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Introduccion

La ciencia e ingenieria de materiales durante los ultimos 20 afios se ha desarrollado
de manera exponencial en todas sus lineas de investigacion, los materiales
poliméricos que se encuentran en los artefactos de cocina, ropa, carcasas de
computadoras, autos y demas tendrian otras caracteristicas si la materia prima que

se utiliza para crearlos se sintetizara con otras técnicas de polimerizacion [1].

Para obtener polimeros funcionales que posean ciertas caracteristicas se propone
el uso de técnicas modernas para sintetizarlos y lograr propiedades diferentes a las
gue se obtienen cuando se sintetizan por técnicas convencionales. El avance en
tecnologias en el area de polimeros es un trabajo que se ha venido realizando desde
hace varios afios, por ejemplo, se han desarrollado nuevas técnicas de
polimerizacion, las cuales ofrecen arquitecturas complejas y le dan caracteristicas
Gnicas al producto final. Estas caracteristicas son usadas en campos como la

petroquimica, la biomedicina, farmacéutica, entre otras [2,3].

La técnica de polimerizacion controlada por reacciones reversibles de adicion
fragmentacion (RAFT, por sus siglas en inglés Reversible Addition-Fragmentation
chain-Transfer polymerization), es una técnica que tiene la ventaja de controlar el
tamafio molecular y la polidispersidad. En muchos de los casos le da al polimero
caracteristicas “inteligentes”, esto hace referencia a que el polimero reacciona a
cualquier cambio o estimulo. Debido a estas propiedades se puede ocupar el
material en el area farmacéutica, por ejemplo, para la encapsulacién de sustancias
activas, las cuales han sido objeto de estudio para brindarles proteccion cuando
estan expuestas a medios agresivos, logrando asi un mejor rendimiento de tiempo

de vida medio del farmaco [3,4].



Planteamiento del problema

La mitad de la poblacion de la Republica Mexicana para el afio 2010 eran jovenes
de entre 15 y 19 afos, dentro de 50 afos esta poblacién envejecera y presentara
un alto indice de adulto mayor [5]. Al presentar un indice alto de envejecimiento de
la poblacién también existe la posibilidad de que este porcentaje presente
enfermedades que se deban de tratar en hospitales de alta especialidad ya sea por
parte del sector salud publico o privado, actualmente algunas de estas
enfermedades son tratadas con medicamentos que se administran por via oral, los
cuales llegan a ser agresivos con el sistema digestivo causando dafios que

disminuyen la calidad de vida del paciente [6].

El 1.2% de la poblacion presenta artritis reumatoide, esta enfermedad tiene
complicaciones como inflamaciones que no permiten el movimiento de las
articulaciones y causa dolores fuertes, por lo cual se recomienda el consumo de un
antiinflamatorio [6], en la mayoria de los casos se receta Indometacina, este
medicamento solo puede ser consumido por adultos y mujeres que no estén
embarazadas o lactando y su administracion es via oral, pero asi como es un buen
anti-inflamatorio, los pacientes llegan a presentar efectos secundarios como: dolor
abdominal, diarrea, hemorragia gastrointestinal y pancreatitis, derivados del
medicamento. La forma de administracion del farmaco es de 3 a 4 veces al dia en

una cantidad de 25 a 70 mg, en presentacion de liberacion inmediata [7].

Asi pues, se propone estudiar un copolimero termosensible tribloque de reciente
creacion como transportador de un farmaco muy estudiado, para efectos de

comparacion.

En este trabajo se encapsula la indometacina con un copolimero tribloque llamado
Poli (DAM-b-NIPAM-b-AM). Lo anterior se propuso a partir de que este material
presenta una transicion de fase en solucién acuosa a una temperatura de 45°C,
dicha transicion es la LSCT la cual puede ayudar a la liberacion controlada y/o

sostenida.
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Justificacion

La liberacion prolongada de farmaco es una alternativa para disminuir el consumo
de medicamento, reduciendo asi las reacciones adversas que se presentan durante
y después del tratamiento [8], un ejemplo de las consecuencias de la ingesta de
medicina es la aparicion de ulceras gastricas que provocan sangrado en las heces

fecales [7].

Se propone un material que presenta una temperatura critica inferior de disolucién
(LCST por sus siglas en inglés Lower Critical Solution Temperature) cercano a la
temperatura corporal. A cierta temperatura el copolimero tribloque presenta un
estado fuera de fase, por lo cual hay un cambio en su estructura [9] que puede

ayudar a la liberacién controlada y/o sostenida del farmaco.

Se ha reportado que el homopolimero poli N-isopropilacrilamida en solucién acuosa
sufre esta transicién a 32°C. Sin embargo para su uso farmacoldgico se requiere
gue esta transicion se presente a una temperatura mas cercana a la corporal. Es
por ello que anteriormente se hicieron estudios para proponer un copolimero
tribloque compuesto por un bloque de N-isopropilacrilamida, un bloque de una N-
alquilacrilamida (hidréfobo), y un bloque de acrilamida (hidrofilo). Viveros-Nava

estudio la composicion adecuada de cada bloque para aumentar la LCST.

Fue posible sintetizar esta estructura gracias a una de las técnicas de polimerizacion
controladas CRP’s. Se eligio la polimerizacion RAFT, debido a su versatilidad en
cuanto a las condiciones de reaccién, ya que es muy tolerante a impurezas en el
medio de reaccién y ello disminuye los costos de la sintesis; también hay disponibles
un gran numero de agentes de transferencia adecuados para acrilamidas; y lo mas
importante, los valores de polidispersidad reportados para sistemas similares son

muy estrechos, lo que asegura obtener la estructura deseada.
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Objetivos

Objetivo general

Preparar, caracterizar y evaluar capsulas de copolimero P(DAM-b-NIPAM-b-AM)

(sintetizado por polimerizacion RAFT) con indometacina.

Objetivos particulares

1.
2.

Sintetizar el monémero N-dodecilacrilamida, DAM.

Sintetizar el copolimero P(DAM-b-NIPAM-b-AM) por polimerizacion RAFT.
12 Etapa: Sintetizar el primer bloque PDAM.

22 Etapa: Sintetizar el copolimero P(DAM-b-NIPAM).

32 Etapa: Sintetizar el copolimero P(DAM-b-NIPAM-b-AM).

3. Preparar las capsulas de copolimero-indometacina.

4. Caracterizar por TGA/DSC para conocer la temperatura de transicion vitrea

(Tg) y la temperatura de cristalizacion (T¢) de las capsulas y determinar si la
presencia del farmaco modifica esas temperaturas del copolimero.

Caracterizar por XRD para determinar la presencia de estructura cristalina.

6. Caracterizar por SEM para observar la morfologia y tamafio de las capsulas.

Evaluar la liberacion del farmaco de las capsulas de copolimero-

indometacina segun la farmacopea, por espectroscopia UV-Vis.
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Antecedentes



Capitulo 1

1. Antecedentes

1.1. Copolimero

Un polimero es una molécula de masa molecular elevada que esta conformada por
muchas unidades pequefias llamadas monomeros, que se van repitiendo,

enlazandose unas a otras [10].

Cuando uUnicamente una especie de mondmero es usada para construir una
macromolécula, el producto es nombrado homopolimero, normalmente hace
referencia a un polimero simple. Si las cadenas estdn compuestas de dos o mas
tipos diferentes de unidad de mondmero, el material se conoce como un copolimero,

estos estan subdivididos en cuatro categorias principales [11]:

1. Copolimeros al azar: en el cual la distribucion de los dos monémeros en la
cadena es esencialmente al azar, pero influenciado por la reactividad del
monomero individual (ver Figura 1.) [11].

2. Copolimeros alternados: con una colocacién regular a lo largo de la cadena
(ver Figura 1.) [11].

3. Copolimeros de bloques: compuestos de secuencias substanciales o de
bloques de cada uno (ver Figura 1) [11].

4. Copolimeros de injerto: en los cuales los bloques de un monémero son
injertados sobre una columna vertebral de otro polimero tal como ramas (ver
Figura 1) [11].
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Figura 1. Clasificacién de los copolimeros: 1. Copolimeros al azar, 2.
Copolimeros alternados, 3. Copolimeros de bloques y 4. Copolimeros de

injerto.

Una disposicion del tipo A-B de un copolimero en un bloque tendria una diferente
morfologia que una disposicion A-B-A aunque los radios del mondémero sean
idénticos, estos polimeros tienen la habilidad de autoensamblarse en nanodominios
de seguimiento que son determinados por la quimica y la disposicion de los
diferentes bloques. Una variedad de nanomorfologias pueden ser creadas por un
cambio en la disposicion de los bloques, los radios de los monémeros y pesos
moleculares de los blogues individuales y por la adicion al sistema de un monémero
diferente. Los copolimeros en bloques han sido empleados en una variedad de
aplicaciones, mas notables en resinas poliméricas de alto impacto, estos también
se les ha encontrado aplicaciones en biomateriales por sus propiedades tanto
mecanicas como biologicas. Hay varias aplicaciones para los copolimeros en
bloques, incluidas las micelas para la liberacion de farmacos, grupos bioactivos

espaciados en una superficie, de control celular y de adhesion de proteinas [12].



En afios recientes, el interés ha sido enfocado en la estructura de autoensamble de
un copolimero de bloque de estimulo-respuesta, desde sus propiedades fisicas y
quimicas que pueden ser estables para el medio externo. Por ejemplo, propiedades
hidrofilicas e hidréfobas pueden ser causadas por la variacion de pH, temperatura,
campo magnético entre otras [13]. Estas caracteristicas se logran a partir de la
combinacion de bloques con propiedades diferentes en una misma cadena por
medio de una polimerizacién radicalica controlada o viviente (PRC/V), esto debido
a que este tipo de polimerizaciones proveen tal control, que se pueden aprovechar

para la obtencion de ciertas estructuras, maximizando algunas propiedades [14].

1.2. Polimerizacion radicélica controlada/viviente

La polimerizacion convencional por radicales libres es un proceso comercial
importante para preparar polimeros con altos pesos moleculares debido a que
puede ser empleado para la polimerizacién de varios monémeros del tipo vinilo bajo
condiciones de reaccion moderadas, requiriendo la ausencia de oxigeno, pero
tolerante al agua, y puede ser llevada a cabo sobre un amplio intervalo de
temperatura (-80 a 250°C), pero la principal limitacion de este tipo de polimerizacién
es el control pobre sobre algunos elementos principales de las estructuras
macromoleculares tales como el peso molecular, polidispersidad, funcionalidad

final, arquitectura de cadena y composicion [15].

Polimeros precisos con determinados parametros estructurales controlados son
accesibles mediante la polimerizacion radicalica controlada/viviente una
caracteristica especial de este tipo de polimerizacion es la existencia de un equilibrio
entre las especies activas y durmientes, el intercambio de estas especies permite
un crecimiento lento, pero simultaneo de todas las cadenas, aunque manteniendo
suficientemente baja la concentracion de los radicales para minimizar la terminacién
[15]. Los aspectos principales de los tres sistemas mas efectivos actualmente para

este tipo de polimerizaciones son comparados en la siguiente Tabla.



Tabla 1. Comparacion de los sistemas NMP, ATRP y RAFT.

Caracteristicas

Polimerizacién
Mediada por
Nitréxidos (NMP)

Polimerizacion
Radicalica por
Transferencia de
Atomo (ATRP)

Polimerizacion
Controlada por
Reacciones
Reversibles de Adicién

Fragmentacion (RAFT)

Mondémeros

Estirenos con TEMPO
También acrilatos y
acrilamidas usando

nuevos nitroxidos.
No se usa en
metacrilatos.

Casi todos los
monémeros con doble
enlace activado.
No se usa en vinil
acetatos.

Casi todos los

mondémeros.

Condiciones

Elevadas temperaturas
(>120°C para TEMPO).
Sistema a base de
agua.
Sensible en presencia
de oxigeno

Amplio intervalo de
temperatura (-30 —
150°C).
Sistema a base de

agua.

Tolerancia alguna a Oz e

inhibidor con Mt°.

Temperaturas elevadas
para monémeros menos
reactivos.
Sistema a base de
agua.

Sensible en presencia
de oxigeno.

Grupos finales/
Iniciadores

Alcoxiaminas

Térmicamente inestable.

Relativamente caro.
Requiere de quimica
radical para
transformaciones.
Podria actuar como un
estabilizador.

Haluros de alquilo
Térmicamente estable.
Fotoestable
Econdémico y disponible.
Sn, E o quimica radical.
para transformaciones.
Intercambio de

halégenos para mejorar
la propagacion cruzada.

Ditioesteres, yoduros y
metacrilatos.
Menos estable
térmicamente y menos
fotoestable.
Relativamente
econémico.
Quimica radical para
transformaciones (Sn
para RI)
Color/Olor

Aditivos

Ninguno
NMP puede ser
acelerado con

compuestos acilo.

Catalizador de metales
de transicion.
Podria ser removido y

reciclado.

Iniciador radical
convencional.
Puede disminuir la
funcionalidad final.
Puede producir
demasiadas cadenas

nuevas.




1.2.1. Polimerizacion controlada por reacciones reversibles de adicién-
fragmentacion (RAFT)

Actualmente la polimerizacion controlada por reacciones reversibles de adicion
(RAFT) es la mas versatil de las técnicas de PRC/V. Esta técnica fue planteada por
el grupo CSIRO en 1998. Las herramientas sintéticas desarrolladas por
polimerizacion RAFT y subsecuentes transformaciones permiten la polimerizacion
de monomeros altamente funcionales bajo condiciones favorables (algunas veces
en agua a temperatura ambiente sin necesidad de grupos de proteccion), para
permitir complejos con arquitectura altamente controlada con cierta autonomia de

respuesta a un estimulo externo [16].

El componente clave en controlar la polimerizacion RAFT es el agente de
transferencia de cadena [16], estos son compuestos organicos simples que poseen
la fraccion de tiocarboniltio (S = C —S) siendo mas efectiva y versatil en inducir
“vida” por transferencia de cadena reversible adicion-fragmentacion. Los cuatro
tipos de agentes RAFT de ditiocarboniltio son descritos en la Figura 2, donde se
observa quien es Z y R, donde Z es el grupo de activacion y estabilizacion de la
cadena, R el radical libre que se liberay S es el enlace reactivo tiocarbonil, este tipo
de agentes de transferencia ofrecen una amplia gama de copolimeros [15].

S S
N = N r
Z S z S
Z R Z R
Ditiocarbamatos NEt, C(CH.)(CN)CH,CH,COOH
Ditioesteres Ph CH,Ph /= C(CH,)CN)CH,CH,CH,OH
CH,  CH.CN i : . ,
Tritiocarbonatos SCH, C(CH,),CN N\
Xantatos OEt C(CH,),Ph F\\
N7 O

Figura 2. Diferentes tipos de agentes de transferencia de cadena.



Algunas ventajas de la polimerizaciéon RAFT son:

1. La capacidad de controlar la polimerizacion de la mayoria de los monémeros
gue se polimerizan por polimerizacion radicalica. Estos incluyen mondémeros
de metacrilatos, metacrilamidas, acrilonitrilos, estirenos, dienos y vinil [17].

2. La tolerancia de funcionalidad sin proteccibn en mondmero y solvente
(ejemplo, OH, NR2, COOH, CONR2 y SOsH). Las polimerizaciones pueden
ser llevadas a cabo en medio acuoso o protico [17].

3. Compatibilidad con condiciones de reaccion (por ejemplo: masa, soluciones
acuosas u organicas, emulsion, mini-emulsion y suspension) [17].

4. Facil implementacién y relativamente econdmico comparado con tecnologias

similares [17].

1.2.1.1. Mecanismo de polimerizacion RAFT

El mecanismo de la polimerizacion RAFT con los agentes tiocarboniltio implica una
serie de pasos de adicion-fragmentacion. Para una polimerizacion convencional
radicdlica libre, la iniciacion por descomposicion de un iniciador lleva a una
formacién de cadenas de propagacion. En las primeras etapas, la adicion de un
radical propagador (Pne) al agente RAFT [S = C(Z)SR] seguido por la fragmentacion
del radical-intermedio da lugar a un agente RAFT polimérico y a un nuevo radical
(R*) [15]. En la Figura 3 se presenta el mecanismo de reaccion de la polimerizaciéon
RAFT.



Iniciacién y Propagacion

Iniciador + monémero = e
Adicion del agente RAFT

PQ@—S—R;‘ P—S—C*-5—R == P;—8—C=S +R*®
Z Z Z

Reiniciacion
R®+ mondmero ——» P

Lograr el equilibrio de la cadena por la reversible adicion-fragmentacion

AN
P =C—S—Py = Pm—-s——cll"—s—Pn — Pm—s—~(|3=S ol 2
@ z z z @

En general

Iniciador + mondmero + S=C—S—R ———— = R—Pa‘S—ﬁ:zs
I
Z Z

Figura 3. Mecanismo de la polimerizacion RAFT con agentes tiocarboniltio.

El radical R reinicia la polimerizacion debido a que reacciona con el monémero para
formar un nuevo radical de propagacion (Pme¢). En la presencia de monémero, el
equilibrio entre las especies de propagacion activas (Pne y Pme) con el compuesto
del polimero RAFT durmiente proporciona una misma probabilidad de crecimiento
para todas las cadenas. Esta caracteristica del proceso RAFT conduce a la
produccion de polimeros de estrecha polidispersidad. Cuando la polimerizacion esta
completa, la gran mayoria de las cadenas contiene la fraccion tiocarboniltio como el

grupo final [15].

Polimeros sintéticos y sus hibridos con moléculas biologicas se han utilizado cada

vez mas en la biotecnologia, ciencias biomédicas y tecnologias farmacéuticas.



Desde mediados del siglo 20 se han ido desarrollando polimeros a los que se
denomina inteligentes, esto debido a que reaccionan a un cambio en su ambiente o

el medio donde se encuentran [18].

1.3. Polimeros Termosensibles

La clase de polimeros inteligentes son los que tienen la habilidad de responder hacia
un cambio externo, un ejemplo la temperatura: una propiedad que los hace
materiales Gtiles en un intervalo de aplicaciones. Los polimeros termosensibles son
usados para aplicaciones biomédicas tales como la liberacion de farmaco. Los
polimeros sensibles a la temperatura exhiben VPTT (por sus siglas en inglés
Volume Phase Transition Temperature), punto en donde el polimero presenta dos
fases, causando un repentino cambio en el estado de solvatacién. Los polimeros
gue son insolubles cuando se les aumenta la temperatura, tienen una temperatura
critica inferior de disolucion (LCST, por sus siglas en inglés Lower Critical Solution
Temperature), los sistemas que son solubles cuando se les aumenta la temperatura,
tienen una temperatura critica superior de disolucion (UCST, por sus siglas en inglés
Upper Critical Solution Temperature) [19]. A temperaturas mas extremas, la mezcla
se separa en dos fases. La temperatura maxima para la separacion de fases se
designa temperatura critica superior de disolucion, mientras que la temperatura
minima para la separacién de fases se designa temperatura critica inferior de

disolucion [20].

Los sistemas LCST y UCST no estan restringidos para un ambiente de solvente
acuoso, pero unicamente el sistema acuoso es de interés para aplicaciones

biomédicas [19].

1.4. Comportamiento LCST y UCST

Si la temperatura de una disolucion de polimero aumenta o disminuye,
eventualmente el disolvente tiene un comportamiento termodinamico “malo”, esto
se debe a que el sistema alcanza una temperatura mas alla de la cual el polimero y
el disolvente no son miscibles en todas las proporciones [20]. Las mezclas de

polimeros pueden exhibir una variedad de comportamientos coexistentes,



incluyendo temperatura critica superior de disolucion (UCST), temperatura critica
inferior de disolucion (LCST), y una combinacion de ambas. Cuando ambas UCST
y LCST estan presentes, la separacion de fases puede ser tal cual la region
intermedia que es inmiscible, como es el caso de un diagrama de bucle cerrado o
miscible, como se muestra en la Figura 4 [9].
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Composicion variable
Figura 4. Diagrama de fase mostrando la temperatura critica superior de
disolucién (UCST) y la temperatura critica inferior de disolucién (LCST)
superpuestas que muestran la separacion de fases tanto al calentar como al

enfriar.

Por ejemplo, la poli N-isopropilacrilamida presenta una transicién de fase, la cual es
casi independiente de la concentracion o del peso molecular. Entonces la
temperatura de transicion a cualquier concentracion dada es casi idéntica ala LCST,
en la Tabla 2 se menciona una seleccion de polimeros con el comportamiento de
LCST o UCST en soluciones acuosas [19].



Tabla 2. Seleccion de polimeros con comportamiento LCST o UCST en la region

de temperaturas de interés para aplicaciones biomédicas.

Polimero Temperatura de transicion de fase en

solucién acuosa

Comportamiento LCST

Poli (N-isopropilacrilamida) 30-34 °C
Poli (N,N-dietilacrilamida) 32-42 °C
Poli (metil-vinil-eter) 37 °C
Poli (N-vinilcaprolactama) 30-50 °C
Copolimero de bloque de poli (6xido de 20-85 °C
etileno) y poli (6xido de propileno)s
Poli (pentapeptido) de elastina 28-30 °C
Polimero Temperatura de transicion de fase en

solucién acuosa

Comportamiento UCST

PAAmM/PAAC IPN 25°C

En la Tabla superior se observan las diferentes temperaturas que tienen los
polimeros en sus respectivos comportamientos, ya sea LCST o UCST. EL
copolimero tribloque P(DAM-b-NIPAM-b-AM) presenta una LCST de 45 °C, la cual
se encuentra dentro del intervalo de las temperaturas de transiciones de fase para

aplicaciones biomédicas [21].

1.5. Liberaciéon de farmaco

El término liberacién modificada define a las especialidades farmacéuticas que se
han disefiado de tal forma que se ha modificado el lugar o la velocidad con la cual
es liberado el principio activo. Habitualmente se utiliza la expresion “formas retard”
para englobar diferentes sistemas de liberacidén, aunque estrictamente estas formas

solamente corresponden a las de liberacion retardada [22].
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Algunas de estas liberaciones se realizan si el farmaco se encuentra en la superficie
de algun material que le sirva como soporte, almacenado en el interior de otro

material parecido a lo que seria un reservorio o encapsulado [23].

1.6. Microencapsulacion de farmaco

Las técnicas de microencapsulacion han sido desarrolladas para resolver los
problemas de tiempo de vida medio de una sustancia activa. La microencapsulacion
puede envolver farmacos proteina/péptido en el interior y protegerlos de la
degradacion por enzimas, y que los pueda liberar a altas concentraciones durante
tiempos prolongados [24]

1.6.1. Métodos de microencapsulacion

En el siglo XXl la tecnologia de la microencapsulacion ha sido ampliamente aplicada
a la liberacion de farmaco. Las microcépsulas poliméricas biodegradables han
recibido gran atencién debido a sus caracteristicas como agentes transportadores.
Algunos de estos sistemas portadores de farmacos poseen alto potencial para
varias aplicaciones en los campos terapéuticos y farmacéuticos tales como anti-
inflamacion, antibiéticos, anti-tumor, proteinas y vitaminas. Estos tipos de
biofarmaceuticos pueden ser producidos simplemente por un sistema aceite-en-
agua (o/w, por su nombre en inglés oil-in-water) o en un sistema agua-en-aceite
(w/o por su nombre en inglés water-in-oil). Generalmente, se usa un sistema o/w
que hace referencia al proceso de emulsion en el cual el aceite es usado como una
fase dispersa mientras el material soluble en agua (material hidrofilico) se emplea
como un medio disperso durante el proceso de formacion de microcdpsulas. Sin
embargo, un sistema w/o se refiere al proceso de emulsion el cual contiene el
material soluble en agua (material hidrofilico) como la fase dispersay el aceite como

el medio disperso durante el proceso de elaboracion [25].

El sistema o/w puede ser aplicado hacia los agentes solubles en aceite de
liberacion, incluidos los solubles en grasa, vitaminas A, D, E y K, tanto como los
farmacos insolubles en agua (por ejemplo: Indometacina [26]). El sistema w/o puede

ser aplicado hacia la liberaciéon de agentes hidrofilicos, incluyendo vitaminas By C
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solubles en agua, antibidticos y farmacos quimioterapéuticos (por ejemplo:
Cisplatin) [25]. En la Figura 5 se muestra esquematicamente los diagramas de un

sistema o/w y w/o.

a)

) Fose dispersa
Agua o.o'.‘
L
Medio disperso: ene®

Aceite

Figura 5. Diagramas esquematicos de a) un sistema o/w y b) un sistema w/o.

Este tipo de metodologia para la microencapsulacion donde se obtienen
microesferas (tamafios que van desde 1 — 800 um) puede consistir de un nucleo
activo rodeado de un material de revestimiento de espesor uniforme o no, en el
interior de la microcdpsula la mayoria de las veces estd compuesto por el
ingrediente activo a encapsular [27]. El uso de esta tecnologia se debe a la
proteccion que se le brinda al farmaco cuando se encuentre en medios tales como

acidos, alcalinos, oxidativos, entre otros [25].

1.7. Farmaco: Indometacina

El manejo farmacoldgico de la artritis reumatoide (AR) tradicionalmente se ha
apoyado en tres grandes grupos de medicamentos: los anti-inflamatorios no
esteroideos (AINE), los denominados farmacos modificadores de la evolucion de la
enfermedad y por ultimo los corticosteroides orales o de aplicacion local [28].

Los salicilatos y otros farmacos similares, utilizados para tratar las enfermedades
reumaticas, comparten la propiedad de suprimir los signos y sintomas de la
inflamacion. Estos farmacos también ejercen efectos antipiréticos y analgésicos,
peros son sus propiedades anti-inflamatorias las que los vuelven Uutiles para el

control de los trastornos en los cuales el dolor se relaciona con la intensidad de los
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procesos inflamatorios. Varios de los AINE se utilizan para indicaciones especiales
éstos incluyen indometacina y ketorolac [28].

La indometacina, que se puso a la venta en 1963, es un derivado del indol. Es
ligeramente mas téxica, pero en ciertas circunstancias resulta més eficaz que la
aspirina. En el laboratorio, est4 entre los mas potentes de los inhibidores de la
sintesis de prostaglandinas. La indometacina se absorbe bien después de su
administracion oral, y se fija fuertemente a las proteinas plasmaticas. Su
metabolismo se efectlia en el higado, y el farmaco sin cambios y sus metabolitos
inactivos se excretan en bilis y orina [28].

Para usos clinicos no se recomienda el uso de la indometacina como analgésico,
no se utiliza en nifios; sin embargo, es Util en situaciones especiales, incluyendo
artritis gotosa aguda y espondilitis anquilosamente ademas se ha observado que es
eficaz en las afecciones inflamatorias extra-articulares como pericarditis y pleuresia,
asi como en el sindrome de Bartter. Las reacciones adversas que presenta este
AINE son: con niveles de dosificaciones mas altos, al menos una tercera parte de
los pacientes presenta reacciones a la indometacina que requieren la suspension
del farmaco. Los efectos gastrointestinales pueden incluir dolor abdominal, diarrea,
hemorragia gastrointestinal y pancreatitis. De 15 a 25 % de los enfermos
experimenta cefalea, que puede relacionarse con desvanecimiento, confusion y
depresion [29], diversos estudios han indicado que la dosificacion recomendada
mas elevada de indometacina por via oral (50 mg, 4 veces por dia) produce menos

pérdidas de sangre en las heces [7].

En la Figura 6 se muestra la molécula de indometacina seguido de la Tabla 3 donde

se da a conocer las caracteristicas del principio activo [26].
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Figura 6. Molécula de indometacina (IMC).

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la indometacina

Nombre primario o nombre INCI

Indometacina (IMC)

Nombre Quimico

1 -(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-
acetico

Numero CAS 53-86-11
Monografia oficial USP, BP
Formula estructural C19H16CINO4
Peso molecular 357,79 g/mol

Descripcion Fisica

Polvo cristalino amarillo palido o amarillo tostado, con

un ligero olor caracteristico.

Solubilidad USP

Practicamente insoluble en agua, solubilidad 1 en 50
de alcohol, 1 en 30 de cloroformo y 1 en 40 de éter.

Condiciones de almacenamiento

Almacenar en lugar fresco, recipiente hermético y

protegido de la luz.

Estabilidad

La principal degradacion se da por una hidrdlisis en
la unibn amida con la formacion de acido 4-
clorobenzoico y 2-metil-5-metoxiindol-3-acetato,

sufre procesos de oxidacion

Punto de fusién

158-162°C

Maximos en el UV

230 nmy 281 nm
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1.8. Técnicas de caracterizacion
La caracterizacion es fundamental para conocer composicion, morfologia,
cristalinidad, etcétera, de un compuesto. A continuacion, se describen brevemente

las técnicas de caracterizacion utilizadas en este trabajo.

1.8.1. Anédlisis Termogravimétrico y Calorimetria de Barrido Diferencial
(TGA/DSC)

1.8.1.1. Andlisis Termogravimétrico (TGA)

En un analisis termogravimétrico (TGA por sus siglas en inglés Thermogravimetric
Analysis) se registra continuamente la masa de una muestra, colocada en una
atmaosfera controlada, en funcion de la temperatura o del tiempo al ir aumentando la
temperatura de la muestra (normalmente de forma lineal con el tiempo). La
representacion de la masa o del porcentaje de masa en funcién del tiempo se

denomina termograma o curva de descomposicion térmica [30].

La informacién que proporcionan los métodos termogravimétricos es mas limitada
ya que en este método una variacion de la temperatura tiene que causar un cambio
en la masa del analito. Por tanto, los métodos termogravimétricos estan limitados
en su mayor parte a las reacciones de descomposicion y de oxidacion y a procesos
tales como la vaporizacion, la sublimacion y la desorcion [30].

1.8.1.2. Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC)

En la calorimetria de barrido diferencial (DSC por sus siglas en inglés Differential
Scanning Calorimetry) se usa una celda de medicién que consiste en un horno y un
sensor integrado con posiciones designadas para los platillos de muestra y de
referencia. Las areas del sensor estan conectadas a termopares o incluso pueden
formar parte del termopar. Esto permite registrar la diferencia de temperatura entre
la muestra y el lado de referencia (sefial DSC) y la temperatura absoluta de la

muestra o del lado de referencia [30].

Es una técnica experimental dindmica que permite determinar la cantidad de calor

gue absorbe o libera una substancia, cuando es mantenida a temperatura constante
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durante un tiempo determinado, o cuando es calentada o enfriada a velocidad
constante en un determinado intervalo de temperaturas. Como regla general, puede
decirse que todas las transformaciones o reacciones donde se produce un cambio

de energia, pueden medirse por DSC tales como [31]:

1. Medidas de capacidad calorifica aparente (fendbmenos de relajacidon
estructural) [31].

2. Determinacién de temperaturas caracteristicas de transformaciéon o de
transicion tales como: transicion vitrea, transicién ferro-paramagnéticas,
cristalizacion, transformaciones polimérficas, fusion, ebullicién, sublimacion,
descomposicion, isomerizacion, entre otras [31].

3. Determinar estabilidad térmica de los materiales y cinética de cristalizacion
de estos [31].

Horno

Muestra

Figura 7. Esquema del equipo de andlisis de TGA/DSC.

1.8.2. Difraccion de rayos-X

Cuando los rayos X son dispersados por el entorno ordenado de un cristal, tienen
lugar interferencias (tanto constructivas como destructivas) entre los rayos
dispersado, ya que las distancia entre los centros de dispersion son del mismo orden
de magnitud que la longitud de onda de la radiacion. El resultado es la difraccion
[30].

Un haz de rayos X choca contra la superficie de un cristal formando un angulo 6,
una porcion del haz es dispersada por la capa de atomos de la superficie. La porcion

no dispersada del haz penetra en la segunda capa de &tomos donde, de nuevo, una
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fraccion es dispersada y la que queda pasa a la tercera capa. El efecto acumulativo
de esta dispersion producida por los centros regularmente espaciados del cristal es
la difraccion del haz, de la misma forma que la radiacion visible se difracta en una

red de reflexion [30].

La difraccidbn de rayos X proporciona un medio adecuado y practico para la
identificacion cualitativa de compuestos cristalinos. EI método de difraccidon de rayos
X de polvo cristalino es el Unico método analitico capaz de suministrar informacion
cualitativa y cuantitativa sobre los compuestos en una muestra solida, esta técnica
se basa en el hecho de que cada sustancia cristalina presenta un patréon de
difraccidén anico. Asi, si se encuentra una igualdad exacta entre el patron de una
muestra desconocida y el de una muestra fiable, se puede dar por sentada su

identidad quimica [30].

A Ley de Bragg I
ni=2d siné
Donde n es un numero

Figura 8. Representacion de la Ley de Bragg.

1.8.3. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

El Microscopio Electrénico de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning
Electron Microscope) permite la observacion de materiales en escalas de
nanémetros (nm) a micrémetros (um). La utilidad del SEM estriba que puede

observarse imagenes tridimensionales de la superficie de un gran numero de
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materiales. Su mayor aplicacion es obtener imagenes topogréficas en magnitudes
de rango de 10- 10000 nm [29].

En un microscopio electrénico de barrido se barre mediante un rastreo programado
la superficie del sélido con un haz de electrones de energia elevada y como
consecuencia de ello se producen en la superficie varios tipos de sefales. Estas
sefales incluyen electrones retrodispersados, secundarios y Auger; fotones debidos
a la fluorescencia de rayos X y otros fotones de diversas energias. Todas estas
sefales se han utilizado en estudios de superficies, pero las mas usuales son las
que corresponden a: electrones retrodispersados y secundarios, en los que se
fundamenta el microscopio de barrido de electrones y la emision de rayos X, que se

utiliza en el andlisis con microsonda de electrones [30].

El microscopio electronico de barrido proporciona informacién morfolégica y
topografica sobre la superficie de los sélidos que normalmente es necesaria para
entender el comportamiento de las superficies. Asi, un examen por microscopia de
electrones es a menudo la primera etapa en el estudio de las propiedades de las
superficies de un sélido [30].
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Haz de electrones primario

Detector de electrones retrodispersados

Electrones secundarios (SE)
Electrones retrodispersados (BSE)

Fotones de rayos-X
Electrones Auger

Superficie de la muestra

Electrones secundarios (SE)
Electrones retrodispersados (BSE)

Rayos-X caracteristicos

Rayos-X continuos

Flourescencia secundaria

-« » Area deresolucion de BSE

~——— Area de resolucion de los rayos-xX

Figura 9. Representacion del principio basico de la Microscopia Electrénica de

Barrido.

1.8.4. Espectroscopia UV-Visible

En espectrometria de absorcion molecular ultravioleta y visible se observan
absortividades molares que van desde cero hasta un maximo del orden de 10°. La
absorcién de radiacién ultravioleta o visible por una especie atbmica o molecular se
puede considerar como un proceso de dos etapas, la primera de ellas consiste en
una excitacién electrénica seguida de un proceso de relajacion que no es mas que
la terminacion del estado de excitacién de la especie excitada electrénicamente
[30].

La absorcién de UV-Vis resulta, generalmente, de la excitacidén de los electrones de
enlace; como consecuencia, las bandas de absorcion pueden correlacionarse con
los tipos de enlaces de las especies objeto de estudio. Esta espectroscopia es por

lo tanto valida para identificar grupos croméforos en una molécula [30].
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Figura 10. Diagrama de un espectrofotometro con haz sencillo.
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Capitulo 2

2. Metodologia
2.1.

Origen y pureza de los reactivos utilizados

En la Tabla 4 se muestran los reactivos empleados para la sintesis del copolimero

tribloque termosensible P(DAM-b-NIPAM-b-AM) y la elaboracién de las capsulas.

Tabla 4. Lista de reactivos.
Reactivo Pureza (%) Proveedor
4 4-azobis acido cianovalerico >98.0 Sigma-Aldrich
1,4-Dioxano =>09.8 Sigma-Aldrich
Aceite Mineral - Grupo Medina
Acetona 299.8 Sigma-Aldrich
Acido clorhidrico =37 Sigma-Aldrich
Acrilamida =299 Sigma-Aldrich
Agua tridestilada - CTR
Alcohol metilico - CTR
Carbonato hidrogenado de sodio - Meyer
Cloruro de acriloilo 97 Fluke
Cloruro de sodio - J.T. Baker
Ditiobenzoato de Benzilo - Previamente sintetizado
Dodecilamina 98 Sigma-Aldrich
Dimetilsulfoxido 99.93 Fermont
Eter de petroleo =295 Sigma-Aldrich
Hexano 99.8 J.T. Baker
N-isopropilacrilamida 297 Sigma-Aldrich
Sulfato de sodio - Meyer
Tetrahidrofurano =99 Meyer
Trietilamina 299.5 Sigma-Aldrich

22



2.2. Sintesis del mondmero hidréfobo dodecilacrilamida (DAM)

En un matraz de bola de tres bocas, equipado con agitacién magnética se introdujo
dodecilamina (84.6 mmol) y trietilamina (90.4 mmol) en tetrahidrofurano (1,541
mmol). En un embudo de adicion se coloc6 una solucion de cloruro de acriloilo y
tetrahidrofurano. La solucion de cloruro de acriloilo (91.59 mmol) se agreg6 gota a
gota al matraz que contenia tetrahidrofurano (616.4 mmol) y la amina debia estar a
temperatura aproximada de 0°C por un lapso de dos horas (debido a que es una
reaccion muy exotérmica), después de que se agrego la solucién, se dejé que el
medio de reaccion alcanzara la temperatura ambiente dejandola por 12 horas
suplementarias [29].

Se observo un precipitado color beige que es el subproducto de la reaccién
(clorohidrato de trietilamina) el cual se filtr6 y desechd, el filtrado (el liquido amarillo
que contiene el tetrahidrofurano y el monémero hidr6fobo) se lavo tres veces con
una solucion de acido clorhidrico al 10 % para neutralizar la trietilamina restante,
enseguida se lavd con una solucion de carbonato hidrogenado de sodio al 10%, y
finalmente se le aplico un lavado con una solucion de cloruro de sodio al 10%. A la
solucién final se le retird el agua filtrdndola en presencia de sulfato de sodio,
después se llevo al rotavapor para evaporar el exceso de tetrahidrofurano, a
temperaturas no mayores de 60°C, una vez terminada la evaporacion, se procedio
a verter la solucion de hexano con acetona (1:1) y se almacen6 a temperaturas
bajas durante 24 horas. Después se procedid a verter en un recipiente para la

evaporacion de los solventes a temperatura ambiente durante 24 horas [29].

11 N
e N 0

THF
Cl T=0C NH

9

Figura 11. Representacion esquematica de la reaccion de sintesis del monémero

dodecilacrilamida.
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2.3. Sintesis del copolimero tribloque termosensible P(DAM-b-NIPAM-b-AM)
La sintesis de este copolimero se llevo a cabo en tres etapas:

2.3.1. Primera etapa: Sintesis de PDAM

En un tubo schlenk se introdujo el monémero DAM (6.695 mmaol), el iniciador ACVA
(0.446 mmol) y el agente de transferencia BDB (1.116 mmol), los componentes se
disolvieron en 1,4-Dioxano al 85% (w/w), una vez que la mezcla fue homogénea se
sometid a tres ciclos de desgasificacion mediante la congelaciéon del tubo con gas
nitrégeno y un sistema de bafio de agua fria, para eliminar la presencia de oxigeno
en el tubo. La reaccion se llevo a cabo en un bafio de aceite a 60 °C durante 22

horas, la reaccion se detuvo con un bafio de agua fria [21, 29].

& HzC S
- o ACVA
| -+ 1,4-Dioxano = o B
= 5 St raee ™ | ]
| | T=60°C P - P
C12Hzz
NH
Ci2H25

Figura 12. Esquema de la reaccion de sintesis de P(DAM).
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2.3.2. Segunda etapa: sintesis de P(DAM-b-NIPAM)

La segunda etapa se realiz6 in situ, es decir, a la solucion de la primera etapa PDAM
(0.674 mmol) se le agregdb monémero NIPAM (59.348 mmol) y el iniciador ACVA
(0.337 mmol), sin la purificacion del macroagente, se disolvieron en 1,4-Dioxano al
75% (w/w), respecto a la masa agregada del iniciador y monémero, una vez que la
mezcla fue homogénea, se llevd a cabo el proceso de desgasificacion descrito en
la primera etapa [21, 29].

La reaccion se mantuvo durante 22 horas a 70°C. Para detener la reaccion del
matraz, se depositd en un bafio de agua fria. La recuperacion del copolimero fue
por reprecipitacion, se ocup6 como agente precipitante éter de petrdleo, una vez
precipitado el polimero, se procedié a colocarlo en un liofilizador durante 24 horas

para eliminar los disolventes lo mayor posible [21, 29].

ACVA
1 4-Dioxano
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Figura 13. Esquema de la reaccion de sintesis de P(DAM-b-NIPAM).
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2.3.3. Tercera etapa: sintesis de P(DAM-b-NIPAM-b-AM)

Para la ultima etapa de sintesis conformado por DAM, NIPAM y AM se prepar0 una
disolucién con el copolimero P(DAM-b-NIPAM) (0.737 mmol), iniciador ACVA (0.368
mmol) y mondmero acrilamida AM (14.738 mmol). Los cuales se disolvieron en
DMSO al 75% (w/w), una vez que la mezcla fue homogénea, se eliminé el oxigeno
por el proceso de desgasificacién descrito en la primera etapa. La reaccion se llevo
a cabo en un bafio de aceite durante 18 horas a una temperatura de 70°C. La
reaccion se detuvo en un bafio de agua fria. La purificacion del polimero fue por
precipitacion utilizando como disolvente precipitante agua tridestilada a 60°C, el

polimero recuperado se sec0 durante 48 horas en un liofilizador [21, 29].

s
ACVA
J‘\O 5 H;C—\ DMSO
o ; —_—
Z T=70°C

NH>

<

Q

HaC CH2

HaC CHa

Figura 14. Esquema de la reaccion de sintesis de P(DAM-b-NIPAM-b-AM).
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2.4. Elaboracion de las capsulas
Las capsulas se prepararon a partir del copolimero y el farmaco indometacina, en
aceite mineral y una solucién de 0.1 N de HCI aforada con alcohol metilico [26].

Las concentraciones se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Cantidades en gramos para el copolimero y el farmaco IMC.

P(DAM-b-NIPAM-b-AM) IMC
Muestra
g g
1 0.5 1.0
2 1.0 1.0
3 15 1.0

Los compuestos se introdujeron en un reactor equipado con agitacion durante 4
horas continuas a 4000 rpm, después se filtr6 la solucion para recuperar las
capsulas, seguido de lavados con hexano, finalizando con un calentamiento para la

evaporacion de solventes a 70°C durante 6 horas [26].

Microcapsulas + Solucion
@ Hexano + Aceite mineral

Polimero + Solucion Indometacina X [

£ k>
——————> Microcapsulas
/
T T

Filtrado

[X

Aceite
mineral

Figura 15. Diagrama de elaboracion de las microcapsulas
IMC + P(DAM-b-NIPAM-b-AM).
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2.5. Caracterizacion de las cpsulas

2.5.1. Anédlisis Termogravimétrico y Calorimetria de Barrido Diferencial
(TGA/DSC)

La temperatura de transicion vitrea, fusion y cristalizacion de las capsulas se
determiné por DSC en un equipo NETZSCH (STA 449 F# JUPITER) con flujo de
nitrégeno, depositando 9 mg de muestra en un crisol de alimina, el intervalo de
temperaturas en el que se realizo el estudio fue de 25 a 600°C, con una velocidad
de calentamiento de 10°C /min. Se determind la Tg mediante una curva del flujo de
calor por la masa analizada (mW/mg), contra la temperatura (°C). Se le aplicé a la
curva de TGA la derivada por medio del software Origin 6, para obtener los valores

de Tmax de las muestras.

2.5.2. Difraccion de rayos-X

Para determinar si hubo una encapsulacién del farmaco tipo nucleo-coraza y
determinar si el copolimero presentaba cristalinidad, se caracterizO mediante
difraccién de rayos-X usando un equipo marca BRUKER modelo D8 DISCOVER,
para el método de polvos, con una longitud de onda de Cu ko de 1.5401 A, con las
especificaciones de valores para 26 de 5 a 70° con un tamafio de paso de 0.04° y
un tiempo de paso de 5 s. La fase de identificacion fue realizada mediante el uso de

un programa computacional que tiene por nombre EVA V.9.0.

2.5.3. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
Se utiliz6 un equipo marca JEOL modelo JSM6610 VL para poder observar
morfologia, este equipo también proporcioné informacién sobre la quimica del

material sintetizado, por medio de la técnica EDS.

2.5.4. Espectroscopia UV-visible.

Se utilizé un espectrofotometro marca UV-Genesys 105 UV-VIS. Se midi6 la
absorbancia maxima a una longitud de onda de 318nm, usando la solucién de SA
de fosfatos (Fosfato monobéasico de potasio hidroxido de sodio) como blanco de

ajuste.

28



25.4.1. Evaluacion de las capsulas

Se ocupo el equipo DISOLUTOR el cual se operd con un bafio térmico de agua a
37 °C (para asemejar la temperatura corporal), cada reactor contuvo 900 ml de
solucion de SA de fosfatos y 12.5 mg de cada muestra (capsulas copolimero-
farmaco y capsula comercial segun fuera el caso). Cada 15 minutos, durante 4
horas, se tom6 una alicuota y se midio en su absorbancia maxima a 318 nm. Para

calcular la concentracion de farmaco en la mezcla se uso la siguiente formula [26]:

. A
Concentracién = CD( )
Aref

Ecuacion 1. Férmula para calcular la concentracion de farmaco.
Donde:
C es cantidad por mililitro de la preparacién de referencia.
D es factor de disolucion de la muestra.
Am es absorbancia obtenida con la preparacion de la muestra.

Aref €s aborbancia obtenida con la preparacién de referencia
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Capitulo 3

3. Resultados y discusion

3.1. Andélisis Termogravimétrico (TGA)

3.1.1. Indometacina

En Termogravimetria, es importante el analisis de la curva de TGA en conjunto con
la primera derivada DTG, debido a que se obtiene un valor exacto de la temperatura
en la cual el material presenta pérdida de componentes y por ende exhibe una
transformacion, en la Figura 16 el termograma representa una descomposicion de
la indometacina en un proceso simple, esto quiere decir que el farmaco presenta
una pureza elevada debido a que no se observé pérdida de masa por disolventes,
obteniendo el valor de Tmax de 351 °C.

110
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O+——7F—T 7T T Tt T T T T
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Figura 16. a) Termograma de la indometacina y b) Primera derivada

para el calculo de la T de maxima velocidad del proceso en general.
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3.1.2. Copolimero tribloque P(DAM-b-NIPAM-b-AM)

En la Figura 17 el termograma presenta una pendiente negativa, indicando la
evaporacion de solventes y desintegracion de mondmero residual, seguida de una
descomposicion del copolimero donde la temperatura de maxima velocidad del

proceso en general es de 405°C, la cual se obtuvo con la derivada del TGA.

110

a)

% de pérdida de masa

ot+—TTT T 7T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Temperatura (°C)

Figura 17. a) Termograma del copolimero tribloque y b) Primera
derivada para el célculo de la T de maxima velocidad del proceso en
general.
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3.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

3.2.1. Indometacina

Mediante Calorimetria Diferencial de Barrido se obtiene informacion como son las
temperaturas de transicion vitrea, cristalizacion, fusion y descomposicion; el
termograma de la indometacina se presenta en la Figura 18, donde se observa a
164°C la temperatura de fusion (Tm), seguida de la temperatura de cristalizacion (Tc¢)
a 349°C y por ultimo la temperatura de descomposicion (Tq) a 377°C. Comparando
solamente la Tm reportada por la farmacopea, se concluye que se esté trabajando

con el farmaco en cuestion.
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Indometacina T,=377°C
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Figura 18. Termograma de la indometacina.
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3.2.2. Copolimero tribloque P(DAM-b-NIPAM-b-AM)
Se realizo la identificacion de las temperaturas caracteristicas del polimero tales
como: Temperatura de transicion vitrea (Tg), Temperatura de cristalizacion (Tc) y

Temperatura de fusion (Tm) comparando unicamente la Tg reportada anteriormente

por Viveros y Delgadillo.

La Tg tuvo un valor de 147°C parecida a lo reportado, seguida de una Tc de 403°C
y por ultimo una T4 de 428°C (ver Figura 19). Segun lo reportado por Viveros y
Delgadillo se puede corroborar la obtencion del copolimero debido al aumento de la

Tg, calculandose en cada etapa y mostrando la siguiente Tabla.

1.0

o T =428°C

(0 J /A G P VP

a)

T =403 °C

Flujo de calor (mwW/mg)

-0.5
Tg: 147°C
-1.0 H
'15 T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500

Temperatura (°C)
Figura 19. Termograma del copolimero tribloque P(DAM-b-NIPAM-b-AM)

En la Tabla 6 se presentan los valores de la Tq de cada de una de las etapas de
sintesis del copolimero tribloque. Para una estructura asi, se esperaria observar un

inflexion por cada bloque, sin embargo solo se observa una inflexion (Tg) que se
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desplaza a temperaturas mayores con la adiciébn de cada bloque, esto se puede
explicar debido a que los tres monomeros son base acrilamidas, variando

anicamente los alquilos.

Tabla 6. Temperatura de transicion vitrea, Tg de cada una de las etapas.

PDAM P(DAM-b-NIPAM) P(DAM-b-NIPAM-b-AM)
To(°C) 94 106 147

3.2.2.1. Estructura y peso molecular del copolimero.

En estudios anteriores [32], se confirmd la incorporacion de cada bloque por
RMN?H, teniendo las siguientes sefiales asignadas para el copolimero tribloque:
0.88 ppm -CH2-CH2-CHs; 1 ppm -(CH3-CH-CHs); 1.2 ppm -CH2-CH2-CHs; 1.4ppm -
CH2-CH; 2 ppm -CH2-CH; 3.15 ppm -NH-CH2-CHz; 3.85 ppm -CH-NH; 7.3 ppm —
NH.

Por cromatografia de permeacion en gel, se determiné el peso molecular y
polidispersidad de cada etapa. Los datos de peso molecular fueron los siguientes:
PDAM 669 g/mol, P(DAM-b-NIPAM): 6751 g/mol, P(DAM-b-NIPAM-b-AM): 7130
g/mol; esto indica que los blogues se fueron incorporando de acuerdo a la
alimentacion en cada etapa de la sintesis. Los valores de polidispersidad fueron
1.23, 1.19 y 1.17 para cada etapa respectivamente; lo anterior significa que las
estructuras obtenidas son monodispersas y que no se formaron homopolimeros, lo
cual es de suma importancia, ya que esto nos asegura la formacién de una

estructura en bloque.
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3.2.3. Microcapsulas
A cada una de las microcapsulas se le varié la cantidad en gramos del copolimero
tribloque, manteniendo constante el peso del farmaco como se muestra en la

siguiente Tabla.

Tabla 7. Cantidades en gramos para el polimero y el farmaco indometacina.

P(DAM-b-NIPAM-b-AM) IMC
Muestra
g g
microcapsulasl 0.5 1.0
microcapsulas2 1.0 1.0
microcapsulas3 15 1.0

En la Figura 20 se presentan las curvas endotérmicas de las microcépsulas
preparadas donde se observé una modificacidon de la inflexion que seria la
correspondiente a la T¢, se observaron dos o incluso tres inflexiones, las cuales son
atribuidas a la presencia de una fase diferente de la IMC. Segun lo reportado por
Kaneniwa, N. se puede obtener una fase diferente del farmaco cuando esta se
expone a una solucion polar por periodos de tiempo no mayores a 4 horas, la fase

gue se obtiene es la indometacina en fase a.

El termograma de las microcapsulasl sefialada como a), tiene mayor semejanza a
un termograma caracteristico de la indometacina en fase o, mientras que los
termogramas de las microcapsulas2 y microcdpsulas3 sefialados como b) y c)
respectivamente presentan dos inflexiones en el intervalo de temperatura de 240 —
290 °C, atribuyendo que la cantidad de P(DAM-b-NIPAM-b-AM) tuvo influencia en
la presencia de esas sefales, observando que a igual o mayor cantidad de
copolimero con respecto al farmaco puede presentar una modificacion cercana a la
Te.
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Figura 20. Termograma de a) Microcapsulasl, b) Microcapsulas2 y c)
Microcépsulas3

Las curvas endotérmicas de las microcapsulas son muy parecidas al termograma
de la indometacina pura, sin embargo, como hubo un cambio de fase cristalina, la
temperatura de cristalizacion varia en cada muestra por lo que cada Tc se encuentra
cerca de la Tc de la IMC pura. En la Tabla 8 se muestra la Tc y la Tg de las
microcapsulas, la Tc en general esta entre 329 — 352°C mientras que la Tg se
encuentra por valores menores y mayores a la Tg del copolimero, deduciendo que
el cambio de fase del farmaco propicié una modificacion en las cadenas del P(DAM-
b-NIPAM-b-AM).

Tabla 8. Valores de la Tc y Tg correspondientes a cada muestra.

Copolimero Indometacina microcapsulasl microcapsulas2 microcapsulas3

°C °C °C °C °C
Tc 403 349 329 344 352
Tg 147 - 108 152 152
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3.3. Difraccion de rayos-X de IMC, P(DAM-b-NIPAM-b-AM) y microcapsulas

En la Figura 21 se presentan los difractogramas de la indometacina, el copolimero
P(DAM-b-NIPAM-b-AM) y las tres muestras de microcdpsulas, el patron de
difraccion de rayos X que corresponde a la indometacina mostro sefales
caracteristicas en los angulos de Bragg 26 con valor de: 11.591, 16.637, 16.987,
19.585, 21.783, 23.981 y 26.599, que corresponden a la indometacina en fase
triclinica de acuerdo a la ficha PDF 00-036-1700. El difractograma del copolimero
tribloque no presenta cristalinidad, esto se debe a que el empaquetamiento de los
blogues que lo componen no tienen un arreglo periddico que propicie la difraccién,

esto es porque es un material amorfo.

Las microcapsulasl, 2 y 3 presentan una disminucion de la intensidad de las
sefiales representativas del farmaco, con un ligero corrimiento hacia valores
mayores del angulo de Bragg 26 debido a la aparicion de la fase o de la IMC que se

confirmd en los termogramas anteriores.

Las difracciones del farmaco no desaparecieron ni se observaron patrones de
difraccién de rayos X amorfos, pero si con una desviacion de la linea base; se
presupone que la encapsulacion del farmaco no se realizé en una forma nucleo-
coraza como propone la literatura [27, 33], puesto que la cristalinidad de este no

desaparecio, pero se confirma la presencia de la fase o de la indometacina.

Debido a la presencia de una nueva fase cristalina de la IMC se presenta en la Tabla
9 los diferentes valores de distancia planar la cual fue calculada a partir de la
ecuacion de la Ley de Bragg para las primeras cuatro sefiales mas intensas del
farmaco (11.591, 16.637, 16.987 y 19.585), comparando los valores calculados con

los valores obtenidos de cada una de las microcapsulas.

Como se observa en la Tabla 9, la indometacina y microcapsulasl presentan
distancias planares parecidas por lo que se infiere que presentaron los mismos
corrimientos en el angulo de Bragg 206 mientras que para las muestras

microcapsulas2 y 3 presentan las mismas distancias entre ellas, observando una
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disminucién de la distancia, confirmando asi el corrimiento de las sefales hacia

valores mayores del angulo de Bragg 26, confirmando que el cambio de fase de la

IMC y su deposicion de esta sobre la superficie, modifico las distancias planares.

M%microcépsulass

microcapsulasl

Copolimero

Intensidad (u.a.)

nnK

WW

5 10 15

20 25

20 Grados

Figura 21. Patrones de difraccion de rayos-X de indometacina,

copolimero, microcapsulasl, microcapsulas2 y microcapsulas3.

Tabla 9. Comparacion de las distancias planares de las cuatro primeras sefales

con mayor intensidad.

dhi dhi dhi dhki
indometacina microcdpsulasl microcapsulas2 mcapsulas3
A) A) R) (R)
7.6117 7.6115 7.4829 7.4829
5.3144 5.3018 5.2394 5.2274
5.2026 5.2026 5.1426 5.1426
4.5268 4.5177 4.4995 4.4635
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3.4. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de IMC y microcpsulas

Como se mencionod la Microscopia Electrénica de Barrido sirve para identificar la
morfologia de cualquier tipo de material, aunque existan algunas desventajas para
la identificacion cuando se trata de materiales que no propician la propagacion de

los electrones como es el caso de algunos materiales poliméricos.

Figura 22. a) Fase o de la indometacina, b) Microcapsulasl, c) Microcapsulas2 y

d) Microcapsulas3.
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Segun lo reportado por Kaneniwa, N., la morfologia de la indometacina en fase a
son filamentos que semejan agujas tal como se observa en Figura 22 a), una vez
que se realizd el proceso de encapsulamiento la morfologia cambia, se observan

aglomerados de estos filamentos tanto en la Figura 22 b) y c).

En el inciso d) no se observa la morfologia de aglomerados como en las anteriores,
si no que la imagen muestra capas lisas las cuales estan delimitadas, dichas capas

muestran un area mayor a 10 pm.

3.5. Espectroscopia UV-Visible (UV-Vis)

El espectro de absorcién en las regiones del ultravioleta y visible es Gtil para detectar
la presencia de ciertos grupos funcionales que actian como cromoforos [28]. La
Farmacopea menciona que para evaluar la liberacion del farmaco mediante la
espectroscopia UV-Vis, se debe de medir la absorbancia a la longitud de onda de
318 nm pero en este caso se observo un ligero corrimiento del espectro hacia
longitudes mayores debido a la modificacion de fase de la indometacina, tal como
lo muestra la Figura 23, obteniendo la absorbancia en valores de 318 nm a 321 nm.

Se realiz6 la evaluacion por triplicado de cada muestra de microcapsulas, para
obtener un promedio y realizar los calculos que se mencionan en la metodologia
logrando obtener el perfil de liberacion y hacer la comparacion entre cada relacion

copolimero-farmaco.
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Figura 23. Espectro de absorcion de a) IMC, b) Microcapsulasl, c)

Microcapsula2 y d) Microcapsulas3.

3.6. Perfiles de liberacion

Es importante mencionar que se propuso dicho copolimero tribloque debido a su
arreglo conformacional en solucion acuosa, a 37°C. Es decir, que este copolimero
con dos bloques hidréfilos y uno hidréfobo, a temperatura ambiente, tienen un
arreglo micelar parecido al nlcleo-coraza; sin embargo, a 37°C sufren una inversién
de micela. Es asi que se propone que, a temperatura ambiente, las micelas de
copolimero contengan al farmaco y que, al aumentar la temperatura, debido al

cambio conformacional liberen el farmaco.

La prueba de disolucién consiste en evaluar la concentracion del farmaco con el
tiempo, en este caso contenido en las microcapsulas, aunque también se comparé

con una tableta comercial, esta se encuentra recubierta por una gelatina que cuando
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se desintegra, va liberando al farmaco mientras que en las microcapsulas se

encuentra la IMC sobre la superficie del copolimero tribloque.

Se usaron cantidades equivalentes de farmaco debido a que la capsula comercial
indica que el contenido de indometacina es de 125 mg y en relacion a las
microcépsulas estas también tenian la misma cantidad de farmaco. El perfil muestra
gue la determinacion cuantitativa que se realizé del farmaco en todas las muestras
sefala que la liberacion de la capsula comercial que tiene a la indometacina, fue en
forma lineal, la cuantificacion del farmaco tuvo un comportamiento constante
durante el desarrollo de la prueba, es decir que el farmaco in-vitro muestra una

liberacion sostenida.

En la Figura 24 se encuentran concentrados los perfiles de liberacion para
comparacién, la muestra microcdpsulas3 presenta un comportamiento gréafico
parecido al de la cdpsula comercial solo que la cuantificacion de este es mucho
menor, la muestra microcapsulas2 muestra una tendencia de mayor liberacién de
farmaco entre el minuto 165 hasta el 195, sin embargo, esta liberacion cesa y por
tanto su cuantificacién. Las microcapsulasl exhibe poca concentracion de farmaco
en los primeros 100 minutos, en el minuto 225 alcanza el mismo nivel de
concentracion de IMC que la capsula comercial y el minuto 240 muestra una mayor
cantidad de concentracion. Infiriendo que si se hubiera seguido la cuantificacion
probablemente la liberacion hubiera sido mayor que la comercial.

La liberacién de las microcapsulasl comparada con las microcapsulas2 y 3 es
mejor, y que, si bien al compararla con la comercial y encontrar que en el minuto
225 ambas liberan la misma concentracion de farmaco, afirmando que la muestra 1
a pesar de la baja cuantificacion en los tiempos menores a 225 asegurando que la
liberacion de la indometacina es visible. Tal vez no adecuada pero el

comportamiento muestra una liberacion gradual en aumento.
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Figura 24. Comparacion de perfiles de liberacion.
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Conclusiones
Se sintetizo el copolimero tribloque P(DAM-b-NIPAM-b-AM) mediante la técnica de
polimerizacion RAFT y se comprobdé que la adicion de bloques fue la correcta debido

al aumento de la Tq.

Se observo en los termogramas de las microcapsulas que se obtuvo otra fase de la

IMC debido a la exposicion de esta con una solucion polar (alcohol metilico).

La difraccion de rayos X comprobd que no hubo una encapsulacion si no que se
depositd en la superficie de las microcdpsulas, la sustancia activa, debido a que se
observan las sefiales de la indometacina y, si se hubiera presentado una
encapsulacién nucleo-coraza las sefiales representativas del farmaco hubieran

desaparecido, formando un patron amorfo, representativo del copolimero.

En la Microscopia Electronica de Barrido no se observaron superficies esféricas del
tipo ndcleo-coraza, no obstante, se observan aglomerados y superficies lisas
dependiendo de la concentracion del copolimero en cada muestra. Lo que corrobora

los resultados de DRX.

Las microcdpsulasl presentan una liberacion gradual, en contraste con la capsula
comercial ya que presenta una liberacién inmediata, las microcapsulas2 y 3
presentan el tipo de liberacion inmediata, pero en menor concentracion, lo que las

hace no capaces de compararse contra la de liberacién inmediata.
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