UNIVERSIDAD DE SEVILLA

Facultad de Farmacia

Preparacion de Polimeros
Auto-ensamblables.

Nanoparticulas Micelares

s,

Nieves Iglesias Blanco




UNIVERSIDAD DE SEVILLA

Facultad de Farmacia

Grado en Farmacia

Trabajo Fin de Grado

(Experimental)

Preparacion de Polimeros
Auto-ensamblables.

Nanoparticulas Micelares

Departamento de Quimica Organica y Farmacéutica

Tutoras: Maria Violante de Paz Banez

Elsa Galbis Fuster

Alumna: Nieves Iglesias Blanco

Sevilla, Julio 2016



Quiero agradecer, en primer lugar, a mi tutora Viola, sin ella no hubiese podido llevar a cabo
este trabajo. Le doy las gracias no sélo por ensefiarme, sino por preocuparse por mi,

animarme, aconsejarme y tratarme de la manera que lo ha hecho todo este tiempo.

Agradecer también, a mi otra tutora, Elsa, que siempre ha estado ahi para ayudarme en todo

lo posible y para amenizarme el trabajo.

Asi mismo, doy las gracias a todo el Departamento de Quimica Organica y Farmacéutica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla por haberme tratado desde el primer

momento como una integrante mas.

Finalmente, agradecer a mis padres, hermana y Fran, por todo el apoyo recibido durante todos

mis afios de carrera y por confiar en mi incluso cuando ni yo misma lo hacia.



Actualmente existen numerosas enfermedades que ponen en peligro la salud de la poblaciony
en paralelo, han entrado en juego distintas estrategias terapéuticas para combatirlas. Como en
numerosas ocasiones, la naturaleza ha servido de inspiracién: dado que la respuesta a
estimulos es un proceso basico de los sistemas vivos, se han disefiado materiales que
respondan a estimulos externos como son cambios en la temperatura, el pH, la luz, el campo
eléctrico, la presencia o no de determinados productos quimicos y la fuerza idnica. Estas
respuestas se manifiestan en cambios drasticos, como por ejemplo, modificaciones en las

caracteristicas de superficie, solubilidad, auto-ensamblaje molecular o transiciones gel-sol.

Este fascinante comportamiento “estimulo-respuesta” presente en los polimeros
inteligentes” ha impulsado el desarrollo de nuevas aplicaciones en distintos campos como la
biomedicina. Asi, se estan estudiando en profundidad las aplicaciones de dichos materiales en
la vectorizacién terapéutica, la ingenieria de tejidos, sensores etc. y numerosos articulos y
patentes evidencian el rdpido progreso en este area (Ferris y cols., 2014; Jeong, Gutowska,

2002; Ma, Tian, 2014; Roy y cols., 2013).

El objetivo cientifico-técnico que se plantea en esta Memoria es la preparacion de polimeros
con interés, como biomateriales en biomedicina y farmacia, mediante sintesis total a partir de
mondmeros comerciales facilmente asequibles para la formacion de sistemas de liberacion de
farmacos vectorizados y sensibles a estimulos externos. Se estudiard el auto-ensamblaje de los

mismos en nanoparticulas capaces de incorporar moléculas pequefas o agentes terapéuticos.

Se trata, por tanto, de un trabajo que proyecta la obtencién de suspensiones de
nanoparticulas organicas capaces de transportar cantidades suficientes de farmacos para

ejercer su accioén terapéutica bajo el estimulo adecuado.

Palabras clave: ATRP, DDS (“Drug Delivery System”), Micelas, Nanoparticulas, Reaccion click.
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Vivimos en la era de los polimeros. Dicho término engloba una gran variedad de materiales
tanto naturales como sintéticos, algunos de ellos tan conocidos como la celulosa, el almiddn,
las proteinas, el nailon, los plasticos, los cauchos, las pinturas, los adhesivos, etc. (Areizaga y

cols., 2002).

El proceso quimico por el cual ciertas moléculas pequefias (mondmeros) pueden reaccionar
entre si para dar una macromolécula con una constitucion mas o menos repetitiva, se conoce
como polimerizacion. Asi, los polimeros son macromoléculas compuestas por una o varias
unidades constitucionales repetitivas (UCR), (Stevens, 1999). Existen diversas clasificaciones de
polimeros en base a distintos criterios. En primer lugar, podemos distinguir entre
homopolimeros, cuando el polimero esta formado por una sola UCR y copolimeros, si por el

contrario, el polimero esta constituido por mas de una UCR (llustracién 1).

Homopolimero

Copolimero

llustracion 1. Estructura de un homopolimero y de un copolimero

Los copolimeros pueden clasificarse a su vez en base a la distribucion de las unidades
repetitivas dentro del polimero (llustracion 2): copolimeros alternantes, si las UCR se alternan
a lo largo de la cadena lineal; copolimeros al azar, si las UCR se distribuyen aleatoriamente;
copolimeros de bloque, si las unidades constitucionales se encuentran agrupadas entre si,
formando bloques; y por ultimo, copolimeros de injerto, si la cadena principal esta formada

por un solo tipo de UCR y las cadenas laterales por otro (Stevens, 1999).
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Copolimero alternante

Copolimero al azar

Copolimero de bloques

Copolimero de injerto

llustracion 2. Tipos de copolimeros de acuerdo a la disposicidn relativa de las UCR

Los copolimeros de bloque, a diferencia del resto de copolimeros, mantienen caracteristicas de
sus correspondientes homopolimeros; asi, es posible obtener una amplia gama teniendo en
cuenta la longitud de cada bloque y la composicién quimica de cada mondmero (Rodriguez-

Hernandez y cols., 2005).

En funcién de la arquitectura de las cadenas poliméricas existe otro tipo de clasificacion; de
este modo, segun la morfologia de la cadena, se puede distinguir entre: polimeros lineales, no
existen ramificaciones, excepto los grupos laterales presentes en los monémeros; polimeros
ramificados, existen ramificaciones, mas o menos largas, de idéntica constitucion a la de la
cadena principal, que emergen de ella de manera estocastica; polimeros peine, contienen
cadenas laterales, de igual o similar longitud, que se disponen con cierta regularidad a lo largo
de la cadena principal; polimeros estrella, son un caso particular de los ramificados en los que
tres o mas cadenas emanan de una misma unidad central; polimeros escalera, constituidos
por una sucesidon regular de ciclos (un caso particular son los semiescalera en los que los

segmentos ciclicos alternan con segmentos lineales); y polimeros entrecruzados o reticulados
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(red), que se pueden considerar un tipo de polimeros ramificados en los que las ramificaciones
entrelazan unas cadenas con otras de manera que todo el conjunto puede considerarse una

sola macromolécula (llustracién 3).

Polimeros Lineales

Polimeros Ramificados

Polimeros Peine

Polimeros Estrella

Polimeros Escalera

Polimeros Entrecruzados o Reticulados

llustracion 3. Tipos de polimeros segun su estructura

Otra forma de clasificar los polimeros es atendiendo a si el proceso de polimerizacién se
produce por pasos (polimerizacion por pasos) o mediante el crecimiento de la cadena

(polimerizacion en cadena).

En las ultimas décadas, se han desarrollado de forma extensa, técnicas de polimerizaciones
“vivas” tales como las polimerizaciones oxoanidnicas (de Paz y cols., 2000), las
polimerizaciones radicalicas por transferencia de dtomos (ATRP), ya empleadas por el equipo
de investigacion (Robinson y cols., 2001; Galbis y cols., 2014) y polimerizaciones radicélicas por
transferencia reversible de cadena mediante adicion-fragmentacién (RAFT) (Jones y cols.,

2012). Todas ellas forman parte de las polimerizaciones en cadena.
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Las polimerizaciones mediante ATRP conducen a la obtencion de polimeros con una
polidispersidad baja y pesos moleculares controlados a partir de una gran variedad de
mondmeros, lo que no ocurre con la polimerizacidn radicdlica clasica (De los Santos y cols.,

2004).

Un tipo especial de copolimeros lo constituyen los denominados “copolimeros de bloque
anfifilicos”, los cuales estan formados por dos bloques incompatibles unidos covalentemente y
son de especial interés debido a su potencial capacidad de auto-ensamblarse dando lugar a
nanoparticulas (NP). Asi, cuando el copolimero se disuelve en un disolvente
termodinamicamente bueno para un bloque pero malo para el otro, estos Ultimos se asocian
formando nano- o micro-estructuras con posibles aplicaciones en pinturas, cosméticos,
liberacion de farmacos, materiales eléctricos y electro-épticos, “nanoclusters” metalicos,

biosensores y terapia génica (Cuadros-Moreno y cols., 2014).

Las NP son sistemas, a veces sdlidos, de tamano generalmente inferior a 300 nm. Aunque
existen muchos tipos de nanoparticulas (Xing y cols., 2014), sdlo se hablard de las mas

relevantes de tipo organico (llustracion 4).

N Flﬁ’”))),)sa

- @ / LCg,
Xk ©
7 ll 4 % U‘y
Dendrimeros Micelas Liposomas

llustracion 4. Tipos de NP organicas

Los dendrimeros son macromoléculas muy ramificadas que se caracterizan por su particular
arquitectura tridimensional globular bien definida, de tamafio nanoscépico (Xing y cols., 2014).
Los liposomas son vesiculas nanométricas compuestas principalmente por fosfolipidos o
copolimeros dibloque, los cuales tienen la propiedad de adoptar espontdneamente la
configuracién de bicapas cuando se encuentran en medio acuoso. Esto se debe a que son
moléculas anfifilicas en las que el extremo polar se orienta hacia la fase acuosa y el extremo no

polar hacia el interior de la bicapa (Ball, 1995).

Finalmente, las micelas son particulas coloidales nanométricas, generalmente esféricas que se
pueden generar también por una disposicién termodindmicamente estable de los copolimeros

de bloque de naturaleza anfifilica. Su formacién depende de la concentracién micelar critica
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(CMC), que se define como la concentracion de polimero a partir de la cual éste se empieza a

auto-ensamblar espontaneamente en disolucién formando micelas (Nikova y cols., 2004).

Actualmente, los farmacos lipofilicos se administran via rectal o inhalatoria lo que supone una
serie de inconvenientes, dependiendo de la via de administracion: (a) en el caso de
administracién por via rectal, la absorcién es irregular e incompleta, su uso esta
contraindicado en el caso de fisuras, es doloroso y vergonzoso para el paciente y por ultimo,
algunos farmacos pueden producir diarrea o estrefiimiento al ser administrados por dicha via;
(b) en el caso de ser administrados por via inhalatoria, no producen efecto sistémico, no es
posible la dosificacién exacta y presentan una rapida absorcion, lo que facilita la aparicién de
efectos secundarios en farmacos potentes con una ventana terapéutica pequefia (Perry,

Potter, 2001).

Ademas de los inconvenientes intrinsecos asociados a cada via de administracién, existen una
serie de inconvenientes generales como son: la necesidad de administraciéon de la dosis del
farmaco cada cierto intervalo de tiempo; la vigilancia de las concentraciones de farmacos para
que estén dentro del margen terapéutico (relacién entre la dosis de un medicamento que
produce efecto terapéutico y la que provoca efecto téxico); la dificultad de administracion en

aquellos farmacos que posean una acusada variabilidad en su comportamiento cinético; etc.

Por todo ello, se estudia la posibilidad de nuevas técnicas en la administraciéon de farmacos
lipofilicos, como la utilizaciéon de sistemas micelares funcionalizados (llustracién 5) para la
administracién vectorizada hacia células o tejidos especificos, que faciliten simultaneamente la

entrega de farmacos (Villafuerte-Robles, 2009).

La idea de que las micelas sean utilizadas como transporte de farmacos surge por su capacidad
para la proteccidon del farmaco o sustancia encapsulada de todas las vias de degradacion
posibles hasta que pueda alcanzar el lugar de accidn, atravesar todo tipo de barreras bioldgicas
y alcanzar compartimentos intracelulares (Irache, 2008). Cuando un farmaco es administrado y
liberado desde su forma farmacéutica, su comportamiento fdrmaco-cinético depende, en gran
medida, de su estructura quimica. Sin embargo, cuando el fdrmaco es administrado en forma

de NP, son las propiedades fisico-quimicas de las ultimas las que realmente afectan a la
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llustracion 5. Esquema del transporte y liberacidon de farmacos mediado por NP inteligentes: A) Carga
del farmaco en la micela; B) Funcionalizacion de la micela; C) Reconocimiento del tejido elegido;

D) Liberacién del agente terapéutico provocada por cambios externos.

distribucién del farmaco (llustracién 6), controlandose asi la liberacién del mismo, evitando

efectos indeseables y aumentando el indice terapéutico (Irache, 2008).

Todas estas ventajas hacen que las micelas poliméricas sean ampliamente estudiadas y sean
escogidas para el disefio de “Sistemas inteligentes”, llamados asi por su capacidad de
respuesta ante pequefios estimulos del entorno, como son cambios de: temperatura, pH, luz,

campo eléctrico, productos quimicos y fuerza idnica.

Estructura quimica Parametros fisicoquimicos
del conjugado NP-farmaco: del conjugado NP-farmaco:

Estructura quimica de la capa externa. Tamaio de la micela.

Longitud de cadena de los segmentos > Estabilidad de la micela.
hidrofilicos e hidrofébicos. Propiedades fisicoquimicas
Contenido de farmaco hidrofébico. de la capa externa.

Biodistribucion.
Farmacocinética.

llustracion 6. Factores que afectan a la biodistribucién y farmacocinética

En el cuerpo humano sano predomina un pH de 4,0-7,0 y su valor depende del tipo de tejido
considerado (Schmaljohann, 2006). Asi, se pueden disefiar NP sensibles a cambios de pH que
tengan como objetivo, por ejemplo, el microambiente extracelular y organulos intracelulares

acidos de tumores sdlidos, siendo capaces de liberar el principio activo como respuesta a una

10
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disminucién del pH, mejorando asi la especificidad por el tejido y los resultados terapéuticos

(Kanamalay cols., 2016).

La naturaleza dindmica y reversible de formacién de micelas a partir de cadenas poliméricas
disueltas molecularmente es el origen de su inestabilidad. Para preparar micelas con mayor
estabilidad fisica y prevenir la desagregacion causada por la dilucidn, se puede modificar la
estructura micelar entrecruzando fisica o quimicamente la corona o el nucleo de la misma
(Hlustracion 7), generandose NP unimoleculares estables (Chen y cols., 2014). El
entrecruzamiento puede llevarse a cabo mediante enlaces covalentes inter-catenarios en la
micela que aumenten la estabilidad de las mismas en circulacién sanguinea haciendo que su
contenido sea liberado sdlo bajo estimulos especificos (Garg y cols., 2011). Es también de
interés que las NP presenten grupos funcionales que permitan la inclusién de ligandos de

reconocimiento Utiles para la vectorizacion activa a células y tejidos especificos.

Nucleo

Corona

llustracion 7. Representacidn de la estructura de una micela

El entrecruzamiento del nucleo micelar requiere la presencia de grupos funcionales reactivos
en el bloque hidrofébico que permitan su acoplamiento por reaccién con agentes
difuncionales o a través de reacciones de polimerizacion radicalica. De este modo, se modifica
la porosidad y permeabilidad del nucleo, lo que también puede afectar a su capacidad de
encapsulacién de agentes terapéuticos y su posterior liberacion. Este aspecto es
particularmente interesante ya que ofrece la posibilidad de preparar micelas con un nucleo

capaz de controlar tanto la carga del farmaco como su liberacién (Alvarez y cols., 2016).

Para llevar a cabo el entrecruzamiento covalente del nicleo, se requieren reacciones simples,
rapidas y fiables, con altos rendimientos, que no generen subproductos y en los que los

reactivos y disolventes empleados sean materiales asequibles, de baja o nula toxicidad y

11
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facilmente eliminables. Este tipo de reacciones son la base de la “Quimica Click” (Kolb y cols.,

2001; Moad y cols., 2005; Moad y cols., 2006; Moad y cols., 2009).

Dentro de estas reacciones “click”, la reaccion de Diels-Alder es una de las mds conocidas
(Nlustracidn 8), la cual, desde su descubrimiento, ha sido citada en mas de 40.000 documentos.
Se trata de una reaccidn de cicloadicidn (4+2) en la que un dieno conjugado y un diendfilo
reaccionan para dar lugar generalmente a ciclohexenos. Se utiliza en quimica de polimeros por
ejemplo, para la formacién de hidrogeles (Galbis y cols., 2014) y para entrecruzamiento

micelar (Gacal y cols., 2006).

/

7 —
\\_/4

Dieno Diendfilo Aducto

llustracion 8. Esquema tipico de una reaccién Diels-Alder

El objetivo general del presente trabajo (llustracién 9) es la preparacion de suspensiones de
nanoparticulas organicas, formadas por el auto-ensamblaje de copolimeros de bloque, que
sean Utiles como sistemas vectorizados de liberacion de fadrmacos y que respondan liberando

la molécula terapéuticamente activa bajo el estimulo adecuado.

Los principales objetivos especificos de este trabajo son los siguientes:
e Sintesis de materiales anfifilicos de bloque susceptibles de auto-ensamblado posterior
en medios adecuados
e Estudio de formacidn de nanoparticulas, y geometria y distribucion de las mismas
e Reacciones de entrecruzamiento del nicleo micelar que estabilicen su estructura
e Determinacion de la estabilidad micelar

e Carga micelar. Ensayos de inclusidon de moléculas lipdfilas para su liberacion posterior

12
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Bloque lipofilico Nucleo lipofilico
YA VAN
VA VAN 2, LA
D —
VA VAN
Corona hidrofilica
Copolimero de bloque anfifilico Micela
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Micela entrecruzada en el nucleo

(a) Autoensamblado del copolimero de bloque; (b) Entrecruzamiento del nucleo;
(c) Carga del farmaco; (d) Liberacién del farmaco mediante la activacion estimulo-respuesta

llustracion 9. Esquema representativo de los objetivos planteados en este trabajo

Todos los reactivos y disolventes fueron suministrados por Aldrich Chemical Co. Los
metacrilatos de 2-hidroxietilo (HEMA), N,N-dietilaminoetilo (DEA), N,N-dimetilaminoetilo
(DMA) y furfurilo (FMA) se pasaron por una columna de alimina basica y se destilaron antes

de su uso.

Las cromatografias en capa fina (ccf) se realizaron en laminas de gel de silice 60 F254 (Merck) y

se revelaron con luz UV o mediante carbonizacidn con acido fosfomolibdico.

Los espectros IR se registraron en un espectrometro JASCO FT/IR-4200 equipado con un
accesorio de reflexion total atenuada (Attenuated total reflection, ATR) con cristal de

diamante.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se realizaron en los Servicios Generales

de Investigacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS) a 303 K en los equipos Bruker Avance AV-

13
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500 y Bruker AMX-500. Los espectros 2D de RMN (COSY y HSQC) fueron utilizados como ayuda
en la asignacion de las sefiales de los espectros de *H y 3C. Los desplazamientos quimicos (8)

se dieron en partes por millédn (ppm) usando como referencia Me,Si.
Los espectros de masas se obtuvieron utilizando un equipo Kratos MS80RFA.

Los pesos moleculares y polidispersidades de los polimeros sintetizados se obtuvieron
mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC), usando un equipo Waters 2414 y dos
columnas HR (7’8 x 300mm) de Styragel®, termostatizadas a 60 °C y conectadas en serie. El
equipo estaba conectado a un detector de indice de refraccion. N,N-dimetilformamida (DMF)
fue la fase moévil del sistema y el flujo se fij6 a una velocidad de 1 ml/min. Los pesos

moleculares fueron estimados en base a estandares de poli(metacrilato de metilo) (PMMA).

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un espectrofotémetro de luminiscencia LS
Perkin-Elmer (Norwalk, CT, USA) equipado con una ldampara de xendn. Todas las medidas se
realizaron en una celda estandar de cuarzo de 10 mm de camino éptico, termostatizada a
25,0+0,1 °C, con anchura de banda de 5 nm para la emisidn y la excitacion de los
monocromadores. La fluorescencia se midid a 375 nm con una longitud de onda de excitacion

de 360 nm.

Un espectofotdmetro UV-vis Philips (Eindoven, Netherlands) modelo PU-8720 se usoé para

llevar a cabo las medidas de absorbancia requeridas.

El didametro hidrodinamico (Dy), la distribucién de tamafio (indice de polidispersidad, PDI) y el
potencial-Z de las muestras, se determinaron con un aparato Malvern Zetasizer Nano-ZS
Malvern Instruments a 25 °C, con rango de andlisis del tamafio de particulas de 0,6 nm a 6 um.
La intensidad de la luz dispersada (expresada en kilocuentas por segundo) se midié mediante

dispersion dinamica de la luz (Dynamic Light Scattering, DLS).

La morfologia y distribucidn de las NP se caracterizé por microscopio electrénico de barrido de
alta resolucién (scanning electron microscopy, SEM) usando un microscopio FE-SEM HITACHI
S§5200, operando a 5kV, con maxima resolucion entre puntos de 5 A. Antes de las
observaciones por SEM, las suspensiones se depositaron en un soporte de silicio

monocristalino tratado con plasma de oxigeno durante 80 s para hacerlo mas hidrofilico.

Se utilizé un equipo de epifluorescencia ZEISS APOTOME para la observacién de NP cargadas
con pireno, con platina motorizada en XY (area maxima de escaneo 130x85 cm), iluminacion

epifluorescencia Excite 120HXP, con ldmpara de vapor de mercurio de 120 W y camara
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monocroma Axiocam-506 de alta sensibilidad para captura de imagenes fluorescentes [sensor

de 1936x1460px (3 Mpx)].

En un procedimiento estandar para la preparacion del polimero poli[(DMAsgy,-HEMAsq)-block-
(DEAggy-FMA1o4)], el iniciador 2-bromo- 2-metilpropionato de etilo (EBiB, 37 mg, 28 ul, 0,19
mmol), el monémero HEMA (0,92 ml; 7,59 mmol), y el monémero DMA (1,53 ml, 7,59 mmol)

se disolvieron en 2,45 ml de metanol.

A la disolucién desgasificada, se le adicionaron el ligando 2,2’-bipiridilo (bpy, 74 mg, 0,48
mmol) y el catalizador CuBr (27 mg, 0,19 mmol) y la mezcla de reaccién se dejé agitando a
25 °C durante 2 horas. Posteriormente, se tomd una alicuota del medio de reaccién justo antes
de la adicidn de los otros monémeros. Esta alicuota fue analizada mediante "H-RMN y GPC con
objeto de determinar tanto su peso molecular promedio en peso (Mn) como la composicion
porcentual molar del primer bloque. A continuacidn, se adiciond una disolucidon desgasificada
de los mondémeros DEA (2,3 ml; 13,67 mmol) y FMA (0,234 pl; 1,52 mmol) en metanol (2,55

ml) y la reaccién se agité durante 24 horas a la misma temperatura.

Transcurrido ese tiempo, la purificacién del polimero se llevé a cabo por filtracion a través de
un lecho de silicagel y tierra de diatomeas, dando lugar a una disolucidn incolora del polimero.
El disolvente se elimind a vacio dando lugar al copolimero puro con alto rendimiento (4.3 g,

85 %). Mn = 34.700; Mw = 45.100; Mw/Mn = 1,3.

IR, v, (cm™): 3385 (0-H), 2991 (=C-H st, furano), 2946 (-C-H st), 1718 (C=0 st), 1151 (C-O st
éster). '"H NMR (DMSO-ds, 500 MHz), & (ppm): 7,67-6,47 (m, 3 H, furano); 4,98 (s, 2 H,
COOCH,-furano, FMA); 4,82 (s, 1 H, OH, FMA); 4,51-4,32 (m, 4 H, COOCH,, DMA y DEA),
3,91-3,82 (m, 6 H, COOCH,CH,, DMA, DEA, FMA); 3,59 (bs, 2 H, COOCH,, FMA); 2,26-2,11 (m,
10 H, N(CHs),, DMA y N(CH,CHs),, DEA); 2,03-1,62 (m, 8 H, -CH,-C(CHs)-, DMA, HEMA, FMA,
DEA); 1,06-0,58 (m, 18 H, -CH,-C(CHs)-, DMA, HEMA, FMA, DEA).

Composicién  experimental del copolimero (determinada mediante 'H RMN):

[(DMAg-HEMAgzsy,)-block-(DEAggey-FMA 19)].
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Se prepararon dos disoluciones: en la primera se disolvié 1,8-diamino-3,6-dioxaoctano (7,84
ml, 1 mmol) en DMF (16 ml), y en la segunda, anhidrido maleico (10,5 g, 2 mmol) en DMF (32
ml). Se mezclaron ambas disoluciones controlando que la temperatura de la mezcla no
superara los 80 °C y se agitd durante 20 min. Se afiadieron posteriormente anhidrido acético
(20,2 ml, 4 eq.), acetato de niquel (106 mg, 0,008 eq.) y trietilamina (3 ml, 0,4 eq.) y la
disolucién se agité a 80 °C durante 1 h. Al cabo de ese tiempo se adicioné H,0 (40 ml) y el
residuo se extrajo con diclorometano (300 ml). La fase organica se secd con sulfato de
magnesio, se agitdé con silicagel (70 g) y se filtré a través de una columna de celita. A
continuacién, se eliminé el disolvente mediante destilacion a vacio y se purificé por
cromatografia en columna usando como eluyente una mezcla de terc-butilmetil éter-hexano

9:1 (ccf: Rf 0.33). Se obtuvo el compuesto puro con rendimiento alto (11,9 g 72% rendimiento).

Punto de fusidn: 97-98 °C (recristalizado de 'BME). IR, v, (cm™): 3168, 310 (=C-H st), 1703 (C=0
st), 1109 (O-CH, st). "H RMN (CDCls, 500 MHz), & (ppm): 6.72 (s, 4 H, =CH), 3.72 (t, 4 H, N-CH,,
J=5.8 Hz), 3.62 (t, 4 H, N-CH, —CH,0, J = 5.8 Hz), 3.56 (s, 4 H, O-CH, -CH,0-). >C RMN (CDCls,
125 MHz), & (ppm): 170.6 (C=0), 134.1 (=CH), 70.0, 67.8 (N-CH,-CH,0-), 37.2 (O-CH,-CH,0-).

Espectrometria de masas, ionizacién quimica m/z: 309 [(M+1)], 124 [(C4H,0, N-CH,-CH,)"],
184 [(M-124)'].

El copolimero [(DMAg,y HEMA;5y)-block-(DEAggy,-FMA114)] (0,1 g) se disolvid a nivel molecular
en tetrahidrofurano (THF, 10 ml, concentracién final del polimero: 10 mg/ ml) a 20 °C y la
disolucién se adiciond gota a gota sobre 200 ml de agua destilada. Las cadenas poliméricas se
auto-ensamblaron para formar una suspensién de micelas bien estructuradas en las que los
blogues hidrofébicos (DEA-FMA) originaron los nucleos deshidratados de las micelas. A
continuacién, la suspension de las nanoparticulas se diluyé con la cantidad suficiente de agua
destilada para ajustar el volumen final de la suspension (250 ml, concentracién final del

polimero = 0.4 mg/ml) y se agitd suavemente durante 72 horas.

“Z-average” =177 nm; PDI = 0.12 (DLS).
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Para la estabilizacién de las nanoparticulas por reacciones de entrecruzamiento, se prepard en
primer lugar una suspension micelar (250 ml; concentracion del polimero: 0,25 mg/ml)
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado anterior. Esta suspensién sirvi6 como
blanco a efectos comparativos. En segundo lugar, se seleccioné el agente entrecruzante
(DMDOO o DMIJF) y el grado de entrecruzamiento buscado (10 % o 20 %). Cada ensayo de

entrecruzamiento (cuatro en total) se llevd a cabo como se describe a continuacion:

A una disolucién del polimero en THF (62,5 mg en 6,25 ml; concentracion polimero = 1 mg/ml)
se adiciond gota a gota el volumen necesario de una disoluciéon del agente entrecruzante
seleccionado (DMDOO o DMIJF) en dimetilsulféxido (DMSO, concentracion agente
entrecruzante = 1mg/ml) para obtener grados de entrecruzamiento del 10% y del 20% del
nudcleo micelar. La cantidad del agente entrecruzante se calculd en base a las unidades
repetitivas de FMA incorporadas en el polimero. La mezcla se agitdé suavemente, se enrasé con
la cantidad suficiente de agua destilada hasta un volumen final de 250 ml (concentracién del
polimero = 0,25 mg/ml) y se dejé agitando suavemente durante 9 dias a 25 °C. Los datos

relativos a la formaciéon de dichas micelas entrecruzadas se recogen en la Tabla 1.

Agente entrecruzante Aspecto

Muestra M
Tipo % | mmoles (r:;;! t=5 min t =9 dias

Turbio, aspecto | Turbio, aspecto

M10-1 -- -- -- . .
micelar micelar

Turbio, aspecto | Turbio, aspecto

M10-2 | DMDOO | 20 |849x10™| 0’2616 . .
micelar micelar

M10-3 | DMDOO | 10 |4’24x10™*| 0’130 Transparente Transparente
M10-4 DMJF 20 | 849x10™| 0365 Transparente Transparente

Turbio, aspecto

M10-5 DMJF 10 | 4’24x10™| 0°1823 | Transparente .
micelar

Tabla 1. Formaciéon de NP estabilizadas mediante DMDOO o DMJF al 10% o 20%. Concentracion
polimero 0,25 mg/ml; V=250 ml.
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Para la determinacién de la CMC se prepard una disolucién base del copolimero de bloque
(100 ml, 0,45 mg/ml) mediante dos pasos consecutivos: en primer lugar se disolvié 0,045 g del
polimero en THF (4.5 ml) a 20 °C. Posteriormente, se adicioné la disolucién preparada gota a
gota sobre 90 ml de agua destilada bajo agitacion y el volumen final de la disolucién polimérica
se ajustd con la cantidad necesaria de agua. A partir de esta disolucién base, se obtuvieron las
diluciones a estudiar, con concentraciones comprendidas entre 0,3375 mg/ml — 0,0067 mg/ml;

posteriormente se incubaron las muestras a 25 °C (24 h).

Se midié la absorbancia de luz visible en un espectrofotometro UV-vis Philips modelo PU-8720.
Las medidas se realizaron a una longitud de onda de 600 nm usando agua destilada como

blanco y los datos de cada muestra fueron el resultado de al menos tres medidas.

Muestra | Concentracion (mg/ml) Absorcién (nm)
M2-1 0’45 0.041
M2-2 0’3375 0,268
M2-3 02531 0,183
M2-4 0’1898 0,105
M2-5 01423 0,073
M2-6 0’1067 0,048
M2-7 0’053 0,041
M2-8 0’026 0,007
M2-9 0’00133 0,001

M2-10 0000667 -

Tabla 2: Medidas de absorbancia en UV-vis (600 nm) de las disoluciones del polimero

Para la curva de calibrado del pireno, se prepard una disolucién de la misma a partir de la cual
se obtuvieron las disoluciones menos concentradas. El procedimiento fue como se detalla a

continuacién: se adicionaron 12 mg de pireno a un matraz aforado de 1 litro y se afiadieron
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100 ml de agua cada 30 minutos, agitando suavemente, hasta enrasar el matraz. Se dejé la
disolucién agitando suavemente durante 72 h para asegurar la disolucion completa de pireno
(12 pg/ml). A continuacion, se prepararon tres diluciones cuyas concentraciones fueron: 6

pg/ml, 3 ug/ml, 1,5 pg/ml (20 ml de disolucion).

Se estudié la emisidn de fluorescencia de las muestras a 375 nm utilizando agua destilada
como blanco en las medidas realizadas. Se representaron los valores obtenidos de emisién

frente a concentracién de pireno (en pg/ml) (llustracién 10).

10 -
8 .
c 6 -
0
2
£
w4 -
y=0,7169x + 0,134
R?=0,9984
2 .
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Concentracion (ug/ml)

llustracion 10. Recta de calibrado espectroscopia de fluorescencia del pireno

Para estudiar la incorporacién de moléculas lipdfilas en el ndcleo micelar, se afadié una
disolucion de pireno (1,0 ml en H,0, 12 ug/ml) gota a gota a la dispersion micelar (9 ml,
concentracion final de pireno 1,2 ug/ml) bajo agitacién (muestras M12-X). La mezcla se agitd

suavemente durante 48 h y fue posteriormente estudiada por diversas técnicas.

El proceso se llevd a cabo con las cinco suspensiones micelares preparadas, una no
entrecruzada y otras cuatro con el nicleo estabilizado mediante reacciones click (con DMDOO,
DMJF, al 10% o al 20%). Igualmente, se utilizé una muestra de agua destilada (9 ml) a la que se

afiadié 1 ml de la disolucion de pireno (12 pg/ml) con fines comparativos (muestra M12-0).
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En primer lugar se abordd la sintesis de copolimeros de bloque de naturaleza anfifilica con
capacidad de auto-ensamblarse generando NP micelares a partir de diversos metacrilatos
(Nustracion 11). Como mondémeros hidrofilicos se eligieron HEMA y DMA. Para el segmento
lipofilico se seleccionaron los mondmeros FMA y DEA. Con esta seleccién de mondmeros se
alcanzd: (a) la presencia de unidades sensibles al pH (DMA Y DEA) tanto en el segmento
hidrofébico como en el hidrofilico; (b) la existencia en los segmentos lipofilicos de grupos
funcionales susceptibles de entrecruzamiento posterior mediante la reaccion click de Diels-
Alder (FMA) con bisdiendfilos; (c) la inclusién de grupos hidroxilo funcionales para la

vectorizacién posterior de las NP con los agentes marcadores seleccionados.

Se aplicé para su sintesis las polimerizaciones radicalicas por transferencia de dtomos (ATRP)
ya empleada por miembros del Equipo de Investigacion (Galbis y cols., 2014; Robinson y cols.,
2001) y de gran relevancia por tratarse de una técnica de polimerizacién “viva” que aporta

excelente control sobre la constitucién de los polimeros y la polidispersidad del material.

Copolimeros de bloque anfifilicos

||
I )
Bloque hidrofilico Bloque lipofilico
|| ||
| ||

0090 0g0,% 00,%®
¥ 4y ¥ 2

| )

HEMA DMA FMA DEA

llustracion 11. Estructura de Copolimeros de bloque anfifilicos.

Para la preparacién de los polimeros, se adicionaron los monémeros constitutivos de ambos

bloques en dos momentos distintos y seleccionados del proceso, de forma que el bloque
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hidrofilico se sintetizd en primer lugar, y la adicidon de la mezcla de monémeros DEA y FMA se
llevd a cabo cuando se habia consumido un 95 % de los mondmeros hidrofilicos (datos
obtenidos mediante 'H RMN). La composicién del bloque hidrofilico se determiné mediante el
estudio de una alicuota que se extrajo del medio de reaccién antes de la adicién de los
mondmeros hidrofdbicos. Asi, se calculé la composicién porcentual de cada unidad repetitiva
mediante 'H RMN y posteriormente, se analizé de forma similar el polimero global para la
determinacién de su composicion porcentual total. Se sintetizaron varios copolimeros de
bloque de distintas composiciones relativas y pesos moleculares, siendo el polimero de
composicion [(DMAgy HEMA;gy)-block-(DEAggy,-FMA14)] (Mn = 34.700; Mw/Mn = 1,3) objeto

del presente estudio, el Unico capaz de auto-ensamblarse en NP micelares.

En la preparacién de los agentes entrecruzantes, se sintetizaron bisdiendfilos capaces de llevar
a cabo reacciones de Diels-Alder con los anillos de furano presentes en el bloque hidrofébico
del copolimero. Para ello se emplearon como productos de partida dos aminas: (a)
1,8-diamino-3,6-dioxaoctano; (b) la diamina Jeffamine D230, obteniéndose los bisdiendfilos
DMDOO Y DMIJF, respectivamente, siendo éste ultimo menos polar que el anterior. Se
obtuvieron buenos rendimientos en ambos casos (72% y 75%, respectivamente). Las

estructuras quimicas de ambos agentes entrecruzantes se recogen en la llustracion 12.

entrecruzamiento

o] R R [o)
Agentes de N 0 N DMDOO:R=H; n=2
$ n p DMJF: R=CHg;n=26
) o

llustracion 12. Estructura quimica de los bisdiendfilos sintetizados

La capacidad de formacién de aductos mediante reacciones Diels-Alder de este tipo de
bisdiendfilos con anillos de furano ha sido previamente confirmada mediante analisis de RMN
y estudios de espectrometria de masas, ya sea por bombardeo con dtomos rapidos (FAB) o por
ionizacion quimica (Cl); esta Ultima técnica permitié confirmar la reversibilidad de la formacion

del aducto a temperaturas proximas a 80 °C (Galbis y cols., 2014).

Para la preparacion de dispersiones micelares fue preciso la disolucion molecular del polimero
formado en un disolvente organico, el éter ciclico tetrahidrofurano (THF), elegido por su escasa

toxicidad y miscibilidad en medios acuosos. Se prepararon por el procedimiento descrito en el
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apartado 3.2.3. de la presente Memoria. Se observd la aparicion de una suave coloracion
azulada debida a la de difraccidn de la luz ocasionada por particulas en suspensidn de tamafo
nanométrico (llustracién 13), lo que confirmd la formacion de NP. Esto fue debido al auto-
ensamblaje de las cadenas poliméricas en las que los bloques hidrofébicos se agruparon entre
si creando un nucleo deshidratado, quedando por tanto los bloques hidrofilicos dirigidos al
exterior de la nanoparticula y en contacto con el medio acuoso (llustracion 14). Mediante
estudios de DLS se constatd que se trataba de una suspension casi monodispersa de NP (PDI =
0,12) con Dy, = 177 nm (llustracién 15). A concentraciones elevadas del copolimero en el medio
acuoso (> 0,6 mg/ml), estas NP se agregaron dando lugar a sistemas polidispersos (PDI entre

0,270y 0,350) de tamafio micrométrico (=1500-1900 nm) como se confirmé mediante DLS.

llustracion 13. llustracion 14.
Suspensién de NP en medio acuso Esquema representativo de NP micelares
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1772 Peak 1: 2049 100.,0 81,48
Pdl: 0,123 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,947 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

DOt R T TP TP P PP RRRPRR!

=] o

Intensity (Percent)

o

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 1: P48-2b 1

Record 2: P48-2b 2

Record 3: P48-2b 3]

llustracion 15. Resultados de estudio por DLS de las suspensiones preparadas
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El estudio detallado de las nanoparticulas generadas se describe en el apartado 4.2. de la

presente Memoria.

El entrecruzamiento del nicleo micelar se llevé a cabo por medio de un tipo de reaccidn click:
la reaccidn de Diels-Alder. En este caso, dos anillos de furano presentes en sendas UCR de FMA
reaccionaron con los dos anillos de maleimida de DMDOO o DMJF (llustracién 16). Se trata de
una reaccion de cicloadicién en la que no se produce la pérdida de moléculas pequefias y que
permite la unién de distintas cadenas poliméricas generandose asi un nucleo reticulado que le

imparte estabilidad a la NP.

Inicialmente se intentd llevar a cabo el entrecruzamiento micelar sobre suspensiones de
micelas ya formadas por la adicién de una disolucion del bisdienoéfilo seleccionado (en DMSO,
1mg/ml) y con grados de entrecruzamiento del 25% y del 50%. En estos casos, se observo la
formacién de un precipitado, probablemente debido a la insolubilidad del bisdiendfilo y/o del
aducto generado. Por ello se optd por sistemas menos entrecruzados y en los que el polimero
y el bisdiendfilo entraran en contacto antes de la adicién del agua destilada. De esa forma, los
bloques hidrofébicos del copolimero actuarian como estabilizantes lipofilicos de estos

reactivos en disolucién acuosa. Se dejo agitando la mezcla de reaccién durante 9 dias.

&Mﬁf%@w

DMDOO:R=H; n=2
DMJF: R=CHj;; n=26

L e

Cadenas poliméricas entrecruzadas

llustracion 16. Reaccion de entrecruzamiento entre DMDOO o DMJF y FMA
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El éxito de las reacciones de acoplamiento se puede comprobar con facilidad adicionando la
cantidad suficiente de acido, ya que la presencia de las unidades repetitivas de DMA y DEA,
con grupos amino terciarios, hace posible la protonacién de las cadenas poliméricas a pH < 6.
Asi, cuando se adiciond una pequefia cantidad de acido clorhidrico 3,0 M las unidades basicas
del polimero se ionizaron. En el caso de que las micelas no estuvieran entrecruzadas
(Nustracion 17, caso A), éstas de disgregarian y las cadenas poliméricas se separarian por la
repulsidn entre sus cargas. Tendriamos por tanto una disolucién molecular del polimero (caso
B). Si el entrecruzamiento se ha llevado a cabo con éxito (caso C), la protonacion del nicleo no
seria capaz de romper la estructura tridimensional de las NP debido a los enlaces covalentes
generados en el proceso de entrecruzamiento. Se obtendria una estructura micelar con un
nucleo hidratado, ya que se ha producido un aumento de la hidrofilia del mismo por la

ionizacion de los restos basicos de DEA (caso D).

H* + + *

(B)

Entrecruzamiento
(DMDOO, DMIJF)

(€

llustracion 17. (A) Estructura micelar; (B) cadenas poliméricas protonadas tras la adicién de &cido.
Destruccion de la micela; (C) estructura micelar entrecruzada; (D) estructura micelar entrecruzada

estable, protonada tanto en la corona como en el ndcleo tras la adicién de acido
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La existencia de estructuras micelares en el seno del medio acuoso acido se evidencié por
estudios de DLS y por microscopia electrénica de barrido (SEM) y su estabilidad por medidas
de potencial Z, lo que confirmd el éxito de los procesos de entrecruzamiento en todos los

Casos.

Para el calculo de la CMC se representd la absorbancia a 600 nm de las disoluciones de

polimeros preparadas en funcion de la concentracion de polimero (mg/ml).

Al representar los datos (llustracidn 18), se observd que las disoluciones con concentraciones
iguales o inferiores a 0,05 mg/ml no experimentaban una elevada absorbancia de luz visible,
aspecto caracteristico de disoluciones moleculares de polimeros alifaticos. Sin embargo,
cuando las concentraciones poliméricas igualaban o superaban los 0,11 mg/ml, se producia un
cambio de tendencia y la absorbancia aumentaba de forma sustancial con respecto a la
concentracién. Ademds, en estas dispersiones mas concentradas se observaba la coloracién

azulada tipica de suspensiones de NP en agua.

0,3

0,25 A

o
N
1

0,15 A
y =1,6079x2 + 0,2684x

R*=0,994

Absorbancia

o
N
1

0,05 ~

I‘ T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
Concentraciéon (mg/ml)

llustracion 18. Representacion de la absorbancia de las suspensiones poliméricas a 600 nm

con respecto a la concentracion del polimero
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Debido a la distinta tendencia presentada por las disoluciones/dispersiones preparadas, se
dividieron los datos en dos series diferentes y se analizaron separadamente (llustracién 19). La
CMC se obtuvo mediante la determinacidn del punto de corte o interseccién de las dos lineas
rectas de tendencia obtenidas por los analisis de las disoluciones de polimero a las
concentraciones mas bajas y a concentraciones mayores, siendo su valor igual a 0,078 mg/ml.
Por encima de esta concentracién, las cadenas de polimero se auto-ensamblan de forma

significativa dando lugar a dispersiones de particulas nanométricas.

0,3 -

y =0,9743x - 0,0652
R*=0,99

0,25 -

0,2 -

0,15 -

Absorbancia

cMmC
y=0,1537x - 0,0017

R?=0,911
0,05

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
Concentraciéon (mg/ml)

llustracion 19. Representacidon en dos series de datos de la absorbancia respecto a distintas
concentraciones

Para estudiar el tamafio de particulas se ha recogido en la Tabla 3 los datos de “Z-average”,
polidispersidad (PDI) y diametro de particula (D, en nm). Se utiliza el término “Z-average” que
se define como el tamario hidrodindamico medio ponderado (por medidas de intensidad) del
conjunto de particulas medidas mediante estudios de dispersion dinamica de luz (DLS). El
“Z-average” deriva de un andlisis acumulativo de la curva de correlacién en la que se asume un
tamafio de particula Unico y un Unico ajuste exponencial es aplicado a la funcidon de
autocorrelaciéon. Sin embargo, cuando hay dos poblaciones de particulas claramente

diferenciadas en tamafio, este valor no se correlaciona de forma adecuada con la realidad de la

26



Preparacidn de Polimeros Auto-ensamblables. Nanoparticulas Micelares

muestra. Por ello, se incluye también la polidispersidad del material, que nos da idea de la
homogeneidad del tamafio de las particulas que dispersan la luz y el tamafio mas frecuente
(diametro hidrodindmico Dy, en nm) de la poblacién de NP mas abundante en la muestra, en el

caso de que se diera mas de un pico.

En la Tabla 3 se recogen los datos obtenidos mediante el analisis por DLS de las suspensiones
preparadas a concentraciones de polimero 0,45 mg/ml, concentraciones muy por encima del
CMC (0,078 mg/ml). Estos ensayos se denominaron M4-X y las cantidades de agente
entrecruzante anadidas fueron aquellas que condujeran a la participacién del 50% o del 25%

de los anillos de furano del nucleo micelar en las reacciones del Diels-Alder.

Poblacion 1 Poblacion 2
5 °
Muestra | Bisdiensfilo | ZAVe | pgi | N-2de
(d.nm) picos D, D,
% %
(nm) (nm)

M4-1 107 0,40 2 79 52 317 48
M4-2 DMDOO 50% 125 0,44 3 73 48 341 45
M4-3 DMDOO 25% 142 0,71 3 61 30 335 57
M4-4 DMIJF 50% 149 0,41 3 83 45 438 50
M4-5 DMIJF 25% 151 0,77 3 60 31 334 52

Tabla 3. Valores de “Z-average”, PDI y Dy, de las micelas preparadas a concentraciones 0,45 mg/ml

Se observd de forma general que se trataba de sistemas polidispersos, con 2 6 3 poblaciones
de NP, una de ellas de tamanio inferior a 100 nm (60 nm a 83 nm) y otra con tamafos en torno
a 340 nm (317 nm a 438 nm), que anuncia cierta tendencia a la formacién de agregados. Es de
destacar que los datos correspondientes a las muestras M4-3 y M4-5 no son fiables por la
elevada polidispersidad del material. Se observa que en los casos en los que el
entrecruzamiento fue del 25 %, el tamafio micelar se mantiene constante (poblacién 1) y un se
produce un aumento de la polidispersidad de la suspensidn. La presencia de una poblacién de
particulas de tamafo micrométrico (no recogidos en la Tabla) son responsables de que los

valores de Z-average aumenten en todos los casos.
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Los datos recogidos en la Tabla 3 se obtuvieron cuando se hizo el andlisis de la luz dispersada
en funcidn de la intensidad. Es importante resaltar que la luz dispersada depende del tamario
de la particula con lo que una Unica NP de gran tamano (por ejemplo, un aglomerado de
didmetro superior a 1000 nm) puede tener un efecto dispersante equivalente a decenas y
centenas de NP de tamafio pequefio. Este efecto se pone de manifiesto cuando los datos
obtenidos se tratan en funcién del nimero de particulas encontradas. Cuando asi fue, todas las
muestras mostraron un Unico pico de tamafio menor a 100 nm, lo que demuestra que en todas
las muestras, la poblacién mayoritaria en cuanto al nimero de particulas totales presentes es
la que ostenta menor didmetro. Para ejemplificar dicho concepto, se muestran las graficas
representativas de la distribucion de tamafio de las particulas de la muestra M4-1

(Hlustraciones 20 y 21).

Size Distribution by Number Size Distribution by Intensity

w
<}
@

2o s R |Gt IR MR ;

w a0 @~

Number (Percent)
Intensity (Percent)

N

0.1 1 10 100 1000 10000

o9 =

Size (dnm) 1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
| Record 4: M4-1 1 Record 5: M4-12 Record 6: M4-1 3|
[ Record 4: Md-1 1 Record 5: M4-12 Record 6: Md-13]
llustracion 20. Distribucion de tamafio en funcion llustracidn 21: Distribucion de tamafio en funcién
del n.2 de particulas de la muestra (M4-1) de la intensidad de la luz dispersada (M4-1)

En base a los resultados obtenidos, se acordd disminuir no sélo la concentracion del polimero
en la suspension a 0,25 mg/ml asi como el grado de entrecruzamiento buscado (20 % y 10 %).
Cuando se estudiaron las micelas, estabilizadas o no (desde M9-1 a M9-5), se observd
mediante DLS que las NP de las cinco suspensiones estudiadas presentaban un D
considerablemente mayor que en las suspensiones mas concentradas (M4-X). En el caso de la
muestra no entrecruzada, las NP presentaban un Dy, en torno a los 240 nm (M9-1). Este
tamafio disminuyd cuando el nucleo estuvo entrecruzado, pasando a valores que estuvieron
comprendidos entre 95 y 150 nm. De este hecho se deduce que el proceso de

entrecruzamiento supuso un incremento de densidad de la NP.

Cuando se llevaron a cabo las pruebas de resistencia de las NP a pH acido, la nomenclatura de

las muestras cambié a M11-X, para distinguirlas de las muestras originales. Se comprobd en
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todos los casos un aumento considerable del tamafio de las particulas, en clara correlaciéon con
lo esperado. Al protonarse el nucleo de la micela (como se comentd con anterioridad) este se

hidrata conduciendo a un aumento del diametro hidrodinamico de las particulas.

Micelasa pH =7 Micelas a pH = 3,5
Muestra | Bisdien. (il-.ﬁ::) Pdli (nDrI;'l) Muestra é—ﬁ::) Pdl (r?r:l)
M9-1 168 0,28 239 M11-1
M9-2 Dl\z/lg,/?o 108 0,33 129 M11-2 DI\Z/I(I)DOZO 245 0,33 199
M9-3 Dl\lﬂg,/?o 83 0,28 113 M11-3 Dl\l/l;/?o 198 0,25 250
M9-4 DZ'E)/IOJA)F 87 0,38 149 M11-4 DZIXI;)F 177 0,36 | 224
M9-5 Dll\.!IOJA)F 240 0,41 96 M11-5 Dl'\él‘;r 203 0,22 239

Tabla 4. Valores de “Z-average”, PDI y Dy, de las micelas preparadas a concentraciones 0,25 mg/ml a pH
neutro y acido

Estos datos se corroboraron con las imagenes SEM de las distintas muestras preparadas
(Hlustraciones 22, 23, 24 y 25). En el caso de las micelas no entrecruzadas (llustracion 22), se
observa la presencia de NP redondeadas con distinto grado de aumento. En la imagen con
menor aumento, se observa una panoramica general de la muestra, y se percibe la forma
redondeada de las mismas, que se confirma cuando se toman las imagenes con mas aumento.
El tamano de las NP es del orden de los 100 nm, en consonancia con los valores obtenidos por

DLS.
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$5200 5.0kV 0.7mm x50.0k SE $5200 5.0kV 0.7mm x60.0k SE 500nm

llustracion 22. Imagenes de SEM de micelas no estabilizadas (M9-1)

La llustracion 23 recoge imagenes de las NP entrecruzadas con DMJF al 10%. Se observa que la
forma de las mismas se mantiene redondeada y en este caso, se observan algunas

agrupaciones de NP en diversas partes de la muestra.
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S5200 5.0KV 0.7mm x50.0k SE : : $5200 5.0kV 0.7mm x90.0k SE 500nm

llustracion 23. Imagenes de SEM de micelas estabilizadas con DMJF 10% (M9-5)

A continuacidn se muestran algunas fotos de SEM de suspensiones micelares que prueban la
eficacia del método de estabilizacidon de las NP por entrecruzamiento del nudcleo y que son
estables al medio acido. Asi, por ejemplo, las llustraciones 24 y 25 se corresponden con
muestras entrecruzadas con ambos agentes entrecruzantes (DMDOO y DMJF) y que han sido
sometidas previamente a un tratamiento 4acido. En los casos estudiados, se mantiene la
presencia de NP en el medio, lo que corrobora, junto con los datos de DLS, la eficacia del

método de estabilizacién por entrecruzamiento del nicleo micelar.

$5200 5.0kV 0.7mm x6.01k SE : i $5200 5.0kV 0.7mm x90.0k SE

llustracion 24. Imdgenes de SEM de micelas estabilizadas con DMDOO 20% en medio acido (M11-3)

En el caso de las particulas estabilizadas con DMDOO (llustracion 24), se trata de
nanoparticulas flexibles cuya geometria se modifica por la aplicacién de una fuerza en una
direccidn determinada. Ello se puede explicar en base al aumento importante de la hidrofilia
del sistema en el medio 4cido, con una entrada significativa de agua en la estructura micelar y

a la naturaleza hidréfila del agente entrecruzante.
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No obstante, cuando el bisdiendéfilo fue DMJF, mas lipdfilo (llustracién 25), la forma de las NP

se mantiene relativamente constante.

(O I A A O R

$5200 5.0kV 0.7mm x30.0k SE 1.00um

llustracion 25. Imagenes de SEM de micelas estabilizadas con DMJF 10% en medio acido (M11-5)

El estudio de la capacidad de carga micelar se llevé a cabo con una molécula lipéfila modelo, el
pireno (llustracion 26), mediante espectroscopia de fluorescencia, espectroscopia UV-vis y

microscopia de fluorescencia.

llustracion 26. Estructura del pireno

Para el estudio de las muestras M12-X, cargadas con pireno, por espectroscopia de
fluorescencia, se agitaron las muestras en un rotor durante varios dias, y se midid la
fluorescencia en 4 momentos distintos para observar la evolucién de los datos. (Tabla 5). La
muestra M12-0 se corresponde con una disolucién diluida de pireno (1,2 ug/ml) que mostré
una sefal nativa de emision débil en medio acuoso, aun siendo en esta muestra donde se da la

maxima concentracion de pireno libre (Ocafia y cols., 2005) proponen que, la intensidad de
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otras moléculas.

emision de fluorescencia disminuye en disolucién por pérdida de energia debido al choque con

Tiempo
Muestra Bisdiendfilo
6 dias 9 dias 12 dias 46 dias
H,0 0 0 0 0

M12-0 0,014 0,013 0,011 0,009
M12-1 0,42 0,39 0,477 0,369
M12-2 DMDOO 20% 0,189 0,198 0,192 0,164
M12-3 DMDOO 10% 0,142 0,176 0,149 0,122
M12-4 DMIE  20% 0,096 0,134 0,115 0,094
M12-5 | pvE 10% 0,215 0,19 0,228 0,178

Tabla 5. Datos de emision en espectroscopia de fluorescencia a 375 nm de los ensayos de carga de
pireno en micelas

Se estudiaron las propiedades fluorométricas del pireno en las distintas disoluciones micelares
(M12-1 a M12-5). Los datos de las disoluciones micelares muestran un incremento sustancial
de la intensidad de la sefal de emisidn como se esperaba (Ocafa y cols., 2005), siendo entre
30-40 veces superior para el caso de M12-1 y en torno a 10-20 veces mayor para las micelas

entrecruzadas (desde M12-2 a M12-5, Tabla 6).

La evolucidon de los datos con el tiempo se muestra en la llustracion 27. En general, los valores
se mantienen relativamente constantes a lo largo del tiempo, lo que indica que el acceso del
pireno al nucleo micelar se produce con relativa rapidez, en los primeros momentos de
contacto con la suspensidon de NP. Ademas, los complejos pireno-NP se mantienen estables

durante el tiempo de estudio (1,5 meses).
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Incremento de la emision fluorescencia a distintos
Muestra Bisdiendfilo tiempos respecto a M12-0
6 dias 9 dias 12 dias 46 dias
M12-1 30,0 30,0 43,4 41,0
M12-2 DMDOO 20% 13,5 15,2 17,5 18,2
M12-3 DMDOO 10% 10,1 13,5 13,5 13,6
M12-4 DMJF  20% 6,9 10,3 10,5 10,4
M12-5 DMJF  10% 15,4 14,6 20,7 19,8

Tabla 6. Incremento de la sefial de emisidn del pireno (en tanto por uno) con respecto a la disolucién

acuosa M12-0
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llustracion 27. Grafico de datos de emisidn en espectroscopia de fluorescencia a 375 nm de los ensayos

de carga de pireno en micelas

Se puede observar asimismo que los valores de emisién disminuyen cuando la micela esta

entrecruzada (muestras M12-1 a M12-5) y en el caso del agente entrecruzante DMJF, cuanto

mayor fue el grado de entrecruzamiento (M12-4 con relaciéon a M12-5), menor fue la emision

fluorescente. En cambio, en el caso de las micelas entrecruzadas con el bisdienéfilo mas

hidréfilo, DMDOO, los nucleos mas entrecruzados (M12-2 en comparacién con M12-3)

mostraron una mayor fluorescencia, probablemente debido al realce del caracter lipdfilo del

mismo.
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Se tomaron imagenes en el microscopio de fluorescencia de las distintas muestras y se observé
que en el caso de las micelas no entrecruzadas, el tamafio micelar se incrementaba

sustancialmente respecto a las micelas no cargadas con pireno.

llustracion 28. Imagen del microscopio de fluorescencia. Ensayos de carga de pireno en micelas (M12-1)

Se concluye por tanto que las nanoparticulas formadas son capaces de incorporar de manera
efectiva una molécula hidrofébica en su nudcleo. Por ello, se continuara el presente trabajo con
el estudio de la inclusién de un farmaco, la pilocarpina, con baja solubilidad en agua y un alto
impacto farmacoldgico, usado en clinica en xerostomia y como coadyuvante en el tratamiento

de cancer de cuello y cabeza, ademas de en el Sindrome de Sjogren (Mosqueda y cols., 2004).

Debido a la extensidn del presente trabajo queda por finalizar:

1. Elanalisis de RMN de carbono-13 del copolimero auto-ensamblable
2. La caracterizacidon del bisdiendéfilo DMJF

3. Los ensayos de captacion de pilocarpina por las NP micelares y su liberacién posterior

mediante cambios de pH
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Después de un curso dedicada al presente trabajo, las conclusiones a las que se ha llegado han

sido las siguientes:

Se han sintetizado copolimeros de bloque de naturaleza anfifilica mediante ATRP con baja
polidispersidad y un excelente control sobre la composicién del material, encontrandose que
el polimero con propiedades auto-ensamblables fue aquel con la composiciéon relativa

(DMAGZ'H EMAgg)'blOCk-(DEAgg-FMAll) .

En medio acuoso y a concentraciones de polimero inferiores a 0,45 mg/ml se produce el auto-
ensamblaje de las cadenas poliméricas de forma espontdnea, generandose una suspension
cuasi-monodispersa de NP de estructura micelar como se evidencia mediante estudios de DLS
(PDI = 0,12; D,, = 177 nm) y SEM. La concentracion critica micelar (CMC = 0,078 mg/ml) se

determind experimentalmente mediante estudios UV-vis.

Se han sintetizado con buenos rendimientos dos bisdiendéfilos, uno hidréfilo y otro lipéfilo, que
actuan como agentes entrecruzantes del nucleo micelar. Con respecto a las reacciones de
entrecruzamiento del mismo, se observd que los mejores resultados se obtuvieron con grados
de entrecruzamiento del 10 % y el 20 %. En todos los casos, se obtuvieron micelas
estabilizadas, como se confirmé mediante experimentos de estabilidad en medio &cido,
manteniéndose integras, lo que se confirmd por DLS y SEM. Ademas, se observd que estas

micelas fueron estables a lo largo del tiempo (> 5 meses) y a las temperaturas de trabajo.

Y por ultimo, se ha llevado a cabo la carga de las NP con una molécula lipéfila modelo, el
pireno, constatandose el éxito del proceso mediante espectroscopia de fluorescencia,
espectroscopia UV-vis y microscopia de fluorescencia. Todas las muestras exhibieron un
incremento sustancial (entre 10 y 40 veces superior a las muestras sin micelas) de la intensidad

de la sefial de emisidn de fluorescencia a 375 nm.

Los resultados encontrados son de gran relevancia por desplegar las NP sintetizadas un gran
potencial como sistemas transportadores de farmacos; por un lado, por la importancia que
tienen los sistemas de vectorizacion de farmacos con NP, especialmente en farmacos
hidréfobos, y por otro, por tratarse de “sistemas inteligentes” capaces de liberar el principio

activo bajo estimulos externos especificos.

Se ha demostrado, por tanto, que el trabajo ha sido exitoso y se han logrado los objetivos que

en un principio se habian propuesto.
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