en medio acuoso, utilizado diferentes longitudes de cadena de bloque hidrofilo
y CuCla/HMTETA como como complejo catalitico.

M del Mn
L .. p Mn Mp

macroiniciador | Conversion experimental b L
ID a tedrico experimental PmpPEGIPEG COI’npOSICIOﬂe

ATRPwmaALDI (%) (Da) RMN (Da) SEC

c (Da)? SEC

P7 841.8 54.5 7015.1 15853.3 10892.0 1.47 0.07 MPEG15—PNIPAM133
P8 2119.4 63.5 9302.0 16318.0 10041.0 1.46 0.20 MPEG4—PNIPAM125
P9 5291.2 38.2 9616.5 14997.9 10715.0 1.54 0.43 MPEG117-PNIPAMss
P10 2152.2 86.1 11892.7 13130.9 10179.0 1.44 0.20 PNIPAM4s—PEG43—PNIPAM4g
P11 3606.0 89.3 13708.0 131934 10601.0 1.50 0.30 PNIPAM4>—PEG7,—PNIPAM42
P12 6175.1 61.9 13177.3 14659.1 74750 1.40 0.50 PNIPAM3s—PEG13;—PNIPAM3s

Complejo catalitico= CuCI/HMTETA,; ([M]o/[RX]o) =100; Temperatura= 30°C; Tiempo= 24 horas. **H-RMN
¢ Mn teérico = [[M]o/[RX]Jo*UR]*conversién]+Mn RX

7.2.2. Respuesta a la temperatura de los copolimeros dibloque y tribloque

Una vez obtenidos los copolimeros dibloque y tribloque se evalué el efecto de la fraccion
volumen de MPEG y PEG sobre los parametros fisicoquimicos en el bloque termosensible,
sobre todo en las transiciones de fase [113]. Para ello, se evalu6 por *H RMN en solucion de
oxido de deuterio (D20) el comportamiento de los materiales al aumentar progresivamente
la temperatura, puesto que, derivado de la insolubilidad del bloque de PNIPAM por efecto
del cambio de temperatura, se debe observar una desaparicion de las sefiales correspondientes
a este bloque [114].

En la Figura 7.25 se presentan los espectros de *H RMN del copolimero dibloque MPEGs-
PNIPAMa116 en D20 (P1) a una concentracion de 20 mg/mL y en un intervalo de temperatura
de 30 a 50° C. La resonancia de los protones de la unidad repetitiva del bloque hidrofilo
(MPEG) permanece sin cambios (6=3.65 ppm) en todas las temperaturas evaluadas, mientras

que, las resonancias asociadas al bloque de NIPAM, (—CH>—CH-), 6=1.5-2.2 ppm asignadas

DOCTORADO EN TECNOLOGIA DE POLIMEROS



VELAZQUEZ-ARELLANO A., 2022

RESULTADOS Y DISCUSION

a los metilenos y metinos en la cadena principal y de los grupos metilo del isopropilo

((=CHa)z2, 6=3.3 ppm) disminuyeron su intensidad después de la LCST del copolimero. Este
comportamiento indica que las cadenas de PNIPAM disminuyen su solubilidad a
temperaturas por encima de su LCST, a este fendmeno se le denomina separacion de fases o

colapso termoinducido [114].

4 T<30°C ay b solubles 1 T>32°C, ay b insolubles

b N 46°C

. 50°C

4 3 2 1 0 ppm

Figura 7.25. Espectros de *H RMN del copolimero dibloque MPEG15-PNIPAM116 (P1) en
D20 (20 mg/mL) en un intervalo de temperatura de 30-50°C.

En los copolimeros dibloque y triblogue con fraccion volumen de MPEG (¢=mpec): 0.07,
0.20y 0.43 0 de PEG (¢=rec): 0.20, 0.30 y 0.50, la fraccién del bloque de PNIPAM que sale
de fase (frnipam) Se determiné cuantitativamente a partir de los valores de integracion en los
espectros de RMN obtenidos a diferentes temperaturas (30-50°C, con incrementos cada 2°C

la temperatura de la dispersion), utilizando la siguiente ecuacion:
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fPNIPAM= T T et tteeeeaee (EcuaCién 3)

Donde It es la relacion de integracion a cada una de las temperaturas experimentales y el
valor de Itoes la relacion de integracién inicial (temperatura antes de la separacion de los
bloques de PNIPAM) [114]. Para determinar la solubilidad del blogue del poli(NIPAM) en
el disolvente acuoso, se considerd que el 6xido de deuterio (D.O) de igual manera favorece
la solubilidad de bloque de PNIPAM formando puentes de deuterio entre el atomo de
nitrogeno y el atomo de deuterio, evidentemente habréd un efecto isotopico del atomo de
deuterio y la brecha energética para romper el puente de deuterio sera mayor en comparacion

con los puentes de hidrégeno en el H20.

A pesar de los antes mencionado, se consideréd que la evaluacién mediante RMN de la
separacion de fases por efecto de la temperatura, es completamente comparable entre los dos
disolventes (H20 y D20). Un dato adicional es que dentro del bloque de PNIPAM se tienen
principalmente un conjunto de tres resonancias, una de ellas es la resonancia del hidrégeno
—CH- del grupo isopropilo (marcado como “d” en la Figura 7.22) con desplazamiento
quimico en 3.95 ppm, las resonancias de la cadena polimérica —CH>—CH- que tienen un
desplazamiento quimico en 6=1.5-2.2 ppm, (identificadas como “c” en la Figura 7.22) y los
grupos metilos del isopropilo ((—-CHz)2 que presentan resonancias con desplazamiento
quimico de 0.9-1.3 ppm, (identificados como “e” en la Figura 7.22). Considerando lo
anterior, se calcularon las fracciones del bloque de PNIPAM que salen de solucion en cada
uno de los copolimeros preparados. En la Figura 7.26 se presentan los resultados de la
fraccion de PNIPAM que colapsa y sale de fase en los copolimeros preparados con diferente
fraccion volumen de MPEG (¢mpec=0.07, 0.20 y 0.43), considerando la sefial del grupo
—CH- del isopropilo (Figura 7.26 A) y la cadena polimérica, -CH>—CH- (Figura 7.26 B).
Adicionalmente, se establecid que la sefial de resonancia mas representativa en la separacion
de los bloques de PNIPAM, es la sefial con desplazamiento en 3.95 ppm, ya que es la sefial

directamente involucrada en el proceso de ruptura del puente de hidrégeno, al mismo tiempo,
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es mas sensible debido a que esta resonancia representa a un solo atomo de hidrogeno en la
unidad repetitiva del bloque de PNIPAM.

4 $MPEG=0.00 - GMPEG=0.00
1.0 1.0 -
-@— dMPEG=0.07 - ~@- $MPEG=0.07 A 4 4
0.9 | = | 0.9 A4
B $MPEG=0.20 AL o B $MPEG=0.20
08 { 4 - - 0.8
dMPEG=043 4§ A GMPEG=0.43
0.7 - 0.7
s 06 | (A) s 06 1 (B)
g g
& 05 1 & 051
0.4 m 0.4 m
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Figura 7.26. Fraccion de PNIPAM colapsada en los copolimeros dibloque con el aumento
de temperatura de 30-50°C, determinada a partir del seguimiento de la relacion de integracion
del grupo (A) —CH>—CH-, (6=1.5-2.2 ppm, 3H) de la cadena principal y de los grupos del
isopropilo (B) ((—CHa)2, 8=3.3 ppm, 6H).

De acuerdo con Hoogenboom y cols., [47] la temperatura critica de solubilidad més baja
(LCST) es definida como la temperatura a la cual se presenta una minima separacion de fases,
considerando lo anterior, se estableci6 que al 10% ocurre una separacién de fases minima 'y
la temperatura a la que ocurre esta separacion se establecié como el valor de LCST. Asi
mismo, otro parametro importante a considerar en los materiales termosensibles es la
temperatura de turbidez (Tcp, cloud point temperatura, por sus siglas en inglés) y es definida
como la transicion de fase de una solucién polimérica a una concentracion definida de una
solucién estable hacia un estado agregado-colapsado acompafiado de una turbidez en la
solucion. Tomando en cuenta lo anterior, se considerd que estas aglomeraciones se presentan
cuando se ha separado mas del 50% de la fraccion de PNIPAM presente y se establecié que
a esta condicion se presenta la Tcp. En la Tabla 7.8 se presentan los valores de LCST y Tcp
encontrados para la transicion térmica de los copolimeros dibloque, P7-P9 (MPEGy-b-

PNIPAM) determinados mediante resonancia magnética nuclear y también los valores del
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homopolimero de PNIPAM (P0) que fue sintetizado mediante ATRP-AGET en medio

acuoso a una temperatura de 32°C y empleando el 2-bromo-2-metil propanoato de

hidroxietilo como iniciador y cloruro de cobre (11).

Tabla 7.8. LCST y temperatura de turbidez (TCP) para la transicion térmica de copolimeros
MPEG-b-PNIPAM y el homopolimero de PNIPAM

ID Composicion Pwvrec ::‘jg;é)l Ofé’ ISIP aSs%(;/,o°dCe
PO PNIPAM 0.00 31.0 34.0
pP7 MPEG15—PNIPAM;33 0.07 36.0 38.5
P8 MPEG4—PNIPAM 125 0.20 34.0 36.5
P9 MPEG11,—PNIPAMgs 0.43 325 34.8

Como se puede observar en la tabla anterior, el PNIPAM tiene una LCST de 31°C que es
muy similar a la LCST del monomero [9]. También se observa que el copolimero dibloque
que contiene una menor fraccion de MPEG (¢mpec=0.07), tiende a estabilizar el bloque de
PNIPAM evitando su colapso hasta que la LCST alcanza una temperatura de 36°C esto se
puede explicar debido a que la hidrofilia del bloque poli(6xido de etileno) tendera a mantener
en solucién al bloque de PNIPAM, esta misma tendencia se observa con la temperatura de
turbidez (Tcp) y la aglomeracion se presenta hasta los 38.5°C. Esta tendencia se esperaria que
fuera consistente con el incremento de la fraccion volumen del poli(6xido de etileno), sin
embargo, lo que se observa con el incremento en la fraccion volumen de MPEG (¢mpec=0.20
y 0.43) es la disminucién de la LCST hasta casi alcanzar el valor de la LCST del
homopolimero de PNIPAM (P0). Esta tendencia también se presenta con los valores de Tcp
calculados, es decir, el valor de Tcp disminuye al aumentar la concentracion del bloque de
PNIPAM y el mayor valor de Tcp se obtuvo en el copolimero con la menor concentracion de
poli(6xido de etileno), (¢mpec=0.07). Los resultados anteriores podrian ser controversiales,
ya que se esperaria que al incrementar la fraccion volumen del poli(6xido de etileno) este
bloque hidréfilo deberia estabilizar el bloque hidrofobo de PNIPAM impidiendo que éste

salga de fase a las temperaturas evaluadas y esto aparentemente no esta sucediendo.
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En los copolimeros tribloque (PNIPAMm-b-PEGh-b-PNIPAMm) también se realizaron una

serie de experimentos similares a los presentados en la seccion anterior para los copolimeros
dibloque. De igual manera se increment6 la temperatura de las soluciones en didxido de
deuterio (D20) y mediante *H RMN se determinaron las concentraciones del bloque de
PNIPAM remanente en solucion y se calculd la fraccion de NIPAM que colapsa (fnipam). El
comportamiento de fnipam con respecto al incremento de la temperatura se presenta en la
Figura 7.27. También se considero que, la resonancia del hidrégeno del grupo —CH- en el
grupo isopropilo en la unidad repetitiva del NIPAM que tiene un desplazamiento quimico de
3.95 ppm, es la sefial distintiva que describe el proceso del cambio de fase del bloque
termosensible. Ademas, también considerando que se trata de un solo hidrégeno, es mas

sensible a los cambios de concentracion.
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Figura 7.27. Fracciéon de PNIPAM colapsada en los copolimeros tribloque con el aumento
de temperatura de 30-50°C, determinada a partir del seguimiento de la relacion de integracién
del grupo (A) —CH>—CH-, (6=1.5-2.2 ppm, 3H) de la cadena principal y de los grupos
colgantes del isopropilo (B) ((—CHz)2, 6=3.3 ppm, 6H).

Tal como se realizo en el caso de los copolimeros dibloque, se establecié el valor de LCST
como la temperatura en donde se alcanza al menos el 10% del colapso del bloque
termosensible y Tcp como la temperatura en donde este mismo bloque presenta al menos el

50% del colapso, los datos encontrados se muestran en la Tabla 7.9.
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Tabla 7.9. Valores de LCST y temperatura de turbidez (Tcp) para la transicion térmica de
copolimeros PNIPAMm-b-PEGnh-b-PNIPAMm.

LSCT (10% Tcp (50% de

ID Composicion Prec colapso), °C colapso), °C
PO PNIPAM 0.00 31.0 34.0
P10 PNIPAMss—PEGas—PNIPAMus 0.20 385 44.0
P11 PNIPAM4;—PEG7—PNIPAM. 0.30 37.0 41.0
P12 PNIPAMgs—PEG13:—PNIPAMss 0.50 36.0 48.0

En este tipo de copolimeros, la presencia del bloque de poli(6xido de etileno) proporciond una
mayor estabilidad a los bloques de NIPAM, y se present6 la misma tendencia que en el caso
de los copolimeros diblogue, es decir, un mayor valor de LCST para los materiales con una
concentracion menor de oOxido de etileno, esto al compararlos con el homopolimero de
PNIPAM (31°C). En el caso del copolimero que contiene la menor concentracion de PEG
(¢prec=0.20) se obtuvo un valor cercano a 38.5°C, seguido de los terpolimeros que contienen
fracciones de PEG entre 0.3-0.5 (37 y 36°C, respectivamente). Con respecto a la Tcp se observa
que en todos los materiales la introduccion del blogue de poli(6xido de etileno) conduce a
valores de temperatura de turbidez mayores que los obtenidos en los copolimeros dibloque, un
dato interesante a discutir es la diferencia entre los valores de LCST y Tcp, ya que en el
homopolimero de PNIPAM esta diferencia es de 3°C, mientras que, para los copolimeros con
fracciones volumen de PEG entre 0.2 y 0.3, esta diferencia alcanza hasta 6°C y la mayor

diferencia (12°C) se observa en los terpolimeros con la mayor fraccion de PEG (¢pec=0.50).

Los resultados anteriores sugieren que en el caso de macroiniciadores bifuncionales (PEG),
una mayor fraccion volumen de este bloque permite envolver el nucleo hidr6fobo de PNIPAM,
disminuyendo su tendencia hacia el colapso y esto se presenta como un aumento en los valores
de Tcp. Respecto a estos resultados, Filippov y cols., [21] reportaron que la separacion de fases
en copolimeros tribloque similares a los preparados en este estudio, depende en gran medida
de la composicion de cada bloque. Tal como se observo en los copolimeros en estudio, donde
la mayor fraccion de NIPAM (fnipam) que se separa o sale de fase se presentd en los
terpolimeros con menor fraccion volumen de PEG (¢rec=0.20 y 0.30) esto en comparacion

con los terpolimeros preparados con la mayor fraccion de PEG (¢pprec=0.50).
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En cuanto a la temperatura de separacion de fases, Teodorescu y cols., [17] mencionan que las

temperaturas de asociacion y/o agregacion disminuyen en copolimeros tribloque con
fracciones volumen de PEG més altas. Para demostrar lo anterior, estos autores también
determinaron cuantitativamente el valor de LCST, y en todos los casos este valor fue de 40°C,
tanto en los grupos de la cadena principal como en los grupos colgantes del isopropilo. Los
resultados se atribuyen a que a esta temperatura los segmentos de PNIPAM hidrofébos se
concentran en el ndcleo de la micela similar a una flor y en consecuencia, se reduce su

movilidad molecular.

En general, cuando se comparé la cantidad de PNIPAM que sale de la fase continua en los
copolimeros dibloque y triblogue, es muy notorio que en los copolimeros dibloque entre el 84-
97% de los bloques de PNIPAM pierden su solubilidad en el medio. Mientras que en los
copolimeros tribloque, se determind una separacion de los bloques de PNIPAM del 50-80%,
esto indica que el tener dos bloques hidréfobos en la cadena principal, disminuye el fendmeno
de separacion de fases. En los dos tipos de copolimeros estudiados (dibloque y tribloque), el
comportamiento de los grupos de la cadena principal y de los grupos colgantes del isopropilo
es muy similar y es evidente que ambos grupos contribuyen en la transicion de fase de los
materiales sintetizados. No obstante, en los grupos metilos colgantes la fraccion de PNIPAM
que se sale de fase siempre fue mayor comparada con los grupos de la cadena principal.
Resultados similares fueron reportados por Filippov y cols., [21] para copolimeros tribloque
con fraccion volumen de PEG de 0.52 y 0.44, respectivamente.

7.2.3. Tamafio de particula

Para evaluar el tamafio de particula y confirmar la formacién de agregados micelares a
temperaturas superiores a la LCST del bloque de PNIPAM, se realizaron mediciones de
dispersion de luz dinamica (DLS) en solucidn acuosa de todos los copolimeros a temperaturas
entre 20-50°C, en intervalos de 5°C y una concentracion de 0.1% p/v. Se consider6 esta
concentracion porque se ha reportado que este valor se encuentra por encima de la
concentracion micelar critica (CMC) para este tipo de materiales [113]. Debido a la

sensibilidad de la técnica, cada medicion se programo para obtener 6 repeticiones en cada
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temperatura evaluada. En la Tabla 7.10 se muestran los datos obtenidos para cada

copolimero.

Tabla 7.10. Didmetro promedio de particula (Dp) obtenidos por DLS a temperaturas de 20 a
50°C para los copolimeros dibloque y triblogue con diferente fraccion volumen de MPEG y
PEG en dispersién acuosa.

Temperatura MPEG PEG
(°C) dmrec=0.07 Pdmrec=0.20 Pmrec=0.43| Pprec=0.20 Prec=0.30 Prec=0.50
20 106.1 92.9 55.5 89.2 109.2 103.9
25 121.8 112.7 66.3 114.9 114.6 113.1
30 128.6 118.3 137.5 107.5 139.8 105.8
32 134.5 277.2 141.7 135.5 122.5 113.0
35 167.3 128.3 138.0 128.3 136.3 122.2
40 333.8 157.8 144.3 164.0 141.8 130.5
45 480.8 225.3 152.2 237.0 254.5 148.9
50 520.2 237.0 153.1 276.9 307.7 169.3

En la Figura 7.28 se muestran los didmetros de particula (Dp) obtenidos para los copolimeros
con diferente fraccion volumen de MPEG (¢pmpes=0.07,0.20y 0.43) y PEG (¢prec=0.20, 0.30
y 0.50). En general para los dos tipos de bloques hidréfilos evaluados, cuando se tenia una
menor fraccion volumen de MPEG o PEG se formaron agregados de mayor tamafio después
de los 35 y 40°C, respectivamente. Sin embargo, el copolimero dibloque gue contiene la
menor cantidad de MPEG (¢Mpec=0.07) fue el que presentd un incremento mas notable en
los didmetros promedio de particula determinados después de los 35°C, alcanzando un
Dp>500 nm a los 50°C y distribuciones de tamafio de particula mas amplias. En el copolimero
que contiene la mayor fraccion de MPEG (¢mpec=0.43), los diametros obtenidos a diferentes
temperaturas siempre fueron menores a 200 nm. En el caso de los copolimeros tribloque se
obtuvo un comportamiento similar para el copolimero con la mayor fraccion de PEG y en los
copolimeros con fraccion de PEG de 0.20 y 0.30, respectivamente se observo un pequefio

incremento en los tamafios de didmetro promedio después de 35°C.

DOCTORADO EN TECNOLOGIA DE POLIMEROS



VELAZQUEZ-ARELLANO A., 2022

RESULTADOS Y DISCUSION

m20°C 25°C  m30°C m32°C m35°C m40°C m45°C @50°C

600

500 -

400 A

300 -

200 +

100 ~

Diametro promedio de particula (D,, nm)

¢MPEG=0.07|$MPEG=0.20 | $MPEG=0.43 | $PEG=0.20
MPEG

$PEG=0.30
PEG

$PEG=0.50

Copolimeros dibloque y tribloque

Figura 7.28. Didmetro de particula de los copolimeros dibloque (¢mpec=0.07, 0.20y 0.43) y
tribloque (¢prec=0.20, 0.30 y 0.50), con el aumento de la temperatura desde 20 a 50°C.

Este fendmeno ya ha sido reportado para copolimeros tribloque en estudios de didmetro de
particula mediante DLS, se menciona que al calentar las dispersiones acuosas por encima de
la LCST del blogue termosensible se observa aumento continuo en el didmetro promedio de
las micelas presentes en el medio y este fendmeno es atribuido a la formacién de agregados
micelares [21][115].

7.2.4. Estabilidad de las dispersiones

Para evaluar el efecto del tamafio de la cadena hidrofila en la estabilidad de los copolimeros
en bloque de poli(oxialquilen)-b-poli(NIPAM) en agua, se determind mediante DLS el
diametro de particula de los materiales después de almacenarlos a temperatura ambiente por
15 semanas, siempre procurando que se mantuvieran por debajo de la LCST del bloque
termosensible. De manera preliminar se puede decir que no se observo separacion de fases,
incremento en la viscosidad o formacion de aglomerados, esto se infiere ya que no se observo

turbidez en las muestras almacenadas.
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Para obtener cuantitativamente la estabilidad de las dispersiones, se determinaron los

diametros de particula de las dispersiones acuosas de cada uno los copolimeros en bloque en
estudio, considerando una concentracion de 0.1% p/v y temperaturas entre 20-50°C, los datos
obtenidos se definieron como diametros promedio iniciales (Dp,) Y se reportan en la Tabla
7.10. Después de 15 semanas de almacenamiento, se volvieron a determinar los diametros de
particula de las dispersiones acuosas a las mismas temperaturas, estos valores se definieron
como Dp,. Una solucion se puede considerar estable si el cociente Dp./Dp,=1, por el
contrario, una aglomeracién de particulas indicaria una baja estabilidad de las soluciones y

esta pudiera establecerse cuando Dp,/Dpy>1.

De acuerdo con los resultados obtenidos (Figura 7.29), se puede apreciar que, en las
soluciones de los copolimeros dibloque con mayor fraccion volumen de MPEG ($=0.20 y
0.43), la estabilidad de las dispersiones es menor a temperaturas inferiores a la LCST
(T<32°C), establecida como Dp./Dp,>1. Mientras que, por encima de esta temperatura, las
dispersiones acuosas de estos copolimeros presentaron mayor estabilidad, es decir,
Dp./Dpo=1. Estos resultados se puede atribuir a que los bloques hidroéfilos presentes en los
copolimeros en bloque de poli(oxialquilen-b-poli(NIPAM) y a esas fracciones volumen
(¢=0.20 y 0.43) han logrado establecer un equilibrio termodindmico entre los grupos
etilenoxi, las moléculas del agua y los puentes hidrogeno presentes los bloques de
poli(NIPAM). Después, por efecto de la temperatura (T>35°C) ocurre el colapso del bloque
del PNIPAM, atribuido a una alteracion transitoria del puente de hidrogeno formado entre el
aguay el hidrégeno de la amida secundaria y también influenciado por la presencia del grupo
isopropilo en el NIPAM. Este colapso resulta en una disminucién en los tamafios de particula
en las muestras almacenadas por mas de 15 semanas, siguiendo un orden directamente
proporcional con respecto a la fraccion volumen de MPEG en los copolimeros dibloque,
poli(MPEG)-b-poli(NIPAM ($=0.43>0.20>¢=0.07). Lo anterior, nos orienta a afirmar que
la presencia de la cadena del 6xido de etileno incrementa la estabilidad de la particula durante

el colapso favorecido con el tiempo. Estos resultados se muestran en la Figura 7.25A.
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Los copolimeros tribloque poli(NIPAM)-b-poli(PEG)-b-poli(NIPAM) se pueden considerar

estables, debido a que el comportamiento del didmetro de particula antes, durante y después
de la LCST del blogue termosensible permanece sin cambio aparente es decir, Dp./Dpg =1,
esto entre las muestras iniciales y las almacenadas por 15 semanas. Sin embargo, para las
dispersiones de los copolimeros triblogue con fraccién volumen de PEG de 0.29, el diametro
de particula antes de la LCST aumenta casi al doble de su valor inicial. Una explicacion a
este comportamiento es que, a esta concentracion especifica se presentd una probable
afectacion en las condiciones de almacenamiento de esta muestra, ya que, en los copolimeros
con menor fraccion volumen de bloque hidréfilo (¢prec=0.20) el comportamiento con
respecto al diametro de particula es similar a las muestras que contienen la mayor fraccion

volumen de bloque hidrofilo (drec=0.5). Estos resultados se muestran en la Figura 7.29B.

2.5 2.5
-0 pMPEG=0.07 —0— $PEG=0.20
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2.0 2.0
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Figura 7.29. Estabilidad de los copolimeros (A) dibloque y (B) tribloque con diferentes
fracciones volumen de MPEG y PEG al aumentar la temperatura desde 20 a 50°C después
de 15 semanas de almacenamiento.

En resumen, las dispersiones acuosas de las muestras de copolimeros en blogue analizados
son estables al menos en un periodo de 15 semanas y especificamente en el caso de los
copolimeros de poli(MPEG)-b-poli(NIPAM) una mayor fraccion volumen de bloque
hidrofilo proporciona una mejor estabilidad. La estabilidad en los sistemas analizados

también puede atribuirse a que en la mayoria de los copolimeros estudiados el diametro
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promedio obtenido antes de la separacion de fases se encontraba entre 100 y 200 nm, estos

tamafos de particula proporcionan una mayor estabilidad termodindmica comparado con

sistemas donde el tamafio de particula es menor a 100 nm.

7.2.5. Morfologia

La morfologia obtenida del autoensamble en agua de copolimeros en bloque anfifilos esta
determinada principalmente por la fraccion del bloque hidrdéfilo, el peso molecular del
copolimero y el parametro de interaccion entre el bloque formador de nicleos y el agua ()
[116]. Con el sentido de evaluar la morfologia del copolimero dibloque MPEGjis-b-
NIPAM133 (¢pmpec=0.07) se depositd una solucion diluida de este material (0.1% p/v) en
rejillas de Lacy-carbon a temperatura ambiente (25°C) y se analizd en un microscopio

electronico del cual se obtuvo la micrografia mostrada en la Figura 7.30A.
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Figura 7.30. Micrografias de TEM del copolimero dibloqgue MPEG15-PNIPAM116 (P1) con
menor fraccion volumen de MPEG (¢pmpec=0.07) determinadas a 25°C (A) y 37°C (B).

De esta micrografia se puede establecer que el copolimero en bloque tiene un diametro de
particula promedio de 97 nm, también se puede apreciar una morfologia esférica.
Adicionalmente, una solucién acuosa de este mismo copolimero se calentd hasta 37°C y
posteriormente se depositd en rejillas de Lacy-carbon también previamente calentadas a

37°C y tratadas para su analisis por TEM. En la micrografia (Figura 7.30B) se observa que
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hay una poblacion de particulas en donde el didmetro de particula promedio fue muy similar

al obtenido a 25°C (Dp=110 nm). En otro sector de esta micrografia se puede observar que
los copolimeros empiezan a salir de fase y a aglomerarse para formar particulas de mayor
tamafio. Es necesario recordar que de acuerdo con el analisis de 'H RMN reportado
previamente para el mismo copolimero, a 37°C Unicamente el 50% del bloque de PNIPAM
habia salido de fase, esta fraccion tenderda a formar particulas de mayor tamafio
probablemente por aglomeracion y su tamafio y forma estardn determinados por la fraccion
volumen del bloque hidrofilo.

El copolimero dibloque MPEGus-b-PNIPAM125 ($mrec=0.20) también se analiz6 por TEM,
pero so6lo a 25°C. En la Figura 7.31 se presenta una micrografia y el histograma de la
distribucion del didmetro de particula obtenidos por TEM (A). Se observaron particulas de
morfologia esférica y sin formacion de aglomerados a la temperatura de analisis (25°C). El
histograma obtenido de las micrografias de TEM sugiere tamafios de particulas promedio de
32 a 99 nm en toda la distribucion. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por
DLS a la misma temperatura (25°C), donde se obtuvo un Dp=74.53 nm y distribucién de

tamario estrecha (B).

30 50 70 90 110 130 150

| A)TEM a 25°C . | R . | B) DL a 25°C , |
. .
i3 € Dp=74.53 nm
e
b a
- - - «
(\.,t : ‘
k< £ 3 - -
i e P, NG S
E ™, ey >
v e b e e e
. e S

: % . >
e ‘\ . . Distribucién de Dp (nm)
] b SeRa® o
g . S -

Figura 7.31. Micrografia de TEM (A) e histograma (B) del copolimero dibloque MPEG4s-
b-PNIPAM 125 con fraccion volumen de MPEG (¢mpec) de 0.20 evaluado a 25°C.
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También se determind la morfologia de los copolimeros tribloque A) PNIPAM4s-PEGa3-
PNIPAM4s (¢ppec=0.20), B) PNIPAMa42-PEG74-PNIPAMa2 ($prec=0.30) y C) PNIPAM3»-
PEG131-PNIPAM22 (drec=0.50). Las micrografias obtenidas por TEM a 25°C se muestran en
la Figura 7.32.

) d)pF_G:O-O [ : B) ¢PEG=0'30 ‘

b C) dpes=0.50

Figura 7.32. Micrografias de TEM de los copoleos tribloque A) PNIPAM44-PE43-
PNIPAMa4s, B) PNIPAM42-PEG74-PNIPAM4. y C) PNIPAM32-PEG131-PNIPAM2; a 25°C,

Se ha reportado que para copolimeros tribloque PNIPAMmn-b-PEGh-b-PNIPAMp, antes de la
LCST del bloque termosensible no se observa la formacion de micelas ya que el copolimero
se encuentra disuelto, y por lo tanto, en las micrografias obtenidas a 25°C se observan
diametros de particula muy pequefios (15-25 nm) [117]. En las micrografias obtenidas de los
copolimeros analizados en el presente estudio (Figura 7.32), se observd que a 25°C las
particulas son de diametros muy pequefios (<20 nm) en todas las fracciones de PEG

analizadas y no se observo el fendmeno de formacion de aglomerados.

7.3. SINTESIS DE NANOHIDROGELES

Se sintetizaron una serie de nanohidrogeles de N-isopropilacrilamida (NIPAM) como
mondmero termosensible y macroiniciadores de MPEG y PEG con diferente longitud de
cadena, ademas, para lograr el entrecruzamiento del bloque de PNIPAM se agreg6 a la
mezcla de reaccion ATRP-AGET un mondmero bifuncional hidréfilo como el N,N’-
metilenbisacrilamida (MBA). Se ha reportado que al utilizar monémeros macromericos y/o
entrecruzantes (diacrilato de polietilenglicol (PEGDA), polisacéridos, colageno, quitosano y
acido hialurénico), o bien, cuando se utilizan altas cantidades de los agentes entrecruzantes,
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la conformacion de las redes poliméricas no siguen el modelo establecido por Flory—Rehner

para estructuras entrecruzadas [118]. Un ejemplo de lo anterior, fue reportado por Truong y
cols., 2012 para hidrogeles de PEG, concluyen que cuando se introdujo poli(carbonato de
trimetileno), (PTMC) como agente entrecruzante, se obtuvieron geles anfifilos con mayor
densidad de entrecruzamiento y subsecuentemente con mayor tiempo de degradacion.
Proponen que el tiempo de degradacion podria ajustarse mediante el control del peso
molecular y la estructura de los precursores [119]. Adicionalmente, se ha demostrado que la
longitud de la cadena del macroiniciador ATRP o el peso molecular del mismo, afecta

considerablemente el tamafio y la estabilidad coloidal de los nanohidrogeles [63][64].

Por lo tanto, para investigar el efecto de la concentracidn de agente entrecruzante y la longitud
de cadena de MPEG y PEG en las propiedades de estabilidad, didmetro de particula y
morfologia de los materiales, se seleccionaron los macroiniciadores que presentaron la mejor
estabilidad y respuesta a la temperatura en la seccién anterior (MPEG, DP=44y 117 y PEG,
DP=43, 74 y 131). Considerando el supuesto de que al adicionar grandes cantidades de
agente entrecruzante los nanohidrogeles podrian presentar mayor densidad de
entrecruzamiento y en consecuencia la pérdida o disminucion de su flexibilidad para
hincharse o contraerse como respuesta a estimulos especificos, que finalmente evitara o
dificultara la liberacién del farmaco atrapado en su interior [120]; en el presente estudio se
propuso evaluar diferentes concentraciones de agente entrecruzante (MBA=0.00, 0.05, 0.10,
0.15, 0.17 y 0.19% molar). Se utiliz6 MBA ya que se ha reportado que es un monémero
bifuncional con alta reactividad y conduce a la obtencién de particulas mono-dispersas [64].
La ruta de sintesis detallada se muestra en el esquema de la Figura 7.33. Los parametros
moleculares de los materiales obtenidos se caracterizaron por espectroscopia de *H-RMN en
CDCls.
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Figura 7.33. Esquema de sintesis de nanohidrogeles termosensibles mediante ATRP-AGET
en solucién acuosa homogénea, utilizando macroiniciadores ATRP a) monofuncionales
MPEGn-Br y b) bifuncionales Br-PEGy-Br y diferentes concentraciones de agente
entrecruzante (MBA).

Los pardmetros moleculares como peso molecular tedrico (Mn tesrico), peso molecular
experimental (Mn experimental), grado de polimerizacién (DP), fraccion volumen de PEG o
MPEG (¢vor pPecmpec) Y conversion del NIPAM en los nanohidrogeles R1-R9
(MPEGhr—b-P(NIPAMn—MBAy) se muestran en la Tabla 7.11. Para calcular estos valores
se determiné su composicién quimica mediante la relacion de integracion entre las sefiales
del bloque de NIPAM (-CONHCH(CHz3)2, 6=4.0 ppm) y del 6xido de etileno del MPEG
((-OCH2CH2-)n, 6=3.6 ppm), considerando los valores de DP calculados previamente por
MALDI-TOF MS (DPmpec=44 y 117), en estos materiales se establecié como referencia la
sefial del grupo metilo del bloque de MPEG (—CHg3, 6=3.3 ppm, 3H).

En general, el peso molecular experimental obtenido por RMN (M experimental RMN) €S MUy
similar al peso molecular tedrico (Mn tesrico) indicando el buen control en este proceso de
polimerizacion. En los nanohidrogeles que contienen cadenas de MPEG mas cortas (R1-R4)
los valores de conversion aumentaron de 71.49 -94.95% cuando se aumento el contenido de
MBA (0.05-0.17 % mol), esto también ocurri6 con el peso molecular tedrico (Mn tesrico) Y €Sto
se considera un resultado I6gico, ya que, para su determinacion esta involucrado el valor de

conversion, tal como se muestra en la Ecuacion 4.
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Tabla 7.11. Conversion, composicion quimica y pesos moleculares de los nanohidrogeles
obtenidos por ATRP-AGET en medio acuoso, utilizado diferente porcentaje molar de MBA
y longitud de bloque hidréfilo de macroiniciadores monofuncionales de MPEG.

Bloque Nanohid m(()J/?ar Conversion Mh tesrico  Mn experimental DPNIPAMd (l) MPEG 2?:‘:?12?
idrofi 0%)2 b c
hidrofilo  rogel  j \aga| Rvn (%) (Da) rvn (Da) %)

CHs-PEGa  RO-A 0.00 70.00 12,531.39 13,067.50 97 0.20 12.99
R1 0.05 71.49 10,210.43 13,431.23 100 0.19 1048
R2 0.10 86.48 11,906.66 11,817.88 86 0.22 12.88
R3 0.15 91.95 12,525.69 13,206.00 98 0.19 14.26
R4 0.17 94.95 12,865.27 13,939.99 105 0.18 13.85
CHs-PEGui7  RO-B 0.00 42.50 10,098.23 14,271.80 79 043 6.44
R5 0.05 62.29 12,338.07 11,843.93 58 0.50 9.50
R6 0.10 60.53 12,138.99 13,059.46 73 0.46 8.29
R7 0.15 52.26 11,202.86 12,810.18 66 0.47 8.89
R8 0.17 52,51 11,231.21 12,167.52 61 049 793
R9 0.19 51.18 11,080.10 12,167.52 61 049 766

Complejo catalitico= CuBry/HMTETA,; ([M]o/[RX]o) =100; Temperatura= 30°C; Tiempo= 24 horas.
acydiH.RMN

M ., .,
°M,, tesrico = ”(ﬁ) * (My, N1pam )] * COTLUBT‘SLOTI]+MnRX .......... (Ecuacion 4)

En el caso del peso molecular promedio experimental determinado por RMN (M experimental
RMN), NO Se observo un crecimiento proporcional con la adicion de agente entrecruzante, sin
embargo, se observé un incremento en comparacion el copolimero sin entrecruzar, excepto
en el nanohidrogel R2 (0.10 % mol MBA). Para los nanohidrogeles con cadenas de MPEG
mas largas (R5-R9), los valores de conversion y peso molecular tedrico presentaron un
comportamiento inversamente proporcional con la adicion de agente entrecruzante y estos
valores (conversion y Mn tecrico) fueron menores a los obtenidos para los nanohidrogeles con
menor fraccion de MPEG (R1-R4).

El espectro de RMN del nanohidrogel R4 [P(MPEGas)-b-P(NIPAM;1gs—C0-MBAo.17] se
muestran en la Figura 7.34. Donde, *H RMN (CDCls, 500 MHz): &1 (ppm) = 6.4 (s, 1H,
—CONHCH(CHzs)2), 4.0 (s, 1H, -CONHCH(CHz)2), 3.6 (m, 4H, -OCH.CHy>), 3.38 (s, 3H,
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—CHp3), 1.2-2.4 (m, 3H, —-CH.CH-), 1.1 (m, 6H, (CHz)2). Es necesario mencionar que la

estructura quimica de la N,N"-metilenbisacrilamida solo contiene grupos acrilamida, mismo
grupo presente en el PNIPAM, por lo que para evaluar su concentracion molar en el

nanohidrogel mediante RMN se requeriria realizarla en forma indirecta [121].
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Figura 7.34. Espectro de *H RMN del nanohidrogel R4 [P(MPEG44)-b-pPNIPAM:0s-CO-
MBAo.17] en CDCls.

9648

La caracterizacion de los nanohidrogeles R10-R21 derivados del PEG [P(NIPAMp-co-
MBA)-b-PEGh-b-P(NIPAMm-co-MBA\)] se presenta en la Tabla 7.12. En estos materiales
la composicién quimica se determiné mediante la relacién de integracion entre la sefial
correspondiente al metino del grupo isopropilo del bloque de NIPAM (-~CONHCH(CH3)2,
0=4.0 ppm) que se tomd como referencia y la sefal de los protones del 6xido de etileno del
PEG ((-OCH2CH2-)n, 6=3.6 ppm), también considerando el grado de polimerizacion (DP)
obtenido previamente por MALDI-TOF (DPpec=43, 74 y 131).
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Para determinar el peso molecular de los bloques de PNIPAM se asumié que los dos bloques

tienen la misma composicion, tal como lo realizo Filippov y cols., [21] para copolimeros
tribloque similares (PNIPAM-b-PEG-b-PNIPAM). En

entrecruzados con diferentes proporciones de MBA y que contienen cadenas de PEGa43 (R10-

los copolimeros tribloque
R13) y PEGa131 (R18-R21), los pesos moleculares (teorico y experimental) siempre fueron
mayores comparados con los valores obtenidos para los copolimeros tribloque sin entrecruzar
(RO-C y RO-E). En los nanohidrogeles preparados con cadenas de PEGz4 no se observo esta

tendencia.

Tabla 7.12. Conversion, composicion quimica y pesos moleculares de los nanohidrogeles
obtenidos por ATRP-AGET en medio acuoso, utilizado diferente % molar de MBA y

longitud de blogque hidréfilo de macroiniciadores bifuncionales de PEG.

v 5 M Solidos

DI00Ue  Nanohidrogel M0 Cj;:ﬁ{j,‘f” M(E;;"’)ré“’ opwimnia - DPpa’ ‘!’EG' al final
MBA rvn (Da) (%0)

PEGas RO-C 000 | 6050 900131 11,95610 88  0.20 808
R10 005 | 8834 1215207 1361562 102 0.8 13.61

R11 010 | 8277 1152114 1359827 102 0.8 12.63

R12 045 | 8188 1142070 1319250 98  0.18 12.56

R13 047 | 7331 1045036 1333467 99 0.8 10.94

PEGrs RO-D 000 | 5570 990642 1356530 88  0.29 843
R14 005 | 6059 1045963 1353027 89  0.29 9.07

R15 010 | 4534 873416 1507448 103 027 6.95

R16 045 | 4116 826065 1354078 89  0.29 6.35

R17 017 | 3856  7.966.66 1348844 79 030 585

PEGm  RO-E 000 | 3820 1050026 1328980 64 050 578
R18 005 | 4640 1142846 1492345 79 045 7.4

R19 010 | 4477 1124407 1458452 76 046 6.71

R20 045 | 4025 1073273 1426516 73 047 6.10

R21 047 | 3932 1062647 1370573 68 049 6.03

Complejo catalitico= CuBro/HMTETA,; ([M]o/[RX]o) =100; Temperatura= 30°C; Tiempo= 24 horas.

acydiH RMN
b M, tedrico = [[M]o/[RX]o*UR]*a]+Mn RX

DOCTORADO EN TECNOLOGIA DE POLIMEROS

104



VELAZQUEZ-ARELLANO A., 2022

RESULTADOS Y DISCUSION

Como ejemplo, el espectro de RMN del nanohidrogel R12 [p(NIPAMag-co-MBAo.075)-b-
PEGus-b-p(NIPAMa4g-cO-MBAg75)] se muestran en la Figura 7.35. Donde, 'H RMN
(CDClz, 500 MHz): 81 (ppm) =5.6-7.1 (s, 1H, —CONHCH(CHz)2), 4.0 (s, 2H,
—CONHCH(CHa)2), 3.6 (m, 4H, —OCH2CH,), 1.2-2.3 (m, 3H, —CH,CH-), 1.0 (m, 6H,
(CH3)2).

o
C b Br
o /\}O\/\
Br 49 o 1 o 49 0.075
0075
HN “O o
[ HN" O o '\llH
)\ <

HN O){
3 )
cDCl,

__g_#,/”e“\ L k—;

T T T T T T T T T T T T
&0 FES 7.0 6.5 6.0 b5 50 4.5 4.0 35 3. -0 05 0.0

e R TR

Figura 7.35. Espectro de 'H RMN del nanohidrogel R12 [P(NIPAMag-co-MBA 075)-b-
PEG43-b-P(NIPAMag-co-MBAo075)] en CDCls.

oo
-x
o

Los valores de conversion de todos los nanohidrogeles alcanzados después de 24 horas de
reaccion se ilustran en la Figura 7.36. Al comparar el efecto del tipo de macroiniciador
(MPEG o PEG) fue claro que en los iniciadores monofuncionales, poli(MPEG)-Br, los
valores de conversion fueron mayores comparados con las conversiones obtenidas para los
iniciadores bifuncionales Br—(PEG),—Br. En cuanto al efecto del tamafio de la cadena
hidrofila en el parametro de conversion, se observa que cadenas de MPEG o PEG de menor

longitud (DP=44y 43, respectivamente) proporcionan una mayor conversion del monémero
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hidrofobo. Especificamente en los nanohidrogeles que contienen cadenas de MPEG con

DP=44, la conversion se incremento conforme aumentaba la concentracion molar de MBA,
alcanzandose conversiones entre 71.49 y 94.95%, resultado mostrado en la Figura 7.36A.
En los demés nanohidrogeles (MPEG y PEG), la conversion se incrementd al inicio (0.05%
molar de MBA) y luego presento una disminucién, siendo mas evidente esta disminucién en
los nanohidrogeles preparados con PEG (Figura 7.36B). Este comportamiento ya ha sido
reportado por Sayed y cols., [64], estos autores mencionan que cadenas mas largas del bloque
hidréfilo disminuye la reactividad del NIPAM y MBA.

100 100
A) B)
80 30
S S
z 60 < 60 -
H H
S &
2 ?
[
2 40 ‘é’ 40
S S
—0— MPEG, DP=44 —O- PEG, DP=43
20 ,
-0 MPEG, DP=117 2 —O- PEG, DP=74
~A- PEG, DP=131
0 T T T T 0 T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
% molar MBA % molar MBA

Figura 7.36. Conversion determinada por *H RMN de los nanohidrogeles (R1-R21)

dependiente del porcentaje molar de N, N"-metilenbisacrilamida (MBA), después de 24 horas
de reaccion.

7.3.1. Efecto del contenido de MBA y tamafio de cadena de bloque hidrdéfilo en la
temperatura de transicion de fase en volumen y didmetro promedio de
nanohidrogeles

Una de las caracteristicas mas importantes de los nanohidrogeles basados en NIPAM es su
capacidad de responder a la temperatura. Para estos sistemas entrecruzados el valor de
temperatura en el cual se presenta un cambio en la red interna, se denomina temperatura de
transicion de fase en volumen (VPTT, por sus siglas en inglés) [12] [52], que se ha reportado

estd muy cercana a 32°C [122]. Para determinar el efecto de la concentracion molar de agente
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entrecruzante sobre la variacion de este parametro y también sobre el didmetro de particula

promedio (Dp, nm) de los nanohidrogeles sintetizados, se prepararon dispersiones acuosas
0.1% p/v y se caracterizaron por dispersion de luz dindmica (DLS) a diferentes temperaturas
(20-50°C).

En la Figura 7.37 se presentan los resultados para los nanohidrogeles preparados con
macroiniciadores hidréfilos de MPEG de diferente longitud (DP=44y 117) y variacion en la
concentracion de agente entrecruzante (0.00-0.15% molar), los datos de didmetro promedio
de los nanohidrogeles preparados con 0.17% molar de agente entrecruzante no se pudieron
determinar por DLS ya que, al alcanzar temperaturas por encima de los 30°C, la dispersion
presentaba una apariencia turbia y de viscosidad elevada y el equipo marcaba un error. El
valor de VPTT se considerd en la temperatura donde se present6 un cambio importante en el

didmetro promedio.

300

E20°C 25°C  ®=30°C ®=32°C m35°C ®40°C ®45°C @50°C

250 1

200 A

150

100 +

Diametro promedio de particula (D, nm)

[8)]
o
1

R7
MBA=0.15%

R3
MBA=0.15%

R5
MBA=0.05% | MBA=0.10%

MPEG, DP=117

R2
MBA=0.05% | MBA=0.10%

MPEG, DP=44

RO-A
MBA=0.00%

MBA=0.00%

Nanohidrogeles de MPEG

Figura 7.37. Diametro promedio en nm evaluado de 20 a 50°C de los nanohidrogeles
preparados con cadenas hidrofilas de MPEG con DP=44y 117 y concentracion de MBA de
0.00-0.15% molar.
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En la figura anterior se puede apreciar que, todos los nanohidrogeles presentaron un

incremento en su diametro de particula promedio cuando alcanzan los 35°C, especial
atencion tiene del nanohidrogel R7 que presentd un incremento en didmetro de particula en
32°C, muy similar a lo observado previamente con el copolimero MPEG-b-PNIPAM en
donde se observé que este material de mayor longitud de poli(MPEG117) presenta valores de
LCST cercanos a la del PNIPAM (homopolimero). Un dato adicional es que la longitud de
la cadena de MPEG (DP=44y 117), no influye considerablemente en el diametro promedio
de los nanohidrogeles, la concentracion de MBA es el pardmetro de mayor influencia ya que
conforme se aumentaba la concentracion de MBA, se obtuvieron nanohidrogeles de menor
tamanio, esto, comparado con los copolimeros que no contienen MBA (R0-A y R0-B) y con
los nanohidrogeles preparados con bloques de MPEG de menor longitud (R1, R2 y R3). Este
resultado se atribuye a que el MBA presente en la estructura del nanohidrogel, evita la

aglomeracion de los homoblogues que colapsan de la solucion polimérica.

La disminucion en el diametro promedio en nanohidrogeles que contienen una mayor
proporcion de bloque hidréfilo ya ha sido sustentado por Foroogi y cols., [63], estos autores
mencionan que una mayor proporcion de bloque hidrdfilo en la microestructura de
nanohidrogeles de metil éter metacrilato de polietilenglicol (PEGMA) y PNIPAM obtenidos
mediante polimerizacion en precipitacion, estabiliza mejor el nucleo de PNIPAM
proporcionando mayor estabilidad y se evita la formacion de aglomerados y/o disminucién
del diametro. Recientemente este resultado también ha sido reportado por Agnihotri y cols.,
[122] en microgeles de PNIPAM vy cadenas de oligo(etilenglicol) (OEG) preparados por

copolimerizacidn en precipitacion libre de tensoactivo y MBA como agente entrecruzante.

En cuanto al efecto de la concentracion de agente entrecruzante utilizado fue claro que, el
diametro promedio obtenido a la temperatura de transicion de fase en volumen, que fue de
35°C en todos los materiales preparados con MPEG, se observa que conforme aumenta la
concentracion de MBA, disminuye el diametro promedio y la distribucion de tamafio es mas

estrecha. Como evidencia, en la Figura 7.38 se presentan las curvas de distribucion de
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tamanio de los nanohidrogeles preparados con el macroiniciador de MPEG de menor longitud

(DP=44) y diferentes concentraciones de MBA.

——R0-A,MBA-0.00%
1.00 -
——R1, MBA-0.05%
——R2, MBA-0.10%
0.80 - R3, MBA-0.15%
o
S 060 -
o
©
S
(%2}
C
£ 040 -
0.20 -
000 A - T T T 1 1
0 50 100 150 200 250 300

Distribucion de D, (nm)

Figura 7.38. Distribucién de diametro de promedio evaluado a 35°C (VPTT) en los
nanohidrogeles preparados con cadenas hidréfilas de MPEG con DP=44 y concentraciones
de MBA de 0.00-0.15% molar.

En el caso de los nanohidrogeles preparados con cadenas hidréfilas de PEG, los resultados
de diametro promedio se presentan en la Figura 7.39, cuando se utilizaron cadenas de menor
longitud (DP=43) y concentraciones mas bajas de MBA (0.00-0.10 % molar) la temperatura
de transicion de fase en volumen (VPTT) observada fue de 37°C (RO-C, R10 y R11),
mientras que, cuando se usé la mayor concentracién de MBA (0.15% molar) este valor se
desplazé hasta 40°C (R12), el material que contenia 0.17% molar de MBA no se pudo evaluar
por DLS. En el caso de los nanohidrogeles preparados con el bloque de PEG de DP=74, no
se observo una tendencia légica, el material que no contiene MBA (0.00% molar, R0-D)
presento una transicion de fase en 40°C y el que contiene la menor concentracion de MBA
(0.05% molar, R14) en 37°C. En los materiales preparados con mayores concentraciones de
MBA (0.10, 0.15 y 0.17% molar) la transicién de fase en volumen se present6 en 40 y 45°C,
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respectivamente. Finalmente, en el caso de los nanohidrogeles preparados con el blogue de

PEG de mayor longitud (DP=131), se observo que el valor de VPTT presento una tendencia
directamente proporcional, es decir, cuando se aumentaba la concentracién molar de MBA,
también aumentaba el valor de VPTT desde 35, 37 y 40°C para las concentraciones de MBA

mas altas.

800
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Figura 7.39. Didmetro promedio en nm evaluado de 30 a 50°C de los nanohidrogeles
preparados con cadenas hidrofilas de PEG con DP=43, 74 y 131 y concentracién de MBA
de 0.00-0.17% molar.

En cuanto al efecto del tamafio de la cadena de blogue hidrofilo de PEG en la temperatura de
transicion de fase en volumen, todos los nanohidrogeles presentaron un diametro promedio
menor a 200 nm, a excepcion del nanohidrogel R15 que presentd un Dy de 200.68 nm.

Cuando se midi6 el diametro después de la temperatura de transicion de fase en volumen (40
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y 45°C) los nanohidrogeles preparados con el bloque de PEG de mayor longitud (DP=131)

presentaron un Dp>400 nm, a excepcion del nanohidrogel R19 y que contiene 0.10% molar
de MBA. Finalmente, en la Tabla 7.13 se presenta un resumen de la temperatura de
transicion de fase en volumen de los nanohidrogeles al variar la concentracion molar de

agente entrecruzante (MBA), asi como el tamarfio y naturaleza del bloque hidrofilo.

Tabla 7.13. Temperatura de transicion de fase en volumen (VPTT) y diametro promedio de
los nanohidrogeles sintetizados con diferente concentracion molar de agente de
entrecruzamiento, longitud de y naturaleza de bloque hidrdfilo.

Bloque hidrdfilo Nanohidrogel % molar de MBA VPTT (°C)? Dp (Nm)°®
CH3-PEG44 RO-A 0.00 35.0 89.45
R1 0.05 35.0 114.10
R2 0.10 35.0 85.38
R3 0.15 35.0 68.90
R4 0.17*
CHs3-PEG117 RO-B 0.00 35.0 153.63
R5 0.05 35.0 68.53
R6 0.10 35.0 70.48
R7 0.15 35.0 185.75
R8 0.17*
PEGus RO-C 0.00 37.0 154.15
R10 0.05 37.0 134.45
R11 0.10 37.0 142.48
R12 0.15 40.0 131.48
R13 0.17*
PEG7. RO-D 0.00 40.0 101.25
R14 0.05 37.0 131.59
R15 0.10 40.0 200.68
R16 0.15 45.0 170.43
R17 0.17 40.0 12.20
PEGia1 RO-E 0.00 35.0 107.30
R18 0.05 35.0 147.67
R19 0.10 37.0 121.43
R20 0.15 40.0 189.80
R21 0.17 40.0 182.15

VPTT (°C)? = Temperatura de transicion de fase en volumen determinada por DLS. D, nmP=Diametro
promedio obtenido a la temperatura de transicion de fase en volumen.*El valor no se pudo determinar por DLS
ya que la viscosidad del nanohidrogel a esa temperatura era tan alta que el equipo arrojaba un error.
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Para evaluar la estabilidad de los materiales entrecruzados, estos se dejaron en

almacenamiento por 10 dias y después se analizaron por DLS bajo las mismas condiciones

que habian sido evaluados inicialmente. En la Figura 7.40 se presentan los resultados de

didmetro de particula al inicio (Figura 7.40 a 'y b) y después de 10 dias de almacenamiento

(Figura 7.40 c y d) de los nanohidrogeles preparados con poli(MPEGa.4) y con poli(PEGa3).
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Figura 7.40. Didametros promedio obtenidos por DLS de los nanohidrogeles preparados con
los macroiniciadores de a) MPEGa4s y b) PEG43) con diferente grado de entrecruzamiento
(MBA=0.00-0.15% molar) en un rango de temperatura de 20-55°C y c) dispersion de
nanohidrogeles de MPEGu44 y d) PEGas despues de 10 dias almacenamiento.

DOCTORADO EN TECNOLOGIA DE POLIMEROS

112



VELAZQUEZ-ARELLANO A., 2022

RESULTADOS Y DISCUSION

En general, se pudo determinar que los nanohidrogeles de MPEG no presentaron un cambio

significativo en su didmetro promedio con respecto al diametro inicial. Mientras que, los
nanohidrogeles que contienen bloques hidréfilos de PEG, presentaron menor estabilidad,
observandose didmetros promedio mayores, sobre todo en los que contienen una menor
cantidad de agente entrecruzante (0.05 y 0.10 % mol). Este resultado indica que los
nanohidrogeles de MPEG presentan mejor estabilidad y que la concentracion de agente

entrecruzante también podria contribuir en la estabilidad de los materiales.

En resumen de esta seccion, el tamafio de la cadena de MPEG (DP=43y 117) no presentd
una influencia en la temperatura de transiciones de fase de estos materiales, ya que todos
presentaron una VPTT en 35°C; sin embargo, con el macroiniciador de mayor longitud
(DP=117) se obtuvieron Dp<100 nm cuando se utiliz6 una concentracion de MBA de 0.05 y
0.10% molar y cuando se emple6 la mayor concentracién de MBA (0.15% molar) los
diametros de particula estaban por encima de 10s100 nm y de distribucion méas amplia, este
nanohidrogel presentd un valor de VPTT de 32°C. En el caso de los materiales obtenidos con
macroiniciadores de PEG, en todos los casos se obtuvieron Dp mayores a 100 nm,
independientemente de la concentracion de MBA y del DP del poli(PEGx-Br) utilizado en la
reaccion ATRP-AGET. Sin embargo, se observd que para el macroiniciador de mayor DP,
poli(PEG131-Br), los didmetros obtenidos fueron mayores y los més altos se obtuvieron con
el mayor grado de entrecruzamiento (0.15 y 0.17 % molar, respectivamente). Los
nanohidrogeles preparados con los macroiniciadores monofuncionales (poli(MPEGn-Br),

siempre presentaron mayor estabilidad que los preparados con poli(PEGy-Br).

7.3.1.2. Separacién de fases por efecto de la temperatura

Con la finalidad de obtener méas informacion sobre el comportamiento termosensible de los
nanohidrogeles, se evalud por *H RMN en solucion de 6xido de deuterio (D20) la transicion
de fase de estos materiales al aumentar progresivamente la temperatura, puesto que, derivado
del colapso del bloque de NIPAM por efecto de la temperatura, se debe observar la
desaparicion de las sefiales correspondientes a este bloque [114]. La evolucion del espectro
de 'H RMN en D20 desde 25-50°C para el nanohidrogel R3 [MPEGus-P(NIPAMgs—cO-
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MBA.15] se muestra en la Figura 7.41 y del nanohidrogel R12 [P(NIPAMag-co-MBAo.075)-
b-PEGa3-b-P(NIPAM4g-co-MBAoo75)] en la Figura 7.42. En ambos espectros se puede

observar que a 25°C las sefiales de los protones asignados al blogue de PNIPAM —CH,—CH-,
&=1.5-2.2 ppm) y (—CHz)2, 8=3.3 ppm, estan bien definidas y la relacion de integracion es
muy cercana a la que se obtuvo cuando se utiliz6 CDClz como disolvente y que también se
determinaron a la misma temperatura (25°C), esto indica que tanto el PNIPAM como el
MPEG son solubles a esta temperatura. Sin embargo, cuando se aument6 progresivamente la
temperatura hasta 50°C, las sefiales caracteristicas del bloque de MPEG y PEG se
mantuvieron casi sin cambios, mientras que las sefiales asociadas al PNIPAM disminuyeron

considerablemente, esto indica una transicién de fase de soluble a insoluble.

4 T<34°C grupos solubles | T>34°C, grupos insolubles

C, b o
H5C<O/\>'o\/\ o
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Figura 7.41. Espectros de *H RMN del nanohidrogel R3 [MPEGaa-P(NIPAMgs-co-MBA 15]
obtenidos a 25°C y 50°C en D0.

Considerando lo anterior, se infiere que las sefiales asociadas a los protones de la cadena
principal del copolimero (-CH2y CH-) y el protén metino del grupo isopropilo (CH-CHs):

no son detectadas a 50°C. Mientras que el pico correspondiente a los protones de las cadenas
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de MPEG y PEG todavia muestran una contribucion, indicando que al menos una parte de

las unidades de MPEG y PEG aun son lo suficientemente moviles para ser observados.

4 T<42°C grupos solubles | T>42°C, grupos insolubles
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Figura 7.42. Espectros de *H RMN del nanohidrogel R12 [P(NIPAMag-co-MBA 075)-b-
PEGa3-b-P(NIPAMag-co-MBA75)] a 25°C y 50°C en D-O.

Sun y cols., [123] mencionan que por encima de la VPTT los picos relacionados con las
unidades de NIPAM muestran una significativa ampliacion resultante de la disminucion de
la movilidad de los segmentos —-CH>CH- y (CH-CH3)2 presentes a lo largo de las cadenas
de nanohidrogeles de poli(N-acriloilglicinamida) entrecruzado con &cido metacrilico y un
segundo bloque de PNIPAM entrecruzado con N,N"-metilenbisacrilamida [P(NAGA-co-
MAA)-b-P(NIPAM-co-MBA)]. Esto sustenta el resultado obtenido en el presente estudio.

En los nanohidrogeles R3 [MPEGas-P(NIPAMgs-co-MBAo.15)] y R12 [P(NIPAMag-co-
MBAg.15)-PEGas-P(NIPAM4g-cO-MBAo 15)] también se determind cuantitativamente la
transicion térmica al incrementar la temperatura desde 25-50°C. Esto, a partir de la relacion
de integracién entre las sefiales de cada bloque, siguiendo los grupos termosensibles del
bloque de PNIPAM, —CH>—CH-, (6=1.5-2.2 ppm, 3H) de la cadena principal y de los grupos
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metilos colgantes del isopropilo ((—-CHa)2, 6=3.3 ppm, 6H), para ello se utiliz6 la Ecuacion

3, mostrada en la seccion anterior.

En la Figura 7.43 se presentan los resultados de separacién de fases de los copolimeros sin
entrecruzar, asi como de los nanohidrogeles de MPEG y PEG preparados con DP=44y 43,
respectivamente. En el caso del nanohidrogel de MPEG preparado con 0.15% molar de
agente entrecruzante (R3), se observa en la Figura 7.43a que la separacion de la fraccion de
NIPAM empieza a los 34°C y a la temperatura mayor evaluada (50°C) ya se habia separado
la totalidad del PNIPAM presente; mientras que en el copolimero de la misma naturaleza
(RO-A), la separacion de la fraccion de PNIPAM empieza a partir de 30°C y también a los
50°C se habia separado la totalidad del PNIPAM presente en la estructura. Esto indica que
el contenido de MBA (0.15% molar) influye en el comportamiento de transicion de fase de
este nanohidrogel, es decir, la VPTT de este material se presentd a temperaturas mas altas en

comparacion con el material sin entrecruzar, tal como lo reporta Agnihotri y cols., [122].
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Figura 7.43. Fraccion de PNIPAM (fnipam) dependiente de la temperatura (25-50°C) de los
copolimeros sin entrecruzar (R0-A y R0-C) y de los nanohidrogeles con 0.15% mol de MBA
obtenidos con macroiniciadores de a) MPEG, DP=44 (R3) y b) PEG, DP=43 (R12) esta
fraccion fue determinada a partir del seguimiento de la relacién de integracion del grupo
—CH>—CH-—, (6=1.5-2.2 ppm, 3H) de la cadena principal de NIPAM.
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Por otra parte, en los materiales obtenidos a partir de macroiniciadores de PEG (Figura

7.43Db), se observa que tanto en el nanohidrogel (R12) como en el copolimero sin entrecruzar
(RO-C), la transicion de fase de la fraccion de PNIPAM empieza a los 40°C, pero en el caso
del copolimero la fraccion de PNIPAM que se separ6 fue mayor, por ejemplo, a los 50°C se
habia separado cerca del 70% de la fraccion de PNIPAM presente en la composicion del
copolimero, mientras que en el nanohidrogel a los 50°C sélo se habia separado cerca del
30%. Esto indica que el entrecruzamiento con 0.15% de MBA disminuye la separacion de la
fraccion PNIPAM por efecto de la temperatura. Este resultado se atribuye a un mayor
impedimento estérico para separarse de la faccion soluble por su conformacién ABA
(PNIPAM-b-PEG-PNIPAM).

En el caso de los nanohidrogeles preparados con MPEG, el entrecruzamiento de las cadenas
de PNIPAM con 0.15% molar de MBA no disminuye la fraccion de PNIPAM que se separa
en una temperatura final de 50°C. Sin embargo, la temperatura de inicio de la separacién de
esta fase se desplazd a temperaturas mayores en comparacion con el copolimero sin
entrecruzar. Por otra parte, una menor fraccién de PNIPAM se separa en los nanohidrogeles
preparados con PEG como macroiniciador al calentarlo hasta 50°C. La temperatura de inicio
de la separacion de la fraccion de PNIPAM se desplaza hasta 40°C, mientras que en los
materiales derivados del MPEG fue de 30 y 32°C, respectivamente. Esto es consistente con

lo observado en DLS.

7.3.2. Estudio reolégico

Este estudio reoldgico se realiz6 antes de empezar las reacciones de entrecruzamiento y se
realiz6 con la finalidad de mantener el sistema ATRP-AGET en condiciones homogéneas,
aun con la adicion de un agente entrecruzante de alta reactividad en agua como el N,N’-
metilenbisacrilamida (MBA), se realiz6 un estudio reolégico en estado estacionario que
permitio encontrar la relacién molar de PNIPAM/MBA donde el sistema de reaccién a 30°C
se mantuviera homogéneo y sin problemas de separacion de fases al trabajar con 15% en
solidos iniciales. Ademas, es conocido que utilizar porcentajes molares muy altos de MBA

pueden aumentar la rigidez de hidrogel y en consecuencia se disminuyen las propiedades de
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hinchamiento de este. Lo anterior, es ocasionado principalmente por su estructura de red mas

densa, afectando directamente la capacidad para encapsular o atrapar compuestos bioactivos
durante la etapa de cargado y subsecuente liberacion [121]. Para realizar este estudio se eligio
el macroiniciador de MPEG, DP=117. Las relaciones molares de PNIPAM/MBA fueron:
0.95/0.05, 0.90/0.10, 0.85/0.15, 0.83/0.17, 0.81/0.19. La medicion de viscosidad se
determind a cada mezcla sin purificar después de 24 horas de reaccién a una temperatura de

30°C, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7.44.
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Figura 7.44. Viscosidad aparente (n) en funcién de la velocidad de corte (y) de
nanohidrogeles sintetizados a partir del macroiniciador MPEG, DP=117 y diferentes
concentraciones molares de MBA.

En la reaccion con 0.10% de MBA se observo cualitativamente una separacion de fases y al
medir la viscosidad aparente de esta muestra, el valor de este pardmetro fue mucho mayor

comparado con las otras reacciones que incluso contenian una mayor cantidad de agente
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entrecruzante. Esto podria deberse a que este nanohidrogel es el que contiene la mayor

fraccion volumen de PNIPAM en su composicion quimica (¢vor pnipam= 0.54) y la viscosidad
estd determinada por las condiciones termodinamicas del sistema. Para las otras muestras
evaluadas, la viscosidad aparente se encontraba entre 5.19 y 8.70 mPa.s y no se observo una
tendencia directamente proporcional con la concentracion de MBA, esto se atribuye también

a la fraccion volumen de PNIPAM presente en su composicion.

Para evaluar las propiedades reoldgicas de los nanohidrogeles purificados se eligieron los
obtenidos a partir de MPEGas, estos nanohidrogeles contienen fracciones volumen de
PNIPAM entre 0.78 y 0.82 %, respectivamente. Esto se realizé con la finalidad de evaluar el
comportamiento de los blogues de PNIPAM al aumentar la temperatura (20-45°C) y la
influencia de la concentracion de agente entrecruzante (MBA=0, 0.05, 0.10 y 0.17% molar)
en las propiedades reoldgicas de estos nanohidrogeles. Los andlisis reoldgicos para estos
materiales se llevaron a cabo a una concentracion de 5% p/v. Se eligi6 esta concentracion ya
que esta por encima de la concentracion critica de agregacion. Es sabido que la concentracion
de polimero en una solucién se relaciona directamente con las interacciones hidr6fobas que
se establecen en el sistema y si la concentracion de polimero es menor que la concentracion
critica de agregacion, la interaccion hidréfoba se dard Gnicamente al interior de una misma
molécula y si la concentracion aumenta se favorecen las interacciones intra e
intermoleculares. En la Figura 7.45 se muestra la viscosidad en funcion de la velocidad de
corte de los materiales obtenidos con MPEG, DP= 44. Los resultados obtenidos evidencian
que en el copolimero sin entrecruzar (Figura 7.45a) la viscosidad disminuy6 desde 2.90-2.17
mPa.s al aumentar la temperatura desde 20 hasta 37°C. Sin embargo, después de esta
temperatura la viscosidad increment6 y las muestras analizadas adquirieron una apariencia
vitrea (rigida). En los copolimeros entrecruzados (nanohidrogeles), la viscosidad siempre
disminuyé al aumentar la temperatura de la muestra desde 20 hasta 50°C y mantenian una
apariencia blanca. Este comportamiento se puede atribuir a las diferencias en la estructura
quimica de un copolimero que tiene bloques de PNIPAM sin entrecruzar y otro entrecruzado
con N,N"-metilenbisacrilamida. Sin embargo, al comparar los copolimeros que contienen

diferente grado de entrecruzamiento no se observaron diferencias importantes entre el
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nanohidrogel que contiene 0.05 y 0.10% mol de MBA, pero el que contiene una mayor

cantidad de MBA (0.17% mol) presentd valores de viscosidad mayores.
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Figura 7.45. Viscosidad aparente (1) en funcion de la velocidad de corte (y) evaluada a
diferentes temperaturas (20-45°C) de nanohidrogeles de MPEG, DP= 44 con una
concentracion de 5% p/v y con diferentes concentraciones molares de agente entrecruzante

(MBA).

Debido a que con una concentracion de 5% p/v no se observd un cambio importante en el
comportamiento reoldgico de los nanohidrogeles evaluados, se prepararon soluciones del
copolimero sin entrecruzar (MBA= 0%) y del nanohidrogel que contiene 0.15% molar de

agente entrecruzante a una concentracion dos veces mayor (15% p/v). Los resultados

DOCTORADO EN TECNOLOGIA DE POLIMEROS 120



VELAZQUEZ-ARELLANO A., 2022

RESULTADOS Y DISCUSION

obtenidos se muestran en la Figura 7.46. En el copolimero sin entrecruzar se observo que

hasta 35°C la viscosidad disminuia con el aumento de la temperatura, pero después esta
temperatura la viscosidad se increment6 gradualmente en respuesta a cambio de temperatura
(Figura 7.46a). Este comportamiento se atribuye a interacciones intra e intermoleculares por
un cambio en la hidrofobicidad del bloque de PNIPAM que conducen a un autoensamblaje
de las cadenas de copolimero para formar morfologias micelares. En el caso del copolimero
entrecruzado (nanohidrogel con 0.15% molar de MBA) se observé un comportamiento

similar, sin embargo, este incremento de viscosidad se presentd después de 32°C.

100000 < ) 100000
a E o o o o o o
i MBA-0% O25°C  X30°C %32°C MBA-0.15% 025°C  X30°C %32°C
: 35°C +37°C - 40°C 35°C +37°C - 40°C
10000 {4 A A ©45°C  AS0°C 10000 | ©45°C  AS0°C
E A
A R0
a
° ba, 'géx
1000 9 oo A, 1000 1 R+900
= - LN A, °o 1%
0 ] - S0 AAaAaand - Au_ézggx
g 1* °° ] AA o o
£ | - ®065000 E PSR
< 100 | T, -o ° = 100 ; PP
c E + o4 - c ?
Fa, T = el
P |
+ +
WR o RRgg
Q | g
AR R AR 10 RXIXRRERRER

10 3

b &
X

10 160 1]:)0 ' 10 ‘ ‘ o Hl(‘JO ‘ ‘ S iOOO
y(s?) ¥ (s?)

Figura 7.46. Viscosidad aparente (1) en funcion de la velocidad de corte (y) evaluada a

diferentes temperaturas (25-50°C) y a una concentracion de 15% p/v, del a) copolimero sin

entrecruzar y b) entrecruzado con 0.15 % molar de MBA obtenidos del macroiniciador

MPEG, DP= 44.

1

En general, hasta antes de la temperatura de transicion de fase en volumen los dos sistemas
presentaron un comportamiento newtoniano, es decir, no se observd una variacion de la
viscosidad con la velocidad de corte, pero después de esta temperatura 32 y 35°C,
respectivamente, los sistemas presentan un comportamiento pseudoplastico, observado como
una disminucién de la viscosidad en funcion de la velocidad de corte. Este comportamiento
ya se ha reportado en algunos hidrogeles y lo atribuyen a un cambio en la termodinamica del
sistema y formacion de nanoestructuras formadas mediante autoensamblaje termoinducido
[124].

DOCTORADO EN TECNOLOGIA DE POLIMEROS 121



VELAZQUEZ-ARELLANO A., 2022

RESULTADOS Y DISCUSION

7.3.3. Morfologia

La arquitectura de los nanohidrogeles es un parametro clave que tiene una gran influencia en
las propiedades fisicas del mismo y por lo tanto una gran importancia en cuanto a sus
aplicaciones. En general, la morfologia de un nanohidrogel esta influenciada por
consideraciones termodindmicas y cinéticas. Asi, en el presente estudio se evalud la
morfologia de los nanohidrogeles obtenidos a partir de copolimeros dibloque (MPEG-b-
PNIPAM) y tribloque (PEG-b-PNIPAM-b-PEG). Las imagenes de TEM del nanohidrogel
R4 de MPEG44-P(NIPAM10s—C0-MBAo.17 @) 25°C y b) 50°C se muestra en la Figura 7.47.
Estas imagenes revelaron que las particulas a 25°C (Figura 7.47a) eran relativamente
regulares y de morfologia esférica. EI didmetro promedio obtenido por TEM fue de 16.23

nm, que era un poco mas pequefio que el obtenido por DLS, 19.03 nm (Figura 7.47c).
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Figura 7.47. Micrografias de TEM del nanohidrogel R4 de MPEG4s-P(NIPAM1o5—CO-
MBAu.17 @) 25°C, b) 50°C y c) Dy obtenido por DLS a 25 y 50°C, respectivamente.

Con la finalidad de evaluar la morfologia del nanohidrogel R4 al aumentar la temperatura,
una solucion acuosa de este material se calenté por encima de su VPTT (50°C) y
posteriormente se depositd en rejillas de Lacy-carbon previamente calentadas a esta misma
temperatura y tratadas para su analisis por TEM. En la micrografia obtenida (Figura 7.47b)
se observa que, en respuesta al cambio de temperatura, el bloque termosensible de PNIPAM
experimenta una transicion de fase de hidrdfilo a hidréfobo (como ya se demostré por RMN)
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Yy, en consecuencia, los unimeros con diametro <20 nm observados a 25°C, se autoensamblan

para formar agregados de aproximadamente 152.75 nm. El didmetro promedio obtenido por
DLS fue de 149.3 nm y con una distribucién de tamafio més estrecha que la obtenida a 25°C
(Figura 7.47c).

El nanohidrogel obtenido a partir de copolimeros tribloque (ABA) R13 [P(NIPAMug-co-
MBAGo.085)-b-PEGa3-b-P(NIPAM4g-co-MBAo 0s5)] consiste en dos bloques hidrofobos de
PNIPAM vy un bloque hidrofilo de PEG, DP=43 (Figura 7.48). Es conocido que a
temperaturas por debajo de la VPTT los puentes de hidrégeno permiten que el material
permanezca en solucion en forma de unimeros [117], tal como se muestra en la Figura 7.48a,
donde se observan diametros muy pequefios (<20 nm) y que fueron muy similares a los
obtenidos por DLS a 25°C (Figura 7.48c).

Graaf y cols., [125] reportaron la sintesis de geles de PNIPAM1s;-b-PEG131-b-PNIPAM15; ¥
PNIPAMz304-b-PEG131-b-PNIPAM304 0btenidos mediante ATRP-SARA, en una mezcla de
agua y acetonitrilo. Parten del supuesto de que los copolimeros triblogue pueden
autoensamblarse en morfologias similares a micelas tipo flor, dependiendo de varios factores
termodindmicos. Sin embargo, no demostraron mediante microscopia electronica las

morfologias antes mencionadas.

En el presente estudio el nanohidrogel R13 también derivado de un copolimero tribloque
(ABA) y que contiene una composicion quimica diferente a la reportada por Graaf y cols., y
que ademas se entrecruz6 con MBA, se analiz6 mediante TEM a 50°C (por encima de su
VPTT), lamicrografia mostrada en la Figura 7.48b evidencia que las cadenas del copolimero
presentan un autoensamblaje termoinducido para formar agregados con morfologias
micelares tipo flor con un diametro promedio <200 nm. Mientras que por DLS se obtuvo un
diametro promedio de 221.2 nm. Esta diferencia podria deberse a que en DLS las muestras

estan en dispersion acuosa y pudieron haberse hinchado por la absorcion de
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Figura 7.48. Micrografias de TEM del nanohidrogel R13 P(NIPAMags-co-MBA.0g5)-b-
PEGa3-b-P(NIPAM4g-co-MBAv 0s5) @) 25°C, b) 50°C y c) Dp obtenido por DLS a 25y 50°C
respectivamente.

agua.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se obtuvieron ésteres de 2-bromo-2-metilpropanoato con altos rendimientos (>93.0%) a
partir de polimeros de poli(oxialquileno). El halégeno adicionado al final de la cadena se
caracterizo detalladamente por MALDI-TOF MS 'y se determind el peso molecular promedio
(Mn. maLD) exacto de los polimeros cuando se utilizd una sal de sodio como agente
cationizante (NaTFA), estos materiales se utilizaron como macroiniciadores en las reacciones
ATRP-AGET en agua. Adicionalmente, se establecio que cuando se utilizan iones de plata
como agentes cationizantes (AgTFA y AgTFS), estos reaccionan con el compuesto o—bromo
carbonilo debido a su caracteristica similar blanda, potenciando la pérdida del &tomo de
bromo y contribuyendo a reacciones de eliminacion o sustitucion. Esta reaccion fue
confirmada por experimentos de *H NMR a partir de los cuales se encontr6 que la pérdida
del halégeno es desencadenaba cuando se aplica una fuente de energia y no durante el proceso

de preparacion de la muestra como se habia establecido en estudios previos.

El empleo de la técnica ATRP-AGET en solucion homogénea utilizando agua como medio
de reaccion y complejos cataliticos de CuBro/HMTETA, condujo a la obtencion de
copolimeros dibloque y tribloque con fracciones volumen de MPEG (¢=wmpec): 0.07, 0.20 y
0.43 0 de PEG (¢=rec): 0.20, 0.30 y 0.50, conversiones entre 38.2'y 92% y dispersidad <1.3.
Estos copolimeros muestran cambios en su comportamiento de asociacién dependientes de
la temperatura y de su composicion. Los valores de LCST determinados mediante RMN
sugieren que los copolimeros dibloque se asocian a temperaturas menores (32.5-36.0°C
comparados con los copolimeros tribloque (34.8-38.5°C) y que el DP del bloque hidréfilo
tiene alta influencia en la modulacidn de los valores de LCST, ya que, cuando se utilizaban
cadenas mas cortas de MPEGa44 0 PEGu3, el valor de LCST fue mayor comparado con los
preparados con los macroiniciadores de MPEG o PEG de mayor DP. Por DLS se determind
gue conforme se aumentaba la fraccion de MPEG se disminuia el didmetro promedio de
particula (Dp), indicando una mayor estabilizacion estérica por las cadenas hidrofilas de

mayor tamafo. Por micro
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En los materiales entrecruzados con MBA se obtuvieron nanohidrogeles con fracciones
volumen de MPEG (¢=mpec): 0.18-0.50 o de PEG ($=pec): 0.18-0.49. La conversion de
monémero (NIPAM) determinada mediante *H RMN fue de 51.0-94.0% para los
nanohidrogeles derivados de MPEG y entre 39.0-88.0% para los de PEG. Mediante DLS, *H

RMN y reometria, se evalud la respuesta de los nanohidrogeles al incrementar la temperatura

(25 a 50°C). Se determino6 que al incrementar la concentracion de agente entrecruzante el
didmetro del nanohidrogel disminuye y esto también depende del tamafio de la cadena de
bloque de MPEG o PEG y de la composicion. Mediante microscopia electronica de
transmision (TEM) se observaron nanoestructuras autoensambladas por efecto de la

temperatura con didametros promedio <200.
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IX. PERSPECTIVAS AFUTURO

A partir de los estudios y discusiones presentados en la Tesis Doctoral, las perspectivas de
trabajos futuros se orientan a utilizar los nanomateriales sintetizados y caracterizados para
cargar farmacos hidréfobos como ubiquinol, curcumina, acido dihidrolipoico (DHLA), entre
otros y evaluar la eficiencia de encapsulacion y subsecuente liberacion in vitro de estos
ingredientes activos de la red del nanohidrogel al aumentar la temperatura hasta valores
cercanos a la LCST. Por sus caracteristicas (diferente balance hidréfilo/lipéfilo) se evaluara

la posibilidad de encapsular también ingredientes activos hidrdfilos.
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