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RESUMEN

La actual, es considerada la generacién de los materiales inteligentes. Estos se caracterizan
por ser capaces de sensar estimulos en su entorno, o su propio estado, y responder
cambiando sus propiedades fisico-quimicas, de manera predecible y funcional. En los
ultimos afios, el alto grado de desarrollo en este area ha generado la necesidad de sintetizar
polimeros de alta complejidad que exhiben funcionalidades y propiedades distintivas. Como
estrategia para alcanzar dicha complejidad, se recurre a los criterios de disefio y técnicas de
control a nivel molecular desarrolladas en la Quimica Organica, que permiten la preparacion
de polimeros bien definidos y materiales nanoestructurados. Entre los materiales
inteligentes mas desarrollados en los ultimos afos, estan los hidrogeles (HGs). Estos son
redes poliméricas entrecruzadas, que tienen la capacidad de absorber y retener grandes
cantidades de agua o fluidos bioldgicos. Poseen propiedades particularmente
excepcionales, que los han colocado en la mira del desarrollo cientifico en el drea de
materiales. La versatilidad quimica de los hidrogeles, por ser un material polimérico; sus
propiedades mecdnicas; sus propiedades de hinchamiento; su porosidad; la presencia de
una interfaz liquido-sdlido en su interior; y su similitud con tejidos bioldgicos, son algunas
de las caracteristicas que proponen el uso de estos materiales en un creciente nimero de

aplicaciones, principalmente en el area de biomedicina.

La aplicacién de los hidrogeles en entornos complejos como los bioldgicos, realizando
funciones altamente especificas, requiere de la optimizacion de las propiedades mecanicas,
propiedades de hinchamiento y funcionalidad quimica de los materiales. Por lo tanto, es
necesario superar las barreras impuestas por los métodos tradicionales de sintesis de
hidrogeles para lograr estructuras mas controladas y funcionales tanto en la macro como

en la micro o nanoescala.

En este contexto, se ubica el presente trabajo de tesis doctoral titulado: “MODIFICACION
POST-SINTESIS DE MACROGELES Y NANOGELES: control del grado de entrecruzamiento,

estructura y funcionalizacion”. Este trabajo tiene como objetivo principal el estudio y



desarrollo de metodologias de sintesis de hidrogeles y nanogeles (NGs) por polimerizacion
radicalaria, que permitan su modificacion post-sintesis, para el control de la morfologia,
propiedades mecanicas, propiedades de hinchamiento y funcionalidad quimica de los

materiales.

Durante el transcurso de esta tesis, se estudiaron y desarrollaron estrategias de sintesis
radicalaria de hidrogeles que fueron utiles para controlar las propiedades mencionadas.
Estas estrategias permitieron superar, en etapas post-sintesis, dificultades y limitaciones
impuestas por las metodologias de sintesis radicalaria tradicionales de hidrogeles y
nanogeles. En particular, se estudié la utilizacién del agente entrecruzante (+)-N,N'-
dialiltartradiamida (DAT) en presencia o ausencia de N,N'-metilenbis(acrilamida) (BIS), para
la sintesis radicalaria de hidrogeles (HGs) y nanogeles (NGs) basados en diferentes
mondmeros vinilicos derivados de la acrilamida o metacrilamida. La presencia de un grupo
funcional (GF) diol vecinal en DAT permitié la modificacidn post-sintesis de los HGs y NGs,
por tratamiento con soluciones de periodato de sodio. Estas reacciones se llevaron a cabo
en solucién acuosa, a tiempos cortos y temperatura ambiente. La modificacion post-sintesis
generé cambios en el grado de entrecruzamiento de HGs y NGs, por clivaje de los
entrecruzamientos debidos a DAT, modificando sus propiedades de hinchamiento,
propiedades mecanicas, morfologia y funcionalidad quimica. Ademas, la oxidacion de los
dioles vecinales sensibles a periodato, permitié obtener GF a-oxo-aldehidos en los
materiales sintetizados. Este GF es de alto valor sintético por su participacion en reacciones
(bio)ortogonales principalmente frente a aminas y oa-nucledfilos como hidrazidas y
alcoxilaminas. Los a-oxo-aldehidos son frecuentemente obtenidos en péptidos y proteinas
para su utilizacién en bioconjugacion, pero tienen muy escasos antecedentes en materiales
sintéticos y no se encuentran reportes de su obtencién en hidrogeles blandos.
Posteriormente, se ensayo la reactividad de este GF con aminas e hidrazidas, en diferentes

condiciones de reaccion.

Como soporte de los estudios realizados y sus resultados, esta tesis se organizé de la

siguiente manera:



En el Capitulo 1, se introducen conceptos sobre la naturaleza de los hidrogeles, sus
caracteristicas principales y su continuo desarrollo en la elaboracién de materiales
funcionales. Se describen sus actuales aplicaciones en desarrollo y los desafios que
presentan, principalmente en el control de sus propiedades por limitaciones en las
metodologias de sintesis. En el Capitulo 2 se presentan los objetivos generales y especificos
de este estudio. En los siguientes Capitulos (3, 4, 5) se muestran los resultados obtenidos
en la sintesis y modificacion post-sintesis de (macro)hidrogeles con creciente complejidad
sintética. Posteriormente, en el Capitulo 6, las metodologias desarrolladas en HGs se
aplicaron a la sintesis de NGs termosensibles. La necesidad de control del tamafio, la
polidispersidad y la estructura en estos sistemas, impone un mayor nimero de limitaciones
a la obtencién de productos por sintesis directa. Por lo tanto, la metodologia desarrollada
es una herramienta de utilidad para la sintesis y modificacidon post-sintesis de nanogeles.
Posteriormente, y como prueba de concepto, se exploraron tres diferentes aplicaciones
basadas en los nanogeles termosensibles sintetizados: la encapsulacidon de proteinas para
su liberacion controlada; el desarrollo de nanogeles termosensibles con doxorrubicina, un
farmaco anticancerigeno, inmovilizado mediante enlaces covalentes pH sensibles para su
liberacidon controlada; y la obtencion de nanogeles huecos (nanocdpsulas) basados en
poli(N-isopropilacrilamida) (p-NIPAm). En el Capitulo 7 se presentan las conclusiones
generales del trabajo de tesis y sus posibles proyecciones. En el Capitulo 8 se encuentra un

Anexo con algunas figuras no incluidas en el cuerpo de la tesis.

Este trabajo de tesis fue realizado en el Laboratorio de Materiales Poliméricos (LaMaP) de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba, en colaboracion
con el grupo de investigacién del Profesor Marcelo Calderdn de la Freie Universitat Berlin,
Alemania. La metodologia desarrollada y los resultados obtenidos en esta tesis conforman
una nueva herramienta para el desarrollo de materiales funcionales, que podrian ser
aplicadas en cualquiera de las actuales lineas de investigaciéon de LaMaP: desde la
produccién de (nano)dispositivos para la liberacidon controlada de farmacos, al desarrollo
de actuadores blandos (soft actuators), la modificacién de superficies, el anclaje de

biomoléculas en soportes cromatograficos, entre otras.






ABSTRACT

Smart materials are known by their capacity to sensate environmental changes, or their
own state, and respond by changing their physicochemical properties in a predictable and
functional manner. In the last few years, smart materials development has generated the
need for synthesize highly complex polymers, endowed with distinctive properties and
functionalities. To achieve these requirements, it is necessary to resort to the molecular
level strategies of design and technical control developed by the organic chemistry, that
allow the preparation of well-defined polymers and nanostructured materials. Hydrogels
(HGs) are among the most developed smart materials in the last few years. These are
polymeric crosslinked networks that have the capacity of absorb and retain high amounts
of water or biological fluids. HGs posses particularly exceptional properties which have put
them in the focus of scientific development in the area of materials. The chemical versatility,
characteristic of polymeric materials; the mechanical properties; swelling properties;
porosity; the internal liquid-solid interface; and their similarity with biological tissues, are
some of the characteristics that propose the use of these materials in a growing number of

applications, mainly in the biomedical area.

The application of HGs performing specific functions into complex environments, as the
biological ones, requires the optimization of the mechanical properties, swelling properties
and chemical functionality. Thus, it is necessary to overcome the barriers imposed by the
traditional methods of synthesis to reach controlled and functional structures, both in the

micro and nanoscale.

In this context, the present Doctoral Thesis work, entitled “POST-SYNTHESIS
MODIFICATION OF MACROGELS AND NANOGELS: control over the crosslinking degree,
structure and functionalization”, was developed. This work is aimed to the study and
development of new methodologies for the free radical polymerization synthesis of
hydrogels and nanogels (NGs), that allow a post-synthesis control over the morphology,

mechanical properties, swelling properties and chemical functionality.



The proposed new strategies allowed us to overcome, in post-synthesis steps, some of the
limitations and difficulties imposed by the traditional methods used for the synthesis of HGs
and NGs. In particular, it was studied the incorporation of (+)-N,N'-diallyltartradiamide
(DAT) as a crosslinking agent, in the absence or presence of N,N'-methylenebis(acrylamide)
(BIS), for the free radical synthesis of HGs and NGs, composed by different acrylamide or
methacrylamide based vinylic monomers. The presence of a vicinal diol functional group
(FG) in DAT allowed the post-synthesis modification of the HGs and NGs, by their treatment
with sodium periodate solutions. These reactions were performed in aqueous solutions,
under short reaction times at room temperature. The post-synthesis modification caused
changes in the crosslinking degree caused by the cleavage of the DAT crosslinks, modifying
their swelling and mechanical properties, morphology and chemical functionality.
Furthermore, the oxidation of the vicinal diols, generated a-oxo-aldehyde FG into the
synthesized materials. This FG has a significant value because of its participation in
(bio)orthogonal reactions, mainly with amines and a-nucleophiles as hydrazides and
alkoxylamines. The a-oxo-aldehyde FG are frequently incorporated into peptides and
proteins for its use in bioconjugation. However, there are scarce reports of these FG in
synthetic materials and no reports in soft hydrogels. Furthermore, in this work, the
reactivity of the a-oxo-aldehyde FG was assayed with hydrazides and amines at different

reaction conditions.

As a support of the performed studies and their results, this manuscript was organized in

the following order:

Chapter 1 introduces concepts about the nature of hydrogels, their mains characteristics
and continuous development toward functional materials. The main applications under
development are described together with the current challenges they present, focusing on
the control of their properties and limitations in the synthesis methodologies. General and
specific objectives of this study are presented in the Chapter 2. The next Chapters (3, 4, 5)
show the results obtained from the synthesis and post-synthesis modification of
(macro)hydrogels with increasing complexity. Then, Chapter 6 shows the application of the

previously developed methodologies to the synthesis and modification of NGs. In this case,
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the need for high control over the size, polydispersity and structure, usually impose a higher
number of limitations to the direct synthesis of the desired products. Thus, the developed
methodology is a useful tool for the synthesis and post-synthesis modification of NGs.
Subsenquently, different applications, based on synthesized thermoresponsive NGs, were
investigated as a proof of concept: protein encapsulation for its controlled release;
thermosensitive nanogels with doxorubicin (an antitumoral drug), immobilized by pH
sensitive covalent bonds, for its controlled release; and the obtention of hollow NGs
(nanocapsules) based on poli(N-isopropylacrylamide) (p-NIPAm). Finally, the Chapter 7
summarizes the main conclusions of this Thesis and its future outlooks, while the Chapter 8

contains supporting information that was not included on the main manuscript.

This Thesis work was completed in the Laboratory of Polymeric Materials (LaMaP, by its
acronym in Spanish) of the Faculty of Chemical Sciences of the National University of
Cérdoba (Argentine) in collaboration with the research group of Professor Marcelo
Calderon at the Freie Universitat Berlin, Germany. The developed methods and results
obtained could be applied over any of the current research topics of LaMaP: from the
development of nanodevices for controlled release of drugs, the production of soft
actuators, materials surface modification, immobilization of biomolecules onto

chromatographic supports, among others.






CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL
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1.1 - HIDROGELES

Los hidrogeles (HGs) son redes poliméricas entrecruzadas que tienen la capacidad de
absorber y retener grandes cantidades de agua o fluidos bioldgicos y poseen numerosas
caracteristicas en comun con los tejidos bioldgicos[1]. Estos materiales tienen poros que
permiten la entrada de grandes cantidades de agua. Sin embargo, las cadenas de polimeros
estan unidas entre si, impidiendo la completa disoluciéon del material (Figura 1.1). Estas
uniones pueden ser fisicas o covalentes y el origen del polimero puede ser sintético, natural
0 una combinacion de los anteriores (semi-sintético). La gran capacidad de absorcidn de
agua se debe a la presencia de grupos funcionales (GF) hidrofilicos en la red (por

ejemplo, -OH, -NH,, -CONH, -COOH, -SOsH, entre otros) [2].

Enlace
covalente
(quimico)

Interseccion

(fisico)
Enredo

(fisico)

Figura 1.1 - Esquema de un hidrogel en forma de disco, hinchado en agua. Las uniones o interacciones entre
las cadenas poliméricas mantienen unida a la red tridimensional permitiendo el hinchamiento sin alcanzar la

completa disolucion.

Algunos hidrogeles, considerados superabsorbentes, pueden llegar a absorber hasta mil
veces su peso seco, en masa de agua. Esta gran capacidad ha sido aprovechada en el
desarrollo de diversas aplicaciones, por ejemplo, para su uso en pafiales descartables o en

la mejora de las propiedades de retencion de agua en suelos [3]. La naturaleza polimérica
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de los geles les otorga versatilidad quimica, permitiendo introducir una gran variedad de
grupos funcionales. Ademas, el ambiente acuoso de su interior involucra una interfaz
liquido/sdlido que es una oportunidad para el desarrollo de aplicaciones como soportes de
catalisis, dispositivos para remediacion ambiental [2], sensores y actuadores [4], [5], entre
otras. Una de las principales caracteristicas de los hidrogeles es su similitud con tejidos
biolégicos. Esta ha incentivado al desarrollo de un muy extenso nimero de aplicaciones
orientadas al drea de biomateriales. Entre ellas, hidrogeles para la liberacidon controlada de
bioactivos, lentes de contacto, parches para el curado de heridas, plataformas para la
reparacion de tejidos u érganos (ingenieria de tejidos), separacién de biomoléculas o

células, entre otras [6] (Figura 1.2).

Agricultura

Andamlo celular
con células v
especnflcas

Panales descartables

h

b\~ 7 (gee

HIDROGELES ™

|
R R
Ingenieria de I \ Liberaciéon de farmacos
tejidos
: 0‘ \
Lentes de
contacto Vendaje de heridas

Figura 1.2 — Hidrogeles y algunas de sus aplicaciones. Figura adaptada de Varaprasad y colaboradores [7].
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Los hidrogeles han sido ampliamente estudiados para lograr un control preciso de sus
propiedades particulares y el desarrollo de un gran numero de materiales funcionales. Por
ello, se registra un incremento exponencial en el nimero de publicaciones cientificas
centradas en el drea. La Figura 1.3 muestra el incremento en el niumero de articulos
cientificos asociados a la palabra “hydrogel" (hidrogel) registrados en la base de datos

PubMed (sdlo articulos asociados a la biomedicina).
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2002

Figura 1.3 - Curva mostrando el incremento del numero de articulos asociados a la palabra "hydrogel" desde

1950 hasta el 2016. Figura adaptada de Mahinroosta y colaboradores [6].

1.1.2 - HIDROGELES INTELIGENTES

Los materiales inteligentes son aquellos capaces de sensar estimulos en su entorno o su
propio estado y responder, de manera funcional y predecible, cambiando sus propiedades
fisico-quimicas [8]. Los hidrogeles inteligentes responden a cambios en su entorno para
modificar sus propiedades de manera funcional. En general, son capaces de cambiar su
grado de hinchamiento en respuesta al estimulo externo pasando de un estado colapsado
(o de menor hinchamiento) a un estado de mayor hinchamiento (Figura 1.4). Los hidrogeles

pueden responder a una gran variedad de estimulos: cambios en la temperatura o el pH,
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estimulos eléctricos, salinidad, presencia de enzimas, potenciales rédox, luz, estrés

mecanico, campos magnéticos, presencia de un analito, entre otros.

Campo _ Metales
Magnetlc / /

+H,0 +H0, 3
H,0
-H,

- Hzo <
Hidrogel / / Hidrogel
colapsado Campo ~ Glucosa hinchado
Eléctrico
Anticuerpo

Figura 1.4 - Esquema del colapso/hinchamiento de hidrogeles inteligentes en respuesta a diferentes estimulos

del entorno.

Ademas del cambio en su capacidad de hinchamiento, pueden tener otra gran variedad de
respuestas inteligentes, tales como: capacidad de autocurado, memoria de forma,
liberacién a demanda de un bioactivo y/o degradacién a demanda en entornos bioldgicos,
entre otras. Muchas de las aplicaciones en desarrollo, que operan en entornos complejos
y/o requieren de respuestas complejas, se basan en hidrogeles que combinan respuestas a

multiples estimulos [6], [9], [10].

En los ultimos afios, la incorporacién de enlaces covalentes reversibles, uniones
supramoleculares u otro tipo de interacciones reversibles, ha impulsado el estudio y
desarrollo de dos novedosas caracteristicas inteligentes en hidrogeles: la capacidad de

autocurado y la memoria de forma.

El autocurado de hidrogeles imita la reparacion de tejidos dafados que se observa en
organismos vivos. La presencia de enlaces dinamicos/reversibles en el hidrogel permite que
pueda auto-repararse luego de haber sido mecanicamente dafado. Por otro lado, la

memoria de forma permite modificar la morfologia del hidrogel, mediante fuerzas

14



mecanicas externas, y fijar temporalmente la(s) nueva(s) forma(s). El material puede ser

devuelto a la forma original mediante la aplicacion de un estimulo externo especifico [11].

1.1.2.1 - HIDROGELES TERMOSENSIBLES
Los hidrogeles termosensibles son un tipo de materiales inteligentes muy estudiados,
debido a que la temperatura es una variable facil de controlar tanto in vitro como in vivo

éstos son promisorios en aplicaciones biomédicas.

Los polimeros termosensibles que presentan sensibilidad en solucién acuosa, muestran un
cambio de fase por cambios en la temperatura de la solucién. Por lo general se trata de un
cambio abrupto que transcurre a una determinada temperatura, o en un rango acotado de
temperaturas. La temperatura media de la transicién es conocida como Temperatura de
Transicidon de Fase (Ttf). Los polimeros mas utilizados se caracterizan por encontrarse en
una fase liquida homogénea por debajo de la Ttf, pero se separan en una nueva fase (sélida
o gel) al aumentar la temperatura por encima de la Ttf. En este tipo de polimeros, la Ttf es
también conocida como temperatura critica de solubilidad inferior o LCST (por sus siglas en
inglés, lower critical solution temperature), ya que por encima de esta temperatura el
polimero precipita al disminuir su solubilidad. Existen también polimeros que tienen el
comportamiento opuesto, mostrando una rapida transicién desde el estado sélido/gel al
estado soluble por encima de una cierta temperatura (UCST, upper critical solution
temperature) [12]. El estimulo térmico es frecuentemente utilizado para provocar la
gelacion de polimeros solubles, obteniendo un comportamiento reversible de tipo sol-gel,
particularmente util en la generacidon de hidrogeles inyectables [13]. En el caso de
hidrogeles termosensibles entrecruzados, el grado de hinchamiento del gel se vuelve
dependiente de la temperatura y cambia abruptamente por encima y por debajo de la Ttf

del polimero (Figura 1.5).
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Figura 1.5 - Cambio del grado de hinchamiento de un hidrogel termosensible ante la modificacion de la

temperatura del medio por encima y por debajo de su temperatura de transicion.

Si bien existen diversos polimeros termosensibles, el mds extensivamente estudiado ha sido
el poli(N-isopropilacrilamida) (p-NIPAm, Figura 1.6) [13]. p-NIPAm es obtenido a partir del
mondémero N-isopropilacrilamida (NIPAm) y presenta transicién térmica totalmente
reversible en medios acuosos, con una LCST de 32 °C. La cercania de su Ttf con la
temperatura corporal (aprox. entre 36,5 a 37,5 °C) es una de las razones por las cuales este
polimero es tan estudiado. Ademds, mediante la copolimerizacidon del mondmero NIPAm
con otros comondmeros es posible modificar la Ttf del hidrogel sintetizado, ajustandola al
valor deseado en la aplicacién de interés, por ejemplo, alcanzando valores cercanos los 37
°C para aplicaciones biomédicas. Por lo general, la co-polimerizacion de NIPAm con
comondémeros hidrofilicos genera un aumento en la Ttf mientras que comondmeros

hidrofébicos la disminuyen [14].

La transicidn de fase de este polimero es originada por la presencia de grupos funcionales
hidrofilicos (grupo amida), junto a grupos funcionales hidrofébicos (grupo isopropilo y
cadena principal del polimero) en su estructura. En este sistema, el balance de las
interacciones hidrofilicas/hidrofébicas entre el polimero y el agua es dependiente de la
temperatura. Por ejemplo, en un hidrogel de p-NIPAm entrecruzado, a temperaturas por
debajo de 32 °C (T < Ttf) las interacciones hidrofilicas entre el polimero y el agua son
predominantes y por lo tanto, el hidrogel se encuentra en su grado de maximo
hinchamiento. Cuando la temperatura es elevada por encima de 32 °C, las interacciones
hidrofilicas polimero-solvente se debilitan y se favorecen las interacciones polimero-

polimero entre los grupos isopropilos de las cadenas laterales de p-NIPAm y sus grupos
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amida. Como consecuencia, las cadenas poliméricas se aproximan y el gel colapsa

expulsando gran cantidad del agua contenida (Figura 1.5 y Figura 1.6) [14].

A <A kO

Figura 1.6 —A) Esquema de p-NIPAm hidratado en solucién acuosa por debajo de su Ttf (T <32 °C). B) Esquema
de p-NIPAm colapsado en solucion acuosa por encima de su Ttf (T > 32 °C). Las fotografias en el centro
muestran el cambio reversible, en una solucion de p-NIPAm no entrecruzado, del estado liquido transltcido
(abajo) a un estado gel opaco (arriba) debido a la separacion de fase del polimero promovida por la

temperatura. Imagen adaptada de Lanzalaco y Armelin [14].

Las propiedades termosensibles de p-NIPAm, su comprobada biocompatibilidad y la
posibilidad de combinarlo con otros comondmeros, u otros materiales organicos o
inorganicos ha generado una amplia gama de aplicaciones entre las que se destacan la
liberacion controlada de farmacos, ingenieria de tejidos, (bio)sensores, dispositivos de
microfluidica, entre otros [14]. Sin embargo, si bien se ha comprobado la biocompatibilidad
del homopolimero, la mayoria de los copolimeros de p-NIPAm no han sido estudiados in
vivo, debido al alto costo y restricciones éticas que posee este tipo de analisis. Este es un
aspecto considerable, teniendo en cuenta que la copolimerizacién de NIPAmM es

generalmente necesaria para el control de la TTf y otras propiedades del material.
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1.1.2.2 - HIDROGELES CON ENLACES COVALENTES REVERSIBLES TIPO IMINA

La utilizacién de enlaces covalentes reversibles puede ser util para la obtencién de
hidrogeles con propiedades de auto-curado o memoria de forma, como se menciond
anteriormente. Por otro lado, el creciente interés de la aplicacion de hidrogeles para su uso
en entornos bioldgicos requiere de la optimizacidn de las propiedades mecanicas de los
materiales mediante el control de las interacciones polimero-polimero y el grado y tipo de
entrecruzamientos. Ademads, para que los enlaces puedan ser formados in situ, deben

generarse a través de reacciones con minima toxicidad [9].

Uno de los enlaces covalentes reversibles mas promisorios en el desarrollo de hidrogeles
funcionales es el enlace imina o base de Schiff (RN=CR, donde R = H y/o hidrocarbilo) [15].
La formacidn de iminas es una reaccion eficiente que se produce cuando un grupo amino
reacciona con un carbonilo para formar un enlace C=N, con agua como subproducto (Figura
1.7a). Este enlace covalente reversible puede ser obtenido en condiciones fisiolégicas. Una
vez formado, el enlace puede participar de tres tipos de reacciones: la hidrdlisis, donde la
imina regresa a sus precursores por la reaccion con agua como solvente (Figura 1.73,
reaccidn inversa); el intercambio, donde la imina puede sufrir una transiminacién por
reaccion con otra amina (Figura 1.7b); y metatesis, donde la imina puede intercambiar al

grupo funcional amino frente a otra imina (Figura 1.7c) [16].

R R N
2 1\c¢ \R
/& +  HN—R; =—> | # + Ho (@
Ry o R,
R N R N
"NeZ R 'NeZ SR
| ® 4+ HN—R, =—>= | 4 4 H,N—R, (b)
RZ R2
R N R N
RN INeZ N R 2NN INAZ N
C R3 C RG C RG C R3
| + S | + (©)
R, Rs R, Rs

Figura 1.7 - Reacciones de iminas en el equilibrio. (a) Formacion de enlaces imina y su hidrdlisis (reaccion

inversa). (b) Transiminacion. (c) Metatesis.
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Todos los pasos de la reaccién de formacion de iminas son reversibles. Sin embargo, el
equilibrio puede verse desplazado hacia los productos o precursores dependiendo de las
condiciones del medio y de la naturaleza de los precursores. Algunos de los factores que
influyen en el equilibrio son: el pH del medio, el solvente, la concentraciény la temperatura.
Ademas, el equilibrio puede verse desplazado por factores estéricos y electrdnicos de
reactivos y productos. La naturaleza reversible del enlace imina y su dependencia con las
condiciones antes mencionadas, generan la oportunidad de controlar el equilibrio hacia la
formacidn de productos o hacia los reactivos de manera predecible [16]. Por lo tanto, puede
ser utilizado en el desarrollo de hidrogeles inteligentes estimulo-responsivos [17]. Por
ejemplo, los enlaces imina han sido utilizados en hidrogeles donde la reversibilidad por
hidrdlisis generd sensibilidad al pH y propiedades autocurables, mientras la transiminacion
otorgd sensibilidad a analitos como aminoacidos o derivados de Vitamina B6 [18]; también
en el desarrollo de hidrogeles con memoria de forma [19]; hidrogeles para el vendaje de
heridas; hidrogeles injectables, con posibilidad de liberar fdrmacos de manera controlada;

o hidrogeles para ingenieria de tejidos [20]; entre otros.

Dado que la naturaleza electrénica de los reactivos tiene gran influencia en el equilibrio de
la reaccion (cinética y termodindmicamente), con frecuencia se utilizan aminas que poseen
heterodtomos en posicién alfa (R-X-NHz) y se conocen como a-nucledfilos. De esta manera
es posible manejar la reactividad para controlar el equilibrio de acuerdo a las necesidades
de la aplicacién. Los a-nucleéfilos mas utilizados son las hidrazinas e hidrazidas (R-NH-NH;
y R-C(O)-NH-NH;, respectivamente) y las alcoxilaminas (R-O-NH3). En la literatura suele
referirse con el término mas general, “imina”, al enlace formado por reaccidn de una amina
sin heteroatomos sustituyentes en la posicién alfa, con el carbonilo de un aldehido o cetona
(Figura 1.8, a). Por otro lado, los productos de la reaccidn de una alcoxilamina o
hidrazina/hidrazida con dicho carbonilo reciben el nombre de oxima o hidrazona,

respectivamente (Figura 1.8, by c) [21], [22].

19



o) R,

X
N\ + —— X )\
R NH, R, Rs - R N rR, ' H0
a) X=CH, a) X = CH, (imina)
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Figura 1.8 - Tipos de enlace imina de acuerdo sustituyente unido al nitrégeno de la amina.

Por lo general, los enlaces oxima son mas estables a la hidrélisis que los enlaces hidrazona
y estos mas aun que los enlaces imina. Esta caracteristica permite seleccionar a uno u otro,
dependiendo de la necesidad de un enlace covalente no hidrolizables (ej. para la
bioconjugacion de una molécula en un soporte cromatografico) o hidrolizable (ej. para la
liberacion controlada de un farmaco). Ademas, en todos los casos, la hidrdlisis y la
formacién de estos enlaces es dependiente del pH del medio, por lo que es posible

utilizarlos para obtener materiales pH-sensibles [23].

Una de las principales caracteristicas de la reaccidon de formacién de iminas, hidrazonas y
oximas es su ortogonalidad, obteniendo altos rendimientos (en las condiciones adecuadas)
con alta selectividad, inclusive en medios complejos como los bioldgicos. Debido a esto, y a
gue el Unico subproducto es H;0, estas reacciones son consideradas bio-ortogonales [21],
[24]. Estos enlaces han demostrado buena biocompatibilidad [25] y han sido utilizados en
sistemas de liberacidon controlada de farmacos [26], afinidad cromatografica [27],
funcionalizacién de moléculas de reconocimiento inmunolégico [28], vehiculos para la
liberacion de material genético [29], hidrogeles autocurables [30], [31], entre otras

aplicaciones.
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1.1.3 - SINTESIS DE HIDROGELES

Los hidrogeles, por ser materiales capaces de absorber grandes cantidades de agua, son
obtenidos a partir de precursores principalmente (pero no Unicamente) hidrofilicos. En
ocasiones, la combinacién con precursores hidrofébicos es utilizada para la mejora de las

propiedades mecdnicas del gel y el control de su grado de hinchamiento [32], [33].

Los precursores pueden ser de origen natural o sintético. Es frecuente la utilizacion de
polimeros naturales, para aprovechar sus propiedades intrinsecas (algunos provenientes de
fuentes renovables, biodegradables, biocompatibles, econdmicos, etc.), pero introduciendo
modificaciones sintéticas que mejoran las propiedades mecanicas o la funcionalidad del

material.

Los hidrogeles pueden sintetizarse de diversas maneras, generalmente centradas en la
unién o entrecruzamiento de cadenas poliméricas u oligoméricas pre-existentes o mediante
la polimerizacion y entrecruzamiento de unidades monomeéricas, para dar lugar a la red
tridimensional (ilustrada en la Figura 1.1). Dependiendo de la naturaleza del

entrecruzamiento, los hidrogeles pueden clasificarse en [2]:

e Quimicamente entrecruzados:
Poseen entrecruzamientos covalentes entre las cadenas poliméricas. Estas
estructuras pueden alcanzarse por polimerizacion de mondémeros (generalmente
mono- o di-funcionales) y agentes entrecruzantes (di- o poli-funcionales) de bajo
peso molecular, mediante polimerizacidon radicalaria o por condensacién de GF
complementarios. También pueden obtenerse mediante el entrecruzamiento de
cadenas poliméricas pre-existentes que poseen GF reactivamente complementarios
(entrecruzamiento polimero/polimero. Ej. entrecruzamiento de un polimero con GF
aldehidos con otro con GF amino) o mediante la reaccion de los GF laterales del
polimero con moléculas de bajo peso molecular con GF reactivamente
complementarios (agentes entrecruzantes). Algunos polimeros pueden ser

covalentemente entrecruzados por incidencia de radiacién de alta energia.
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e Fisicamente entrecruzados:
Poseen uniones fisicas o secundarias. Los polimeros pueden unirse a través de
interacciones idnicas, interacciones por puente hidrégeno, formacién de complejos,
interacciones hidrofébicas, dominios amorfos o cristalinos o complejos de inclusién

supramolecular, entre otros.

Tanto la naturaleza quimica de los precursores utilizados, como la de las uniones o
entrecruzamientos, definiran las propiedades de hinchamiento, las propiedades mecdnicas

y respuesta a estimulos del medio de los hidrogeles obtenidos.

Si bien la utilizacion de precursores de origen natural es preferible por su menor impacto
ambiental, los hidrogeles obtenidos por polimerizacién de diferentes mondmeros sintéticos
generan materiales mas versatiles, permitiendo disefiar y controlar sus propiedades
mediante el control de la composicidon y funcionalidad de los monédmeros. Es por ello que,
entre las numerosas técnicas de sintesis de hidrogeles, la obtencidn mediante

polimerizacién a radicales libres, es una de las estrategias mas usadas.

Esta técnica se centra en la reaccién de adicion radicalaria de mondmeros mono-vinilicos,
entrecruzados con agentes di- o poli-vinilicos (Figura 1.9). La reaccién es promovida por el
uso de uniniciador radicalario, el que genera los primeros radicales en el medio de reaccion.
Estos se adicionaran a los dobles enlaces presentes en los mondmeros vinilicos o
entrecruzantes, generando nuevos radicales de peso molecular creciente y produciendo
una reaccién en cadena que lleva a la formacién de polimeros de alto peso molecular,

entrecruzados covalentemente.
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Figura 1.9 - Esquema de reaccion radicalaria de mondmeros y entrecruzantes vinilicos para dar lugar a una

red entrecruzada covalentemente.

Para comenzar la polimerizacién, se utilizan diversos iniciadores de la reaccién radicalaria.
Algunos de ellos forman radicales a partir de su descomposicion térmica (por ejemplo,
perdxidos o azocompuestos), otros a partir de la irradiacidon con luz de una determinada
longitud de onda (fotoiniciadores), y algunos a través de una reaccion de dxido-reduccion
[2]. Los mds ampliamente utilizados son las sales de persulfato (persulfato de amonio, de
sodio o de potasio) los cuales se descomponen generando radicales, al ser calentados en
solucién acuosa (usualmente son calentados por encima de los 60 °C). En ocasiones, las
sales de persulfato son utilizadas junto a aminas alquil-sustituidas que permiten la
descomposicion acelerada del persulfato, promoviendo una rapida generacién de radicales
a través de un mecanismo de 6éxido-reduccién. La iniciacién redox se produce mas
rapidamente por tener una barrera energética de reaccién mas baja, por lo que ademas
permite realizar las polimerizaciones a temperaturas menores a las utilizadas en la
descomposicion térmica de persulfato. La amina mas utilizada, por haber demostrado

mayor efectividad, es tetrametiletilendiamina (TEMED o TMEDA) [34].
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Respecto al medio de reaccidon, dado que en la sintesis de hidrogeles se utilizan
principalmente precursores hidrofilicos, por lo general la sintesis se realiza por

polimerizacién en solucién acuosa.

1.1.3.1 SINTESIS DE HGS POR POLIMERIZACION RADICALARIA EN SOLUCION
En un esquema tipico de obtencion de hidrogeles mediante una polimerizacién radicalaria

en solucién (Figura 1.10), inicialmente se disuelven los mondmeros y entrecruzantes en
agua. Luego de la disolucidn total, se deoxigena la solucidn mediante burbujeo con un gas
inerte (N2 o Ar). Luego, se adiciona el iniciador y la mezcla se coloca a reaccionar en un bafio
a la temperatura deseada durante algunas horas, dependiendo de la reactividad de los
precursores. Una de las ventajas de esta polimerizacion, es que el material tomara la forma
del molde utilizado, lo cual tiene importancia en el desarrollo de hidrogeles de uso
comercial (por ejemplo, en lentes de contacto). Luego de la sintesis, el hidrogel obtenido es
extraido del molde, cortado en la forma requerida (en el esquema, en forma de discos) y

lavado en agua para eliminar restos de reactivos no incorporados a la red.
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Figura 1.10 - Esquema de sintesis de hidrogeles mediante polimerizacion radicalaria en solucion. Adaptado de

la Tesis doctoral del Dr. Julio Cesar Cuggino, afio 2011, Universidad Nacional de Cérdoba.
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La gran variedad de mondmeros y entrecruzantes disponibles comercialmente, junto a la posibilidad
de generar otros nuevos, a través de sintesis organica, generan una muy amplia gama de posibles

combinaciones y estrategias de sintesis de hidrogeles funcionales.

1.1.4 PROPIEDADES DE HIDROGELES Y SU CARACTERIZACION

COMPOSICION QUIMICA

Las técnicas de determinacién de la composicion quimica mas utilizadas son las
espectrometrias de resonancia magnética nuclear (RMN) y la de absorcion infrarroja (IR).
Estas dos técnicas espectroscépicas permiten tener informacidon sobre los grupos
funcionales presentes en los hidrogeles y, en ocasiones, sobre cémo estdn orientados en el
espacio o estructurados. Ademas, es posible obtener informacién cuantitativa sobre la
composicidon quimica. Sin embargo, la gran restriccion de movimiento que tienen las
cadenas poliméricas (debido a su extension, a las numerosas interacciones entre ellas o a
los entrecruzamientos) hace que las sefales de absorcién de radiacidon electromagnética
sean mas ensanchadas que lo observado habitualmente en moléculas mas pequefias. Este
ensanchamiento de los picos es una evidencia de la presencia de interacciones entre los GF
de los polimeros (en ocasiones puede dar cuenta de qué tipo de interacciones estan

sucediendo).

PROPIEDADES DE HINCHAMIENTO
CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO

La capacidad de absorcidn y retencidn de agua en hidrogeles estd principalmente
controlada por la composicidn quimica, en términos de hidrofilicidad/hidrofobicidad de sus
componentes, y por la unién o interaccidon entre las cadenas poliméricas, que limita la

expansiéon dimensional del hidrogel.

En general, se ha observado que los hidrogeles que poseen grupos hidrofilicos tienden a
hincharse mas que aquellos con dominios hidrofébicos. Esto se atribuye a que los grupos

hidrofdbicos, al ser expuestos al agua, tienden a colapsar para minimizar su exposicion ante

25



el no-solvente. Ademas, otras caracteristicas del medio pueden afectar al hinchamiento,
sobre todo en hidrogeles que responden a estimulos (estimulo-responsivos). Por ejemplo,
un cambio en el pH del medio afectard al hinchamiento de hidrogeles que tengan grupos
ionizables (pH sensibles), mientras cambios en la fuerza iénica o la temperatura afectaran
al hinchamiento de hidrogeles sensibles a iones o termosensibles, respectivamente [1],

[35].

Como se menciond anteriormente, es necesario incorporar interacciones entre las cadenas
poliméricas para que el hidrogel pueda expandirse hasta un limite y contener gran cantidad
de agua sin disolverse. Por lo tanto, la naturaleza y cantidad de entrecruzamientos que
unen a la red polimérica son factores limitantes de la capacidad de hinchamiento de los
geles. El grado de entrecruzamiento puede ser definido como la cantidad en moles del
agente entrecruzante respecto de la cantidad en moles de unidades repetitivas de
polimero. Los hidrogeles con mayor grado de entrecruzamiento tendrdn una estructura mas
entrelazada y comprimida que producird menor capacidad de expansidny, por ende, menor
capacidad de hinchamiento. Por el contrario, materiales menos entrecruzados tendran
cadenas poliméricas con mayor movilidad y capacidad de expansién, alcanzando mayor

grado de hinchamiento, a costa de un detrimento en la rigidez del material [1].

PROPIEDADES MECANICAS

Cuando cotidianamente hablamos sobre la rigidez, elasticidad o resistencia de un material,
nos referimos a algunas de sus propiedades mecanicas. En efecto, las propiedades
mecanicas de un material son definidas en base a su respuesta o comportamiento cuando
es sometido a una fuerza de estrés mecanico. La aplicacién de una fuerza externa tendiente

a deformar al material generara en éste una respuesta mecanica.
Algunas de las caracteristicas mecanicas principales de los materiales son:

- Elasticidad: capacidad del material de deformarse reversible e instantaneamente
cuando es sometido a una tension de deformacién. El médulo de Young o médulo

tensil, E, describe la resistencia que el material eldstico opone a la tension de
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deformacion aplicada y es definido como la relacion entre el esfuerzo de tracciony
la deformacién, donde el esfuerzo de traccion esta definido en términos de fuerza
por unidad de area.

- Resistencia a larotura: es la tension aplicada en el punto de quiebre (rotura) durante
la deformacidn (excesiva) del material.

- Rigidez: se define como la resistencia del material a ser deformado cuando se le
aplica una fuerza externa. Usualmente identificada como la pendiente de la regién

lineal en una curva de estrés vs. deformacion.

Las propiedades mecanicas de los materiales son fundamentales respecto a su aplicacién.
Este aspecto resulta mas obvio en materiales de uso cotidiano como la dureza del plastico
de una botella o la viscosidad de una crema cosmética. Sin embargo, este aspecto es
primordial en aplicaciones mas especificas. Como ejemplo en el area de hidrogeles, se
pueden mencionar los materiales para ingenieria de tejidos. El cultivo celular sobre matrices
poliméricas, requiere que los hidrogeles tengan un comportamiento similar a los tejidos
bioldgicos, para favorecer la correcta proliferacion celular y crecimiento del tejido. Las
propiedades mecanicas del soporte de cultivo, en la escala macroscépica y en la
microscopica, tienen un rol fundamental en el comportamiento celular y direccionan el

fenotipo y genotipo de las células cultivadas [36].

En hidrogeles, estas propiedades pueden ser modificadas cambiando el tipo y grado de
entrecruzamiento del hidrogel. Por ejemplo, un aumento en la rigidez del gel puede ser
conseguido mediante el incremento en su grado de entrecruzamiento. Como posible
desventaja, esto podria generar una limitacién en la capacidad de hinchamiento del
material y hacerlo mas quebradizo [1]. También es posible modificar las propiedades
mecanicas cambiando la naturaleza de las interacciones entre las cadenas poliméricas, por
ejemplo, generando dominios de asociaciones hidrofébicas. La optimizacion de las
propiedades mecanicas ha de ser realizada en funcién de la aplicacion de interés (segun se
requiera un material mas elastico, viscoso, rigido, etc.) y considerando que éstas estdn

estrechamente vinculadas a las propiedades de hinchamiento.
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CARACTERIZACION MEDIANTE REOLOGIA ROTACIONAL OSCILATORIA

Idealmente, frente a una fuerza de deformacidén externa, un material podria comportarse
como un sélido ideal o un liquido ideal. En un sélido ideal, la fuerza de estrés aplicada se
traduciria en una deformacion elastica e instantdnea del material (donde la energia de la
fuerza aplicada es almacenada en dicha deformacién), el cual podria reponerse
completamente luego de la remocidn del estrés “devolviendo” la energia de tensidn
previamente aplicada. Esto corresponderia a un comportamiento eldstico ideal, equivalente
al comportamiento ideal de un resorte, matematicamente representado a través de la ley
de Hooke. Si el material se comportase como un liquido ideal Newtoniano, toda la fuerza
aplicada generaria la deformacién inelastica e irreversible del material, donde la energia
empleada se perderia disipdndose en dicha deformacién inelastica. En la realidad, los
materiales tienen un comportamiento intermedio entre estos dos ideales, por lo que se dice
que es un comportamiento visco-elastico. Es decir que parte de la energia aplicada sobre el
material es almacenada eldsticamente y otra parte es disipada viscosamente. Dependiendo
del material, su comportamiento puede asemejarse mas a un sdlido ideal o a un liquido
ideal. Pero esto no sélo depende de la naturaleza del material, ni de la magnitud de la

fuerza, sino también de la velocidad con que esa fuerza es aplicada.

Los materiales podrian comportarse como sélidos o liquidos ideales dependiendo de la
escala de tiempo de aplicacidon (velocidad o frecuencia) del estrés mecanico (fuerza
externa). Un hidrogel podria actuar eldsticamente (como una goma) ante una fuerza de
deformacion, respondiendo instantdneamente al estrés aplicado y reponerse
completamente luego de la remocién del estrés; o podria deformarse inelasticamente,
como un liquido viscoso si la misma fuerza fuese aplicada a menor velocidad o por un
periodo de tiempo mas prolongado. Este periodo de tiempo, permitiria la relajacion del
material, respecto de la tensién aplicada. Por ello se dice que el comportamiento visco-
eldstico es tiempo-dependiente y se observard un cierto comportamiento eldstico
combinado con un comportamiento viscoso, cuya relacion depende de la velocidad en que
se aplicé la tensidon [36]. El estudio del comportamiento visco-eldstico de un material

mediante la aplicaciéon de fuerzas externas a distintos tiempos (frecuencias), permite
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obtener informacion sobre las interacciones (covalentes o fisicas) en el material, la

movilidad de las cadenas, el grado de entrecruzamiento, entre otras.

La reologia oscilatoria consiste en medir la respuesta del material al estrés mecdanico cuando
se le aplica una deformacién de cizallamiento de comportamiento sinusoidal (respecto del
angulo de deformacién). El hidrogel se coloca entre dos platos paralelos (Figura 1.11) que

aplican la deformacién y miden la respuesta del material.

Variables principales:
Amplitud de la deformacién (y)
Frecuencia de la deformacién (w)

Deformacion por cizalla
Movimiento rotacional y
oscilatorio

~ o

Respuesta ante la deformacién (G’ y G”)

Figura 1.11 - Esquema de medida de las propiedades mecdnicas de un gel en un redmetro rotacional

oscilatorio.

El comportamiento viscoeldstico a una determinada frecuencia (w) es caracterizado
midiendo el mdédulo complejo (G*) del material. Este poseera una contribucién elastica,
reflejada en el médulo de almacenamiento (G’, también llamado médulo eldstico) y una

viscosa, reflejada en el médulo de pérdida (G, también conocido como mddulo viscoso).
G* (w)=G (w) +i. G” (w)

Los principales ensayos de caracterizacion de hidrogeles consisten en determinar su
comportamiento ante un barrido de amplitud de la deformaciéon (1) y un barrido de

frecuencias (2) [36].

En el primero, se varia el porcentaje de deformacién impuesta al hidrogel (desplazamiento
rotacional del material), a una frecuencia constante (Figura 1.12). Mediante esta prueba es
posible determinar el Rango Lineal Viscoelastico (RLV) del hidrogel. En el RLV, los valores de
G’ y G” son independientes (aproximadamente constantes) de la amplitud de la
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deformacion impuesta. Luego de superar el RLV (superando el “punto critico”) la respuesta
eldstica del material frente a la deformaciéon disminuye, indicando un aumento de la
disipacion de la energia mediante deformacién ineldstica (caida de G’ y G”). Este ensayo
permite observar diferencias en la extension del RLV entre distintos hidrogeles para conocer
cuanta deformacién puede soportar el material respondiendo eldsticamente y cudl es el
momento en el que comienzan a ocurrir las deformaciones ineldsticas por desplazamientos
entre las cadenas o fracturas internas del material. La extension del RLV a una dada
frecuencia esta ligada al tipo de interacciones y grado de entrecruzamiento del material. Un
material mas elastico tendra un RLV extenso, mientras uno mads quebradizo (generalmente

mas entrecruzado) se deformara ineldsticamente, por fracturas, luego de pequefias

deformaciones.

Modulo (Pa)

Amplitud de deformacion (%)

v

tiempo Deformacién (%)

Figura 1.12 - Ensayo de barrido de amplitud de la deformacion a una frecuencia constante. Determinacion del

rango lineal viscoeldstico, anterior al punto critico.

Sin embargo, como se menciond anteriormente, el comportamiento viscoelastico de los
hidrogeles es tiempo-dependiente. Es decir que, ante una misma amplitud de deformacién
(misma energia de estrés mecanico), el hidrogel puede comportarse mas eldsticamente o
mas viscosamente, dependiendo del tiempo y velocidad de aplicacién de la fuerza. Si la
fuerza es aplicada durante tiempos largos, es posible que el polimero se deforme
ineldsticamente por fendmenos de relajacidn de las interacciones poliméricas. Esto permite

obtener informacion valiosa a partir del ensayo de barridos de frecuencia de deformacion.
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En este ensayo, el hidrogel es deformado a una amplitud constante, pero la frecuencia
(velocidad) de aplicaciéon de la deformacion es variada (Figura 1.13). Este estudio permite
comparar los G’ y G” de hidrogeles, con distinto grado de entrecruzamiento o composicion,
dando informacion sobre la fuerza de interacciéon entre las cadenas poliméricas y su
naturaleza, permitiendo, por ejemplo, diferenciar las interacciones covalentes de las fisicas.
Generalmente, cuando el material es deformado a frecuencias altas, la alta velocidad de
deformacion no permite la relajacion ineldstica del material (o el desplazamiento entre
dominios del polimero) y se comporta como un sdélido (se observa aumento en los valores
de los mddulos). Por el contrario, a bajas frecuencias puede observarse la relajacién del
material estresado, por deformacién inelastica (se observa disminucidn en los valores de
los médulos’). Este ultimo fendmeno es mas frecuentemente observado cuando la mayor
contribucién al G’ estd dada por interacciones fisicas, que pueden relajarse a tiempos largos,
y es menos observado cuando la mayor contribucion es covalente, porque estas uniones no
permiten la relajacion del material. De esta manera, se pueden comparar grados de

entrecruzamientos y tipos de interacciones entre los hidrogeles medidos.

GI

4
oy
r

Médulo (Pa)

Amplitud de deformacion (%)

tiempo Frecuencia (Hz)

Figura 1.13 - Ensayo de barrido de frecuencias (velocidad de los ciclos de deformacion) con una amplitud de
deformacion constante. Determinacion del mddulo de meseta (platd) y comportamiento en frecuencias
extremas (en este caso, el esquema representa cualitativamente un comportamiento tipico de un hidrogel en

el que las interacciones fisicas son muy relevantes).
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OTRAS PROPIEDADES

Dependiendo de las propiedades particulares de cada hidrogel o de las aplicaciones de
interés, se utilizan técnicas de determinacion especificas para evaluar esas caracteristicas.
Por ejemplo, en hidrogeles pH sensibles, es frecuente el estudio de sus propiedades de
hinchamiento o mecdnicas a distintos valores de pH. En hidrogeles inyectables es necesaria
la determinacion de los tiempos de gelacién in situ, de la biodegradabilidad o

biocompatibilidad, etc.

1.1.5 - MODIFICACION POST-SINTESIS DE HIDROGELES

En la ultima década, el alto grado de desarrollo en el drea de materiales ha generado la
necesidad de sintetizar polimeros de alta complejidad que exhiben funcionalidades y
propiedades distintivas. Como estrategia para alcanzar dicha complejidad se recurre a los
criterios de disefio y técnicas de control a nivel molecular desarrolladas en la Quimica
Organica, que permiten la preparacién de polimeros bien definidos y materiales

nanoestructurados [37].

En muchos casos, luego de la sintesis, el material polimérico no tiene todas las propiedades
deseadas. Esto puede deberse a limitaciones en la metodologia de sintesis y/o
susceptibilidad de los GF o de las moléculas a introducir, respecto a las condiciones de
sintesis. En estos casos, se requieren cambios quimicos en el producto, que pueden ser
realizados en etapas post-sintesis. La principal estrategia de modificacion de polimeros es
conocida como modificacién post-polimerizacién y esta basada en la polimerizaciéon o
copolimerizacidon directa de mondmeros con grupos funcionales que son inertes a las
condiciones de polimerizacién, pero pueden ser convertidos cuantitativamente, en pasos
siguientes, en una amplia variedad de otros grupos funcionales. El éxito de estos métodos
se evalta en funcion de los buenos rendimientos alcanzados en condiciones suaves de
reaccidn, con excelente tolerancia a otros grupos funcionales y la ortogonalidad de las
reacciones de modificacion post-polimerizacién [38]. En este sentido, se han elaborado un
gran numero de estrategias para la inclusiéon de GF que puedan ser modificados en etapas
post-sintesis. Por ejemplo: la utilizacion de anhidridos; isocianatos; ésteres activados;
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dienos y diendfilos para reacciones de tipo Diels-Alder; acetales; alquinos, azidas y tioles
para reacciones de tipo click-chemistry; son algunos de los GF modificables que pueden ser

introducidos en las estructuras poliméricas [39].

La modificacién post-sintesis de hidrogeles se usa a menudo para introducir nuevos grupos
funcionales, para optimizar las propiedades mecanicas del material o para inmovilizar

(bio)moléculas [40].

1.1.5.1 - OBTENCION DE GRUPOS FUNCIONALES ALDEHIDO Y a-OXO-ALDEHIDO

La obtencidon de GF aldehido en polimeros es de gran interés por su participacion en las
reacciones (bio)ortogonales mencionadas anteriormente, como la formacién de enlaces
reversibles, pH dependientes, del tipo imina, oxima o hidrazona. En polimeros obtenidos
mediante sintesis radicalaria, este grupo funcional se logra Unicamente mediante
modificaciones posteriores a la sintesis, ya que es inestable en las condiciones de
polimerizacién, por su reaccién con los radicales en crecimiento [38], [39]. Sin embargo,
incluso la modificacién post-sintesis es generalmente tediosa, implicando reacciones con
varios pasos. Con frecuencia, se usan mondémeros con grupos aldehidos protegidos en
forma de acetal. Después de la sintesis del polimero, se deben realizar reacciones de

desproteccidn, en ocasiones con reactivos no acuosos y acidos fuertes [41]—[44].

En algunos polisacdridos de origen natural, no obtenidos mediante sintesis radicalaria, se
sigue un protocolo de modificacidn sencillo. Los grupos aldehido se logran a través de la
reaccion entre los dioles vecinales de los carbohidratos con soluciones acuosas de
periodato, mediante el mecanismo propuesto por Malaprade (Figura 1.14-A) [45]. Esta
reaccion se ha usado comunmente para proporcionar aldehidos en hidrogeles de
polisacaridos naturales como dextrano, quitosano, pectina, dcido hialurénico o alginato
(Figura 1.14-B) [46]-[49]. Una alternativa interesante, es la aplicacion de este protocolo
sencillo a los materiales sintéticos, considerando que los hidrogeles producidos por la
polimerizacion de diferentes mondmeros generan materiales mas versatiles con

propiedades predecibles, mediante el control de la composicidn y la funcionalidad de los
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mondmeros. Por consiguiente, se ha usado glicidol (con un grupo funcional oxirano) para
reaccionar con grupos hidroxilo de polimeros sintéticos que producen dioles vecinales
anclados al material. Posteriormente, estos dioles terminales reaccionan con el periodato

para producir aldehidos en la cadena del polimero y formaldehido como sub-producto [40].

A) OXIDACION CON PERIODATO o o@M® o\
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Figura 1.14 - A) Mecanismo de oxidacion de dioles vecinales por reaccion con el anién periodato. B) Oxidacion

de dioles en polisacdridos. C) Oxidacion de 6-aminoalcoholes en péptidos y proteinas. D) Oxidacion de

entrecruzamientos debidos al agente DAT.

Por otro lado, los a-oxoaldehidos son aldehidos con una funcién carbonilo (C=0) en posicién
alfa (a). Estos, son extensivamente utilizados en la sintesis y modificacién de proteinas y
péptidos, y su anclaje en diversos materiales, manteniendo su conformacién y actividad
bioldgica. Mediante el uso de este GF, se han obtenido excelentes rendimientos en la
formacién de enlaces oxima o hidrazona con alta selectividad y buena estabilidad de las
uniones generadas [50], [51]. Esta estrategia de modificacion es frecuentemente aplicada

debido, no solo a los altos rendimientos de las reacciones bio-ortogonales, sino a que los a-
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oxo-aldehidos son facilmente obtenidos por la oxidacion con periodato de los PB-
aminoalcoholes en el extremo N-terminal en serina y treonina (Figura 1.14-C) [50], [51].
Debido a su gran utilidad, se han desarrollado también algunas estrategias para la obtencién

de los a- oxoaldehidos en el extremo C-terminal de estas macromoléculas [52].

En polimeros sintéticos, es mas frecuente la obtencidn de aldehidos alifaticos. Los aldehidos
alifaticos pueden reaccionar mediante auto-aldolizacién [42] y usualmente forman enlaces
hidrazona hidrolizables [23]. Estas caracteristicas pueden ser requeridas en algunas
aplicaciones, pero indeseadas en otras. Por otro lado, los a-oxoaldehidos no contienen
hidrégenos en la posicion a, impidiendo que ocurra la aldolizacién y, ademads, han
demostrado la generacién de enlaces hidrazona que permanecieron estables durante

semanas [53].

Existen muy escasos antecedentes sobre la formacion de a-oxoaldehidos en polimeros
sintéticos. Kornysova y colaboradores prepararon micro-esferas no particuladas (continuas
o monoliticas) que contenian vancomicina como selector quiral para la
electrocromatografia capilar [54]. Para esto, se utilizé N, N'-dialiltartardiamida (DAT), que
contiene un grupo funcional diol vecinal y se lo traté con periodato de sodio para convertirlo
en grupos aldehido (Figura 1.14-D). Por lo tanto, se logré la activacidon de la matriz para la
unidn de vancomicina, y el aumento del tamano de poro y porosidad del soporte. En otra
publicacién, los mismos autores reportaron la preparacion de una columna capilar
monolitica de afinidad, con a-manosa inmovilizada por aminacién reductiva, por reaccion
con los aldehidos obtenidos por la oxidacién de DAT. Por lo tanto, se logré una columna de
afinidad cromatografica para los estudios de separacién, enriquecimiento o unién de
lectinas especificas de manosa [55]. Mas recientemente Tetala y colaboradores utilizaron
DAT para la preparacion de wuna columna cromatografica basada en
poli(hidroxietil)metacrilato (p-HEMA). Los GF aldehido obtenidos luego de la oxidacion con
periodato fueron modificados con acido iminodiacético formando una base de Schiff, y
luego, los grupos dacidos obtenidos se utilizaron para acomplejar cobre en el soporte
cromatografico. En dicha referencia bibliografica, no se hace mencién al efecto de la ruptura

de los entrecruzamientos en las propiedades mecanicas o porosidad de la matriz [56]. En
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todos los casos se traté de soportes rigidos, con alto grado de entrecruzamiento y no de

hidrogeles blandos (soft hydrogels).

1.2 - NANOGELES Y MICROGELES.

Los nanogeles son redes poliméricas hidrofilicas de tamafios nanométricos. La Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) recomienda considerar nanoparticulas a
aquellas que tengan didmetros menores a 100 nm. Sin embargo, dada la extension de las
propiedades nanométricas en algunos nanogeles de tamanos mayores, la denominacién

“nanogel” es frecuentemente aplicada a geles de didmetros de hasta 500 nm [57], [58].

Al igual que en macrogeles, existen nanogeles inteligentes que son capaces de sensar
cambios en su estructura o su entorno, y responder con un propdsito determinado. Tanto
su tamafio nanométrico como su capacidad de accionar frente a cambios en el entorno, ha
colocado a estos materiales en la mira del desarrollo cientifico tecnolégico en diversas dreas
de aplicacion como en catalisis, liberacién controlada de bioactivos (de interés
farmacoldgico, nutricional, entre otros), ingenieria de tejidos, mejora de las propiedades en
materiales macrométricos, lentes y sensores épticos, actuadores, separacion de proteinas,

membranas, entre otros [59]-[61].

1.2.1 - NANOGELES TERMOSENSIBLES

Al igual que en macrogeles, los NGs termosensibles son los mas ampliamente estudiados
entre los NGs inteligentes. De manera analoga, estos NGs tienen la capacidad de colapsar o
hincharse en respuesta a cambios en la temperatura del solvente en el que estan dispersos,
por lo que su utilizacién es prometedora en diversas areas como las mencionadas
anteriormente [62]. El sector de mayor desarrollo se enfoca en el cargado y liberacion
controlada de farmacos, principalmente orientada a tratamientos oncolégicos. Entre los
diferentes polimeros termosensibles, p-NIPAm ha sido el mas estudiado, tanto en el area
de macrogeles como en NGs, debido a su temperatura de transicién (Ttf) cercana a la

corporal. Como se menciond anteriormente, esta temperatura puede ser modificada
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mediante la incorporacién de distintos comondmeros. En general, la utilizacion de
comondémeros hidrofébicos disminuye la Ttf de los nanogeles mientras que la utilizacion de
un comondmero hidrofilico la aumenta. De esta manera se puede controlar la temperatura

de transicidon segun la necesidad de la aplicacién en desarrollo [63].

1.2.2 - SINTESIS DE NANOGELES

Los nanogeles pueden ser sintetizados de diversas maneras, utilizando muchas de las
estrategias de polimerizacidn que se usan en la macroescala. Los precursores pueden ser
tanto de origen natural como sintético, y las estrategias de sintesis se basan en la unién o
entrecruzamiento de cadenas poliméricas u oligoméricas pre-existentes o la polimerizacion
y entrecruzamiento de unidades monoméricas. Los entrecruzamientos pueden ser

covalentes o fisicos, o una combinacion de ambos.

A diferencia de lo que ocurre en macrogeles, la sintesis de nanogeles requiere de
metodologias que permitan tener un buen control del tamafo de los productos. Existen dos
enfoques principales para la creacion de nanogeles a escala nanométrica: el enfoque top-
down, generando NPs desde particulas mas grandes (ej. mediante fotolitografia); y el
enfoque bottom-up, en el que la escala nanométrica se controla disefiando el ensamblaje
de estructuras y conjuntos moleculares que son luego entrecruzados con enlaces

covalentes o fisicos. Esta Ultima es la técnica mas conveniente y comunmente usada [58].

La mayoria de las sintesis de NGs poliméricos reportadas se realizan a través de
polimerizaciones radicalarias, ya que la polimerizacion directa de los monémeros es un
proceso en un solo paso (one-pot) que no requiere de sintesis previa del pre-polimero y
posterior paso de entrecruzamiento. Se han desarrollado diversas estrategias para el

control de los tamafios, como se muestra en la Tabla 1 [58], [64].
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Tabla 1 - Estrategias de sintesis de nanogeles a través de polimerizacion radicalaria mds utilizadas. Se

mencionan algunas caracteristicas generales, ventajas y desventajas.

Técnica Detalles
Formacion de nanogotas
por extrema agitacion

Miniemulsion (ultrasonicacion) de la
mezcla de mondmeros y
surfactantes
Se usa un surfactante para
la formacién de micelas

Microemulsion gue encapsulan
inicialmente a los
mondmeros
Todos los reactivos son
solubles inicialmente y la
polimerizacién ocurre en
fase homogénea. Los
Dispersion
polimeros formados son
insolubles y forman una
dispersion estable con

ayuda de estabilizadores.

Tanto los mondmeros
como los polimeros
formados son solubles en
Precipitacion el medio de reaccion. Pero
las particulas precipitan

por formacién de

entrecruzamientos
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Ventajas

Baja polidispersidad con
didmetros entre 50-500 nm
Permite encapsulamiento

in situ

Se obtienen nanogeles con
tamafos entre 10y 150
nm.

No se necesita extrema

agitacion

Sintesis tipo batch.
Tamafio ajustado por la
concentracion de
monomero respecto de
dispersante.

Util para particulas core-

shell

Sintesis tipo batch.
No se requieren
surfactantes.

El tamafio de particula es
ajustado con la
concentracion de
mondmeros en el rango de

100 - 600 nm

Limitaciones
Necesita de un co-
estabilizador.
Necesidad de un
equipamiento especial

(ultrasonicador)

Necesidad de sufactante
(alta concentracién) y co-

surfactante

Utilizado Unicamente con

mondmeros vinilicos

Frecuentemente el
producto formado es de
morfologia irregular y alta

polidispersidad.



SINTESIS DE NGs TERMOSENSIBLES
La técnica mds utilizada en la sintesis de NGs termosensibles, es la termoprecipitacién. Esta

utiliza mondémeros solubles en agua que al polimerizar generan polimeros insolubles
cuando éstos se encuentran por encima de su LCST [65]. Inicialmente, todos los precursores
(iniciador, mondmeros y entrecruzantes) son disueltos en agua. A la temperatura de
polimerizacién (50-70 °C) el iniciador (peroxidico, azo-compuesto o iniciador rédox) se
descompone para producir radicales libres. De manera equivalente a lo descripto para
macrogeles, los radicales producidos por el iniciador atacardan a los mondmeros y
entrecruzantes para dar lugar a adiciones radicalarias, generando cadenas poliméricas en
crecimiento. Luego de alcanzar un determinado largo, estos polimeros dejan de ser solubles
en el medio de reaccidn, por tratarse de polimeros termosensibles y encontrarse
reaccionando a una temperatura mayor a su LCST (por ejemplo, la reaccion es llevada a
cabo a 70 °C, mientras p-NIPAm no es soluble por encima de 32 °C). Las particulas insolubles
formadas, se encuentran dispersas en la solucidn y son llamadas particulas precursoras (ver
Figura 1.15). Estas pueden crecer para aumentar su tamaino mediante (a) agregacién con
otras particulas para formar particulas mas grandes que sean coloidalmente mas estables;
(b) depositarse en la superficie de otra particula existente; y (c) crecer por adicién de
mondémeros y oligdmeros. Una vez que las particulas alcanzan un tamafio critico, se
estabilizan coloidalmente al alcanzar un balance entre repulsién y atraccion electrostatica.
La carga originada por los fragmentos de iniciador incorporados (grupos sulfato) tiene un
rol fundamental en dicha estabilizacidn y por ende, en el tamaiio final de los nanogeles [66].
En ocasiones se utilizan surfactantes, los cuales tienen un marcado efecto en la
estabilizacion coloidal. Estos, permiten estabilizar de manera temprana a las particulas
precursoras y disminuyen la tensién interfacial, obteniendo particulas mas pequenas que

las obtenidas en su ausencia [59].
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Figura 1.15 - Esquema de la formacion de NGs termosensibles mediante termoprecipitacion.

1.2.3 - PROPIEDADES DE NANOGELES Y SU CARACTERIZACION

TAMANO, MORFOLOGIA Y CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO
Los nanogeles y microgeles pueden tener dimensiones entre 50 nm a 10 um. Existen

diversas técnicas utilizadas para la caracterizacién de los tamafios de particula.

Dispersion dinamica de luz (DLS): es la técnica mas frecuentemente usada, debido a su
accesibilidad y a que da informacion sobre el tamafio, polidispersidad y estabilidad de las
particulas en solucién. La técnica determina el diametro hidrodinamico de los nanogeles en
solucién, por lo que es influenciada por las cadenas pendientes en la superficie del

polimero.
Medida de potencial zeta: permite medir la carga superficial de las nanoparticulas.

Microscopias electrénicas: tanto la microscopia electrénica de transmisién (TEM) como la
de barrido (SEM) permiten analizar la morfologia, polidispersidad y tamafios de los
nanogeles. En los Ultimos afos, la técnica de TEM criogénico (cryo-TEM) se ha utilizado para
observar las caracteristicas mencionadas, en NGs congelados criogénicamente, para

mantener una estructura equivalente a la que presentan en solucion.
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PARAMETROS ESTRUCTURALES Y PROPIEDADES MECANICAS

Se ha demostrado que la estructura interna de los microgeles y nanogeles puede contener
inhomogeneidades en el grado de entrecruzamiento o funcionalidad a lo largo de la
particula. Esta caracteristica resulta mas notoria en particulas de tipo core-shell o en

particulas huecas, pero también se encuentra en otros micro/nanogeles.

La caracterizacidon de estas inhomogeneidades estructurales es llevada a cabo mediante
diversas estrategias como la dispersién estética de luz, de neutrones o de rayos X. Estas,

permiten obtener perfiles de densidad de la estructura de la nanoparticula en el espacio.

Por otro lado, la microscopia de fuerza atémica (AFM) incorpora técnicas particularmente
utiles en la determinacion de la morfologia de las particulas (dimensiones) y en su
comportamiento frente a deformaciones mecanicas. De manera andloga a lo descripto en
macrogeles, las propiedades mecanicas de los nanogeles pueden ser determinadas
mediante la aplicacion de una fuerza de deformacion y la medida de la respuesta mecanica
de la nanoparticula. Este ensayo se realiza mediante un equipo de AFM usando la técnica

conocida como nanoindentacion [67].

1.2.4 - MODIFICACION POST-SINTESIS DE NANOGELES - FUNCIONALIZACION

Al igual que en macrogeles, en muchas ocasiones las caracteristicas requeridas en los
nanogeles, tanto estructurales como de funcionalizacién, no son alcanzadas durante la
sintesis. En particular, las técnicas de sintesis de NGs, por su necesidad del control de
tamafio, estructura y polidispersidad, implican un mayor nimero de limitaciones en la
diversidad de precursores a utilizar. La directa incorporacion de algunas moléculas o grupos
funcionales durante la sintesis se ve impedida por factores como la inestabilidad térmica
(por ejemplo, al requerir inmovilizar una proteina) o reactividad indeseada en las
condiciones de reaccidn utilizadas (por ejemplo, la reactividad de radicales con el carbonilo
de un aldehido). Ademas, la diferencia de reactividad entre los distintos monémeros puede
producir que, durante la sintesis, los GF a introducir no se localicen en la region de interés.

Por todo esto, generalmente se recurre a la sintesis de los nanogeles en condiciones
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controladas para luego realizar modificaciones post-sintesis que permitan introducir los GF

deseados [59].

1.3 - EL DESAFIO DEL CONTROL DE LA ESTRUCTURA Y FUNCIONALIZACION

La aplicacion de los hidrogeles en sistemas complejos, como los bioldgicos, requiere de la
superacién de las barreras impuestas por los métodos tradicionales de sintesis, para lograr
estructuras mas controladas y funcionales tanto en la macro como en la micro o nanoescala.
Debido a esto, numerosos trabajos recientes se orientan a la obtencién de macrogeles con
enlaces covalentes dinamicos, formacion de geles con comportamiento sol-gel,
propiedades de autocurado y/o memoria de forma y gelacidn bajo condiciones fisioldgicas

con minima toxicidad.

En el caso de nanogeles, existen novedosos reportes sobre el control de la nanoestructura
y su impacto en la funcionalidad del material [64]. Se han desarrollado materiales con
estructuras tipo core-shell, huecas, huecas con doble capa, entre otras. Como se menciond
anteriormente, la funcionalizacién post-sintesis es un requisito indispensable para la
obtencién de nanogeles funcionales por lo que es necesario generar nuevas estrategias para
obtener modificaciones cuantitativas y preferentemente realizables en condiciones

fisioldgicas y con toxicidad minima.

Considerando estos desafios, en este trabajo de Tesis se propuso el desarrollo de nuevas
metodologias de sintesis y modificacién post-sintesis de hidrogeles en la macro y
nanoescala. Estas estrategias se centran en la utilizacion del agente entrecruzante N,N'-
dialiltartardiamida (DAT) (descripto en la Secciéon 1.1.5 de este capitulo), y su clivaje
oxidativo post-sintesis, para obtener mayor control sobre: la morfologia de los materiales;
su estructura; el tipo y grado de entrecruzamiento; y, por ende, de sus propiedades.
Ademads, permitirian también la funcionalizacién de los hidrogeles con grupos funcionales
a-oxoaldehidos, abriendo la posibilidad de que participen en reacciones consideradas

(bio)ortogonales.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS GENERALES
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OBJETIVOS GENERALES

En este trabajo de tesis, se propuso el estudio y desarrollo de nuevas estrategias de sintesis

y modificacion post-sintesis de hidrogeles, orientadas al control de su estructura,

propiedades mecanicas, propiedades de hinchamiento y funcionalidad quimica. Para ello,

se propusieron los siguientes objetivos:

Estudiar la incorporacion del agente entrecruzante (+)-N,N'-dialiltartradiamida
(DAT) en la sintesis de hidrogeles de diversa composicién quimica, y evaluar su

efecto en las propiedades de hinchamiento y mecdanicas del material.

Analizar la modificaciéon post-sintesis de los hidrogeles, mediante la ruptura
oxidativa del diol vecinal presente en el entrecruzante DAT, a partir de su reaccién
con soluciones de periodato de sodio. Evaluar su utilizacién como una estrategia
efectiva para el control de la estructura, propiedades mecanicas, propiedades de

hinchamiento y funcionalidad quimica de los hidrogeles.

Evaluar la aplicacién del clivaje oxidativo de DAT como una metodologia sencilla
para obtener grupos funcionales aldehidos en hidrogeles, superando las dificultades
que presenta la incorporacidon de estos GF en hidrogeles sintetizados mediante
polimerizacién radicalaria. Ensayar la reactividad, de los grupos funcionales (GF)

obtenidos, frente a aminoderivados.
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Evaluar la utilizacion de las estrategias desarrolladas previamente en macrogeles,
para su aplicacion en la sintesis y modificacion post-sintesis de nanogeles
inteligentes, orientada a obtener mayor control de su estructura y funcionalidad.

Analizar sus posibles aplicaciones.



CAPITULO 3

SINTESIS Y MODIFICACION POST-SINTESIS DE
HIDROGELES DE ACRILAMIDA

' Modificacion

Post-sintesis

HIDROGELES
Polimerizacion via
radicales libres

En este capitulo se describe la incorporacion del agente entrecruzante DAT en la formacidn de
hidrogeles de poli(acrilamida). Dicho entrecruzante posee un diol vecinal en su estructura, el cual
permite el control post-sintesis del grado de entrecruzamiento y la funcionalizacidn de los
hidrogeles.
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3.1 - CONSIDERACIONES GENERALES

HIDROGELES DE ACRILAMIDA

La poli(acrilamida) (p-AM) es un polimero obtenido por la polimerizacion a radicales libres
del mondémero acrilamida. Este polimero hidrofilico e hidrosoluble es ampliamente utilizado
en diversas aplicaciones como: espesante [1]; en el floculado de sélidos en una solucién [2],
con aplicaciones en el tratamiento de aguas residuales [3]; en la fabricacién de papel, como
retentivo o como aditivo de resistencia [4]; en la recuperacidon mejorada del petréleo
(Enhanced Oil Recovery, EOR) [5]; entre otras. Ademads, la p-AM es frecuentemente
copolimerizada junto a otros mondémeros, y/o entrecruzada para la formacién de HGs de p-
AM. Generalmente, estas redes altamente hidrofilicas son generadas mediante la
utilizacidon de un agente entrecruzante divinilico durante la polimerizacién, siendo N,N'"-
metilenbis(acrilamida) (BIS) el mas utilizado. Otra estrategia, implica el entrecruzamiento,

post-sintesis, de polimeros lineales de acrilamida.

Los HGs de p-AM son utilizados en diversas areas. A gran escala, p-AM se usa para el
desarrollo de geles superabsorbentes. En este caso, el polimero es frecuentemente
copolimerizado con acrilato de sodio y entrecruzado para formar redes con enorme
capacidad de absorcion de agua (superando valores de hasta 300 veces su propio peso).
Estos polimeros se utilizan en agricultura, para la mejora de las propiedades de los suelos
generando un aumento en la retenciéon de agua, mejoras en la porosidad y aireacion,
limitando la erosion y permitiendo liberar nutrientes de manera controlada [6]. Por otro
lado, los HGs de p-AM son utilizados en la recuperacidon mejorada del petrdleo [7], en la
remocidn de metales pesados en agua [8], en la liberacién de agentes para el control de
plagas [9] y en la sintesis de geles de electroforesis aplicados a la separacién de

macromoléculas bioldgicas [10].

A menor escala y en areas mas especializadas, estos HGs se utilizan en el desarrollo de
plataformas de cultivo celular [11] y su aplicacién en medicina regenerativa [12], en la

preparacién de soportes cromatograficos para separacién por tamaiios o por afinidad [13],
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encontrandose ademas numerosas investigaciones en torno al desarrollo de nuevas
aplicaciones tecnoldgicas como: la generacidon de H; a partir de NaBHs mediada por la
interaccion de los geles con metales de transicién [14], remocidn de toxinas en vinos y otros
alimentos [15], remocion de metales pesados y contaminantes organicos [8], [16], [17],
degradacion fotoquimica de contaminantes catalizada por nanoparticulas (NPs) de TiOz en
matrices de p-AM [18] o en la remocidon de contaminantes para el cuidado de obras de arte

del patrimonio cultural humano [19].

CONTROL DEL GRADO DE ENTRECRUZAMIENTO

El control de la cantidad de entrecruzamientos en un hidrogel es de gran importancia ya
que afecta directamente a las propiedades del material: su morfologia, su capacidad de
hinchamiento, su porosidad y sus propiedades mecanicas. Debido a esto, numerosas
estrategias son utilizadas para el control de la cantidad, naturaleza y distribucién espacial
de los puntos de entrecruzamiento en los hidrogeles. En el caso de geles de acrilamida, el
control del grado de entrecruzamiento depende de la estrategia de sintesis del hidrogel. En
mayor medida, los geles son obtenidos por la polimerizacién radicalaria del monémero
acrilamida junto a agentes entrecruzantes divinilicos [20]. Por otro lado, polimeros lineales
de acrilamida, que pueden ser adquiridos comercialmente, pueden ser entrecruzados en
presencia de agentes entrecruzantes de bajo peso molecular en condiciones
experimentales especificas [21]. En ambos casos, el grado de entrecruzamiento es
controlado mediante la cantidad de agente entrecruzante utilizado en la sintesis del gel,
considerando también condiciones como la concentracién de la soluciéon y la reactividad del
entrecruzante, frecuentemente afectada por las condiciones de reaccién (pH, temperatura,
etc.) [22]-[24]. El entrecruzamiento de los hidrogeles es crucial en la determinacion de las
propiedades finales del material, por lo que numerosos trabajos se han publicado
orientados a su control en geles de p-AM [25], [26]. Ademds, se han desarrollado materiales
inteligentes de p-AM donde los entrecruzamientos juegan un rol primordial en Ia
sensibilidad al estimulo externo y/o en la respuesta del material. Como ejemplo, se puede

citar la utilizacién de biomoléculas como agentes entrecruzantes, capaces de reconocer de
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manera especifica a determinados sustratos, cambiando el grado de entrecruzamiento del
material, por ejemplo, en geles de p-AM entrecruzados con ADN [27], o con complejos
antigeno-anticuerpo [28]. También puede encontrarse el uso de enlaces hidrazona para el

control de la degradacién de geles de p-AM y poli(aldehido guluronato) [29].

Por otro lado, el control post-sintesis del grado de entrecruzamiento permite la
modificacidon a demanda de la estructura, del grado de hinchamiento, de la porosidad y de
las propiedades mecanicas de los hidrogeles previamente sintetizados, caracteristicas
esenciales para su utilizacién en diversas aplicaciones. Por ende, la incorporacién de
agentes entrecruzantes susceptibles de ser modificados en etapas post-sintesis puede
inferir, de manera estratégica, otorgando mayor versatilidad a un determinado material
(pudiendo luego adaptar sus propiedades de acuerdo a las necesidades), o inclusive conferir
propiedades inteligentes al hidrogel, como es el caso de los geles inteligentes de p-AM

mencionados anteriormente.

En el trabajo propuesto en este capitulo, se prevé la utilizacidon del agente entrecruzante
divinilico (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT) durante la sintesis, para su clivaje en etapas
post-sintesis en presencia de periodato. Esta metodologia, supone una novedosa estrategia
gue cuenta con escasos antecedentes semejantes, mencionados en el Capitulo 1 [30]-[32].
Sin embargo, no se encuentran reportes sobre la utilizacion de DAT en materiales blandos
(soft materials) como hidrogeles y tampoco en la co-polimerizacién de acrilamida con dicho

entrecruzante para el control post-sintesis del grado de entrecruzamiento.

OBTENCION DE ALDEHIDOS

La obtencién de GF aldehidos en matrices poliméricas es de gran utilidad debido a la alta
reactividad de este grupo funcional y su versatilidad para posteriores modificaciones
quimicas, ya sea para la obtencidn de nuevos grupos funcionales, la inmovilizacién de
ligandos o biomoléculas, o la incorporacion de enlaces covalentes reversibles (como imina,
hidrazona, etc.). Como se menciond en el Capitulo 1, la incorporacién de GF aldehidos en

polimeros obtenidos mediante sintesis radicalarias se ve dificultada por la incompatibilidad
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con las condiciones de reaccion. Por ello, se recurre a estrategias de sintesis y modificacion
post-sintesis [33], [34]. Habitualmente, se utilizan grupos protectores (GP), que preservan

al GF aldehido durante la polimerizacién, y que luego son removidos en etapas posteriores.

En geles de acrilamida, se han descripto diversas estrategias para la obtencién de grupos
funcionales aldehido. Una de ellas, implicé la modificacidon de un aminoetil derivado de p-
AM con gliceraldehido, mediante una aminacidn reductiva, y el posterior tratamiento con
periodato del GF glicerol introducido, para obtener aldehidos. Estos, se utilizaron para la
inmovilizacion de proteinas mediante aminacién reductiva [35]. En otro caso, geles de p-
AM entrecruzados con BIS se sintetizaron mediante polimerizacion radicalaria en presencia
del comondmero N-(5,6-di-O-isopropiliden)hexilacrilamida. Este Gltimo, contiene un grupo
funcional acetal que condujo a la obtenciéon de grupos funcionales aldehido luego de la
desproteccion con acido trifluoroacético, y el tratamiento con periodato de sodio. La matriz
de p-AM con GF aldehidos se utilizé para la inmovilizacién de ADN y la elaboracién de micro-
chips [36]. En dichos casos, la estrategia de sintesis precisd de la utilizacion de grupos
protectores, de un gran numero de pasos y condiciones experimentales drasticas para
obtener los grupos funcionales aldehido. Finalmente, permitieron el desarrollo de
aplicaciones de gran interés en el drea de la bioconjugacidn. Si bien los geles de acrilamida
son frecuentemente utilizados en numerosas aplicaciones bioldgicas como en geles de
electroforesis, en la inmovilizacién de proteinas u otras biomoléculas para su utilizacién en
soportes cromatograficos o en el desarrollo de plataformas de cultivos celulares, no se han

encontrado reportes en torno a la de obtencién de a-oxo-aldehidos en dichos materiales.

En este capitulo, la utilizacidn del agente entrecruzante DAT (un portador de diol vecinal)
en geles de AM prevé la obtencidn de a-oxo-aldehidos luego del tratamiento con periodato.
Luego de su caracterizacidn, se ensayo la reactividad de los grupos aldehido producidos,
con dihidrazida de 4cido adipico (AADH), permitiendo la obteniendo hidrogeles reticulados

mediante enlaces hidrazona.
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3.2 - OBJETIVOS

En este capitulo, se propone evaluar una nueva estrategia de sintesis y modificacidon post-

sintesis de hidrogeles de acrilamida. Se propone analizar la incorporacién del agente

entrecruzante (+)-N,N'-dialiltartramida (DAT) en la sintesis de hidrogeles, y su posible

modificacion post-sintesis, para el control de la estructura y, por lo tanto, de las

propiedades de los materiales. Ademas, se estudiard esta estrategia, como un posible

método superador, para la incorporacién de grupos funcionales aldehido en hidrogeles

sintetizados por polimerizacidn via radicales libres. Para ello se plantearon los siguientes

objetivos:

Estudiar la incorporacién del agente entrecruzante (+)-N,N'-dialiltartramida (DAT)
en la sintesis radicalaria de hidrogeles blandos formados por el mondmero
acrilamida (AM) en combinacién con el agente entrecruzante

N,N'-metilenbis(acrilamida) (BIS).

Analizar la composicién quimica de los hidrogeles obtenidos y evaluar el efecto de
los agentes entrecruzantes en las propiedades de hinchamiento y mecdnicas de los

geles (relacion estructura-propiedad).

Evaluar la modificacién post-sintesis de los hidrogeles mediante el clivaje oxidativo
del entrecruzante DAT, frente a periodato de sodio, para obtener grupos funcionales
aldehido. Analizar el cambio en el grado de entrecruzamiento y composicion
quimica de los materiales, y su efecto en las propiedades mecanicas y de

hinchamiento.

Estudiar la reactividad de los grupos funcionales aldehido formados, frente a

dihidrazida de acido adipico (AADH).

59



3.3 - MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Los siguientes reactivos se usaron tal como se adquirieron: acrilamida (AM) (Fluka); N, N'-
metilenbis(acrilamida) (BIS) (Sigma); (+) N, N'-dialiltartramida (DAT) (Sigma); N, N, N', N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma); persulfato de amonio (APS) (Anhedra); periodato
de sodio (Sigma); etilenglicol (EG) (Anhedra); éxido de deuterio (Sigma); cloruro de amonio
(Cicarelli); acido acético glacial (Cicarelli); acetato de sodio (Anhedra) y dihidrazida de acido
adipico (AADH) (SIGMA). Las soluciones se prepararon con agua ultrapura (18 MQ.cm™). Los

mondmeros y entrecruzantes utilizados se ilustran en la Figura 3.1.

(a) 0

\)J\NHZ
(b) O (0]
\)‘\N/\N/lk/
H H

() OH 0
H
/\/N\H)\(LN N
H
0 OH

Figura 3.1 - Mondémeros utilizados para preparar hidrogeles. (a) AM, (b) BIS y (c) DAT.

SINTESIS
Los hidrogeles se sintetizaron mediante polimerizacién por radicales libres. Para cada
sintesis, las soluciones se prepararon disolviendo AM en 5 mL de agua ultrapura para

alcanzar una concentracion 1,4 M. Luego, se disolvieron BIS y/o DAT (agentes
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entrecruzantes) y APS (iniciador) en las soluciones de AM usando un vial con un tapon de
goma, en las proporciones que se muestran en Tabla 3.1. Las soluciones se enfriaron en un
bafio de hielo y se deoxigenaron con N2 durante 10 min. Para iniciar la polimerizacién, se
afnadid una solucion acuosa de TEMED (0,5 mL; 0,32 M) al vial. Inmediatamente, la solucion
completa se transfirio a una jeringa de plastico de 5 mL que se colocéd en un bafo
termostatico a 37 °C durante 18 h. Finalmente, los hidrogeles obtenidos se cortaron en
discos de 3 mm de espesor y 12 mm de didmetro y se lavaron exhaustivamente con agua.
Los productos se denominaron HG-1-7 como se muestra en la Tabla 1. Todas las sintesis se

realizaron por triplicado.

Tabla 3.1 - Condiciones experimentales para la sintesis de hidrogeles.

HIDROGEL MONOMERO ENTRECRUZANTE (%)* INICIADOR (%)"
HG-1 AM (1,4 M -5 mL) BIS (5) - DAT (0) APS (3,7) - TEMED™" (1,4)
HG-2 AM (1,4 M -5 mL) BIS (5) - DAT (1) APS (3,7) - TEMED (1,4)
HG-3 AM (1,4 M -5 mL) BIS (5) - DAT (3) APS (3,7) - TEMED (1,4)
HG-4 AM (1,4 M -5 mL) BIS (5) - DAT (5) APS (3,7) - TEMED (1,4)
HG-5 AM (1,4 M -5 mL) BIS (5) - DAT (7) APS (3,7) - TEMED (1,4)
HG-6 AM (1,4 M -5 mL) BIS (5) - DAT (10) APS (3,7) - TEMED (1,4)
HG-7 AM (1,4 M -5 mL) BIS (0) - DAT (10) APS (3,7) - TEMED (1,4)

* Porcentaje molar respecto de moles de AM. ** Se utiliz6 0,5 mL de solucién 0,32 M de TEMED.

ESTUDIOS DE HINCHAMIENTO

Después de la sintesis, los discos de hidrogel se colocaron en agua durante mas de 48 hy se
pesaron para conocer su masa en el equilibrio de hinchamiento. Luego, se secaron en un
horno a 37 °C hasta peso constante (= 80 mg). El porcentaje de hinchamiento en el equilibrio

(%ESR) se calculd de acuerdo con la Ecuacién 3.1:

Ime —mal 109 (Ecuacién 3.1)
my

%ESR =

Donde me es la masa de la muestra en el equilibrio de hinchamiento y mq es la masa seca.
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El hidrogel se pesd usando una balanza Mettler Toledo (Nueva MF clasica, modelo MS204S,

precisiéon de 0,1 mg). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

RUPTURA DE ENTRECRUZAMIENTOS DE HIDROGELES CON PERIODATO

Los moles de periodato (nya10,) necesarios para la ruptura completa de entrecruzamientos
producidos por DAT en una muestra de hidrogel, se estimaron a partir de los moles de DAT,
BIS, AM y APS utilizadas en la sintesis y la masa de cada disco de hidrogel seco (my) segun

la Ecuacion 3.2:

_ (npaT . Mwpar) mgy
NNajo, =

. (Ecuacion
(npAT . MWpAT + nBIS - MWB[S + nam . MWaMm + aps. MWaps) MWDAT)

3.2)

donde npaT, Ngis, Nam Y Naps Son los moles de DAT, BIS, AM y APS utilizados en la sintesis,
respectivamente. Ademas, Mwpat, Mwgis, Mway Y Mwyps son los pesos moleculares de

DAT, BIS, AM y APS, respectivamente.

Para estimar la cantidad de periodato requerida para obtener la ruptura de DAT, se supuso

gue todo el DAT afladido como reactivo se incorpord a la red de polimero.

Ademas, el volumen de la solucidén de periodato se determind considerando la cantidad
minima de liquido necesaria para sumergir completamente toda la muestra de disco de

hidrogel.

CLIVAJE DE DAT EN HIDROGELES ENTRECRUZADOS CON BIS Y DAT (HG-2-6)
Un disco de hidrogel, pesado en seco (aprox. 80 mg), se hinchd hasta su equilibrio en agua
(por mas de 48 h). El mismo se coloco en agua, en un vial de vidrio de 5 mL. Luego, se afiadio

una solucion de NalOs (nyap0, X2, disuelto en 1,25 mL de agua). Para esta reaccion, el
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periodato fue colocado en exceso (200%) en relacion con la cantidad de DAT utilizada para
preparar el hidrogel. Los reactivos se dejaron en contacto durante 24 h a 25 °C. Luego, el
liquido se descartd y el hidrogel tratado se lavd exhaustivamente con agua destilada. Los
productos obtenidos se denominaron CHG-2-6 (Hidrogeles Clivados). La Figura 3.2A
muestra un diagrama esquematico de hidrogeles reticulados con BIS y DAT antes y después

de la reaccion con periodato.

CLIVAJE PARCIAL DE DAT EN HIDROGELES RETICULADOS CON BIS Y DAT (HG-6)

Un disco de hidrogel hinchado en equilibrio en agua se traté con NalO4 durante 24 h a 25
°C siguiendo el procedimiento detallado en la seccién anterior. Sin embargo, la
concentracion de periodato utilizada para obtener un clivaje parcial (50%) fue menor
(NNaro, / 2 disuelto en 1,25 mL de agua). El hidrogel producido se denominé pCHG-6

(Hidrogeles parcialmente Clivados).

La Figura 3.2B muestra un diagrama esquematico de la ruptura parcial de DAT en hidrogeles

reticulados con BIS y DAT.

Exceso
de

NalO,

r—

(=
WV

Figura 3.2 - A). Diagrama esquemdtico de hidrogeles entrecruzados con BIS y DAT antes y después de la
reaccion con periodato. B) Diagrama esquemdtico de la ruptura parcial de DAT en un hidrogel entrecruzado

con BIS y DAT.
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CARACTERIZACION DE pCHG-6 POR MICROSCOPIA CONFOCAL

Las muestras analizadas se obtuvieron a partir del clivaje parcial de la sintesis HG-6, con
periodato. Un disco de hidrogel pesado en seco (aprox. 80 mg), luego hinchado hasta el
equilibrio en agua, se traté con NalOs durante 24 h a 25 °C siguiendo el procedimiento
detallado anteriormente para el clivaje parcial de los entrecruzamientos. Antes de las
mediciones, las muestras de hidrogeles se cortaron axialmente para dejar expuesto el
centro del gel. Para el caso en que se midieron muestras secas, éstas fueron liofilizadas. Las
imagenes laser se tomaron sobre hidrogeles parcialmente modificados en estado seco. El
contraste de interferencia diferencial (DIC) se uso para estudiar hidrogeles, no tefiidos, en
estado hidratado. Todas las imagenes de microscopia confocal se obtuvieron utilizando un
microscopio confocal OLYMPUS LEXT OLS4000 del laboratorio LAMARX de la Universidad

Nacional de Cérdoba.

RUPTURA COMPLETA DE ENTRECRUZAMIENTOS CON PERIODATO (HG-7)

Las muestras analizadas se obtuvieron a partir de la sintesis HG-7. Se colocd un disco de
hidrogel, pesado en seco (aprox. 80 mg) y luego hinchado hasta el equilibrio en agua, en un
vial de vidrio de 5 mL. Luego, se afiadi6 una solucion de NalOa (nygj0, X 1,3, disuelto en 1,25
mL de agua). El periodato usado para esta reaccion se colocé en exceso (130%) con respecto
a la cantidad de DAT estimada para el disco de hidrogel seco. La reaccién se llevé a cabo
bajo agitacion durante 24 h a 25 °C. Después de la reaccién, se obtuvo un producto liquido
(LHG-7). Luego, se afiadieron 195 uL de solucidn de etilenglicol (2,48 %p/v) al producto de
reaccion y se dejo reaccionar durante 20 h. Finalmente, la solucidon de LHG-7 se burbujed
con N; conectado a una trampa de cloruro de amonio durante 10 min para eliminar la
presencia de formaldehido, como un posible subproducto de escision del etilenglicol. La
Figura 3.3 muestra un diagrama esquemadtico de una ruptura completa del hidrogel

entrecruzado sélo con DAT.
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GRADO DE HINCHAMIENTO DE HIDROGELES (HG-1-7) DURANTE SU REACCION CON
PERIODATO.

Durante la reaccidon con una solucién de periodato de sodio, se midié la variacién, en el
tiempo, del grado de hinchamiento de los hidrogeles de las sintesis HG-1-7. Cada hidrogel
se hincho, inicialmente, hasta su equilibrio en agua (durante mas de 48 h). Luego, se
sumergié en 12 mL de una solucién 0,1 M de NalO4 en exceso y se siguié su cambio de
hinchamiento gravimétricamente a lo largo del tiempo (130 min). Para llevar a cabo las
mediciones, cada hidrogel se retir6 momentaneamente de la solucién de periodato, se seco

con papel de secado, se pesod, y se sumergié nuevamente en la solucién.

RE-ENTRECRUZAMIENTO DE HIDROGELES CLIVADOS

Se usaron soluciones de LHG-7 para obtener hidrogeles re-entrecruzados. Para este
propésito, se estudio la reaccidon entre LHG-7 y dihidrazida de acido adipico (AADH). Para
cada ensayo, se mezclaron 150 pL de LHG-7 con 50 uL de solucion de AADH. Las soluciones
de AADH se prepararon por dilucién de una solucién madre 0,55 M. Los moles de AADH

(naapg) se calcularon de acuerdo con la Ecuacidn 3.3:

(npaT. MwpaT) mgq )
(npAT . MWpAT + NaM - MWaMm + aps. Mwaps)l  “Mwpar

NpaDH = [ Ecuacioén (3.3)

El nuevo hidrogel se llamé RHG-7 (Hidrogel Re-entrecruzado). La Figura 3.3 muestra un
diagrama esquematico de la formacién de RHG-7 a partir de una solucién liquida (LHG-7)

después de la reaccidon con AADH.
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AADH

Figura 3.3 - Diagrama esquemdtico de la ruptura completa del hidrogel HG-7 para obtener un producto liquido

(LHG-7) sequido del re-entrecruzamiento de la solucion de LHG-7 con AADH para obtener el hidrogel RHG-7.

ESTUDIOS REOLOGICOS

CLIVAJE DE DAT EN HIDROGELES ENTRECRUZADOS CON BIS Y DAT

La evolucidon de las propiedades mecanicas de los hidrogeles durante su reaccion con
periodato de sodio se llevd a cabo por reologia rotacional oscilatoria. Se midié el médulo
eldstico (G’) de HG-1-6 durante 2700 s mientras ocurria la reaccidn. Para este experimento,
los hidrogeles hinchados hasta el equilibrio en agua fueron cortados en 8 mm de diametro
y 2,3 mm de grosor. Cada muestra fue centrada entre dos platos paralelos de 8 mm del
redmetro rotacional Anton Paar Physica MCRe301. Para determinar el Rango Lineal
Viscoeldstico (RLV) de los hidrogeles, se realizd un barrido de estrés oscilatorio a una
frecuencia de 1 Hz y 20 °C. Posteriormente, se efectuaron medidas oscilatorias con
frecuencia (w = 1 Hz) y amplitud (y = 1 %) constantes en el tiempo. Durante este ensayo,
cada hidrogel fue colocado entre los platos paralelos y sumergido en agua. Se midié durante

2 min y luego, el exceso de agua fue removido. Posteriormente, una solucién de NalO4 (0,2
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M) se agregd a los 3,6 min de iniciado el ensayo, sumergiendo al hidrogel hasta el final de
la medida. En la Figura 3.4 se observa un esquema del proceso de medida. Todas las

medidas se realizaron por triplicado a una temperatura constante de (20,0 £ 0,1) °C.

Py
| {
Solucién de
Hidrogel o Iy periodato de
hinchado Agua .. i sodio
Remocidn Llenado con solucion
I de agua de periodato W

_ >
t=2 min t=3.6 min

t =0 min

Figura 3.4 - Esquema representativo de la medida reoldgica, G' en funcion del tiempo, durante la reaccion con

periodato.

REOLOGIA DE RE-ENTRECRUZAMIENTO DE HIDROGELES CLIVADOS
Para este estudio, 150 pL de LHG-7 se colocaron entre los platos paralelos de una geometria

circular de 25 mm de didametro en el reémetro rotacional. La distancia entre los platos fue
de 0,3 mm. Se registré el cambio del mddulo elastico (G’) en el tiempo, a 20 °C, frecuencia
(w=1Hz)y amplitud (y = 1 %) constantes, durante 10 min. Posteriormente, se adicionaron
50 uL de una solucién de AADH (calculada de acuerdo a la Ecuacién 3.3) y se midié durante

los siguientes 180 min.

ESPECTROSCOPIA DE 'H-RMN
Las medidas se tomaron con un espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear NMR

Bruker Advance 400 MH:z. Se utilizé6 DO como solvente en todos los casos.
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CARACTERIZACION DEL PRODUCTO DE CLIVAJE DE DAT

Se disolvieron 57 mg de DAT (2,5.10* mol) en 1 mL de agua ultrapura. Luego, se adicionaron
106,9 mg de NalO4 (5.10* mol). La reaccién procedid por una hora a 20 °C. La solucion
obtenida fue liofilizada. El producto seco fue luego re-disuelto en D,O para realizar las

medidas de RMN.

CARACTERIZACION DEL PRODUCTO DE CLIVAJE DE HG-7

Un disco hinchado de HG-7 (aprox. 80 mg de peso seco) se sumergio en NalOs (nyaj0, X 3,
disuelto en 1,5 mL de D;0). De esta manera el periodato fue estimado como un exceso 3
veces mayor a los moles de grupos dioles estimados en la masa del hidrogel tratado. La
reaccidon procedié durante 12 h a 20 °C. Luego, se adicionaron acetato de sodio y acido
acético para alcanzar un buffer equimolar (0,1 M) a pH 4,7. Posteriormente, se realizaron
las medidas de *H-RMN con el agregado de 0; 30; 70 y 120 % de AADH (naapy X 0; 0,3; 0,7
y 1,2). La dihidrazida fue directamente disuelta en el tubo de mediciéon con la mezcla de

reaccion, y agitada. Cada medida se realizé 5 min después de adicionar la AADH.

3.4 - RESULTADOS Y DISCUSION

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HIDROGELES (HG-1-7)

Para todas las composiciones ensayadas (Tabla 3.1), se obtuvieron hidrogeles basados en
AM. Los agentes entrecruzantes DAT y BIS se usaron en porcentajes molares entre 0-10 %
y 0-5 % mol (con respecto a los moles de AM), respectivamente. La Figura 3.5 muestra los
productos obtenidos. Los hidrogeles sintetizados con BIS y DAT simultaneamente (HG-1-6)
fueron blanquecinos, mientras que los obtenidos sélo con DAT como entrecruzante (HG-7),

fueron translucidos.
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Figura 3.5 - Fotografias de hidrogeles HG-1-7.

Se estudiaron las propiedades de hinchamiento de los hidrogeles obtenidos. La Figura 3.6
muestra el porcentaje de hinchamiento en el equilibrio (% ESR) de los hidrogeles HG-1-6
frente al % DAT utilizado para la sintesis. En todos los casos, los hidrogeles mostraron alta
capacidad de absorcién de agua (> 700%). Ademas, aquellos preparados con mayores
concentraciones de DAT mostraron %ESR mas bajo. Este comportamiento de hinchamiento
sugiere una incorporacion creciente de DAT en las redes de la sintesis 1 a 6, dado que un
aumento en el grado de entrecruzamiento restringe la posibilidad de expansién de los geles,

limitando su capacidad de absorcién de agua.
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Figura 3.6 - Porcentaje de hinchamiento en el equilibrio (%ESR) de los hidrogeles, respecto del % DAT afiadido

en la sintesis.

El efecto del porcentaje de DAT sobre el equilibrio de hinchamiento del hidrogel (%ESR)

puede estimarse usando una férmula de ajuste no lineal (Ecuacién 3.4):

%ESR = %ESR,/(1+ %DAT)k Ecuacién (3.4)

Donde %ESRo = (9,8 + 0,2).10% es el equilibrio de hinchamiento del hidrogel HG-1, en
ausencia de DAT (reticulado sélo con BIS en 5 %mol) y k = (0,10 + 0,01) es una constante de
ajuste. El ajuste matematico de los datos de % ESR se muestra en la Figura 3.6 con una linea
punteada. Se puede estimar que los aumentos posteriores al 10 % mol de DAT no
producirian una disminucion significativa en el %ESR. Este resultado es consistente con la
relacion entre el % ESR y la concentracién de entrecruzante observada anteriormente [37],

[38].
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RUPTURA DE LOS ENTRECRUZAMIENTOS DE HIDROGELES, UTILIZANDO PERIODATO (HG-2-6)

CLIVAJE DE DAT EN HIDROGELES RETICULADOS CON BIS Y DAT

Se estudio la reaccidn de hidrogeles entrecruzados simultaneamente con DAT y BIS, frente
a soluciones de periodato de sodio. Se estimd que las unidades de DAT incorporadas dentro
de la red polimérica reaccionarian con el periodato, ya que este entrecruzante tiene un diol
vecinal en su estructura. En primera instancia, se llevaron a cabo estudios reoldgicos para
determinar el médulo eldstico (G') de los geles durante su reaccidén con periodato (Figura
3.7a). Antes de la reaccién (en el tiempo = 0), el mddulo eldstico fue proporcional a la
cantidad de DAT utilizada en la sintesis. El G' inicial fue de 9,6 y 4,3 kPa para los hidrogeles
HG-6 y HG-1, respectivamente. Este resultado es coherente con los estudios de % ESR,
indicando un mayor grado de entrecruzamiento en los geles sintetizados con mayor % DAT.
Ademas, después de la adicién de una solucién de periodato (250 s), el médulo eldstico
disminuyd drasticamente en los geles que contenian DAT. En menos de media hora, el G'
de las diferentes muestras de gel se estabilizé alcanzando un valor similar a los geles
obtenidos en la sintesis de HG-1 (entrecruzado sélo con BIS 5%, es decir con DAT 0%). El
tiempo requerido para la disminucién del 95% del mddulo elastico (tosx%) fue en todos los
casos inferior a 21 min. La Figura 3.7b muestra una comparacién entre el médulo eldstico
de los hidrogeles (HG-1-6) en funcion de la concentracién de DAT, antes y después de la
reaccidon con el periodato. Independientemente de la concentracidn inicial de DAT, los
valores finales de la elasticidad del hidrogel disminuyen al intervalo de 2,5 a 5,5 kPa,

equivalente al hidrogel en que no se utilizé DAT (HG-1).
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Figura 3.7 - (a) G' en funcidn del tiempo (s) para HG-1-6 en presencia de periodato. La flecha muestra el
momento en que se adiciond la solucion del oxidante. La linea punteada indica el tiempo en que la elasticidad

se ha reducido en un 95%. (b) G' frente a % DAT para hidrogeles antes y después del tratamiento con periodato.

La cinética de la reaccion de escision también se estudié midiendo el grado de hinchamiento
a diferentes tiempos (SR:), con respecto al grado de hinchamiento en el equilibrio en agua,
de los hidrogeles HG-1-6, durante la reaccidn con periodato. Para evitar confusiones con el
término de referencia porcentual (%ESR), en este ensayo, el grado de hinchamiento fue
nombrado SR (grado de hinchamiento inicial). La Figura 3.8 muestra el cambio en la relaciéon
(SRt / SRi) en funcién del tiempo. Se observéd que los hidrogeles HG-1 (que no contenian
DAT) no mostraron cambios significativos en su indice de hinchamiento. En cambio, los
hidrogeles sintetizados con DAT presentan un aumento del indice de hinchamiento entre
10 y 40 %. Dicho incremento es aproximadamente proporcional a la cantidad de DAT

utilizada en la sintesis de cada hidrogel.

Como se observo por reologia, el clivaje produce una disminucién en el médulo eldstico de
la red, sugiriendo la ruptura de una parte de los entrecruzamientos, lo que podria permitir
una mayor solvatacion del polimero, produciendo un aumento del grado de hinchamiento

del hidrogel.
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Figura 3.8 - (SRt / SRi) frente al tiempo (min) para los hidrogeles (HG-1-7) durante su reaccién con el periodato.

Tanto los resultados reolégicos como los de hinchamiento, sugieren que los
entrecruzamientos debidos a unidades de DAT en la red se han clivado con periodato, sin

afectar a los entrecruzamientos de las unidades de BIS.

Por otro lado, se observé que el efecto del ion periodato sobre los hidrogeles que contenian
DAT no se produjo simultdaneamente en toda la red. Por el contrario, se observoé que la parte
externa de los geles era ligeramente mas translicida que la parte interna, en los primeros
min de la reaccién de escision. Considerando esto, se llevaron a cabo estudios en los que

los entrecruzamientos de DAT fueron parcialmente escindidos por periodato.

CLIVAJE PARCIAL DE DAT EN HIDROGELES ENTRECRUZADOQOS CON BISY DAT

La Figura 3.2b muestra un diagrama esquematico de HG-6, después de la reaccion con
periodato como reactivo limitante. Utilizando un defecto de moles de periodato para el
tratamiento de los hidrogeles, el oxidante se consumio antes de romper todos los dioles
vecinales presentes en la red que contiene DAT. La reaccidn se evidencidé por el cambio de
color de la zona externa, de blanquecino a transparente, dejando una zona central

blanquecina en el material. La Figura 3.9a muestra una fotografia de un disco de hidrogel
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(pCHG-6) después de la reaccion con periodato como reactivo limitante. El circulo de puntos
muestra una zona interna mads opaca, presumiblemente con ausencia de clivaje. Luego, se
realizd un corte axial del hidrogel parcialmente modificado para su estudio mediante
microscopia. Se observé una seccidn transversal del fragmento, previamente liofilizado,
mediante microscopia confocal (Figura 3.9b). El circulo de lineas punteadas que encierra la
parte central del hidrogel muestra una zona interna morfolégicamente diferente del area
externa. Ademas, las Figura 3.9c y d muestran una imagen confocal de zonas externas (c) e
internas (d) del hidrogel hidratado usando un accesorio DIC. El area externa muestra mayor
rugosidad que la zona interna, probablemente causada por la presencia de mayor
porosidad. La mayor rugosidad en la zona externa del material podria estar relacionada con
la disminucién de la elasticidad (entrecruzamientos), observada también por reologia. La
reaccion de ruptura podria producirse mientras el frente de difusidn del periodato se movia
a través del gel, como se observd en otros estudios de modificacion de hidrogeles con
periodato [39]. Esta modificacién controlada podria usarse como un método posterior a la
sintesis para controlar el grado de reticulacién o la porosidad de un gel, y adicionalmente

con el control espacial de las propiedades requeridas.
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Figura 3.9 - (a) Fotografia de un disco de hidrogel (HG-6) después de la reaccion con periodato como reactivo
limitante. El circulo de lineas punteadas muestra una zona interna mds opaca, presumiblemente con ausencia
de clivaje. (b) Una seccidn transversal de un disco de hidrogel liofilizado después de la escision parcial de DAT
observada por microscopia confocal. El circulo punteado encierra una zona interna morfoldgica diferente al
drea externa. Imagen confocal (con un accesorio DIC) de zonas externas (c) e internas (d) de este hidrogel

hidratado.

CLIVAJE TOTAL DE HIDROGELES, UTILIZANDO PERIODATO (HG-7)
Se supone que la estructura de red tridimensional de HG-7 obtenida con AM y DAT esta

soportada exclusivamente por la presencia de entrecruzamientos originados por unidades
de DAT, incorporadas en la estructura del hidrogel. La reaccién del periodato con HG-7
conduciria a la escisién de todos los entrecruzamientos. La Figura 3.10 muestra fotografias
de HG-7 antes (a) y después (b) de la reaccion con periodato. La reaccion produjo un liquido
viscoso translucido (LHG-7). Como se observd previamente, los hidrogeles que contienen
diferentes cantidades de DAT y BIS no originaron productos liquidos. En consecuencia, los

resultados de este estudio confirman que los entrecruzamientos producidos por DAT son

75



los responsables de la estructura del gel HG-7 y son, en todos los HGs, los objetivos de la

escision por periodato.

Figura 3.10 - Imagen de HG-7 antes (a) y después de (b) reaccion con periodato. El producto de la reaccion se

mostré como un liquido viscoso translucido (LHG-7).

Posteriormente, se realizaron estudios adicionales para determinar la composicidon quimica
del producto de escisién. Con este propdsito, tanto la ruptura de entrecruzamientos de HG-
7 como la formacién de nuevos grupos funcionales en el polimero se caracterizaron
mediante estudios de *H-RMN (Figura 3.11, a y b). Ademds, se estudié el mondmero DAT
en ausencia y presencia de periodato por espectroscopia de *H-RMN como se muestra en
las Figura 3.11, c y d, respectivamente. En ausencia de periodato, DAT muestra una sefial
particular a 4,6 ppm que se puede asignar al H carbindlico del diol vecinal (indicada como
Ha en la estructura propuesta, Figura 3.11c). Como se esperaba, esta sefial desaparecid
cuando DAT se tratd con un exceso de periodato (Figura 3.11d), debido a la escisién del
enlace C-C del diol vecinal. Ademas, aparece una nueva sefial a 5,35 ppm que se puede
asignar al hidrato de aldehido (Hp, Figura 3.11d) que indica la generacién de dos moléculas
de a-oxo-aldehido idénticas como productos de escisiéon de DAT. Es importante destacar

que, en la literatura, las moléculas de aldehido de caracteristicas similares y disueltas en
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agua, se encuentran comunmente en su forma hidratada [40] y que el corrimiento
observado es equivalente al encontrado en la obtencién de a-oxo-aldehidos en la oxidacion

de serina y treonina N-terminal en péptidos y proteinas [40].

La reaccion en hidrogeles fue también estudiada por *H-RMN de HG-7, antes y después de
su reaccion con periodato (Figura 3.11, a y b, respectivamente). La Figura 3.11a muestra el
espectro de HG-7, cuyas sefales son notoriamente anchas. Dicho resultado puede asociarse
con una baja movilidad molecular en el hidrogel, provocada por los entrecruzamientos de
las cadenas poliméricas. A pesar de esto, la sefial a 4,6 ppm (Ha) puede identificarse
claramente. Ademas, la Figura 3.11b muestra el producto resultante del tratamiento de HG-
7 con exceso de periodato. El producto de reaccién era liquido y, en consecuencia, las
sefiales observadas por 'H-RMN se vuelven mas estrechas y definidas, denotando el
aumento en la movilidad de las cadenas por ruptura de entrecruzamientos. Ademas, se
puede observar la desaparicion del pico a 4,6 ppm y la aparicion de la sefial a 5,35 ppm,

atribuida a la presencia de hidratos de aldehido en el producto.
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Figura 3.11 - 1H-RMIN de DAT y HG-7 antes y después de la reaccion con periodato. (a) HG-7; (b) HG-7 + NalO4
(NalOs4 en exceso); (c) DAT y (d) DAT + NalO4 (NalOs en exceso). A la derecha: estructura molecular de DAT y

estructura propuesta del producto, ALD. Hay Hs son protones relevantes para analizar los cambios de reaccion.
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RE-ENTRECRUZAMIENTO DE HIDROGELES CLIVADOS

Los geles entrecruzados sélo con DAT (HG-7) se trataron con periodato. La ruptura de
entrecruzamientos generd un producto liquido y viscoso (LHG-7), con grupos funcionales
aldehido, seguin se pudo observar por *H-RMN (Figura 3.11b). La reactividad de estos grupos
aldehido se estudié usando AADH. En la Figura 3.12a, se muestra un tubo invertido que
contiene LHG-7 en estado liquido. Sin embargo, la adicidn de una hidrazida bifuncional, tal
como AADH, provocé la formacion de nuevos entrecruzamientos covalentes entre las
cadenas del polimero en menos de 5 min, dando lugar a un gel translicido RHG-7 (Figura

3.12b).
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Figura 3.12 - Re-entrecruzamiento de hidrogel HG-7 clivado. (a) Producto escindido de HG-7 (LHG-7) con
periodato; (b) Regeneracion de hidrogel (RHG-7) usando AADH. Se afiadié una bolita verde como referencia

visual. (c) Evolucion de G' en el tiempo para LHG-7 antes (azul) y después (negro) de la adicion de AADH.

La cinética de re-entrecruzamiento de LHG-7 con AADH para obtener RHG-7 se estudio
mediante reologia como se muestra en la Figura 3.12c. Se observé que el mdédulo elastico
de LHG-7 es de aproximadamente 0 Pa en las condiciones medidas, ya que el polimero se

encuentra inicialmente en el estado liquido. Posteriormente, después de la adicién de AADH
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(t =10 min), el mddulo elastico aumentd mas de 102 Pa en menos de 5 min. Luego, la tasa
de aumento de G' se redujo y los aumentos consecutivos de =102 Pa requieren 15, 30y 120

min de reaccion, respectivamente.

Posteriormente, se realizé un estudio de la reaccién quimica entre LHG-7 y AADH mediante
'H-RMN, que se muestra en la Figura 3.13. En este estudio, se afiadieron diferentes
cantidades de AADH a una solucién de LHG-7 en D20. LHG-7 en ausencia de AADH muestra
las sefiales correspondientes al aldehido hidratado a 5,35 ppm. La adicién gradual de AADH
produce un ensanchamiento de las sefiales de RMN, lo que indica que el material pasa de
un estado liquido a un estado de gel y las cadenas de polimero tienen menor libertad de
movimiento. Ademas, se pudo observar la disminucién relativa de las sefiales del grupo
aldehido con respecto a las que pertenecen a p-AM (1,4 a 1,9 ppm, utilizadas como seial

de referencia).
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Figura 3.13 - Reaccion entre LHG-7 y AADH estudiada por H-RMN. Respuesta de diferentes adiciones de AADH
(0; 30; 70 y 120%) a una solucion de LHG-7 en D:O.
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Esto se confirmd mediante la medicion de la integral del area correspondiente a las sefiales
mas relevantes. La Tabla 3.2 muestra el area integral de protones aldehidicos (JAld, 5,25 a
5,4 ppm) y la relacidn entre [Ald y protones de referencia (JRef, 1,4 a 1,9 ppm) para LHG-7
/ AADH 0; 30; 70 y 120%. Los resultados indicaron que los protones que pertenecen al GF
aldehido disminuyeron un 60% en relacién con su drea inicial, como resultado de la reaccidon

con AADH.

Tabla 3.2 - Area integral de protones calculada a partir de H-RMN de la Figura 14.

AADH (%) JAld [Ref / JAld
0 0,047 21,28
30 0,043 23,26
70 0,038 26,32
120 0,019 52,63

80



3.5 - CONCLUSIONES PARCIALES

En este capitulo, se resumieron los ensayos realizados en la sintesis y modificacion post-
sintesis de nuevos hidrogeles de AM, entrecruzados con BIS y DAT. La utilizacién de DAT en
la sintesis de hidrogeles blandos no habia sido reportada con anterioridad. Los estudios,
realizados en geles reticulados con concentraciones crecientes de DAT (0 a 10%) y constante
de BIS (5%), mostraron que el volumen de equilibrio de hinchamiento en agua disminuyd y
el médulo eldstico aumenté proporcionalmente con el porcentaje del entrecruzante. Esto
demostré la efectiva incorporacién de DAT, en la sintesis radicalaria de hidrogeles blandos
de AM vy BIS. Posteriormente, se comprobé que el diol vecinal presente en DAT puede ser
escindido selectivamente por reacciéon con periodato. Durante esta reaccidn, el modulo
eldstico de las diferentes muestras de gel disminuyd de manera acorde al porcentaje de
DAT utilizado en la sintesis y luego se estabilizé en un valor de G' similar al de los geles
obtenidos Unicamente con BIS 5%. Ademas, el grado de hinchamiento de los geles aumentd
cuando DAT fue clivado por periodato. Estos hallazgos indicaron que el DAT incorporado al
gel se escindid, mientras que el estado gel se mantuvo por los entrecruzamientos debidos
a BIS. Ademas, el uso de periodato como reactivo limitante (en defecto, respecto de los
moles de DAT), para la modificacién de geles entrecruzados con BIS y DAT, permitié obtener
geles con diferente grado de entrecruzamiento y funcionalidad en la zona externa, respecto
a la interna. Este fendmeno podria aprovecharse para el desarrollo de materiales con
porosidad, elasticidad y funcionalidad controladas espacialmente. Ademas, los geles
entrecruzados sélo con DAT produjeron un liquido viscoso después de la reaccidon con
periodato. Mediante estudios de RMN, se corroboré que DAT puede escindirse
selectivamente con periodato cuando reacciona como un monémero o se incorpora a la red
polimérica, obteniéndose grupos a-oxo-aldehidos hidratados como productos. Ademas, la
reactividad de los grupos aldehido se verificé por reaccidon con AADH, produciendo nuevos

hidrogeles.

Los resultados indicaron que la incorporacién de DAT en los geles, y su posterior escision

con periodato, conforman una herramienta util para producir polimeros, sintetizados
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mediante polimerizacién radicalaria, que contienen grupos funcionales aldehido, sin la
necesidad de utilizar reacciones de proteccidn y deproteccién de GF. Estos podrian utilizarse
para unir quimicamente una variedad de moléculas a una matriz polimérica o para
funcionalizar diversos polimeros sintéticos. Ademas, la estrategia permitié el control post-
sintesis del grado de entrecruzamiento y, en consecuencia, de la estructura y propiedades

de los geles.
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CAPITULO 4

SINTESIS Y MODIFICACION POST-SINTESIS DE
HIDROGELES DE ACRILAMIDA Y
2-AMINOETILMETACRILATO (AEMA)

L )

+H,0

En este capitulo se describe la incorporacion del monémero 2-aminoetilmetacrilato (AEMA) en
geles de poli(acrilamida), entrecruzados con BIS y DAT. El monémero AEMA se incluyd con el
objetivo de generar enlaces covalentes reversibles del tipo imina por la reaccion entre los GF amino

de AEMA y los GF aldehido formados por modificacion post-sintesis del entrecruzante DAT.
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4.1 - CONSIDERACIONES GENERALES

La utilizacién de enlaces covalentes reversibles es una de las estrategias mas utilizadas en
el desarrollo de materiales funcionales, capaces de responder y adaptarse a cambios en su
entorno. Este tipo de enlaces pueden mejorar la capacidad de los materiales de soportar
estrés mecanico y también otorgar propiedades inteligentes como memoria de forma,
autocurado, sensibilidad a un analito, operar como sensor-actuador o ser aprovechados en
aplicaciones biomédicas como ingenieria de tejidos, liberacidn controlada de un bioactivo,

entre otras [1].

En particular, los enlaces imina (RN=CR2; con R = H y/o hidrocarbilo) son formados por
reaccién de un grupo funcional amino con una cetona o aldehido, como se esquematiza en
la Figura 4.1, y presentan un comportamiento reversible en solucidén acuosa. La reaccién de
formacién e hidrdlisis de enlaces imina es un proceso dependiente de las condiciones del
medio, principalmente del pH. Este tipo de enlaces ha sido utilizado en el desarrollo de
hidrogeles donde la reversibilidad por hidrodlisis generd sensibilidad al pH y propiedades
autocurables [2]; también en el desarrollo de hidrogeles con memoria de forma [3];
hidrogeles para el vendaje de heridas; hidrogeles inyectables con posibilidad de liberar

farmacos de manera controlada; o para su uso en ingenieria de tejidos [4], entre otros.

o HO R,
+ H;N—R; —= /C NH - C=—N + H,0
R R R, I \ / \
2 1 R, R; Ry R;

Figura 4.1 - Esquema de reaccion de formacion de enlaces imina

El monédmero 2-aminoetil metacrilato es frecuentemente utilizado para obtener materiales
poliméricos con GF amina mediante sintesis radicalaria. El homopolimero poli(2-aminoetil
metacrilato) (p-AEMA) y su copolimero con BIS han demostrado biocompatibilidad [5], [6].

Ademas, el grupo funcional amino introducido por AEMA es frecuentemente utilizado para
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realizar posteriores modificaciones en los materiales. En algunos casos, para su conjugacion
con GF aldehidos o cetonas mediante la formacién de iminas. Por ejemplo, para la
inmovilizacién de 2,4-di-hidroxibenzaldehido en copolimeros de poli(acido metacrilico-co-
2-aminoetil metacrilato) y su utilizacién como antifungico frente al género Aspergillus [7].
En otro caso, AEMA se utilizd en la modificacion superficial de membranas de polipropileno
y, posteriormente, se inmovilizé salicilaldehido mediante formacién del enlace imina.
Luego, se ensayod la capacidad de adsorcién de iones Cu(ll) en la membrana, para el
tratamiento de aguas residuales [8]. La alta especificidad de la reaccion de formacion de
enlaces imina se utilizé también en la modificacién especifica de microparticulas de
poliestireno-sulfonato modificado con GF aldehido, mediante la impresidon de “tintas
poliméricas” basadas en p-AEMA, para la obtencién de microparticulas mono-modificadas,
implicando un alto control en la reaccién de modificaciéon. Estas particulas tendrian
promisorias aplicaciones en bio-sensores, imaginologia (imaging), direccionamiento sitio-

selectivo en superficies e interfaces, entre otras [9].

La reaccion de a-oxo-aldehidos con aminas en polimeros sintéticos sélo cuenta con los
escasos antecedentes de utilizacion del entrecruzante N, N'-dialiltartardiamida (DAT),
mencionados en el Capitulo 1, donde se utilizé aminacién reductiva para la inmovilizacién
de ligandos en matrices poliméricas [10]—[12]. Sin embargo, la reaccién de acido glioxilico
(un a-oxo-aldehido) con amoniaco y aminas primarias o secundarias ha sido explorada por
Hoefnagel y colaboradores [13]. Como resultado de la reaccién de aminas primarias se
observé la formacion reversible de iminas mediante el mecanismo propuesto en la Figura
4.2. La reversibilidad de la reaccidn mostré gran dependencia con el pH del medio, en

solucién acuosa.

(o] \NH \N
- -H,0
HO RN HO 20 . HO
H - OH - H
(o] (o] (o]
Acido Glioxilico Hemiaminal Imina

Figura 4.2 - Reaccion de a-oxo-aldehidos de dcido glioxilico frente a aminas primarias.
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Sin embargo, como se menciond, la incorporacion de a-oxo-aldehidos en matrices
poliméricas tiene muy escasos antecedentes y la combinacién de dicho GF con GF amino en
matrices poliméricas podria ser una estrategia que permita la obtencidon de enlaces
covalentes pH dependientes, otorgando al material propiedades inteligentes. Estas podrian
ser utilizadas en la elaboracion de materiales con propiedades como la memoria de forma,
autocurables, lainmovilizacién de biomoléculas, la liberacién controlada de farmacos, entre

otras.

En este capitulo, se propuso la sintesis de hidrogeles inteligentes, pH sensibles, mediante la
incorporaciéon de ambos grupos funcionales, amina y a-oxo-aldehido en la misma matriz
polimérica. Los hidrogeles fueron sintetizados a partir de los monémeros acrilamida (AM),
2-aminoetilmetacrilato (AEMA) y los entrecruzantes (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT) y
N,N’-metilenbis(acrilamida) (BIS). El mondmero AEMA es el aportante de la funcionalidad
amina en la red polimérica, mientras que los a-oxo-aldehidos fueron obtenidos mediante
oxidacién del entrecruzante DAT frente a periodato de sodio (Figura 4.3). Se estudiaron las
propiedades mecanicas y de hinchamiento de los geles sintetizados y el efecto del
tratamiento con periodato de sodio. Posteriormente se estudié la formacién de enlaces

imina en los hidrogeles y su dependencia con el pH.

Figura 4.3 - Esquema de la reaccion de los geles frente a periodato y su posibilidad de formar enlaces imina.
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4.2 — OBJETIVOS

En este capitulo, se propone evaluar la utilizacion de una estrategia de sintesis y
modificacion post-sintesis para obtener hidrogeles inteligentes, pH sensibles,
entrecruzados mediante enlaces covalentes de tipo imina, a partir de la incorporacién de
ambos grupos funcionales, amina y a-oxo-aldehido en la misma matriz polimérica. Para ello

se propuso:

e Sintetizar hidrogeles formados por el mondédmero acrilamida (AM) y los
entrecruzantes N, N'-metilenbis(acrilamida) (BIS) y (+)-N, N'-dialiltartramida (DAT)
incorporando grupos funcionales amino a partir del comondmero 2-aminoetil

metacrilato (AEMA).

e Caracterizar la composicion quimica, y estudiar las propiedades de hinchamiento y

mecanicas de los hidrogeles obtenidos.

e Analizar la modificacién post-sintesis de los hidrogeles mediante el tratamiento con
periodato de sodio, estudiando los cambios en sus propiedades fisico-quimicas:

composicidn quimica y propiedades de hinchamiento.

e Estudiar la reactividad de los grupos funcionales aldehido formados, frente a los

grupos funcionales amino presentes en la red polimérica, para dar lugar a la

formacién de nuevos entrecruzamientos, pH dependientes, de tipo imina.
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4.3 - MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Para la sintesis de los hidrogeles se utilizaron los mondmeros acrilamida (AM) y clorhidrato
de 2-aminoetil-metacrilato (AEMA), (Aldrich), asi como los agentes de entrecruzamiento
(+)-N,N’'-dialiltartradiamida (DAT) y N,N’-metilenbis(acrilamida) (BIS) (Figura 4.4). Para
iniciar la reaccion de polimerizacién se utilizé persulfato de amonio (APS), (Anhedra) y el
activador N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED), (Aldrich). Los hidrogeles fueron
modificados con periodato de sodio (NalOa), (Aldrich) y se utilizé solucidon de acido
picrilsulfénico (TNBS) 5% (p/v) en H20 (Sigma) en ensayos de identificacion de aminas.
Todos los reactivos fueron utilizados como fueron recibidos. Las soluciones fueron

preparadas con agua ultra pura (18MQcm™).

AM O DAT OH O
\)I\NHZ /\/NNN/\/
H
0 OH

AEMA O

BIS O o)
o/\/N"'2 \)I\H/\HJ\/

Figura 4.4 - Mondmeros y agentes de entrecruzamiento.

SINTESIS DE HIDROGELES

Los hidrogeles se prepararon mediante polimerizacién a radicales libres. Los mondmeros
(7mmol), agentes de entrecruzamiento y APS fueron disueltos en agua ultrapura hasta un
volumen final de 5 mL, en un vial con tapa de goma, en las proporciones indicadas en la
Tabla 4.1. Las soluciones fueron enfriadas en un bafio de agua con hielo y desoxigenadas

mediante burbujeo de N2 durante 10 min. Para iniciar la polimerizaciéon, se agregaron 0,5
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mL de una solucion de TEMED (0,32 M) al vial y se transvasé la solucién a jeringas
descartables de 5 mL. Las jeringas se colocaron en un bafio térmico de agua a 50 °C durante
16 h. Finalmente, los hidrogeles se cortaron en discos de 3 mm de espesor y 12 mm de

didmetro y lavaron exhaustivamente con agua.

Tabla 4.1 - Condiciones de sintesis de hidrogeles

SINTESIS MONOMEROS ENTRECRUZANTES INICIADOR
(relacion molar) (%)* (%)*
p-AM-AEMA-BIS AM:AEMA (95:5) BIS (5) - DAT (0) APS (3,7) - TEMED™" (1,4)
p-AM-AEMA-BIS-DAT(1) AM:AEMA (95:5) BIS (5) - DAT (1) APS (3,7) - TEMED (1,4)
p-AM-AEMA-BIS-DAT(3) AM:AEMA (95:5) BIS (5) - DAT (3) APS (3,7) - TEMED (1,4)
p-AM-AEMA-BIS-DAT(5) AM:AEMA (95:5) BIS (5) - DAT (5) APS (3,7) - TEMED (1,4)
p-AM-AEMA-BIS-DAT(7) AM:AEMA (95:5) BIS (5) - DAT (7) APS (3,7) - TEMED (1,4)
p-AM-AEMA-BIS-DAT(10) AM:AEMA (95:5) BIS (5) - DAT (10) APS (3,7) - TEMED (1,4)

* Porcentaje molar respecto de moles totales de monémeros. ** Se utilizé 0,5 mL de solucién 0,32

M de TEMED.

MODIFICACION DE LOS HIDROGELES

La modificacidn se llevd a cabo mediante la ruptura oxidativa de DAT. Para ello, los discos
de gel, luego del primer secado, se hincharon en 50 mL de agua durante 3 dias. Una vez en
el equilibrio, se colocaron en viales conteniendo 1,5 mL de solucidn de periodato de sodio
0,2 My se agitaron en un oscilador orbital durante 1 h. La reaccién se detuvo adicionando
2 mL de solucion de glicerol 4% v/v. Luego, los discos se lavaron exhaustivamente con agua.
Durante el transcurso de la reaccién, se registrd gravimétricamente el cambio de

hinchamiento de cada hidrogel mediante mediciones realizadas cada una hora.
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CARACTERIZACION DE LOS GELES.

ESTUDIOS DEL HINCHAMIENTO EN EL EQUILIBRIO.

Para adquirir la masa de equilibrio, los discos de hidrogel se hincharon en agua a 20 °C
durante tres dias, alcanzando una masa constante. La masa del hidrogel deshidratado se

obtuvo secando los discos en una estufa a 37 °C.

El grado de hinchamiento en el equilibrio (ESR) se calculd segun la Ecuacién 4.1 [14].

ESR = T

S

(Ecuacidn 4.1)

En donde me es la masa del gel en su maximo hinchamiento, en el equilibrio, y ms

corresponde a la masa de hidrogel seco.

CINETICA DE HINCHAMIENTO Y TIPO DE DIFUSION DE AGUA EN EL HIDROGEL.
La cinética de hinchamiento de los hidrogeles se estudié mediante la determinacion de la
tasa de hinchamiento (SR) a distintos tiempos. La SR se calculd utilizando la Ecuacién 4.2,

donde m; corresponde a la masa del gel a un determinado tiempo [14]:

mg—mg

SR = (Ecuacion 4.2)

mg

Los discos de hidrogel deshidratados se colocaron en aguay se registré el cambio en el peso

en funcién del tiempo, hasta alcanzar una masa constante.

En base a la cinética de hinchamiento de los hidrogeles, se estimé el tipo de difusiéon de

agua dentro de la matriz utilizando la Ecuacién 4.3:

F=—Lt=Fkt" (Ecuacion 4.3)

95



donde M corresponde a la masa de agua que difundid en la matriz a tiempo t; M- es la
masa de agua que difundié hacia la matriz en el equilibrio y k es una constante relacionada
con la estructura de la red. El exponente n es un numero relacionado al tipo de difusion.
Esta ecuacidn es aplicable sélo durante el inicio del hinchamiento, cuando es menor al 60%
del hinchamiento de equilibrio. El valor de n y k se obtuvieron de la pendiente y ordenada

al origen de la curva In Fvs. In t [14].

ESTUDIOS REOLOGICOS

Las propiedades mecanicas de las matrices se determinaron en un redmetro rotacional
(Anton Paar-Physica MCR 301). Los discos de hidrogel se hincharon hasta el equilibrio,
cortaron con un sacabocado y se colocaron en una geometria de platos paralelos de 8 mm
de diametro. Las medidas se tomaron a (20,0 £ 0,1) °C utilizando 2,00 * 0,01 mm de
distancia entre los platos. Se realizaron ensayos de deformacién oscilatoria, variando la
amplitud de esta de 0,01 a 100%, con una frecuencia de 1 Hz. Los barridos de frecuencia se
realizaron con una amplitud de deformaciéon centrada en el rango lineal viscoelastico,

deformando las muestras en un 2% a frecuencias entre 0,025 - 20 Hz.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (FT-IR) Y DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

Las muestras se analizaron mediante espectroscopia infrarroja (FT-IR) en un equipo Nicolet
5-SXC FTIR Spectrometer, utilizando discos de KBr. Los discos se prepararon mezclando 2
mg de hidrogel o monémero deshidratado y 100 mg de KBr. La mezcla se pulverizd en
mortero y luego se compacté en forma de disco utilizando una prensa hidraulica de 10 ton.
El espectro FT-IR se adquirid en el rango espectral de 4000 — 400 cm™ con una resolucidn

de 4 cm™ utilizando 64 barridos por muestra.

Los espectros de 'H-RMN y 3C-RMN se obtuvieron en un espectrémetro de Resonancia
Magnética Nuclear RMN BRUKER ADVANCE 400MHz utilizando muestras pulverizadas y

secas, posteriormente hinchadas en D0.
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HINCHAMIENTO A DISTINTOS VALORES DE pH

Luego de ser tratados con periodato y lavados (si correspondiese), los geles se secaron en
estufa a 37 °C hasta masa constate. Luego, se hincharon en soluciones buffer (0,02 M;
Fuerza lénica 0,06 M) de distintos valores de pH, con fuerza idnica equivalente (equiparada
mediante adicion de NaCl) durante 3 dias hasta alcanzar su masa de equilibrio. La Tabla 4.2

muestra el pH y la composicidén de los distintos buffers.

Tabla 4.2 - pH y composicion de las soluciones buffer utilizadas.

COMPOSICION
CONC.=0,02M; F.l.=0,06 M
5,3 HAcO / NaAcO
6,3 NaH2PO4/ Na:HPO4
7,3 NaH:POs/ NazHPO4
8,1 NaH:POs/ Na:HPO4

ENSAYO DE COLORACION DE AMINAS CON TNBS

Como control, se sintetizaron geles de p-AM-BIS-DAT(10) (en ausencia de AEMA), en las
mismas condiciones descriptas anteriormente. Para el ensayo de identificacion de grupos
amino, fragmentos de los distintos hidrogeles (aproximadamente 50 mg), hinchados en
agua, se sumergieron en 1 mL de una solucién saturada de borato de sodio durante 1 h.
Posteriormente, se adicionaron 90 pL de solucidon de TNBS 1,5 %P/V en etanol. Luego de 3

h se tomaron fotografias de los materiales modificados.

ENSAYO DE DEGRADACION TOTAL DE ENTRECRUZAMIENTOS

Ademas de los HGs mencionados en la Tabla 4.1, se sintetizaron geles que solo contienen a
DAT como entrecruzante, p-AM-AEMA-DAT(10) y p-AM-DAT(10), utilizando las mismas
condiciones de sintesis. Los discos de gel obtenidos, hinchados hasta el equilibrio luego de
ser lavados en agua, se colocaron en viales. Se adiciond un exceso de NalO4 agregando 1,25
mL de solucion 0,1 M y se observé la degradacidn de los geles en el tiempo y la evolucidon

de su estado fisico.
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4.4 - RESULTADOS Y DISCUSION

SINTESIS DE HIDROGELES
Se sintetizaron copolimeros de acrilamida (AM) y 2-aminoetil-metacrilato (AEMA)
entrecruzados con una cantidad invariable de BIS (5 mol%, respecto de los moles totales de

mondmeros) y variable de DAT (0; 1; 3; 5; 7 y 10 mol%), como se indicé en la Tabla 4.1.

En todos los casos se obtuvieron geles blanquecinos y de buenas propiedades mecanicas,
faciles de manipular sin dafarlos. Para estudiar la incorporacién de los entrecruzantes en
las redes poliméricas y su efecto en las propiedades de los geles, se estudiaron las

propiedades mecanicas y de hinchamiento de los materiales sintetizados.

ESTUDIOS DE HINCHAMIENTO EN EL EQUILIBRIO

En la Figura 4.5, se observa la dependencia entre el grado de hinchamiento de equilibrio
(ESR) y el porcentaje de entrecruzante DAT utilizado en la sintesis de los geles. Los valores
indicados como 12 ESR, corresponden al equilibrio de hinchamiento de los geles lavados en
agua inmediatamente luego de la sintesis. En este caso, las cadenas poliméricas obtenidas
y equilibradas en agua, han estado siempre hidratadas. La marcada diminucién del ESR con
el aumento en el %DAT evidencia la eficiente incorporacion de un mayor nimero de
entrecruzamientos covalentes al aumentar el porcentaje del entrecruzante en la sintesis. La
tendencia observada es equivalente a la encontrada en los HGs de p-AM-BIS-DAT,
desarrollada en el Capitulo 3 de esta Tesis. Estos entrecruzamientos actian como “nudos”
entre las cadenas de la red, limitando la capacidad de expansion del gel y restringiendo la
absorcién de mayores volimenes de solvente. Para estudiar el efecto de las interacciones
fisicas entre las cadenas poliméricas, los hidrogeles se secaron a 37°C hasta peso constante
y se rehidrataron en agua durante 3 dias. A partir de la masa de estos geles, se calculé el
grado de equilibrio del segundo hinchamiento (2do ESR, Figura 4.5). Durante el secado, la
ausencia de solvente permite que las cadenas interaccionen intimamente entre si. Esta
aproximacion promueve la formacién de dominios amorfos y/o cristalinos que luego son

dificiles de solvatar. Por esta razén el 2do ESR disminuye respecto del ler ESR para todas
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las muestras analizadas. En efecto, los nuevos dominios actian como pseudo-
entrecruzamientos, limitando la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles y haciendo

menos evidente la dependencia con el porcentaje de entrecruzamiento.
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Figura 4.5 - Dependencia de la capacidad de hinchamiento con el grado de entrecruzamiento en las redes.

CINETICA DE HINCHAMIENTO Y TIPO DE DIFUSION DE AGUA EN EL HIDROGEL

La cinética de hinchamiento de geles esta intimamente relacionada a su morfologia, la
interaccion viscosa entre polimero y solvente, a las interacciones polimero-polimero y a las
propiedades mecanicas del material [15]. Salvo su morfologia, el resto de las caracteristicas
dependen de la funcionalidad de las cadenas poliméricas y del grado de entrecruzamiento
de los materiales. Se estudio la cinética de hinchamiento en agua de los geles sintetizados,
con el fin de determinar el mecanismo de difusidn del solvente dentro de la matriz y el
efecto del porcentaje de entrecruzante utilizado. En la Figura 4.6 se muestra la variacién del
grado de hinchamiento (SR) en el tiempo en los hidrogeles de p-AM-AEMA-BIS-DAT. Se
observd que los geles incorporan agua rapidamente y, conforme se van hidratando, la
velocidad de hinchamiento disminuye abruptamente luego de alcanzar el 90% del
hinchamiento de equilibrio. En general, alcanzan el 50% del hinchamiento final en

aproximadamente 1,5 h, mientras que el 95% es logrado en 5 h. Los datos cinéticos fueron
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utilizados para determinar el tipo de mecanismo de difusion de agua dentro de los
hidrogeles utilizando la Ecuacién 4.3 (ver seccidon Materiales y Métodos). Para hidrogeles de
forma cilindrica, la teoria indica que: si 0 < n < 0,5, el mecanismo de difusion del solvente
sigue un comportamiento fickiano, donde sélo la velocidad de difusién del solvente dentro
de la matriz es relevante; si 0,5 < n < 1, representa un mecanismo de difusidn no fickiana
donde no sdlo es relevante la difusién del solvente, sino también la cinética de relajacion
de las cadenas poliméricas; si n=1, corresponde a un mecanismo tipo Il, donde la cinética
de hinchamiento es determinada por la velocidad de relajacién de las cadenas [14]. El tipo
de difusion determinado experimentalmente corresponde en todos los casos a un
mecanismo no fickiano, con valores de n de aproximadamente 0,6, independientemente
del grado de entrecruzamiento de las matrices. Este resultado indicaria que, sin importar la
diferencia en el grado de entrecruzamiento en los hidrogeles, la velocidad de difusion del
agua es similar a la velocidad de relajacion de las cadenas y la cinética en las primeras
instancias de hinchamiento (hinchamiento menor al 60% respecto del correspondiente ESR)

se comporta de manera similar en todas las muestras.
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Figura 4.6 - Cinética de hinchamiento de los hidrogeles p-AM-AEMA-BIS-DAT en agua.
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ESTUDIOS REOLOGICOS

Se analizaron las propiedades mecdnicas de los copolimeros de acrilamida, mediante
ensayos de deformacidon a distintas frecuencias y amplitudes, de acuerdo con el
procedimiento detallado en la seccién Materiales y Métodos. La Figura 4.7a muestra el
modulo elastico (G’) en funcidn del porcentaje de deformacion oscilatoria, a una frecuencia
de 10Hz, para los geles sintetizados. Este ensayo permite determinar el rango de
deformacion de respuesta lineal de los materiales poliméricos [16]. En el grafico puede
apreciarse que todos los geles tienen un rango de respuesta lineal similar que tiende a ser
mas corto segun aumenta el porcentaje de DAT utilizado en la sintesis. Este
comportamiento verifica la creciente incorporacién de DAT como entrecruzante y su efecto

en la elasticidad del material.

La Figura 4.7b muestra la respuesta de los hidrogeles sometidos a un barrido de frecuencias,
a una deformacion constante del 2%. El mdédulo eldstico (G’) fue mayor al viscoso (G”)
durante todo el rango de estudio, indicando predominancia del comportamiento eldstico
por sobre el viscoso en los geles. El mddulo eldstico de p-AM-AEMA-BIS decrece a bajas

frecuencias, resultado que evidencia el menor grado de entrecruzamiento covalente en esta

matriz.
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Figura 4.7 - a) Componente eldstico (G’) vs. porcentaje de deformacion de los materiales sintetizados. b)

Componente eldstico (G’) y Viscoso (G”) en funcidn de la frecuencia angular (1/s).
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Luego de verificar la incorporacion del agente entrecruzante DAT en las matrices
sintetizadas, se procedidé al estudio de la modificacidon post-sintesis de los hidrogeles,

mediante el clivaje del entrecruzante DAT en presencia de NalOa.

RUPTURA OXIDATIVA DE DAT

RUPTURA OXIDATIVA DE LOS GELES CON PERIODATO.

Se realizd la ruptura oxidativa de DAT en presencia de NalO4 con el objetivo de obtener GF
aldehido en la matriz polimérica. La presencia de GF amino debidos a AEMA en los
hidrogeles, podria permitir la obtencion de enlaces covalentes reversibles pH dependientes
en los materiales. Estos enlaces podrian otorgar propiedades inteligentes a los materiales.
Por ejemplo, generar una dependencia en la cinética y capacidad de hinchamiento de los
geles con el pH del medio, o aumentar la sensibilidad de la red a la presencia de agua y la
reversibilidad en el hinchamiento (ciclos de hinchamiento-secado sin cambio en las

propiedades mecanicas y de hinchamiento).

En el Capitulo 3 se demostré que la combinacion de los agentes entrecruzantes BIS y DAT
permite el tratamiento de los geles de AM con NalOs generando una ruptura selectiva del
entrecruzante DAT sin afectar al entrecruzante BIS. Utilizando un protocolo equivalente, se
modificd a los geles de p-AM-AEMA-BIS-DAT en presencia de soluciones de periodato de
sodio. El cambio del grado de hinchamiento en el tiempo (SR) se determind
gravimétricamente, evidenciando la reaccion de clivaje de entrecruzamientos (Figura 4.8).
En todos los casos se observa incremento del volumen de los hidrogeles durante la reaccién
hasta alcanzar un SR aproximadamente constante luego de 3 h. Ademas, las redes
entrecruzadas con mayor cantidad de DAT incrementan el SR hasta un 40%. En cambio, las
redes que poseen menor porcentaje de DAT sufren un menor incremento. Como se observa
en la Figura, cuando el hidrogel posee DAT 1% (p-AM-AEMA-BIS-DAT(1)) el indice SR
aumenta solamente un 5%. Estas observaciones permiten suponer que el periodato estaria
produciendo la ruptura del agente entrecruzante DAT de manera selectiva, sin afectar a BIS,

como se observod anteriormente en geles de p-AM-BIS-DAT.
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Figura 4.8 - Indice SR en funcidn del tiempo de reaccién con periodato para los hidrogeles de p-AM-AEMA-BIS-
DAT.

Luego del tratamiento con periodato, se realizaron ensayos para comprobar la formacién
de GF a-oxo-aldehidos en los hidrogeles, la presencia de aminas debido a AEMA y la posible

formacion de enlaces imina reversibles.

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LOS PRODUCTOS DE OXIDACION

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (FTIR)

Se realizo el estudio de absorcién infrarroja de muestras de p-AM-AEMA-BIS-DAT(10) antes
y después de su modificaciéon con periodato (p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10)) y se
compararon con la absorcion del agente entrecruzante DAT. En la Figura 4.9 se muestran
los espectros FT-IR de las muestras mencionadas. Las sefiales a 1061y 1125 cm™?, asignadas
al estiramiento C-O en los alcoholes de DAT y la sefial ancha entre 3650 y 3200 cm™,
caracteristica de estiramiento O-H, se observan también presentes en ambos hidrogeles,
indicando la incorporacion del entrecruzante. Ademas, en los espectros correspondientes a
los hidrogeles se observa la desaparicién de la seial asignada a la deformacién fuera del
plano del C-H perteneciente al grupo vinilo de DAT (918 cm™), denotando la incorporacion

del entrecruzante a la red mediante la polimerizacién radicalaria, a través del GF vinilo.
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Como se demostro anteriormente en ensayos de RMN, la ruptura de los dioles vecinales en
medio acuoso lleva a la formacién de aldehidos hidratados, es decir de un GF diol geminal
(-CH(OH),). Esto, explica la ausencia de bandas caracteristicas de aldehidos en el espectro
de p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10) y la presencia de bandas caracteristicas de alcoholes en
este material, luego del clivaje de los entrecruzamientos frente a periodato. Las sefiales
generalmente observadas en aminas se encuentran solapadas por la absorcién de otros GF
presentes en el polimero: estiramiento -NH; (3500 a 3200 cm™) se encuentra en la region
de intensa absorbancia de estiramiento O-H; la sefial de deformacién -NH> (1610 cm?,
ausente en DAT y presente en ambos hidrogeles) podria corresponder tanto a los GF aminos
de AEMA como a los GF amida de p-AM. De la misma manera, la sefial correspondiente al
estiramiento C=N de iminas es generalmente observada en la regién de 1690 a 1520 cm™,
la cual se solapa con la regién de estiramiento C=0, donde podrian absorber los carbonilos

de acrilamida, AEMA, BIS y DAT o su producto de oxidacién.
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104




ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

El HG p-AM-AEMA-BIS-a-ox0-ALD(10), se estudid mediante RMN para caracterizar la
naturaleza quimica de la red polimérica luego de la oxidacidon con periodato. Para ello, el
gel fue liofilizado, mortereado y rehinchado en D;0. En la Figura 4.10 puede observarse el
espectro de H-RMN. Las anchas sefiales son un indicio de la baja movilidad de las cadenas,
debido a la estructura del polimero entrecruzado. Sin embargo, se distinguen algunas de las
sefiales de los H principales del polimero como las de la cadena principal a 1,70 ppm (-CH>)
y 2,29 ppm (-CH-) y las de amida (-NH;) de p-AM a 7,09 y 7,82 ppm [17], [18]. Se observan
también dos pequefios hombros que podrian indicar la presencia del aldehido en la red
polimérica: el pico a 5,33 ppm correspondiente al H del aldehido hidratado (-CH(OH),) y la
sefial a 3,23 ppm, de los H del metileno adyacente a la amida en la cadena lateral del

aldehido (-CH2-NH-R).

90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
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Figura 4.10 - Espectro de *H-RMN de p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10) en D:O.
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Por otro lado, las sefiales en el espectro de '3C pueden distinguirse con mayor claridad,
debido al desacoplamiento C-H utilizado en la técnica (Figura 4.11). Se diferencian las
sefales caracteristicas de los C de p-AM, tanto de la cadena principal o backbone (sefiales i
y g en la Figura 4.11) como la del carbono de la amida (sefial a) [17]. Ademas, se destacan
las sefiales caracteristicas del a-oxo-aldehido hidratado a 87,10 ppm (-CH(OH),) y 172,48
ppm (-NH-C(O)-CH(OH);), indicando que el clivaje de DAT frente a periodato de sodio lleva
a la formacién del GF aldehido, tal y como se demostrd en el Capitulo anterior [19]. Las
sefiales j y e en la Figura 4.11 indican la incorporacién del monémero AEMA en la red
polimérica [20]. La baja proporcién del monémero AEMA en la red (5% mol) se refleja en la
baja intensidad de las sefales respecto de otras en el polimero. Ademads, la sefial de mayor
intensidad en p-AEMA es la que corresponde a su carbono cuaternario (h), mientras que las
otras son habitualmente menos intensas [20]. Por otro lado, no se observaron sefiales que
indicasen la posible presencia de iminas (en el rango de 150 a 180 ppm) ni de hemiaminales
(60 a 90 ppm) estables [13]. Sin embargo, esto no implica su ausencia, sino que debe
considerarse que las iminas/hemiaminales formados estarian en baja proporcion, inclusive
menor a la de AEMA (es decir, menor al 5%), dificultando su deteccion mediante las técnicas

espectroscépicas ensayadas.
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Figura 4.11 - Espectro de > C-RMN de p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10) en D>O.

ENSAYO TNBS

Para demostrar la presencia de grupos funcionales amina en los hidrogeles sintetizados, se
realizdé un ensayo quimico de reactividad de aminas frente a 4cido picrilsulfonico (TNBS).
Este reactivo, que posee una coloracidon amarilla en solucién, reacciona con aminas
primarias para formar compuestos de color rojo, permitiendo la deteccién cualitativa o
cuantitativa de grupos funcionales amina. Para utilizar como blanco, se sintetizaron geles
de p-AM-BIS-DAT(10), es decir, en ausencia del monémero AEMA. El ensayo fue realizado
sobre hidrogeles de p-AM-BIS-DAT(10), p-AM-BIS-a-ox0-ALD(10), p-AM-AEMA-BIS-DAT(10)
y p-AM-AEMA-BIS-a-0xo0-ALD(10). La coloracidn observada luego de la reaccidn de los geles
con TNBS indica la ausencia de GF amino en los geles de p-AM-BIS-DAT(10) y p-AM-BIS-a-
ox0-ALD(10), donde sélo se percibe el color amarillo tipico de la solucién de TNBS (Figura

4.12, 1y 2, respectivamente). En cambio, se observd un color rojo intenso en los hidrogeles
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de p-AM-AEMA-BIS-DAT(10) y p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10) (Figura 4.12, 3 vy 4,
respectivamente), luego de su reaccién con TNBS. Este cambio de color confirma la
presencia de GF amina, tanto antes como después del tratamiento de los geles con
periodato, en los geles sintetizados en presencia del monémero AEMA, confirmando lo

observado mediante espectroscopia de 3C-RMN.

2

Figura 4.12 - Ensayo de identificacion de grupos funcionales amino en hidrogeles de p-AM-BIS-DAT(10) (1), p-
AM-BIS-a-ox0-ALD(10) (2), p-AM-AEMA-BIS-DAT(10) (3) y p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10) (4) previo a la
adicion de TNBS (arriba) y luego de la reaccion con TNBS (abajo). La coloracion rojiza indica la presencia de GF

amino en la matriz.

ESTUDIOS SOBRE LA FORMACION DE IMINAS LUEGO DEL TRATAMIENTO CON PERIODATO.

La presencia de GF amino junto a a-oxo-aldehidos en los hidrogeles, podria llevar a la
formacién de enlaces covalentes reversibles del tipo imina, en los hidrogeles modificados
con periodato. El equilibrio en la formacién e hidrélisis de este enlace dinamico es
dependiente de la estructura quimica de los reactivos y de las condiciones del medio,
principalmente del pH [21]. Para evaluar la posible formaciéon de enlaces imina en los

hidrogeles, y su dependencia con el pH, se midieron los cambios en las propiedades de
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hinchamiento de los geles con el pH, antes y después de ser tratados con periodato. Para
ello, cuatro muestras de los geles p-AM-AEMA-BIS-DAT(10) (geles con GF amino pero sin
aldehidos), p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10) (con GF aldehidos y aminos) y p-AM-BIS-a-oxo-
ALD(10) (con GF aldehido pero sin aminos) se llevaron a sequedad para favorecer la
formacién de enlaces imina durante el secado. Luego, los geles fueron rehinchados hasta el
equilibrio en buffers pH: 5,3; 6,3; 7,3 y 8,1 (Concentracién: 0,02 M; Fuerza Iénica: 0,06 M) y

se calculd el valor de su ESR (Figura 4.13).
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Figura 4.13 - Grado de hinchamiento en equilibrio (ESR) de hidrogeles de p-AM-AEMA-BIS-DAT(10) (cuadrados,
negro), p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10) (circulos, rojo) y p-AM-BIS-a-oxo-ALD(10) (tridngulos, verde) a

diferentes pHs.

Los geles de p-AM-AEMA-BIS-DAT(10), que no fueron oxidados frente a NalO4 no mostraron
variacion considerable de su hinchamiento en equilibrio con el pH de la solucién. La
presencia de GF amino podria otorgar una dependencia del hinchamiento del material con
el pH, por la formacién de cargas idnicas en la red. Segun datos de literatura, el pKa de
poli(2-aminoetil metacrilato) es de aproximadamente 7,6 [22]. Esto indicaria que en un pH

por debajo de ese valor, la mayoria de los grupos amino se encontrarian protonados,
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generando cargas electrostaticas positivas. Por lo general, la repulsion electrostatica lleva a
un aumento en el grado de hinchamiento de los hidrogeles [23]. Por ende, se podria esperar
gue a pHs acidos, los hinchamientos sean mayores en los geles conteniendo AEMA y que el
valor de ESR disminuya a medida que el pH aumenta. En el caso de p-AM-AEMA-BIS-DAT no
se observé una variacién significativa. La dependencia del hinchamiento con el pH en redes
con GF ionizables es dependiente de la cantidad del GF ionizable en la red, como también
del grado de entrecruzamiento del material (afectando a su capacidad de expansion) y de
la fuerza idnica de la solucién [24]. La baja dependencia del ESR de p-AM-AEMA-BIS-DAT
con el pH, podria deberse a la baja cantidad de AEMA utilizado en la sintesis (5% mol,
respecto al total de mondmeros); al alto grado de entrecruzamiento (se utilizaron 15 % mol
de agentes entrecruzantes, respecto del total de mondmeros), que se refleja en los bajos

valores de ESR observados; y la fuerza idnica de las soluciones buffer utilizadas.

El comportamiento de hinchamiento en geles de p-AM-AEMA-BIS-DAT(10) y p-AM-BIS-
DAT(10) luego del tratamiento con periodato (p-AM-AEMA-BIS-a-oxo0-ALD(10) y p-AM-BIS-
a-ox0-ALD(10)) mostré mayor dependencia con el pH. Como se menciond anteriormente,
previo al hinchamiento en soluciones buffer, los geles fueron llevados a sequedad para
favorecer la formaciéon de enlaces imina. Luego de su hinchamiento en las distintas
soluciones buffers, ambos sistemas mostraron una tendencia equivalente en el
hinchamiento, con mayores valores de ESR a pHs acidos y menores valores a medida que el
pH aumentd. Este comportamiento podria corresponderse con la formaciéon de enlaces
imina en los geles de p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10). En general, los enlaces imina son
reversibles y su hidrdlisis es catalizada en medios acidos, mientras que el porcentaje de
ruptura del enlace es considerablemente menor en medios neutros o basicos [25]. Ademas,
los resultados obtenidos por Hoefnagel y colaboradores en la reaccion de aminas primarias
frente a acido glioxilico (un a-oxo aldehido), mostraron una tendencia equivalente, donde
el equilibrio se vié desplazado hacia la formacién de iminas a valores de pH basicos [13]. Por
lo tanto, los maximos valores de hinchamiento a valores de pH acidos podrian deberse a un
mayor porcentaje de hidrdlisis de los entrecruzamientos de tipo imina (formados durante

el secado, previo al hinchamiento).
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Por otro lado, es notoria la dependencia del ESR con el pH en los geles de p-AM-BIS-ALD. En
este caso, la ausencia de GF amino no prevé la formacién de cargas electrostaticas ni
enlaces imina en la red. Ademas, no se encuentran reportes que indiquen dependencia del
hinchamiento en geles de poli(acrilamida) con el pH. Por lo tanto, es posible que este
comportamiento se deba a la presencia de los GF a-oxo-aldehido, los cuales podrian formar
hemiacetales o acetales entre si, como ha sido previamente descripto en a-oxo-aldehidos
como glioxal [26], [27]. La hidrdlisis de hemiacetales o acetales es también catalizada por el
medio 4cido, lo que podria explicar la dependencia del ESR con el pH [25]. Otra posible
reaccidon podria darse entre GF aldehido y los grupos amida de la matriz de p-AM, para
generar nuevos entrecruzamientos en condiciones basicas, como se ha reportado en

literatura [28].

Debido al bajo porcentaje de los GF amino en los hidrogeles y a la baja movilidad de las
cadenas en los polimeros, las técnicas espectroscépicas no permitieron verificar la
presencia de enlaces imina o hemiacetales/acetales en los materiales. Sin embargo, se
observé una clara dependencia de las propiedades de los hidrogeles con el pH, en los
materiales modificados con GF aldehido. La naturaleza quimica de estas interacciones en
dichos hidrogeles ha de ser elucidada en futuros estudios. No obstante, como se describe
en la siguiente seccidén, la formacién de enlaces imina, debidos a la reaccion de los GF amino
de AEMAy los GF a-oxo-aldehidos, se evidencié en ensayos de clivaje de entrecruzamientos

en geles de p-AM-AEMA-DAT(10) y p-AM-DAT(10).

CLIVAJE TOTAL DE ENTRECRUZAMIENTOS COVALENTES

Se ensayd el clivaje, con NalOs, de los entrecruzamientos en hidrogeles entrecruzados
solamente con el agente DAT. La comparacién cualitativa del comportamiento de
degradacion en geles de p-AM-AEMA-DAT(10) y p-AM-DAT(10), permitié visualizar efectos
de la presencia de GF amino en la red de p-AM-AEMA-DAT(10), frente a la generacion de a-
oxo-aldehidos por clivaje de DAT. En la Figura 4.14 se observan fotografias tomadas durante

la reaccion de los geles frente a periodato de sodio, a distintos tiempos. Antes del agregado
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de periodato (t = 0) se observan los discos de hidrogeles previamente hinchados en agua.
Luego de adicionar la solucion del oxidante, se observd la digestion paulatina de los
hidrogeles durante la primera hora de reaccién. Posteriormente, los geles fueron
completamente digeridos para dar lugar a liquidos viscosos. En ambos casos, los materiales
permanecieron en estado liquido al menos durante las primeras 8 h, observdndose un

creciente aumento de la viscosidad en p-AM-AEMA-a-oxo-ALD(10).

Luego de 24 h, el polimero conteniendo grupos amino formé un gel capaz de mantener la
forma del molde en que fue formado, mientras p-AM-a-oxo-ALD(10) se mantuvo en estado
liquido. Este comportamiento sugiere que la presencia de GF amino frente a los a-oxo-
aldehidos genera fuertes interacciones que llevan a la formacion de una red polimérica

tridimensional. Dichas interacciones podrian deberse a la formacién de enlaces imina.

Figura 4.14 - Clivaje de entrecruzamientos debidos a DAT en geles de p-AM-AEMA-DAT(10) y p-AM-DAT(10) y

su evolucion en el tiempo.

Para comprobar la naturaleza quimica de las interacciones en p-AM-AEMA-a-oxo-ALD(10),
se tomaron 0,2 mL del digerido (previo a su gelificacidn en el tiempo) y se diluyeron en D,O

dentro de un tubo de RMN.

Se llevd a cabo el ensayo espectroscopico, obteniéndose un espectro mas definido que el
conseguido anteriormente en geles de p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10), dada la mayor

movilidad de las cadenas y homogeneidad de la muestra. En el espectro (Figura 4.15) se
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distinguen con claridad las sefiales debidas a p-AM: H de la cadena principal a 1,65y 1,76

ppm (-CHz); 2,19 ppmy 2,33 (-CH-) y H de la amida (-NH;) de p-AM a 7,82 y 7,09 ppm.

Ademas, se observan sefales correspondientes a p-AEMA: 1,19 ppm (-CHz unido a la cadena

principal) y 3,35 ppm (-CH2-NH>).

En el espectro, también se advierte la presencia de sefales provenientes de GF a-oxo-
aldehido provenientes del clivaje de DAT. Parte de estos aldehidos se encuentran anclados
a lared, evidenciados por la sefial a 3,21 ppm, correspondiente al metileno adyacente a la
amida (-CH2-NH-C(O)CH(OH,)). Otra parte, corresponde a vinil-aldehidos generados, luego
del tratamiento con periodato, a partir de unidades de DAT que se unieron solamente por
un extremo vinilico a la matriz polimérica (sefiales a 5,86 y 5,21 ppm de H vinilicos; y sefial

a 3,85 ppm del metileno adyacente a la amida).

La reaccion de GF a-oxo-aldehidos con GF amino para formar un enlace imina es
evidenciada por la aparicién de una sefial a 7,67 ppm (-CH=NH-). Este corrimiento es similar
al reportado por Hoefnagel y colaboradores en la formacion de una imina entre acido

glioxilico (un a-oxo-aldehido) y N-metilamina (7,69 ppm) [13].

Por lo tanto, las observaciones realizadas sobre las reacciones de clivaje de p-AM-DAT(10)
y p-AM-AEMA-DAT(10) vy la posterior caracterizacidon espectroscdpica de p-AM-AEMA-a-
ox0-ALD(10) indicarian la formacién de enlaces imina en los hidrogeles que contienen al

grupo amino, luego de la generacién de GF a-oxo-aldehido por clivaje oxidativo de DAT.
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Figura 4.15 - *H-RMN de p-AM-AEMA-BIS-a-ox0-ALD(10).

4.5 - CONCLUSIONES PARCIALES

Se obtuvieron nuevos hidrogeles basados en los mondmeros acrilamida (AM), 2-aminoetil
metacrilato (AEMA) vy los entrecruzantes (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT) y N,N'-
metilenbis(acrilamida) (BIS), y se analizaron sus propiedades de hinchamiento, reoldgicas y
espectroscopicas. Los distintos ensayos mostraron creciente incorporacién del entrecruzante DAT
al aumentar su concentracién en la sintesis, generando cambios en las propiedades mecdnicas y de
hinchamiento en los materiales. Ademas, el tratamiento de estos geles frente a soluciones de
periodato de sodio llevé al clivaje de los entrecruzamientos debidos a DAT, manifestando cambios
en las propiedades de hinchamiento de los geles. Mediante técnicas espectroscépicas, se comprobd

la formacidn de GF a-oxo-aldehido en la red, luego del clivaje de DAT frente a periodato.

La presencia de GF amino en los hidrogeles, debidos a la incorporacién del monédmero AEMA, junto
a la presencia de GF a-oxo-aldehido obtenidos por el clivaje de DAT, llevé a la formacién de nuevas

interacciones pH dependientes en los hidrogeles, posiblemente enlaces de tipo imina, segin se
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comprobd mediante *H-RMN. Ademds, de manera similar, se observd que la sola presencia de GF
a-oxo-aldehido genera interacciones pH dependientes en las redes, con un comportamiento
cinético distinto al obtenido en presencia de aminas. La estructura quimica de estas interacciones
no ha sido aln elucidada, pero podrian deberse a la formacién de hemiacetales/acetales o a la

reaccioén de los aldehidos con los GF amida del hidrogel.

PERSPECTIVAS
Para lograr un mayor entendimiento de los fenédmenos fisico-quimicos observados en los ensayos

realizados y evaluar las potenciales aplicaciones de estos materiales, se propone:

e Sintetizar nuevos hidrogeles con menor porcentaje del entrecruzante BIS y mayor contenido
de AEMA: esto facilitaria la caracterizacién quimica de los fendmenos observados, mediante
métodos espectroscépicos. Ademads, el menor grado de entrecruzamiento podria hacer mas
evidente a los cambios en las propiedades mecdnicas y de hinchamiento de los materiales

frente a la oxidacién con periodato o a cambios en el pH del medio.

e Estudiar la dependencia de las propiedades mecdnicas y de hinchamiento en los geles
formados por p-AM-AEMA-BIS-a-oxo-ALD(10), a distintos valores de pH. Esto permitiria
corroborar la presencia de enlaces covalentes reversibles en los hidrogeles y su

dependencia con las condiciones del medio.

e Evaluar propiedades de autocurado, memoria de forma y cinética de gelificacion. Luego de
un estudio mas profundo de las interacciones producidas entre los GF a-oxo-aldehido y
aminos, y su dependencia con el pH, se podrian evaluar diferentes aplicaciones relacionadas

al uso de enlaces covalentes dinamicos y a la gelificacidon espontanea de los materiales.
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CAPITULO 5

SINTESIS Y MODIFICACION POST-SINTESIS DE
HIDROGELES TERMOSENSIBLES
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En este capitulo se describe la obtencion de hidrogeles termosensibles y su modificacion post-sintesis para su

funcionalizacion con grupos funcionales a-oxo-aldehido. Se estudio la formacion de enlaces hidrazona y su

dependencia con el pH y la temperatura del medio.

119



120



5.1 - CONSIDERACIONES GENERALES

HIDROGELES DE p-NIPAm
Los hidrogeles inteligentes se encuentran en permanente desarrollo debido a su rol como

materiales funcionales. Su habilidad para sensar cambios en su entorno y actuar en
consecuencia, modificando sus propiedades, propone su utilizacién en diversas dreas en las
que son programados para responder de manera previsible y atil. Estas respuestas
inteligentes complementan e incrementan las ventajosas propiedades de los hidrogeles,
discutidas en capitulos anteriores, por ejemplo: su capacidad de hinchamiento en diversas
soluciones, semejanza con tejidos biolégicos, control de sus propiedades mecanicas,
porosidad, versatilidad quimica, etc. Esta combinacion ha llevado al desarrollo de hidrogeles
inteligentes capaces de operar con utilidad, inclusive en entornos complejos como los
bioldgicos [1]-[3]. Particularmente, los hidrogeles termosensibles son de los materiales
inteligentes mds estudiados. Estos, se caracterizan por cambiar sus propiedades
fisicoquimicas ante variaciones en la temperatura del medio. En la mayoria de los casos,
este cambio se produce a una determinada temperatura o en un corto rango de
temperaturas, cuyo valor medio es definido como la temperatura de transicién de fase (Ttf)
o temperatura de transicién térmica del polimero. Generalmente, cuando el medio tiene
una temperatura menor a la Ttf, el gel se encuentra en su estado de maximo hinchamiento,
mientras que, si se supera dicha temperatura, el gel colapsa expulsando gran parte del
liguido que contenia en su interior (Figura 5.1). Este fendmeno es aprovechado en diversas
aplicaciones, por ejemplo, en la liberacion de un farmaco contenido en la solucién de
hinchamiento del gel, el aprovechamiento de la fuerza mecanica y cambio de volumen del
gel para el desarrollo de actuadores, la gelacidon de un polimero en solucién mediante el

estimulo térmico, entre otras.

TTf
)

Figura 5.1 - Hinchamiento/colapso reversible de un hidrogel, inducido por un cambio de temperatura.
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Los hidrogeles sintetizados a partir del mondmero N-isopropilacrilamida (NIPAm) colapsan
de manera reversible a una temperatura (Ttf) de alrededor de 32 °C [4]. Estos HGs son los
mas estudiados, ya que la Ttf se encuentra cercana a la temperatura corporal (37 °C).
Ademads, mediante la copolimerizacién del monédmero NIPAm con otros comondmeros, es
posible modificar la Ttf del hidrogel sintetizado, alcanzando valores de 37 °C o superiores.
Por otro lado, la posibilidad de combinar al mondmero termosensible con otros
mondmeros, con estructuras inorgdnicas, colorantes, agentes de refuerzo, entre otros, ha
permitido obtener hidrogeles inteligentes con respuesta a mas de un estimulo. Por ejemplo,
HGs termo- y pH- sensibles [5]; magnéticos y termosensibles [6]; termosensibles y
biodegradables [7], con respuesta térmica inducida por irradiacidn con luz [8], entre otras
[9]. Esta versatilidad, sumado a la posibilidad de controlar la temperatura de transicién
segln se requiera, ha propuesto el desarrollo de numerosos materiales inteligentes para su
aplicacion en diversas dreas, donde se destaca el desarrollo de aplicaciones biomédicas
para su utilizacién en liberacién controlada de farmacos, cultivo de tejidos celulares,

membranas, entre otras, tanto en la macro como en la micro o nano escala (Figura 5.2) [4].

A) ® Publicaciones cientificas sobre p-NIPAm en aplicaciones biomédicas B)
® Publicaciones cientificas sobre p-NIPAm en diversas dreas Liberacién de farmacos
Ingenieria de tejidos
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Figura 5.2 - (A) Evolucidn de articulos publicados acerca de poli(N-isopropilacrilamida) y su aplicacion en el
drea biomédica y otros campos, por afio; y (B) porcentaje de articulos de investigacion publicados sobre la
aplicacion de p-NIPAm en el campo biomédico, clasificado por aplicacion. Base de datos utilizada: Scopus®

(Elsevier, Amsterdam, Holanda). Imagen adaptada de la revision publicada por Lanzalaco y colaboradores [4].
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CONTROL DEL GRADO DE ENTRECRUZAMIENTO
Las numerosas aplicaciones de geles de p-NIPAm requieren de la sintesis de HGs con

diversas y especificas propiedades fisico-quimicas, y es por ello que el control del grado de
entrecruzamiento en estos HGs tiene un rol fundamental. Como se menciond en capitulos
anteriores, el grado de entrecruzamiento de un hidrogel afecta directamente a las
propiedades del material: su capacidad de hinchamiento, su morfologia, su porosidad y sus

propiedades mecdnicas.

Al ser NIPAm un mondmero vinilico, por lo general, el control del grado de
entrecruzamiento se da en la etapa de sintesis de los HGs, mediante la adicién de un agente
entrecruzante divinilico. El grado de entrecruzamiento en hidrogeles de NIPAm tiene
efectos en la velocidad de la transicién térmica (velocidad de colapso/hinchamiento) como
asi también en las propiedades de hinchamiento, mecanicas y en la porosidad del material,
pero no tiene un efecto directo en su temperatura de transicion [10]. Sin embargo, el
entrecruzante podria modificar la Ttf por un efecto de su polaridad, como sucede con otros

comonomeros [11].

Dada la amplia gama de posibles aplicaciones de este polimero, se han desarrollado
hidrogeles con agentes entrecruzantes especificos que otorgan una propiedad inteligente
adicional al material. Tal es el caso de hidrogeles con entrecruzamientos biodegradables
por hidrdlisis [7], [12] o escindibles ante un agente dxido-reductor [13], hidrogeles con

entrecruzamientos supramoleculares [14], entre otros.

El control del grado de entrecruzamiento en geles de p-NIPAm, mediante el clivaje de dioles
vecinales mediado por periodato, ha sido reportado en la modificacién post-sintesis de
nanogeles. Para ello, se utilizdé al agente entrecruzante divinilico N,N’-(1,2-
dihidroxietileno)bisacrilamida (DHEA) para la preparacién de nanogeles huecos
termosensibles[15], [16]; nanogeles core-shell de compartimientos multiples [17] o para el
estudio de la estructura quimica de nanogeles de p-NIPAm y poli(N-isopropilmetacrilamida)
(p-NIPMAmM) obtenidos mediante termoprecipitacion [18], [19]. La utilizacién de dicho
entrecruzante u otro de caracteristicas equivalentes en macrogeles de p-NIPAm, no se

encuentra reportada.
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FUNCIONALIZACION CON ALDEHIDOS
Como se ha mencionado previamente, la obtencidon de GF aldehido en geles es de gran

interés debido a las posibilidades de modificacion que ese GF permite. Entre ellas, la
modificacidn con hidrazinas, alcoholes, aminas y alcoxiaminas lleva a la formacién de
enlaces reversibles hidrazona, acetal (o hemiacetal), imina y oxima, respectivamente.
Consecuentemente, dichos GF son utilizados en la inmovilizacién de biomoléculas, en
guimica combinatorial, en el desarrollo de hidrogeles inyectables y de microgeles o micelas
entrecruzadas, entre otros [20]. Por estas razones, es posible encontrar reportes sobre la
sintesis y modificacién de hidrogeles de p-NIPAm que incorporan el GF aldehido para el
desarrollo de materiales inteligentes. La obtencidn de los GF aldehido en dichos polimeros
procede generalmente a través de una serie de pasos. Por ejemplo, se pueden encontrar
algunos reportes en donde se sintetizé y purific6 un nuevo mondmero, N-(2,2-
dimetoxietil)metacrilamida (DMEMAm). Este, tiene un GF aldehido protegido como acetal
que, luego de la polimerizacion radicalaria, es desprotegido en medio acido [21][22]. En
otros casos, se combind a p-NIPAm con polisacaridos que, por contener dioles vecinales,
fueron tratados con periodato para lograr la formacién de aldehidos en las cadenas de
carbohidratos [23], [24]. En una aproximacion similar, se copolimerizé a NIPAm con el co-
mondémero monovinilico 2,3-dihidroxipropil metacrilato (DHOPMA) para luego tratar al
polimero con NalO4 para formar GF aldehidos [12]. No se encontraron reportes sobre la
copolimerizacidon de (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT) con NIPAm y tampoco sobre su

modificacién para formar GF aldehidos.

Ademas, tampoco se ha reportado la obtencion de p-NIPAm con GF a-oxoaldehidos. Estos
aldehidos han demostrado ser una herramienta de gran utilidad en el area de la
bioconjugacién [25], [26]. Por lo tanto, la sinteis de geles de p-NIPAm funcionalizados con
a-oxoaldehidos podria permitir la bioconjugacion del polimero termosensible con
biomoléculas de interés, generando una amplia variedad de posibles aplicaciones,

principalmente en el drea de la biomedicina.

En este capitulo, la utilizacion del agente entrecruzante DAT (un portador de diol vecinal)

en geles de p-NIPAm se utilizé para obtener a-oxo-aldehidos, luego del tratamiento de los
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geles con periodato. Los productos se caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas y
se ensayo el efecto de la temperatura y el pH en el comportamiento mecanico del polimero
conteniendo aldehidos. Ademas, se ensayd la reactividad de los GF aldehido frente a
dihidrazida de acido adipico (AADH), a distintos valores de pH y temperaturas, obteniendo

hidrogeles reticulados mediante enlaces hidrazona.
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5.2 - OBJETIVOS

En este capitulo se propone aplicar la estrategia de sintesis y modificacion post-sintesis

desarrollada previamente, a la sintesis de polimeros termosensibles basados en

N-isopropilacrilamida (NIPAm) y funcionalizados con a-oxoaldehidos. Ademas, se plantea el

estudio de la formacion de enlaces hidrazona ante distintas condiciones de reaccion. Para

ello se propuso:
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Estudiar la sintesis de hidrogeles termosensibles formados por el mondmero
N-isopropilacrilamida (NIPAm) y el agente entrecruzante

(+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT).

Realizar la modificacién post-sintesis de los HGs sintetizados, con el objetivo de
generar GF a-oxoaldehidos, mediante el clivaje oxidativo de DAT. Caracterizar los
productos de sintesis respecto a su estructura, funcionalidad y propiedades

termosensibles.

Analizar la reactividad de los GF a-oxoaldehidos para formar enlaces de tipo

hidrazona considerando el efecto del pH y la temperatura en la reaccién.



5.3 - MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Los siguientes reactivos se usaron tal como se recibieron: N-isopropilacrilamida (NIPAm)
(Sigma-Aldrich); (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT) (Sigma-Aldrich); N,N,N',N'-
tetrametililetilendiamina (TEMED) (Sigma); persulfato de sodio (NaPS) (Anedra); periodato
de sodio (Sigma-Aldrich); dihidrazida de acido adipico (AADH) (Anedra), etilenglicol (Sigma-
Aldrich); bromuro de potasio (KBr) (Sigma-Aldrich); tert-butil carbazato (t-BC) (Aldrich); y
solucion de acido picrilsulfénico 5 % (p/v) en H20 (Sigma). Las soluciones se prepararon con
agua ultrapura (18 MQcm?) obtenida de un sistema Millipore Milli-Q® de purificacion de

agua.

SINTESIS DE HIDROGELES (HGs)
Los HGs se sintetizaron mediante polimerizacién a radicales libres, usando N-
isopropilacrilamida (NIPAm) como mondémero y (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT) como

agente entrecruzante (Figura 5.3A y B, respectivamente).

0
A) \)J\N/'\ NIPAm
H

OH 0
H
® /\/”N\” A~~~ DAT
H
0

H

N

NH,  AADH

Figura 5.3 - Reactivos para sintesis y modificacion de HG. A) N-isopropilacrilamida (NIPAm) (B) (+) N, N'-
dialiltartradiamida (DAT). En DAT, los grupos funcionales hidroxilo se resaltan en rojo. C) Dihidrazida de dcido

adipico (AADH).
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Para sintetizar cada HG de p-NIPAmM-DAT (ilustrado en la Figura 5.4), se disolvieron 0,7921
g de NIPAm y 0,1598 g de DAT (10 % mol con respecto a NIPAm) en 5 mL de agua ultrapura.
Posteriormente, se disolvieron 0,0616 g de NaPS, y se elimind el oxigeno de la muestra
mediante burbujeo de N; durante 10 min. Luego, se inicid la polimerizacién afiadiendo 0,5
mL de una solucién TEMED (0,32 M) a la mezcla de mondmeros. Una vez que comenzé la
reaccion, la solucidn se colocd en una jeringa y se dejé reaccionar durante la noche, a 25 °C.
Las sintesis se realizaron por quintuplicado. Los productos se obtuvieron en forma de barra
y, posteriormente, se cortaron en discos de aproximadamente 5 mm de grosor y 1 cm de
diametro. Luego, cada disco se lavé completamente con agua durante 3 dias para eliminar
los reactivos que no fueron incorporados al polimero. Finalmente, los hidrogeles se secaron

en un horno a 37 °C.

REACCION DE CLIVAJE DE p-NIPAmM-DAT CON PERIODATO

El procedimiento ha sido descripto en el Capitulo 2 para el clivaje de HGs de AM-DAT vy
publicado [27]. En resumen, una muestra de hidrogel seco p-NIPAm-DAT (100 mg) se
sumergié en una solucién acuosa de periodato de sodio (1,3 mL; 0,08 M) durante 12 h a
temperatura ambiente y bajo agitacion mecdnica. Luego, se anadieron 110 pL de una
solucién de etilenglicol (5% p/v) y se dejo reaccionar durante otras 12 h. El producto p-
NIPAm-a-oxo-ALD se purificd por didlisis, usando una membrana de 50 kDa (Spectra/Por®
6 Standard RC), para eliminar moléculas de bajo peso molecular, con repetidos cambios de
agua destilada, durante al menos 48 h. Para verificar la ausencia de remanente de
periodato, se realizd una reaccion a modo cualitativo, colocando un pequefio volumen del
producto dializado en contacto con una solucidn de ioduro de potasio y almidén, en medio
acido (0,1 y 0,05 g/mL, respectivamente). La presencia de trazas de iodato o periodato
puede detectarse por un cambio de color de translicido a violeta debido a la formacién de
un complejo entre almidén y el anidn triyoduro (1¥). La didlisis de las muestras se llevd a
cabo hasta que no se observd ningun color aplicando el ensayo mencionado. La Figura 5.4

muestra una reaccidon esquematica de escision de p-NIPAm-DAT.
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Con el fin de conocer la concentracion final de los productos escindidos (mg/mL), un
volumen conocido se liofilizd y pesé. Todo este procedimiento fue realizado por

quintuplicado.

Por otro lado, la determinacién de la temperatura critica de solubilidad inferior o LCST (por
sus siglas en inglés, lower critical solution temperature) se realizé utilizando un calorimetro
de barrido diferencial (Discovery DSC, TA Instrument). La medida se realizd bajo un flujo de
nitrégeno de 50 mL.mint. Las muestras fueron previamente hinchadas en agua durante 48
h y colocadas en una cdpsula de aluminio sellada herméticamente. Se usé agua destilada
como material de referencia. La calibracion se realizé6 usando indio de alta pureza como
estandar. Durante la medicién, la muestra fue equilibrada a 15 °C y luego se aplicé una
rampa de 3 °C.min? hasta los 50 °C. La LCST fue asignada como la temperatura donde se
observé el maximo en el pico endotérmico durante el barrido de temperaturas, como es

usualmente reportado [28].
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p-NIPAmM-DAT p-NIPAm-a-oxo-ALD

Figura 5.4 — Esquema de p-NIPAm-DAT con DAT unido a través de uno o dos de sus grupos vinilicos. Los grupos
funcionales hidroxilo vecinales de DAT son clivados por reaccion con periodato. El producto escindido
(p-NIPAm-a-oxo-ALD) adquiere consistencia liquida y presenta grupos funcionales aldehido. Los compuestos
de tipo vinil-aldehidos formados por clivaje de moléculas de DAT que se habian unido en un solo extremo

(marcados con *) fueron facilmente eliminados por didlisis.
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CUANTIFICACION DE ALDEHIDOS.

La cantidad de aldehido por masa de polimero se cuantifico6 de acuerdo con el
procedimiento descripto por Wen-Yu Su y colaboradores [29]. Se hizo reaccionar un exceso
conocido de tert-butil carbazato (t-BC) con los GF aldehido del polimero, formando enlaces
estables del tipo carbazona. Luego, el t-BC no reaccionado se cuantific6 mediante la
formacién de un complejo coloreado con acido picrilsulfénico (dmema), lo que permitid
calcular indirectamente la cantidad de t-BC que reacciond con los GF aldehido. Se utilizé un
espectrometro UV-Vis Schimadzu UV-PC1600 (Japdén) para todas las mediciones

espectrofotométricas.

En resumen, se disolvieron 5 mg de p-NIPAm-a-oxo-ALD liofilizado, en 1 mL de una solucién
de t-BC (8,63 mM) en buffer acetato (10 mM, pH 5,2, NaCl 0,2 M). La reaccidn procedid con
agitacién mecanica durante 16 h a temperatura ambiente. A continuacién, se mezclaron 0,2
mL de esta solucién con 1 mL de buffer borato (50 mM, pH 8,0) y se afiadieron 50 uL de
solucién de TNBS (5% P/V). Luego, la reaccion continud durante 2 h bajo agitaciéon mecanica,
a temperatura ambiente. Posteriormente, se diluyeron 0,2 mL de dicha reaccién en 0,8 mL
de solucién de HCI (0,5 M). De inmediato, 0,3 mL de esta solucion se diluyeron con 0,6 mL
de solucidn de HCl y se midié la absorbancia UV-Visible a 334 nm. Como blanco, se sigui6 el

mismo procedimiento, pero en ausencia de t-BC.

Para realizar la curva de calibracién, se preparé una solucion madre de t-BC (40 mM) en
buffer acetato. Se realizaron diluciones de la solucion madre con buffer para lograr
diferentes soluciones: 10 mM; 8,6 mM; 7,2 mM; 5,8 mM; 4,4 mM y 3 mM. Antes de la
medicion UV-Visible, se diluyeron 0,2 mL de cada solucion en 1 mL de buffer borato (50
mM, pH 8) en un tubo Eppendorf. Luego, se afiadieron 50 uL de soluciéon de TNBS (5%) en
cada tubo y la reaccion continué durante 2 h bajo agitacion mecanica, a temperatura
ambiente. A continuacion, se diluyeron 0,2 mL de la primera solucién en 0,8 mL de solucién
de HCI (0,5 M). De esta ultima solucién, 0,3 mL fueron nuevamente diluidos en 0,6 mL de
solucién de HCl y la Absorbancia UV-Vis se midié a 334 nm. Como blanco, se siguié el mismo

procedimiento, pero en ausencia de t-BC.
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RE-ENTRECRUZAMIENTO DE p-NIPAM-ALD CON AADH

Con el fin de formar nuevos hidrogeles mediante entrecruzamiento de los grupos aldehido
en presencia de AADH, se colocaron 144 uL de producto clivado (p-NIPAm-a-oxo-ALD) en
un molde de plastico. Luego, se agregaron 36 uL de solucién de AADH con diferentes
concentraciones, se mezclaron con una espatula y se sellé el molde. Después de 10 min, la
muestra se colocéd en un horno a la temperatura experimental requerida y se dejo
reaccionar durante 60 min. Después, la mezcla se enfrid a temperatura ambiente. Los geles
sintetizados (p-NIPAm-a-oxo-HDZ) se lavaron exhaustivamente en agua destilada.
Idealmente, 2 moles de GF aldehido se obtendrian de la oxidacion del DAT incorporado en
la red. Luego, un mol de AADH reaccionaria con 2 moles de GF aldehido para formar un
punto de entrecruzamiento. Bajo esta aproximacion, el nimero estimado de moles de
AADH (naapH), necesarios para reaccionar con los GF aldehido, fueron calculados de acuerdo

a la Ecuacién 5.1, para una cierta masa de p-NIPAm-a-oxo-ALD seco (ma).

NpATXMwpaT mq .,
NaapH = X (Ecuacion 5.1)
NpATXMWpDATHNNIPAMXMWNIPAM I NNaPSXMWNaPs Mwpar

Donde npar, Nnieam Y Nnaes, son los moles de DAT, NIPAm y NaPS utilizados en la sintesis,
respectivamente. Asi como Mwpar, MwWnipam Y MWnaps son los pesos moleculares de DAT,
BIS, NIPAm y NaPS, respectivamente.

Por lo tanto, para el re-entrecruzamiento de p-NIPAm-a-oxo-ALD con AADH, se usaron
excesos de 1,5; 2,5 y 5 veces, basados en el cdlculo mencionado (1,5 X naaok; 2,5 X Naapk; Y 5
X NaapH, respectivamente). Luego de la cuantificacion de los grupos funcionales aldehido de

p-NIPAm-a-oxo-ALD, el exceso usado se calculé en 5; 8,33; y 25 veces, respectivamente.

ESPECTROMETRIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)
Los distintos productos se analizaron mediante medidas de transmitancia en el infrarrojo,

utilizando un espectrémetro Nicolet IN10 FTIR. Todas las determinaciones se realizaron en
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el rango de 4000-400 cm™, usando 16 barridos y una resolucién de 4 cm™. Las muestras
fueron liofilizadas y compactadas con KBr para formar discos. Cada medida se realizé por

triplicado.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE H
Los estudios se llevaron a cabo en un espectrémetro Bruker Advance (400 MHz—1.5T). De
manera general, 10 mg de la muestra liofilizada se redisolvieron en D,0 (0,5 mL) antes de

cada determinacion.

DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

Los estudios de DLS se realizaron en un equipo Nano-ZS 90 Malvern equipado con un laser
He-Ne (A = 633 nm) midiendo la luz dispersada a un angulo de 173°. El producto (clivado y
purificado por didlisis) (10 mg) fue diluido 10 veces en agua destilada antes de ser medido.
Cada muestra fue mantenida a 25 o 45 °C durante 10 min antes de la medida, ya que se

corroboré que era tiempo suficiente para alcanzar la estabilidad térmica del sistema.

ESTUDIOS MECANICOS
Las propiedades mecanicas de los materiales se estudiaron usando un reémetro rotacional

Anton Paar MCR 301. El procedimiento se describe a continuacion.

ANALISIS TERMOMECANICO DE p-NIPAM-a-oxo-ALD

Se colocaron 180 plL de cada muestra entre dos platos paralelos de 25 mm de diametro,
separados por una distancia (gap) constante de (0,300 + 0,001) mm. Se midié el cambio en
el mdédulo elastico (G’) y el médulo de pérdida (G”) durante un barrido de temperaturas,
manteniendo la deformacion (1%) y la frecuencia (1 Hz) constantes. Se utilizd una celda

Peltier (accesorio del reémetro) para controlar la temperatura. El barrido se programo para
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calentar las muestras a (20,00 + 0,01) °C durante 250 s, luego se elevd a (37,00 + 0,01) °C
por 2250 s, y finalmente se retorné a (20,00 £ 0,01) °C por 3500 s.

REACCION DE p-NIPAmM-a-oxo-ALD y AADH A DIFERENTES VALORES DE pH Y TEMPERATURAS
Se prepararon soluciones de AADH (0,18 M) mediante disolucidn de 30,7 mg (1,76x10™* mol)
de AADH en 1 mL de solucién buffer pH 2,15; 5,3; 6,3; 7,3; 8,1; y 10 (0,1 M; Fuerza lénica

0,3 M). La Tabla 5.1 muestra la composicion de los distintos buffers.

Tabla 5.1 - Composicion de los buffers utilizados

Composicion

Concentracion=0,1M;F.1.=0,3 M

2,15 H3PO4/ NaH,PO,
5,3 HAcO / NaAcO
6,3 NaH.PO./ Na;HPO,
7,3 NaHPO4/ Na;HPO,
8,1 NaH:PO./ Na;HPO,
10,0 NaHCOs/Na,CO3

Para la determinacidn reoldgica, se colocaron 144 pL del producto clivado entre dos platos
paralelos de 25 mm de diametro. Luego, se adicionaron 36 plL de la respectiva solucion de
AADH (de pH definido por su buffer) y el ensayo comenzé a los 30 s a la temperatura
correspondiente. Durante cada reaccion, los cambios en la elasticidad se midieron a una
deformacion constante del 1%, a una frecuencia de 1 Hz. Los valores finales de G’ de cada
curva fueron promediados e informados como el mddulo eldstico correspondiente a la

temperatura y pH analizado.
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ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)
La descomposicion térmica de las muestras se estudidé en un Analizador Termogravimétrico
(Discovery TGA 5500, TA Instruments). Las muestras, previamente liofilizadas, se calentaron

desde 10 a 600 °C con una rampa de temperatura de 10 °C.min™.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La medida SEM se llevé a cabo en un Microscopio Zigma FE-SEM del Laboratorio de
Microscopia Electréonica (LAMARX), FAMAF, Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba,
Argentina. Antes de la medida, las muestras se hincharon en agua, se liofilizaron y se revistio

la superficie mediante pulverizado (sputter coating) de oro (Au).

5.4 - RESULTADOS Y DISCUSION

SINTESIS DE HGS DE p-NIPAM-DAT Y CLIVAJE CON PERIODATO

Los hidrogeles de p-NIPAmM-DAT se obtuvieron mediante polimerizaciéon por radicales libres
de mondmeros vinilicos de NIPAm y DAT, en solucidén acuosa. Inmediatamente después de
la adicion de la dupla TEMED-NaPS, se obtuvieron geles blancos. Luego, el polimero
obtenido se lavd exhaustivamente con agua destilada y se estudié mediante FT-IR. Como
puede verse en el espectro infrarrojo de la Figura 5.5, los hidrogeles p-NIPAmM-DAT exhiben
las absorciones tipicas correspondientes a los grupos funcionales de los monémeros NIPAm
y DAT. La mayoria de las sefiales pertenecen a grupos funcionales de NIPAm, dado que se
utilizd en mayor proporcién molar respecto de DAT. Entre sus principales bandas de
absorcion se encuentra el C=0 de la amida a 1649 cm™ (banda de amida 1) y las bandas de
deformacion y estiramiento de N-H a 1540 cm™? (banda de amida 1l) y 3299 cm’,
respectivamente. Otras bandas caracteristicas son las de estiramiento de C-H a 2972, 2934
y 2876 cm™. Ademas, se encuentra una banda ancha a 3200-3500 cm™ que pertenece al
estiramiento de grupos OH de DAT. Por lo tanto, las senales observadas confirman la

incorporacion de los mondmeros en el esqueleto del polimero. Por otro lado, aparece una
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sefial de vinilo C=C a 3073 cm™, por la presencia de insaturaciones en la red. Este

comportamiento indicaria que parte de los mondmeros de DAT podrian estar unidos a la

red por uno sélo de sus dos extremos vinilicos.
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Figura 5.5 - Espectro FTIR de p-NIPAm-DAT

A continuacién, p-NIPAmM-DAT se traté con una soluciéon acuosa de NalOs bajo agitacién

mecanica y se obtuvo un liquido viscoso transltcido (p-NIPAm-a-oxo-ALD) en menos de 30

min. Las fotografias de la Figura 5.6 muestran el cambio de fase producido por el clivaje de

los entrecruzamientos de p-NIPAm-DAT.
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Figura 5.6 - Disco de gel de p-NIPAm-DAT antes (A) de adicionar solucion de periodato (B) y el consiguiente

clivaje quimico a 30 min (C), 60 min (D) y 120 min (E) y 150 min (F).

Posteriormente, el producto clivado de p-NIPAmM-DAT (nombrado p-NIPAm-a-oxo-ALD) se
purificd por didlisis para eliminar restos de NalOs. La ausencia de restos del oxidante se
demostré mediante la prueba de iodo, en presencia de ioduro de potasio y almidén, en
medio acido. Ademas, se observo que la solucidn acuosa de p-NIPAm-a-oxo-ALD mostraba
respuesta térmica al ser calentada, pasando de una solucion translicida a formar un gel de
color blanco, de manera reversible. La temperatura critica minima de solubilidad (LCST) se

determind mediante DSC en un valor de 31,2 °C (Figura 5.7).
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Figura 5.7 - DSC de los polimeros hidratados: p-NIPAm -DAT (azul, linea sdlida), p-NIPAm-a-oxo-ALD (verde,

linea segmentada) y p-NIPAm-a-oxo-HDZ (rojo, linea punteada).

Posteriormente, p-NIPAm-a-oxo-ALD se liofilizé y re-disolvid en D,0 para su estudio por
RMN, como se muestra en la Figura 5.8. Los picos tipicos de p-NIPAm se observan sin
sefiales de ningln protdn de vinilo residual. La sefial a 5,28 ppm evidencia la presencia del

a-oxo-aldehido en su forma hidratada.
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Figura 5.8 - Espectro de *H-RMN de p-NIPAm-a-oxo-ALD en D20. Luego de la reaccion de p-NIPAm-DAT con
periodato, un pico caracteristico a 5,28 ppm muestra la formacion de un grupo funcional a-oxoaldehido en su

forma hidratada.

DETERMINACION DEL DIAMETRO HIDRODINAMICO DE p-NIPAmM-a-oxo-ALD

Con el fin de obtener informacion sobre el didmetro hidrodinamico (Dh) y el
comportamiento termosensible de p-NIPAm-a-oxo0-ALD, se realizaron medidas de DLS a dos
temperaturas. La Figura 5.9 muestra la distribucién de tamafios segun la intensidad de luz
reflejada, a 25 (A) y 45 °C(B). A 25 °C, la distribucién predominante de tamafios de particulas
es de (50 + 30) nm con un indice de polidispersidad (PDI) de (0,270 + 0,003. Posteriormente,
se midid el DLS a 45 °C para determinar el efecto de la temperatura en el diametro
hidrodindmico de p-NIPAm-a-oxo-ALD. La Figura 5.9(B) muestra cambios significativos en
el didmetro de las particulas con el aumento de la temperatura. Por encima de la LCST, las
particulas presentaron una distribucién de tamafos centrada en un didmetro de alrededor
de (139 + 2) nm con un menor PDI (0,032 + 0,015). Este aumento en el Dh es observado con
frecuencia en nanoestructuras de p-NIPAm que se encuentran formando una dispersion

coloidal, debido a que se promueven asociaciones de particulas mas pequefias durante la
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transicion térmica, produciendo mesoglobulos coloidalmente mas estables, como se ha

reportado previamente [30].

L1 D R I S R R :

Intensity (Percent)

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Figura 5.9 - Distribucion por intensidad de luz dispersada en funcion del tamarfio de particula de p-NIPAm-a-

0x0-ALD, a 25 °C (A) y 45 °C (B).

CUANTIFICACION DE GRUPOS ALDEHIDO

Durante la sintesis de p-NIPAm-DAT, se utilizé 10% en moles de DAT como reactivo (con
respecto a moles de NIPAm). De manera tedrica, podria esperarse que, luego del
tratamiento con periodato, los GF aldehido alcanzaran un maximo de 20% en moles.
Teniendo en cuenta que probablemente no todas las moléculas de DAT reaccionaron
durante la sintesis para incorporarse en la red de hidrogel, fue necesario cuantificar la
concentracion de GF aldehido en los productos de p-NIPAm-a-oxo-ALD. Esta determinacion
se realizé mediante un método indirecto donde los GF aldehido reaccionaron con un exceso
conocido de t-BC. Luego, el t-BC remanente se utilizd para formar un complejo coloreado
en presencia de TNBS, el cual se midié por espectrofotometria UV-Visible, como se detallé
en la seccion Materiales y Métodos. La cuantificacién demostré que p-NIPAm-o-oxo-ALD

contenia (4 = 1) x 10”7 mol de GF aldehido por mg de polimero. Ademas, considerando que
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los pesos esperados para las unidades repetitivas de aldehido y NIPAm son 131y 113 g/mol,
respectivamente, el porcentaje en moles de aldehido respecto de moles de NIPAm se
estimd en 5%. Este valor muestra buena correlacién con la cantidad de GF aldehido relativa
estimada de la integracion de los picos de 'H-RMN (Figura 5.10). Por otro lado, cabe
destacar que los grupos vinilicos observados por FTIR en los geles de p-NIPAmM-DAT (previo
al tratamiento con periodato), atribuidos a la reaccién de DAT por uno sélo de sus extremos
vinilicos, no se observaron en el espectro de RMN. Esto indicaria la eliminacién efectiva
mediante didlisis de aquellos sub-productos del tratamiento con periodato, derivados del
anclaje de DAT por uno solo de sus extremos vinilicos (ver * en Figura 5.4). Ademas, esta
podria ser una de las causas de la obtencién de 5% en moles de GF aldehido, cuando el

maximo estimado era de 20%.
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Figura 5.10 - Integrales de *H-RMN de p-NIPAm-a-oxo-ALD. La sefial a 5,25 ppm, caracteristica de los GF

aldehido en su estado hidratado, integra para 0,06 cuando el pico de referencia del CH de p-NIPAm integra

para 1.
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Estudios reoldgicos DE p-NIPAm-a-oxo-ALD A DIFERENTES VALORES DE pH Y TEMPERATURAS
Se realizaron medidas reoldgicas para estudiar el comportamiento térmico de p-NIPAm-a-
ox0-ALD a distintos valores de pH, en ausencia de entrecruzantes adicionales (Figura 5.11).
En este ensayo, las muestras de p-NIPAm-ALD se sometieron a procesos de calentamiento
y enfriamiento por encima y por debajo de LCST. En todos los casos, se observd que al
calentar el polimero a 37 °C se incrementé el valor de G'. La respuesta térmica del mddulo
eldstico podria deberse al aumento en las interacciones polimero-polimero, principalmente
entre los grupos isopropilo de p-NIPAm, debido al colapso térmico. Sin embargo, este
aumento en G' tiene una clara dependencia con el pH. Manteniendo la temperatura sobre
la LCST, G' reporta un incremento mucho mayor a pH 5,3 que a pH 2,15y 6,3. Ademas, estos
valores de G’ son mas altos que a pH 7,3 y 8,1. Ademas, ante esos valores de pH, el proceso
resulté reversible, ya que el polimero se relaja y vuelve al estado inicial luego de descender
la temperatura por debajo de la LCST, mostrando un comportamiento reversible y
dependiente del pH y de la temperatura. No se han reportado dependencias del mdédulo
eldstico de p-NIPAm con el pH durante su transicion térmica. Por ello, el efecto del pH sobre
G’ podria ser atribuido a la presencia de a-oxo-ALD en la red polimérica y la formacion de
nuevas interacciones reversibles a la temperatura corporal. Este interesante
comportamiento podria estar relacionado a la formacidn de grupos reversibles
hemiacetales/acetales entre los grupos a-oxoaldehido (Figura 5.12), los cuales serian
dependientes de la concentraciéon y el pH, como ha sido reportado con otros GF
equivalentes [31], [32]. Por otro lado, a pH 10, el mdédulo elastico aumentdé luego de la
disminucion de la temperatura por debajo de la LCST. Este medio, podria estar favoreciendo
la formacion de interacciones fuertes entre los grupos aldehido de p-NIPAm-a-oxo-ALD,

pero aun no se ha podido determinar su naturaleza quimica.
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Figura 5.11 - Mddulo eldstico (G') respecto del tiempo (s) para p-NIPAm-a-oxo-ALD a 25 °C (0 a 250 s y 2500 a
6000s)y 37 °C (250 a 2500 s) estudiado a pH 2,15; 5,3; 6,3; 7,3; 8,1y 10.
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Figura 5.12 - Esquema representativo de la posible formacion de hemiacetales entre los GF a-oxo-aldehido

de p-NIPAm-a-oxo-ALD-

RE-ENTRECRUZAMIENTO Y EFECTO DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES DE REACCION
p-NIPAm-a-oxo-ALD se hizo reaccionar con diferentes excesos de AADH a 25 y 40 °C (por
debajo y por encima de la LCST, respectivamente). La Figura 5.13 muestra un esquema de

la reaccidn de re-entrecruzamiento del polimero a través de enlaces hidrazona.
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Figura 5.13 - Esquema de la reaccion de re-entrecruzamiento de p-NIPAm-a-oxo-ALD con AADH a través de

enlaces hidrazona.

Como se muestra en la Figura 5.14, no se obtuvieron geles cuando la reaccidn se realizé a
25 °C durante 1 hora de reaccidn, independientemente de la concentracién de AADH
utilizada. Inclusive a tiempos largos, se observé el mismo resultado. Por otro lado, cuando
se aumentd la temperatura, sobre la LCST, se obtuvieron geles en una relaciéon de
concentraciéon AADH/ALD de 1,25y 2,5. Sin embargo, cuando se utilizé un exceso de 5 veces
de AADH, no se obtuvo gel. El exceso de AADH, podria favorecer la reaccién de los grupos
aldehido a través de solo uno de los dos grupos hidrazida del agente entrecruzante,
disminuyendo por lo tanto la posibilidad de formacién de puntos de entrecruzamiento. El
hecho de obtener geles sélo al calentar la mezcla reactiva a 40 °C, podria estar relacionado
a un aumento en la tasa de adicion nucleofilica a temperaturas mas altas, como fue
observado por Shao y colaboradores, en una reaccion de conjugacién de a-oxo-
aldehido/hidrazona de caracteristicas quimicas similares [33]. Adicionalmente, este
incremento en la reactividad podria deberse a un aumento de la concentracién local de GF
aldehido, debido al colapso de las cadenas de p-NIPAm cuando la temperatura se eleva por
encima de la LCST. Este efecto de aproximacion, podria aumentar la posibilidad de reaccién
y formacidén de grupos hidrazona y, por lo tanto, promover la gelificacion en tiempos mas
cortos. Ademas, las mejores propiedades mecanicas se observaron cuando se utilizé una

relacion AADH/ALD de 2,5 para obtener el hidrogel a 40 °C durante 1 h de reaccion (p-
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NIPAm-a-oxo-HDZ 2,5). Una vez que se ha curado, el hidrogel producido conserva la forma
del molde. Ademads, es insoluble en agua y presenta termosensibilidad, mostrando una

temperatura de transicion de 33,9 °C (Figura 5.7).

Muestra AADH/ALD 25°C

p-NIPAm-a-oxo-HDZ 1,25 1,25 No Gel

p-NIPAm-a-oxo-HDZ 2,5 2,5 No Gel Gel

p-NIPAm-a-oxo-HDZ 5 5 No Gel No Gel

Figura 5.14 - No se obtuvieron geles cuando p-NIPAm-a-oxo-ALD y diferentes cantidades de AADH se
mezclaron a 25 °C por 1 h. Sin embargo, cuando la mezcla se calentd a 40 °C en las proporciones adecuadas,
se obtuvieron los HGs p-NIPAm-a-oxo-HDZ 1,25 y p-NIPAm-a-oxo-HDZ 2,5. A la derecha se muestra una foto
de p-NIPAm-a-oxo-HDZ 2,5.

Para comprender el efecto del pH en el proceso de gelificacién y la consecuencia del

calentamiento por encima del LCST, se realizaron ensayos de gelacién mediante reologia.

ESTUDIOS REOLOGICOS DE LA REACCION DE ENTRECRUZAMIENTO ENTRE p-NIPAM-a-oxo-
ALD y AADH

Se estudiaron los cambios en las propiedades mecanicas del material durante la reaccién
entre p-NIPAm-a-oxo-ALD y AADH (relacién AADH/ALD de 2,5) en diferentes condiciones
experimentales (Figura 5.15). Como se observo anteriormente, sélo se logra la gelificacion
del material si la temperatura es superior a la LCST de p-NIPAm. Ademas, cuando se estudié
la reaccion entre p-NIPAm-a-oxo-ALD y AADH a diferentes pH, se obtuvieron marcadas
diferencias en el médulo elastico de los productos. En la Figura 5.15 se observa que las
mezclas a 20 °C presentan cambios despreciables en su elasticidad cuando se exponen a
diferentes valores de pH, excepto a pH 2, donde se alcanza un incremento del mddulo
elastico de 85 Pa. Sin embargo, los cambios mas significativos se observaron cuando la
reaccion se estudid a 37 °C. Se produjo un minimo de 60 Pa a pH 7, mientras que la catdlisis

acida en la formacion de enlaces tipo hidrazona quedd evidenciada al alcanzar valores de
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125, 210 y 400 Pa a pH 6,3; 5,3 y 2, respectivamente. Estos resultados indican que la
formacién de la red se favorece cuando la temperatura es aumentada por encima de LCST
de p-NIPAm y a pH &cido. Sin embargo, el hidrogel obtenido a pH 2 es el Unico producto que
no fue capaz de mantener su estructura al ser lavado en una solucién buffer del mismo pH,
mientras que los otros permanecieron en estado de gel, inclusive luego de meses a pH 5,3.
El fendmeno observado a pH 2 podria atribuirse a un aumento en la hidrélisis de los enlaces
hidrazona cuando la concentracion de protones es muy alta. Por otro lado, se observd

también un aumento en el mddulo eldstico a pH basico, alcanzando un valor de 150 Pa, a

pH 10.
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Figura 5.15 - Mddulo Eldstico de equilibrio (G') alcanzado por la reaccion entre p-NIPAm-a-oxo-ALD y AADH
(p-NIPAm-a-oxo-HDZ 1,25) a diferentes valores de pH y temperaturas. Las muestras se equilibraron a 20 °C

(circulos azules) y 37 °C (cuadrados rojos) antes de la medida.

Por otro lado, se observé un proceso de endurecimiento o curado cuando la mezcla de
reaccion (p-NIPAm-a-oxo-ALD y AADH, a distintos valores de pH) fue calentada a 37 °Cy
luego enfriada a temperatura ambiente (Figura 5.16). Entre los valores de pH
fisioldgicamente relevantes, se observo claramente que el medio acido cataliza la formacion
de enlaces hidrazona durante el proceso de curado. No se observaron cambios significativos

a pH neutro o levemente bdasico, mientras que se alcanzaron valores de 50 y 400 Pa a valores
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de pH 6,3 y 5,3, respectivamente. Este efecto de curado podria ser atribuido al efecto de la
temperatura en la velocidad de reaccién, como también al colapso de p-NIPAm sobre su
temperatura de transicidn. Dicho colapso genera mayor aproximacién entre las cadenas
poliméricas, lo que podria facilitar las reacciones de entrecruzamiento entre ellas. La
separacion de fases, promovida por el estimulo térmico, se caracteriza por expeler gran
cantidad de agua debido al colapso de los dominios hidrofébicos. Por lo tanto, cuando la
mezcla de reaccién fue enfriada hasta 20 °C, la red entrecruzada parcialmente se hinché en
la solucién de AADH, permitiendo la incorporacién de nuevos entrecruzamientos. Ademas,
el efecto opuesto se observd a pH 2, disminuyendo el G’ final (respecto del G’ a 37 °C)
cuando la muestra se enfrié por debajo de la LCST. Este comportamiento se corresponde

con el incremento en la velocidad de hidrdlisis propuesto a ese pH tan bajo.
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Figura 5.16 - Mddulo eldstico de equilibrio (G') alcanzado por la reaccion de p-NIPAm-a-oxo-ALD con AADH (p-
NIPAm-a-oxo-HDZ 1.25) a diferentes valores de pH y temperaturas. Las muestras fueron calentadas a 37 °C

durante 45 °C min y enfriadas hasta 20 antes de cada medida.

Por lo tanto, las condiciones de acidez extrema promueven un comportamiento mas
dindmico en la formacion e hidrdlisis de los enlaces hidrazona, incrementando el grado de
entrecruzamiento de la red cuando el polimero es calentado por encima de la LCST, pero
decreciendo cuando es enfriado por debajo de la LCST. Por otro lado, la formacién de

enlaces hidrazona esta claramente favorecida a pH 5,3, incrementando el mdédulo elastico
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del material luego del proceso de curado (ver la flecha en la Figura 5.16), mientras la
hidrélisis a este pH no parece ocurrir de manera significativa. Este resultado concuerda con
lo reportado por Shao y colaboradores, quienes observaron que el pH acido catalizd Ila
reaccion de formacion de una conjugacion a-oxo-aldehido/hidrazida quimicamente similar,

mientras que el enlace formado fue estable a la hidrdlisis, a pH 5 [33].

ESTUDIOS *H-RMN DE p-NIPAM-a-oxo-HDZ 5

La mezcla de reaccidn p-NIPAm-a-oxo-ALD-HDZ 5 se dializé, liofilizé y redisolvié en D0 para
ser estudiada mediante 'H-RMN, como se muestra en la Figura 5.17. Se utilizd p-NIPAmM-o-
oxo-ALD-HDZ 5, ya que este producto se encuentra en estado liquido y permite una mejor
resolucién de las sefales en el espectro de RMN, en comparacién con muestras en estado
gel. Dos observaciones evidencian la formacion de enlaces hidrazona luego de la reaccion.
En primer lugar, desaparecio el pico caracteristico del GF aldehido hidratado de p-NIPAm-
a-0x0-ALD, que habia sido observado a 5,28 ppm (Figura 5.8). En lugar de ello, se observa
la aparicién de una sefial a 7,3 ppm. Este desplazamiento de sefal indica la formacién de un
enlace hidrazona originado por la reaccidn de los a-oxo-aldehidos con los grupos hidrazida

del entrecruzante.

147



N NH,
Z N c NT
/ H H,/ H
H 4
Hidrazona
o
M
™~
|
J\ _J

T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

4.0
f1 (ppm)

Figura 5.17 - 1H-RMN de p-NIPAm-a-oxo-HDZ 5 en D-0. Luego de la reaccién con AADH, desaparecid la sefial
correspondiente a los aldehidos hidratados (5,28 ppm) y se observé un nuevo pico a 7,30 ppm mostrando la

formacion de un enlace hidrazona.

ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO DE p-NIPAM-DAT; p-NIPAm-a-oxo-ALD Y p-NIPAmM-a-oxo-
HDZ 1,25

La Figura 5.18 muestra el andlisis termogravimétrico de muestras de p-NIPAmM-DAT; p-
NIPAm-a-oxo-ALD y p-NIPAm-a-oxo-HDZ 1,25. Todos los materiales estudiados mostraron
una temperatura de descomposicion principal similar, de aproximadamente 420 °C,
probablemente asociada a la degradaciéon de las cadenas de carbono del polimero en
fragmentos como el CO; u otros fragmentos volatiles. Del mismo modo, en todos los casos
se observd disminucidon de menos del 6% cerca de los 30 °C. Tal cambio puede asociarse con
la pérdida de agua ligada a la red. Ademas, se observé una primera caida de masa del 9%
en p-NIPAm-a-oxo-ALD, a 134 °C. Este cambio no se observd en los otros productos,
sugiriendo que los grupos funcionales aldehido participaron de este paso de

descomposicion.
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Figura 5.18 - TGA de de p-NIPAmM-DAT; p-NIPAm-a-oxo-ALD y p-NIPAm-a-oxo-HDZ 1,25.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)
Se analizd la estructura microscopica interna de los materiales mediante SEM (Figura 5.19).
Para esto, p-NIPAm-DAT, p-NIPAm-a-oxo-ALD y p-NIPAm-HDZ 1,25 se equilibraron en agua,

congelaron rapidamente (nitrégeno liquido) y liofilizaron.

p-NIPAmM-DAT muestra una estructura de tipo esponja de porosidad homogéneamente
distribuida (Figura 5.19a). Se observan ensamblados globulares pequefios. Luego del
tratamiento con periodato, el producto p-NIPAm-a-oxo-ALD mostré finas fibras
acompafiadas de estructuras globulares dispersas de manera heterogénea (Figura 5.19b).
Los gldbulos en p-NIPAm-a-oxo-ALD muestran morfologia bien definida y aparentemente
interactlan muy poco con las fibras u otros glébulos. Por lo tanto, el analisis SEM de p-
NIPAmM-DAT es consistente con la estructura 3D de un hidrogel hidratado mientras que p-
NIPAm-a-oxo-ALD parece estar organizado en fibras y estructuras globulares, como un
polimero lineal en solucién. Por otro lado, cuando p-NIPAm-a-oxo-ALD fue re-entrecruzado

mediante enlaces hidrazona, se obtuvo nuevamente una red porosa tridimensional (Figura
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5.19c). Este nuevo hidrogel muestra mayor porosidad que el p-NIPAmM-DAT inicial, con una

estructura formada por fibras mas delgadas.

Figura 5.19 - Micrografias SEM de p-NIPAm-DAT (a), p-NIPAm-a-oxo-ALD (b) y p-NIPAm-a-oxo-HDZ 1,25 (c).
Magnificacion de 1000X (arriba) o 10000X (abajo).
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5.5 — CONCLUSIONES PARCIALES

Se sintetizaron HGs termosensibles basados en NIPAm y DAT. El uso de DAT, un agente
entrecruzante divinilico con un diol vecinal, permitié la ruptura de los entrecruzamientos
en una etapa post-sintesis, mediante su reaccidn con periodato de sodio. Esta reaccién llevo
a la formacion de p-NIPAm-a-oxo-ALD, un producto liquido conteniendo cadenas
poliméricas cortas con grupos funcionales a-oxo-aldehido o glioxamida. Ademas, el
didmetro hidrodindmico de las cadenas poliméricas obtenidas, en solucién, mostré un
aumento con el incremento en la temperatura debido a la asociacidon de las cadenas por

encima de la LCST del polimero.

p-NIPAm-a-oxo-ALD reaccioné con AADH, logrando el re-entrecruzamiento de las cadenas
a través de enlaces hidrazona para formar nuevos hidrogeles. Ademas, la formacion de los
enlaces hidrazona fue dependiente del pH y la temperatura. La reaccién de
entrecruzamiento se vio favorecida a pH 5,3, calentando al polimero por encima de su LCST
y enfridndolo nuevamente. Este comportamiento podria deberse al acercamiento de las

cadenas poliméricas durante el colapso térmico de p-NIPAm.

Esta estrategia sintética podria ser utilizada para el desarrollo de materiales pH- y termo-

sensibles para aplicaciones biomédicas, entre otras.
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CAPITULO 6

SINTESIS Y MODIFICACION POST-SINTESIS DE
NANOGELES TERMOSENSIBLES

Modificacion
Post-sintesis

NANOGELES

Polimerizacion via
radicales libres

En este capitulo se describe la adaptacion de la metodologia de sintesis y modificacion
post-sintesis previamente desarrollada en macrogeles, a la quimica de nanogeles
termosensibles.

Las investigaciones desarrolladas en este capitulo se llevaron a cabo en
colaboracion con el Prof. Dr. Marcelo Calderdn, y su equipo de trabajo,
en las instalaciones de la Universidad Libre de Berlin, Alemania.
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6.1 - SINTESIS DE NANOGELES TERMOSENSIBLES BASADOS EN NIPAm Y NIPMAm

6.1.1 - CONSIDERACIONES GENERALES
Los nanogeles son redes poliméricas hidrofilicas de tamafios nanomeétricos. La Unién

Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) recomienda considerar nanoparticulas a
aquellas que tengan didmetros menores a 100 nm. Sin embargo, dada la extension de las
propiedades nanométricas en algunos nanogeles de tamanos mayores, la denominacion

IlI

“nanogel” es frecuentemente aplicada a geles de diametros de hasta 500 nm [1], [2].

Al igual que en macrogeles, los nanogeles inteligentes son capaces de sensar cambios en su
estructura o en su entorno y responder con un propdsito determinado. Tanto su tamafio
nanométrico como su capacidad de accionar frente a cambios en el entorno, ha colocado a
estos materiales en la mira del desarrollo cientifico tecnolégico en diversas areas de
aplicacion como en catdlisis, liberacion controlada de compuestos de interés
(farmacoldgico, nutricional, entre otros), ingenieria de tejidos, mejora de las propiedades
en materiales macrométricos, lentes y sensores Opticos, actuadores, separacion de

proteinas, membranas, entre otros [3]-[5].

En particular, la mayor cantidad de estudios en el area de los NGs se orientan a su utilizacién
en el desarrollo de plataformas de liberacidn controlada de farmacos y/o diagnosis, debido
a sus convenientes propiedades: la estabilidad como dispersion en soluciones acuosas, el
creciente control en la estructura y propiedades mecanicas y de hinchamiento, diversidad
en la naturaleza quimica del material, posibilidad de funcionalizacién, capacidad de cargar
un farmaco o agente de contraste por interacciones fisicas y/o covalentes, y la posibilidad
de responder a estimulos del entorno [2]. Un gran numero de las investigaciones se orientan
al desarrollo de plataformas de liberacion controlada de farmacos para el tratamiento del
cancer. En este area, el tamano nanométrico de los NGs permite evadir mecanismos de
eliminacion de particulas foraneas del cuerpo y facilita la acumulacién selectiva del sistema
de liberacién del farmaco mediante efecto de permeacidn y retenciéon aumentada (EPR) [6].
Ademas, los nanodispositivos pueden ser modificados para incluir una superficie activa con

ligandos que permitan la interaccidn especifica con receptores en el tejido tumoral,
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incrementando la selectividad en la liberacion del farmaco. Al mismo tiempo, los farmacos

pueden ser liberados en sitios especificos bajo el efecto de estimulos del entorno [7].

Entre los NGs inteligentes, los mas ampliamente estudiados son los termosensibles. De
manera andloga a lo observado en la macroescala, estos NGs tienen la capacidad de
colapsar o hincharse en respuesta a cambios en la temperatura del solvente en el que estan
dispersos. Esta caracteristica ha hecho que sean ampliamente estudiados para su aplicacion
en diversas areas como las mencionadas anteriormente [8]. El area de mayor desarrollo se
enfoca en el cargado vy liberacién controlada de farmacos, principalmente orientada a
tratamientos oncoldgicos. Entre los diferentes polimeros termosensibles, p-NIPAm ha sido
el mas estudiado, tanto en el drea de macrogeles como en NGs, debido a su temperatura
de transicién (Ttf) cercana a la temperatura corporal. Esta temperatura puede ser
modificada mediante la incorporacion de distintos comondmeros. En general, la utilizacion
de comondémeros hidrofébicos disminuye la Ttf de los nanogeles, mientras que la utilizacion
de un comondmero hidrofilico la aumenta. De esta manera, se puede controlar la Ttf segun

la necesidad de la aplicacion en desarrollo [9].

Por otro lado, existen menos reportes acerca de NGs formados por polimerizacién del
mondémero N-isopropilmetacrilamida (NIPMAm) (Figura 6.1). La temperatura de transicion
de NGs homopoliméricos de poli(N-isopropilmetacrilamida) (p-NIPMAm) ha sido reportada
en valores entre 38 a 47 °C, a diferencia de p-NIPAm, cuya Ttf es mas baja y mas
univocamente definida (32-33 °C) [10]. En los ultimos afios, ciertas publicaciones mostraron
la combinacién de NIPAm y NIPMAm como comonémeros para formar hidrogeles con Ttf
intermedias entre los valores de los homopolimeros, es decir, entre 32 y 47 °C. Esta
combinacidn resulta una estrategia sencilla para el control de la Ttf de los macrogeles y
microgeles [11], [12]. La combinacién de estos dos mondmeros, también se ha utilizado
para realizar microgeles de estructura y composicidn quimica anisotrdpica, con fases
separadas de cada polimero, obteniendo particulas con mds de una Ttf, como microgeles
core-shell [13], [14], microcdpsulas con inclusiones del copolimero [15], o nanogeles huecos

con doble capa [16].
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N-isopropilacrilamida (NIPAm) N-isopropilmetacrilamida (NIPMAm)

Figura 6.1 - Mondmeros utilizados en el desarrollo de polimeros termosensibles.

Los nanogeles termosensibles son generalmente obtenidos mediante sintesis por
termoprecipitacion, como se describié en el Capitulo 1. La composicidon, tamafio y
estructura de los nanogeles son dependientes de diversos factores de la sintesis como: la
diferencia en reactividad de los mondémeros y entrecruzantes, la fuerza iénica del medio, la
polaridad de los mondmeros y de los polimeros formados, la temperatura, entre otras. Por
ello, es muy frecuente la utilizacién de métodos de modificacidn post-sintesis que permitan
funcionalizar adecuadamente a los NGs, luego de haber llevado a cabo Ila
termoprecipitacién en condiciones que permitan un buen control del tamafio, estructuray

polidispersidad (PD).

El control del grado de entrecruzamiento se realiza habitualmente durante la formacion de
los NGs por termoprecipitacidon, mediante la adicidn controlada de agentes entrecruzantes
divinilicos, siendo N,N’-metilenbisacrilamida (BIS) el mas utilizado [17], [18]. Ademas, se
han generado NGs con entrecruzamientos degradables frente a diversos estimulos, siendo
los mas utilizados el pH, la presencia de enzimas o reacciones de oxido-reduccién [19].
Recientemente, se ha reportado la sintesis de NGs de p-NIPAm entrecruzados con enlaces
hidrazona, mediante la reaccidn de polimeros lineales de p-NIPAm funcionalizados con GF

aldehidos, frente a polimeros equivalentes con GF hidrazida [20].

La utilizacién de periodato de sodio para el clivaje de moléculas con dos funciones vecinales,
como dioles, cuenta con antecedentes en microgeles compuestos por polisacdridos como
celulosa [21] o acido hialurdnico [22], donde se obtuvieron GF aldehido que fueron

utilizados para la formacidn de enlaces tipo imina o hidrazona, respectivamente. Ademas,
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en nanogeles obtenidos mediante polimerizacion a radicales libres, se ha utilizado a 1,2-
(dihidroxietilen)bisacrilmida (DHEA) en la preparacién de nanogeles de p-NIPAm y p-
NIPMAmM para estudiar la formacion de autoentrecruzamientos en la sintesis de estos NGs
por termoprecipitacién [23]; o para la obtencion de estructuras huecas [24] y nanogeles

core-shell con multiples compartimentos [25].

En este capitulo, se propone la utilizacion del entrecruzante (+)-N,N'-dialiltartramida (DAT)
en la sintesis, mediante termoprecipitacién, y modificacion post-sintesis de nanogeles
termosensibles basados en p-NIPAm y p-NIPMAm. De acuerdo con nuestro conocimiento,
no se encuentran reportes en la utilizacion del agente entrecruzante DAT para la sintesis de
nanogeles o microgeles, en ninguna composicién. Ademas, tampoco se encuentran
reportes de la obtencién de GF a-oxo-aldehido en NGs. Esta técnica podria ser una
importante herramienta para la modificacién de la estructura y funcionalidad de nanogeles,
generando ademds, facilidades para la (bio)conjugacién de estos polimeros con moléculas

de interés.
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6.1.2 - OBJETIVOS

En este Capitulo se propone estudiar la aplicacién de la estrategia de sintesis y modificaciéon
post-sintesis desarrollada en macrogeles, a la sintesis y modificacion de nanogeles (NGs).
Dada la diferencia en los mecanismos de sintesis de nanogeles respecto de macrogeles, se
propone evaluar cdmo afectan las condiciones de sintesis a la incorporacion del
entrecruzante DAT y el posterior efecto del tratamiento post-sintesis de los NGs. Luego, se
propone estudiar una serie de posibles aplicaciones basadas en los NGs sintetizados

mediante la estrategia desarrollada.

e Estudiar la sintesis de nanogeles termosensibles basados en los mondmeros
NIPAm y NIPMAm, entrecruzados con el agente (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT).

Evaluar la incorporacion del entrecruzante ante diferentes condiciones de sintesis.

e Aplicar la modificacidn post-sintesis de los nanogeles previamente sintetizados,
mediante el clivaje de los dioles vecinales del entrecruzante DAT por oxidacion con
periodato de sodio. Analizar cambios en la morfologia y funcionalidad de las

particulas.

e Ensayar posibles aplicaciones de materiales generados mediante la técnica de
sintesis y modificacién post-sintesis de NGs termosensibles previamente

desarrollada.
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6.1.3 - MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Los mondmeros N-isopropilacrilamida (Sigma-Aldrich) y N-isopropilmetacrilamida (Sigma-
Aldrich) fueron recristalizados en hexano para eliminar al agente estabilizante antes de
utilizarlos. Los agentes N,N’-metilenbis(acrilamida) (BIS); (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT)
(Sigma-Aldrich); N,N,N',N'-tetrametililetilendiamina (TEMED) (Sigma); Persulfato de amonio
(APS) (Anedra); dodecil sulfato de sodio (SDS) (Anedra); periodato de sodio (Sigma-Aldrich);
dihidrazida de acido adipico (AADH) (Anedra) se utilizaron tal y como fueron adquiridos. Las
soluciones se prepararon con agua ultrapura (18 MQcm-1) obtenida de un sistema Millipore

Milli-Q® de purificacidon de agua.

SINTESIS DE NANOGELES

Para la sintesis de NGs termosensibles se disolvié 1x103 mol del monémero (NIPAm y/o
NIPMAmM) junto con las respectivas cantidades de entrecruzantes (Tabla 6.1, Tabla 6.2 y
Tabla 6.3) y 3,2x103 mol de SDS en 5 mL de agua ultrapura (concentracion final del
mondémero = 0,2 M). La solucién se desoxigend, en un baldn de reaccién, mediante
burbujeo de N; durante 10 min. En los casos en que se utilizé TEMED, se adicionaron 0,25
mL de solucién de TEMED (0,32 M). Luego, la solucién se llevdé a un baiio a 70 °C con
agitacion magnética (350 r.p.m.) durante 5 min y, posteriormente, se adicionaron 0,25 mL
de una solucién de APS (0,158 M). Las reacciones procedieron con la mencionada
temperatura y velocidad de agitaciéon durante 4 h. Los productos fueron purificados
mediante didlisis utilizando membranas de 50 kDa (Spectra/Por® 6 Standard RC), con

repetidos cambios de agua destilada, durante al menos 48 h.

MODIFICACION UTILIZANDO PERIODATO DE SODIO
Luego de ser sintetizados y purificados mediante dialisis, los NGs en soluciéon fueron

tratados con periodato de sodio. El periodato de sodio se estimd en exceso respecto de los
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moles de DAT estimados, en un determinado volumen a tratar, mediante la siguiente

Ecuacion 6.1:

MpDAT: . 7
Mpar = txV Ecuacién 6.1
Vs

Donde mp,r, corresponden a los moles totales del entrecruzante utilizados en la sintesis
del NG a tratar; V¢ es el volumen final de la solucion durante la sintesis y V es el volumen a
tratar con periodato. Por lo tanto, los moles de NalO4 en exceso, se calcularon como

Mpyqro, = 2 X Mpyr.

Luego de 2 h de reaccién a temperatura ambiente y bajo agitacién mecdnica, los nanogeles
fueron purificados mediante dialisis utilizando membranas de 50 kDa (Spectra/Por® 6

Standard RC), con repetidos cambios de agua destilada, durante al menos 48 h.

DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)

Los estudios de DLS se realizaron en un equipo Nano-ZS 90 Malvern equipado con un laser
He-Ne (A = 633 nm) midiendo la luz dispersada a un angulo de 173°. El producto purificado
por didlisis y liofilizado fue resuspendido en agua destilada antes de ser medido (aprox. 1
mg/1mL). Cada muestra fue mantenida a la temperatura adecuada al menos durante 10
min antes de la medida, ya que se determind que era tiempo suficiente para alcanzar la

estabilidad térmica del sistema.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

Las muestras se prepararon mediante la aplicacién de 1 gota (5 pL) de solucién de nanogeles
(1 mg/mL) sobre el soporte utilizado (descripto mas abajo). El exceso de liquido se removid
por secado con un papel absorbente. Luego, se adiciond 1 gota (5 uL) de solucién de acetato

de uranilo (1 % p/v) y se mantuvo durante 60 segundos. El exceso de material de contraste
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se removio con papel absorbente y la muestra se secé al aire. Utilizando esa metodologia,
las micrografias se tomaron en dos Microscopios Electrénicos distintos, utilizando el modo

de Transmisidn electrénica:

1) Microscopio electréonico TECNAI G2 20 TWIN operado a 200 kV y equipado con un
filamento de LaBe en el instituto Polymat, San Sebastian, Pais Vasco. Las muestras se

prepararon en grillas de cobre cubiertas de carbono (300 meshes, QUANTILOF).

2) Microscopio electrénico Hitachi Scanning (SU8030, Hitachi High-Technologies
Corporation, Tokyo, Japan) (20 kV) de la Universidad Libre de Berlin. Las muestras se
prepararon en grillas de cobre cubiertas de carbono (300 meshes, QUANTIFOIL Micro Tools
GmbH, GroRlébichau, Germany) hidrofilizadas (60 s baja descarga a 8 W utilizando un
dispositivo BALTEC MED 020).

6.1.4 - RESULTADOS Y DISCUSION

NANOGELES BASADOS EN EL MONOMERO NIPAm: sintesis mediante descomposicién
térmica de APS y descomposiciéon redox APS/TEMED.

SINTESIS DE NGS.

Se sintetizaron NGs de p-NIPAm entrecruzados con un porcentaje fijo de BIS (1,5 %mol) y
variable de DAT, mediante polimerizacién en dispersién (termoprecipitacién), en presencia
de SDS y a 70 °C. Para iniciar la reaccion, se utilizaron dos diferentes estrategias: la
descomposicion térmica de APS o la iniciacion mediante la dupla rédox APS/TEMED. La

Tabla 6.1 resume la composicién de las distintas sintesis ensayadas para la sintesis de NGs.
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Tabla 6.1 - Nanogeles basados en p-NIPAm: composicion, condiciones de reaccion y didmetro hidrodindmico

(Dh) antes y después de su reaccion con periodato.

Antes de la Luego de la

Composicidn oxidacion con oxidacion con
\E1[0) NalO4

, . BIS DAT Dh* PDI Dh* PDI
Sintesis (mol%) (mol%) 'N'CAPOR | qnm)  (DLS) | (dnm) (DLS)
p-NIPAM-BISaps 1,5 0 APS 137,9 0,117 137,7 0,114
p-NIPAM-BIS-DAT8xps 1,5 8 APS 113,3 0,12 1449 0,141
p-NIPAM-BIS-DAT10xps 1,5 10 APS 83,92 0,048 1324 0,132
p-NIPAM-BIS-DAT12aps 1,5 12 APS 89,76 0,114 1184 0,162
p-NIPAM-BIS-DAT154ps 1,5 15 APS 109,1 0,107 133,5 0,135
p-NIPAM-BISaps/temen 1,5 0 APS/TEMED | 182,1 0,095 177,0 0,086
p-NIPAM-BIS-DAT8aps/TemeD 1,5 8 APS/TEMED 211,2 0,178 178,5 0,067
p-NIPAM-BIS-DAT104aps/remep 1,5 10 APS/TEMED | 202,5 0,225 168,4 0,076
p-NIPAM-BIS-DAT12sps/remep 1,5 12 APS/TEMED 204,4 0,244 166,5 0,088
p-NIPAmM-BIS-DAT15aps/temep 1,5 15 APS/TEMED | 274,6 0,395 126,4 0,134

*DLS, valor de la media de intensidad, promedio de 3 medidas consecutivas. Temperatura: 20 °C.

Los NGs de p-NIPAm-BIS fueron sintetizados con 1,5 mol% de BIS como unico agente
entrecruzante. Utilizando ambos sistemas de iniciacién, se obtuvieron particulas con bajo
indice de polidispersidad (PDI < 0,11). Notoriamente, los NGs de p-NIPAmM-BISaps tienen un
didametro hidrodindmico (Dh) mas pequeifo que aquellos sintetizados en iguales
condiciones, pero en presencia de TEMED.

Varios autores han descripto que durante la sintesis de NGs de NIPAm iniciada por la
descomposicién térmica de APS, se produce la formacién de auto-entrecruzamientos (SC,
del inglés Self-Crosslinking) entre las cadenas poliméricas de p-NIPAm, provocados por la
abstraccion de un hidrégeno de la cadena principal del polimero por parte de una cadena
en crecimiento. Este SC ha permitido que se sinteticen NGs de p-NIPAm en ausencia de
agentes entrecruzantes [23], [26], [27]. Smith y colaboradores reportaron que, al iniciar la
reaccion con la dupla APS/TEMED, la presencia de TEMED evita la formacion de SC. Los

autores propusieron que el TEMED residual actia como un agente de transferencia
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efectivo, minimizando las transferencias de cadenas entre polimeros de p-NIPAm.
Considerando este fendmeno, el menor tamafio observado en p-NIPAmM-BISaps en
comparacion con p-NIPAmM-BISaps/remep podria deberse a la formacién de auto-
entrecruzamientos en el primer sistema. El incremento en el grado de entrecruzamientos
podria llevar a un menor grado de hinchamiento, al generar una red mas densa y compacta.
Sin embargo, es posible que exista también un efecto relacionado a la cantidad de radicales
formados al inicio de la reaccidn. La utilizacién de la dupla redox tiene como principal efecto
la generacién de un gran numero de radicales libres al comienzo de la reaccidn, a velocidad
mas alta respecto de la descomposicion térmica de APS. Esto podria tener consecuencias
en el nUmero de cadenas de propagacion de la reaccién al inicio, afectando posteriormente
al tamafio final durante la nucleacién de las particulas. Como se muestra a continuacion,
este efecto fue aln mas marcado al incrementar el porcentaje de entrecruzante utilizando

DAT.

Al combinar los entrecruzantes BIS y DAT, los tamafios de los NGs se ven aun mas
diferenciados, dependiendo del sistema de iniciacidon utilizado (Ver Figura 6.2). Los NGs
sintetizados por descomposiciéon térmica de APS disminuyeron su Dh levemente al
incrementarse el porcentaje de DAT en la sintesis (p-NIPAmM-BIS-DATXaps), respecto de los
NGs en ausencia de DAT (p-NIPAm-BISaps). Este resultado es equivalente al reportado en
literatura para nanogeles de p-NIPAm-BISaps, donde se describe la disminucién del Dh de
las particulas al aumentar el porcentaje de BIS y luego, un aumento cuando el porcentaje

de BIS alcanza el 15 % mol [28].
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Figura 6.2 - Dh de NGs de p-NIPAm-BIS-DAT sintetizados por termoprecipitacion iniciada por: descomposicion
térmica de APS (negro, cuadrados) o mediante la dupla rédox APS/TEMED (negro, tridngulos). Se muestran los

Dh obtenidos luego del tratamiento con periodato (rojo, figuras huecas).

La tendencia fue completamente diferente en NGs sintetizados en presencia de TEMED. En
este caso, el Dh aumentd con el incremento del %DAT en NGs de
p-NIPAmM-BIS-DATXaps/Temep. Este aumento no lineal respecto del porcentaje de
entrecruzante utilizado es equivalente a lo descripto por Virtanen y colaboradores en
sistemas de p-NIPAm-BIS, iniciados por la dupla redox APS/TEMED, segun se aumenta el
porcentaje de BIS [29], [30]. Estos autores describieron dicho aumento, en particulas en su
estado colapsado post-sintesis, proponiendo que, en dichas condiciones de iniciacion, el
entrecruzante afecta a la nucleacién de las particulas de manera temprana en la reaccién y
genera una incorporacidon mas eficiente de los fragmentos de cadena corta de la fase
continua. Es decir que, durante la fase de nucleacidn, se incrementaria la posibilidad de
agregacion irreversible de los polimeros globulares en crecimiento, al encontrarse con
dobles enlaces no polimerizados de BIS en otros polimeros globulares. Este fendmeno
causaria la disminucion de la densidad de particulas en solucién, resultando en tamafios

mayores hacia el final de la reaccion.
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TRATAMIENTO CON PERIODATO.

Como se observé previamente en macrogeles, el agente entrecruzante DAT posee un diol
vecinal que puede ser clivado en presencia del anién periodato, conduciendo a la ruptura
selectiva de estos entrecruzamientos, mientras se mantienen aquellas uniones covalentes
debidas a BIS. Bajo esa consideracion, se tratd a los nanogeles con una solucién acuosa de
periodato de sodio (en exceso) para lograr la ruptura de los entrecruzamientos debidos a
DAT y evaluar la magnitud y naturaleza de los cambios en las propiedades de los nanogeles.
Dichos cambios han de estar relacionados a la manera en que DAT fue incorporado en las

particulas.

En la Figura 6.2 puede observarse la modificacién de los valores Dh de los NGs al ser tratados
con periodato de sodio. La ausencia de DAT en las sintesis p-NIPAM-BISaps Yy
p-NIPAmM-BISaps/temep produjo NGs cuyo Dh no se vié alterado frente al tratamiento con
periodato, tanto en la reaccién iniciada con APS como con la dupla APS/TEMED. Esto refleja,
como ya se ha demostrado en macrogeles, que el periodato no produce modificaciones
sobre el entrecruzante BIS. Por otro lado, en los NGs en que DAT fue utilizado como

entrecruzante, se observd un evidente cambio en el Dh.

En el caso de NGs de p-NIPAmM-BIS-DATXars, el Dh aumento entre 22 y 58 %, respecto de los
Dh originales, luego de la ruptura de DAT. Este cambio evidencia la incorporacién de DAT
en esas particulas y es coherente con la disminucion del Dh al incrementarse el porcentaje
de DAT en la sintesis, como se describid anteriormente. Ademads, luego del tratamiento con
periodato, todos los valores de Dh se acercan al valor obtenido en p-NIPAmM-BISaps (aprox.
137,9 nm), con una diferencia maxima de 20 nm (14%). Podria suponerse que en todas las
sintesis se obtiene una estructura similar a la de p-NIPAm-BISaps, la cual define el Dh de los
NGs, pero es la incorporacidn del entrecruzante DAT lo que lleva a una disminucién del
tamanio final. Entonces, se puede decir que la incorporacién de DAT, en NGs de p-NIPAm-
BIS-DATXaps, sintetizados por descomposicion térmica de APS, no es despreciable, pero es
poco relevante en la determinacion del Dh final de las particulas, inclusive utilizando altos
porcentajes del entrecruzante. En estas condiciones, los entrecruzamientos predominantes

en los NGs serian posiblemente debidos a BIS y a auto-entrecruzamientos.
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Smith y colaboradores describieron un comportamiento andlogo en la sintesis de NGs de p-
NIPAm entrecruzados con el agente 1,2-(dihidroxietilen)bisacrilmida (DHEA). Se observé
deficiente incorporacién de DHEA en los NGs, en comparacién con geles entrecruzados con
BIS, atribuyendo esto a que DHEA es mas hidrofilico que BIS. Esto, generaria que los
segmentos ricos en el entrecruzante hidrofilico tengan menor tendencia a ser incorporados
en las particulas de p-NIPAm que inician su crecimiento y podrian ser incorporados, hacia
el final de la formacion de los nanogeles, sobre su periferia. En los estudios de degradacién
de estos nanogeles, realizados por Smith y colaboradores, la estructura de los nanogeles
mostré nucleos entrecruzados principalmente por el auto-entrecruzamiento de p-NIPAm
mientras que el entrecruzante hidrofilico fue incorporado en la parte mas externa del

nanogel [23].

En la sintesis de macrogeles, se ha reportado al agente DAT como un entrecruzante mas
hidrofilico que DHEA y aun mas hidrofilico que BIS. Ademas, se reporté que BIS y DHEA
tienen similar reactividad frente al mondmero acrilico acrilamida, mientras que DAT es
aparentemente menos reactivo frente al mismo [31], [32]. Considerando estos
antecedentes, es posible que DAT tenga una tendencia ain menor que DHEA a ser
incorporado en las particulas durante todo el proceso de formacidon de las mismas.
Posiblemente, cuando la reaccidn se inicia por descomposicién térmica de APS, unos pocos
radicales son formados al inicio, quienes reaccionaran con las moléculas mas reactivas del
medio para formar las primeras particulas de nucleacién. Siendo BIS y NIPAm los agentes
mas reactivos, los NGs formados por descomposicion térmica de APS alcanzarian su
madurez con una composicién predominante de estos dos componentes. Mientras, agentes
entrecruzantes menos reactivos y/o hidrofilicos como DAT o DHEA formarian oligdmeros
hidrofilicos que se incorporardn en menor proporcion, y posiblemente en la periferia de las
particulas. Esto se refleja en los resultados obtenidos, al observar el poco efecto que tiene

el aumento del porcentaje de DAT en los NGs de p-NIPAmM-BIS-DATXaps.

Por otro lado, los geles de p-NIPAm-BIS-DATXaps/remenp habian mostrado gran dependencia
del Dh con el porcentaje de DAT utilizado. Como se aprecia en la Figura 6.2, luego del

tratamiento con periodato, el tamafio de estos NGs disminuyo drésticamente, evidenciando
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la ruptura de los entrecruzamientos generados por DAT. Los valores disminuyen hasta 2,2
veces respecto del diametro inicial. En esta oportunidad, los tamafios disminuyeron hacia
valores similares o menores al Dh obtenido en ausencia de DAT (p-NIPAmM-BISaps/Temep), cOn
una tendencia proporcional al porcentaje de DAT utilizado en la sintesis. Este resultado
revela que, en estas condiciones de iniciacién, DAT es mas eficientemente incorporado en
las particulas finales y que participa en la nucleaciéon de particulas de menor tamafio.
Ademas, ante altas concentraciones de DAT, las particulas obtenidas en la modificacién
post-sintesis adquieren menor tamaio. Este resultado se corresponde con lo propuesto por
Virtanen y colaboradores y sugiere que, ante altas concentraciones de entrecruzante, este
interviene de manera mas temprana en la nucleacién de las particulas en crecimiento. Esto
generaria la disminucién de la densidad de particulas en la dispersién, generando tamafios
mayores hacia el final de la nucleacién. En nuestro caso, este efecto fue observado sélo

frente a la iniciacidn con la dupla rédox APS/TEMED.

Por otro lado, se obtuvieron particulas de menor tamafio, monomodales y de menor PD
luego del clivaje con periodato. Esto indicaria que, tempranamente en la reaccion, se
generaron particulas precursoras bien definidas que fueron luego nucleadas vy
entrecruzadas por DAT y/o engrosadas por incorporacion de fragmentos poliméricos que
contenian al entrecruzante. Ademas, el tamafio de estas particulas es menor, mientras
mayor cantidad de DAT se utilizd en la sintesis. Esto, sustenta la hipétesis de que, ante altas
concentraciones de DAT, éste interviene mds tempranamente en la nucleacion de las
particulas en formacidn. Por ultimo, es posible que estas particulas precursoras estén

internamente entrecruzadas por BIS, por ser mas hidrofdbico y reactivo que DAT.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.
Se realizaron micrografias TEM de los nanogeles, antes y después del tratamiento con

periodato, utilizando acetato de uranilo como agente de contraste (Figura 6.3 y Figura 6.4).

Como puede observarse en la Figura 6.3 (a, a' y a"), los NGs de p-NIPAM-BIS-DAT10aps/TemeD

mostraron morfologias esféricas con tamanos entre 50 a 90 nm. Ademas, se observaron
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particulas donde las esferas mencionadas aparentan estar unidas formando dimeros o
trimeros de mayor tamafio. Este fendmeno coincide con los valores obtenidos por DLS. En
particular, la distribucién de tamafios de Dh de acuerdo a la media de volumen (ver Anexo)
mostrd una distribucidon bimodal con maximos en 103,6 y 260,3 nm. Por lo tanto, el valor
de Dh medio de acuerdo a la intensidad de luz reflejada fue de 202,5 nm con un indice de
PD relativamente alto. La medida por DLS arroja el valor del didmetro hidrodinamico del
polimero en solucidn o el equivalente a una esfera que se mueve (movimiento Browniano)
de la misma manera que el polimero en solucién, por lo tanto, se ve afectada por la esfera
de hidratacién del polimero, la presencia de cadenas poliméricas en la zona externa o su
morfologia. Una particula de forma alargada, por ejemplo en forma de barra, mostrara un
Dh similar al de una esfera de didmetro equivalente al lado mas largo de la particula.
Ademas, el Dh medio por intensidad en DLS pondera mas a los tamafios mas grandes de

particula, porque dispersan mas la luz [33].

Figura 6.3 - Micrografia de TEM de p-NIPAmM-BIS-DAT(10)aps/remep antes (arriba, a, a’y a”’) y después (abajo, b,

b’y b”) del tratamiento con periodato.
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Luego del tratamiento con periodato de sodio, los NGs presentaron gran cambio a nivel
morfoldgico/estructural. Debido a la ruptura de los entrecruzamientos, los NGs mostraron
una morfologia esférica menos definida y estructuras de aspecto menos homogéneo y
poroso, aparentemente formadas por pequeias particulas esféricas nucleadas. Ademas, se
observaron particulas de menor tamaiio alrededor de los NGs, posiblemente debidas al
clivaje de cadenas poliméricas que se encontraban unidas a los NGs a través del
entrecruzante DAT. No se observd la presencia de posibles dimeros o trimeros de las
nanoesferas, indicando la ruptura de las uniones interparticula. Esto concuerda con las
observaciones realizadas mediante DLS, donde se observd diminucion del PDI, curvas de
distribucién de tamafios monomodales y Dh medios menores, de alrededor de 120 nm. Esta
tendencia indica que el clivaje llevaria a la ruptura de uniones entre particulas precursoras,
gue habian sido nucleadas mediante el entrecruzante DAT de manera poco controlada
(llevando a valores de PDI altos). El clivaje de los entrecruzamientos lleva a la obtencidn de
NGs con valores homogéneos de Dh. Considerando esto, y en condiciones en que el auto-
entrecruzamiento estaria minimizado por el uso de TEMED, se puede inferir que el
entrecruzante BIS ha sido mas determinante en el tamafio de las particulas precursoras de
los NGs, ya que se obtienen NGs con muy poca polidispersidad luego del tratamiento con
periodato. Sin embargo, el entrecruzante DAT habria permitido la incorporacién de nuevos
fragmentos de polimero o la formacién de uniones entre particulas maduras, aumentando
el tamano final de los nanogeles. Esta observacién concuerda con lo propuesto por Smith y
colaboradores, quienes indicaron que la incorporacién de BIS, un agente entrecruzante mas
reactivo y mas hidrofébico, se daria de manera preferente en el interior de las particulas
crecientes de p-NIPAm-BIS mientras que un entrecruzante mas hidrofilico (como DHEA o
DAT) se incorporaria de manera menos eficiente y en estados tardios del crecimiento de las
particulas. Sin embargo, la ruptura oxidativa de DAT genera claros cambios morfolégicos en
las particulas, como se observé en TEM, que podrian ser tanto superficiales como afectar a

toda la estructura del NG.

La combinacién del entrecruzante quimicamente clivable, DAT, con el entrecruzante no

clivable BIS, permitié indagar en la manera en que las particulas de nucleacién han sido
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formadas, y mds tarde entrecruzadas para dar lugar a NGs de mayor tamafio. De lo
contrario, si los entrecruzamientos debidos a BIS y DAT estuviesen distribuidos de manera
mas homogénea en la estructura de los NGs, se esperaria que el cambio de tamafio de los
NGs, luego del tratamiento con periodato, no llevase a la formaciéon de NGs con menor Dh,

sino mayor (por disminucién del grado de entrecruzamiento y aumento del hinchamiento).

Por otro lado, como se observd por DLS, los NGs de p-NIPAM-BIS-DATps, sintetizados por
descomposicidn térmica de APS, mostraron un comportamiento muy diferente respecto a
la incorporacion de DAT y el posterior tratamiento con periodato. Esta diferencia fue

claramente confirmada mediante TEM (Figura 6.4).

Figura 6.4 — Micrografia de TEM de a) p-NIPAm-BIS-DAT10aps (antes del tratamiento con periodato). (b) p-
NIPAM-BIS-ALD104ps (luego del tratamiento con periodato).
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Los NGs de p-NIPAmM-BIS-DAT10aps muestran morfologias esféricas con tamanos de entre
30 a 50 nmy baja polidispersidad (Figura 6.4a). Estos valores son coherentes a lo observado
por DLS (aprox. 84 nm de diametro y PDI 0,048). Luego del tratamiento con periodato de
sodio (Figura 6.4b), la morfologia esférica y la baja polidispersidad se mantienen, mientras
gue se observa aumento en el tamafio. Ademas, se observa una diferencia en la interaccion
con el agente de contraste que genera la apariencia de una estructura tipo nucleo-capa
(core-shell), cuyo nucleo (zona de mayor contraste) es de aproximadamente 150 nm. Sin
embargo, este tipo de arreglo espacial deberia ser corroborado mediante otras técnicas de
caracterizaciéon como la Microscopia de Fuerza Atomica (AFM, del inglés Atomic Force
Microscopy) o técnicas de difraccidon de bajo angulo (SAS, del inglés Small-Angle Scattering).
Aun asi, se puede concluir que el tratamiento con periodato genera un cambio en el tamafio
de los NGs por ruptura de los entrecruzamientos debidos a DAT, manteniendo baja

polidispersidad, tal y como se observé por DLS.

De manera general, se puede concluir que la combinacién de los dos entrecruzantes y el
posterior clivaje de DAT permitio diferenciar el efecto de iniciar la reaccién con APS o con
APS/TEMED. En el primer caso, se obtuvieron particulas de tamafio similar
independientemente de la concentracion de DAT, indicando baja incorporacion de este
entrecruzante, aunque no despreciable. Esto, evidencia la diferencia de reactividad y/o
hidrofilicidad de los entrecruzantes y cémo esto afecta a su incorporacién en las particulas.
Por otro lado, la iniciacidon redox generd un cambio muy grande en la forma en que las
particulas fueron formadas. Se observd un gran aumento del tamafio con el porcentaje de
DAT, denotando su mayor incorporacién con este sistema de iniciacion. Ademas, los
nanogeles obtenidos estarian formados por particulas mas pequefias, de baja PD, que han
sido nucleadas por DAT, posiblemente hacia el final de la sintesis, segun se observé luego
del tratamiento con periodato. Entonces, el uso de TEMED no sélo tiene un efecto en
minimizar la formaciéon de auto-entrecruzamientos, sino también en cémo son

incorporados los entrecruzantes en el material.
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NANOGELES BASADOS EN EL MONOMERO NIPMAm: sintesis mediante descomposicion
térmica de APS y descomposicién redox APS/TEMED.

SINTESIS DE NANOGELES

Utilizando las mismas condiciones de sintesis empleadas en geles de p-NIPAm, se
sintetizaron NGs usando al monémero N-isopropilmetacrilamida (NIPMAm). Nuevamente,
se ensayo el efecto de iniciacién de la reaccién por descomposicién térmica de APS o

mediante iniciacion redox con la dupla APS/TEMED, segun se muestra en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2 - Nanogeles basados en p-NIPMAm: composicion, condiciones de reaccion y didmetro hidrodindmico

(Dh) antes y después de su reaccion con periodato.

Antes de la Luego de la
Composicion oxidacién con oxidacién con
NaI04 NaIO4

q . BIS DAT Dn* PDI Dn* PDI

Sintesis (mot%) (molw) "NICADOR |l bLs) | (dnm)  (DLS)
p-NIPMAmM-BISaps 1,5 0 APS 158,6 0,066 157,8 0,092
p-NIPMAmM-BIS-DAT8ps 1,5 8 APS 252,8 0,008 | 242,0 0,084
p-NIPMAmM-BIS-DAT104ps 1,5 10 APS 139,0 0,024 142,7 0,108
p-NIPMAmM-BIS-DAT12ps 1,5 12 APS 127,1 0,054 134,2 0,123
p-NIPMAmM-BIS-DAT154ps 1,5 15 APS 134,1 0,049 149,1 0,122
p-NIPMAmM-BISaps/temep 1,5 0 APS/TEMED PD 0,444 PD 0,483
p-NIPMAmM-BIS-DAT8aps/TEMeD 1,5 8 APS/TEMED 139,2 0,292 PD 0,519
p-NIPMAmM-BIS-DAT104ps/temep 1,5 10 APS/TEMED 149,9 0,232 PD 0,574
p-NIPMAmM-BIS-DAT12aps/temeD 1,5 12 APS/TEMED 157,3 0,209 153,3¢ 0,457
p-NIPMAmM-BIS-DAT15aps/temep 1,5 15 APS/TEMED 171,8 0,088 175,6¢ 0,359

* DLS, promedio de la media de intensidad. ¢ mdltiples picos; por volumen se refleja una disminucion de

tamaiio. PD: muestras demasiado polidispersas para informar un valor confiable de Dh.

Se observaron grandes diferencias al estudiar mediante DLS a los sistemas p-NIPMAm-
BISaps y p-NIPMAmM-BISaps/temep, sintetizados con BIS como Unico agente entrecruzante. Los
NGs sintetizados por descomposicién térmica de APS tuvieron una distribucion monomodal

con indices de polidispersidad menores a 0,07, mientras que en presencia de TEMED la
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diversidad de tamafios de particula alcanzé indices de 0,44 y distribuciones polimodales.
Ademas, los nanogeles de p-NIPMAm-BISaps tienen Dh mayores a los obtenidos para p-
NIPAmM-BISaps. Es posible comprender estos resultados considerando reportes previos sobre

la reactividad de NIPMAm y NIPAm frente al entrecruzante BIS.

Wedel y colaboradores también reportaron un mayor tamafio en NGs de NIPMAm,
comparados con NGs de NIPAm sintetizados en las mismas condiciones. La principal
diferencia entre estos mondmeros estd en el grupo metilo presente, en el doble enlace, en
la estructura de NIPMAm y ausente en NIPAm (Figura 6.1). Durante la reaccion de
polimerizacidn, el grupo metilo, ubicado sobre el carbono radical de la cadena creciente de
p-NIPMAm, genera una mayor estabilizacion de la especie reactiva mediante el fendmeno
de hiperconjugacién. Por ende, el radical polimérico creciente de p-NIPMAm reaccionara
mas lentamente, y esto se verd reflejado en menor cantidad de particulas al inicio de la

sintesis, derivando en NGs de mayor tamafio al final [34].

Ademas, estudios cinéticos han demostrado que los radicales formados a partir de BIS
reaccionan mas rapidamente con otras moléculas de BIS que con NIPMAm. Por lo tanto, se
presume que el agente entrecruzante es consumido rapidamente, en los momentos
iniciales de la polimerizacién, formando oligdmeros sin sensibilidad térmica (hidrosolubles)
gue no serdn incorporados en las etapas tempranas de nucleacion de las particulas.
Mientras tanto, se formardan oligémeros y particulas de p-NIPMAm con bajo porcentaje de
BIS, es decir, particulas de nucleacién levemente entrecruzadas. Los oligdmeros de BIS
podrian luego incorporarse a las particulas crecientes de p-NIPMAm por interacciones
hidrofdbicas [10], [34]. En el trabajo de Wedel y colaboradores, se comprobd que luego de
la sintesis de NGs de p-NIPMAmM-BISaps se obtiene una gran cantidad de polimero residual
soluble en agua que no fue incorporado en los microgeles (cerca del 50%). En contraste, en
NGs de p-NIPAmM-BISaps la cantidad de polimero residual soluble fue menor al 20%. Estos
antecedentes explicarian la diferencia de tamafios observada entre NGs de p-NIPMAm-

BISaps y p-NIPAM-BISaps.
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Por otro lado, en uno de los citados reportes, se observd que el aumento en la
concentracion de iniciador o en la temperatura de reaccién, lleva a la formaciéon de mayor
cantidad de polimero residual soluble en agua [10]. Considerando que el principal efecto
de ambos cambios es el aumento en la cantidad de radicales presentes al inicio de la
reaccion, este efecto podria asociarse a lo observado en la sintesis de NGs de p-NIPMAm-
BISars/temep. Al ensayar la utilizacién de la dupla redox como iniciadora de la reaccién, no se
observé formacién de NGs de baja PD, al contrario de lo obtenido mediante la
descomposicién térmica de APS. La utilizacidn de la iniciacidén redox generaria un aumento
en la cantidad de radicales formados al inicio de la reaccion, lo que podria disminuir la
cantidad de entrecruzante incorporada en las particulas. El gran nimero de radicales
implicaria un alto consumo del entrecruzante (mas reactivo) formando oligdmeros, y
aceleraria también las reacciones de terminacion. Esto daria lugar a polimeros hidrosolubles
de bajo peso molecular que serian dificilmente incorporados en las particulas crecientes de
p-NIPMAm. Por lo tanto, los oligdmeros y particulas crecientes de p-NIPMAm que fuesen
formados, serian dificilmente nucleados para dar lugar a NGs, observandose altos indices

de polidispersidad.

En el mismo trabajo, Duracher y colaboradores observaron que la cantidad de polimero
residual soluble disminuia con el aumento del porcentaje de BIS utilizado en la sintesis de
NGs de p-NIPMAmM-BISaps, enfatizando el importante rol que tiene el entrecruzante en la
nucleacidn y crecimiento de las particulas. En nuestro caso, el aumento en la cantidad de
entrecruzante mediante la combinacién de los agentes BIS y DAT lleva también a resultados
interesantes en la sintesis de NGs de p-NIPMAm con ambos sistemas de iniciacion
radicalaria. En la Figura 6.5 se representan los Dh medios de los NGs de p-NIPMAm-BIS-
DATXaps Y p-NIPMAM-BIS-DATXaps/TEMED.
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Figura 6.5 - Dh de NGs de p-NIPMAm-BIS-DAT sintetizados por termoprecipitacion iniciada por:
descomposicion térmica de APS (negro, cuadrados) o mediante la dupla rédox APS/TEMED (negro, trigngulos).

Se muestran los Dh obtenidos luego del tratamiento con periodato (rojo, figuras huecas).

Sorprendentemente, en todos los casos se obtuvieron NGs de PD relativamente baja,
inclusive al utilizar el sistema de iniciacidon redox. Es importante destacar que, como puede
verse en la Tabla 2, cuando la dupla APS/TEMED fue utilizada en la sintesis de p-NIPMAm-
BIS-DATXars/emep, €l PDI de los NGs disminuyd en tendencia inversamente proporcional
con el aumento en la cantidad de entrecruzante utilizado, mientras el diametro
hidrodindmico aumentd con una proporcionalidad directa. Estas tendencias sugieren un

aumento en la incorporacidn de DAT con la cantidad de entrecruzante empleado.

Respecto a las sintesis iniciadas por descomposicién térmica de APS, la tendencia reportada
en literatura para NGs de p-NIPMAm-BIS, al variar el porcentaje de BIS (con APS como
iniciador), es una disminucion del tamafio de particula en porcentajes de BIS del 2 al 8 %
mol, pero valores mayores de BIS generan un incremento de Dh [35]. En nuestro caso, en
p-NIPMAmM-BIS-DAT8aps se observd incremento del tamafio y muy baja PD. Este
comportamiento podria atribuirse, en principio, a un aumento de la incorporacién de DAT,

generando la nucleacién de pequefias particulas, como se observé en geles de p-NIPAm-
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BIS-DATaps/Temen. Sin embargo, un consecutivo aumento de DAT no presenta una tendencia
creciente de tamafios. Con cantidades mayores de entrecruzante se observéd disminucion
del tamano, respecto del tamaio en ausencia de DAT, para NGs sintetizados con 10 al 15 %

mol de DAT.

TRATAMIENTO CON PERIODATO.
En la Figura 6.5 pueden observarse los cambios en el Dh de los NGs tratados con periodato. Como
se esperaba, el tratamiento con periodato no generd cambios significativos en el Dh de los

NGs cuando no se usé DAT durante la sintesis (p-NIPMAmM-BISaps).

En el caso de nanogeles sintetizados en presencia de DAT y mediante descomposicidén
térmica de APS (p-NIPAmM-BIS-DATXaps) se observd, de manera general, un incremento en
el Dh de los nanogeles luego del tratamiento con periodato. Como excepcion, p-NIPAm-
BIS-DAT8aps, €l que ya tenia un comportamiento particular en la tendencia de tamafos,
reflejé una caida del Dh luego del clivaje de DAT. Como se menciond anteriormente, el
mayor tamafio de los NGs de p-NIPMAmM-BIS-DAT8aps como también su baja PD podrian
atribuirse a un aumento de la incorporacién de DAT, generando la nucleacion de pequefias
particulas, como se observd en geles de p-NIPAmM-BIS-DATaps/temep. Sin embargo, el
tratamiento con periodato no genera gran cambio de Dh por ruptura de entrecruzamientos
ni aumento importante del PDI que indicase el clivaje de un gran numero de
entrecruzamientos en los NGs. En este caso, el mayor Dh de p-NIPMAmM-BIS-DAT8aps podria
deberse a una incorporacion diferenciada de BIS, donde DAT afectd a la nucleacién de las
particulas a pesar de no ser incorporado de manera efectiva en la media de los NGs. En los
demas casos, el cambio de Dh medio es menor a 15 nm, pero el cambio en el PDI es mas
significativo y muestra una tendencia proporcional al porcentaje de DAT utilizado en Ia
sintesis. Esto indicaria que la cantidad de DAT incorporada en los NGs podria ser baja pero,
aun asi, afecta al tamafio y dispersidad de las particulas maduras. Ademas, refleja que
mientras mayor cantidad de DAT fue usado en la sintesis, este se incorpord de manera
proporcional y, por ende, la ruptura con periodato generd un aumento proporcional del
PDI.
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La tendencia en la incorporacion de DAT y el posterior tratamiento con periodato es similar
a la obtenida en geles de p-NIPAmM-BIS-DATXaps, sintetizados también por descomposicion
térmica de APS. Esto indicaria que, tanto en NGs de NIPAm como en NIPMAm, el DAT es
incorporado en baja proporcién cuando la reaccién es iniciada en dichas condiciones pero,
aun asi, el posterior tratamiento con periodato genera modificaciones estructurales en los
NGs que, de manera general, llevan a un aumento del tamafio inicial y de la PD, pero

manteniendo aun la estructura de los NGs con una baja PD.

Sin embargo, es importante destacar que, en NGs de p-NIPAmM-BIS-DATXaps, el aumento de
tamanio, luego del tratamiento con periodato, se vié claramente reflejado en un aumento
del Dh medio, ponderado por la intensidad de dispersion de la luz, como también
ponderado en volumen y nimero (Ver Anexo en Capitulo 8). En NGs de p-NIPMAm-BIS-
DATXars, €s interesante observar no sélo la distribucién de particulas por intensidad sino

también por volumen y numero.

Como ejemplo, para p-NIPMAmM-BIS-DAT10aps, el cambio en el valor maximo medio de Dh
por intensidad, antes y después del tratamiento con periodato, no muestra una diferencia
marcada (Figura 6.6). Sin embargo, el PDI aumenta y la forma de la curva se ensancha de
manera bastante homogénea (manteniendo su forma de campana). Esto significa que
algunas particulas se observan en DLS con Dh mas grandes y otras mas pequefias luego del
tratamiento con periodato. Pero, teniendo en cuenta que la curva de distribucion es
ponderada por la intensidad de la luz dispersada por las particulas y que este valor es
proporcional al didmetro a la sexta potencia (Int « d°), las particulas mas grandes
generadas han de ser un numero menor que las particulas mas pequeiias (las mas grandes

dispersan la luz con mayor intensidad).
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Distribucién de tamaiios por Intensidad
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Figura 6.6 - DLS de p-NIPMAmM-BIS-DAT10a4prs antes (rojo) y después (verde) de su tratamiento con periodato.

Por lo tanto, es posible que, en general, se haya reducido el tamafio de particulas luego del
tratamiento con periodato aun sin verse reflejado en el valor medio de Dh por intensidad.
Este fendmeno se refleja en la distribucién de tamafios por volumen y por nimero del DLS.
El volumen medio de las particulas se ve desplazado hacia menores tamanos luego del

tratamiento con periodato. El mismo efecto es observado en la media de distribucion por

numero (Figura 6.7).
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Distribucion de tamaiios por Nimero
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Figura 6.7 - DLS de p-NIPMAm-BIS-DAT10aps antes (rojo) y después (verde) del tratamiento con periodato.

Arriba: distribucion de Dh por volumen. Abajo: distribucion de Dh por numero.

Por lo tanto, a diferencia de los NGs de p-NIPAm-BIS-DATaps, €l tratamiento con periodato
en NGs de NIPMAm parece reducir el tamafio medio de las particulas. Esto indicaria que
DAT actua en la incorporacién de fragmentos poliméricos a los nucleos en crecimiento, o

en nucleacidn de particulas en crecimiento que no han sido entrecruzadas por BIS.

Los NGs de p-NIPMAmM-BIS-DATXaps/temep tuvieron un comportamiento diferente. Previo al
tratamiento con periodato, mostraron aumento del Dh y disminucidn del PDI en funcion de
la concentracién de DAT utilizada. Ademas, luego de la oxidacidn post-sintesis, resultaron
altamente modificados. La ruptura de los dioles del entrecruzante condujo a la pérdida de
la distribucion monomodal de tamafios, mostrando ahora curvas polimodales con altos
indices de polidispersidad e imposibilitando la determinacién del didmetro hidrodinamico
por DLS. Esta observacion corrobora lo propuesto anteriormente respecto a que, utilizando
la iniciacidn redox, DAT logra nucleacidon mas eficiente de las particulas en crecimiento y
NGs mas entrecruzados, cuando es usado en mayor cantidad. Ademas, en estas condiciones
de iniciacién y en ausencia de DAT, la generacién de NGs entrecruzados solamente por BIS

no fue efectiva. Este resultado sugiere que BIS no es eficientemente incorporado en los NGs
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en estas condiciones. Luego, el aumento de DAT como entrecruzante llevé a la formacién
de NGs de manera mas eficiente y con disminucion del PDI, en forma proporcional a la
cantidad de DAT utilizada. Sin embargo, a diferencia de los NGs de NIPAm, la ruptura de los
entrecruzamientos debidos a DAT descompone los NGs a una mezcla de polimeros de
diversos tamaiios, en lugar de dar lugar a la formacién de particulas de baja PD, como
sucedido en p-NIPAm-BIS-DATXaps/remen. Esta diferencia podria deberse a la reactividad
diferenciada de los monémeros NIPAm y NIPMAm respecto de BIS. Por un lado, se ha
reportado que NIPAm tiene reactividad similar a BIS, por lo que la incorporacién del
entrecruzante en los NGs (inclusive en aquellos iniciados por la dupla redox) es
relativamente eficiente [30], [36]. Por el contrario, NIPMAm es menos reactivo que NIPAm
y reacciona de manera menos eficiente con BIS [10], [34], por ende, BIS reaccionaria mas
rapidamente consigo y se incorporaria de manera menos eficiente en los NGs. Este efecto
parece intensificarse cuando se utiliza la dupla redox en la iniciaciéon de la reaccién,
posiblemente por el aumento en las reacciones de terminacién. Entonces, la incorporacion
diferenciada de BIS en los NGs de NIPAm, respecto de NGs de NIPMAm, cuando se utiliza la
iniciacién redox, hace que luego del tratamiento con periodato, los NGs de NIPAm puedan
mantener una estructura definida y una distribucién monomodal, mientras que los NGs de

NIPMAmM son degradados por completo.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.
Se realizaron micrografias de los NGs de p-NIPMAm antes y después de su tratamiento con

periodato.

En la Figura 6.8 se observan las micrografias TEM de los NG de
p-NIPMAmM-BIS-DAT10aps/temep antes y después de su tratamiento por periodato. Los NGs
antes de su tratamiento con periodato (Figura 6.8a) muestran tamanos mayores a 100 nm,
como se habia observado por DLS. La alta concentracion de la muestra, durante la medida,
impide distinguir correctamente la morfologia y polidispersidad de estos NGs, sin embargo
se observan estructuras poco esféricas o amorfas. Luego del tratamiento con periodato

(Figura 6.8b) se advirtio la descomposicion de los nanogeles, observandose productos de
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pequefios tamafios y algunas estructuras de mayor dimensién. Por DLS se habia observado,
en todos los casos, gran aumento de la polidispersidad, lo que impidié determinar el
diametro hidrodindmico de las muestras con suficiente precisién. Estos resultados
confirman la baja incorporaciéon de BIS en los nanogeles, por diferencia de reactividad con
NIPMAm, y la efectiva incorporacién de DAT (que concluye en la degradacion de los geles
luego del tratamiento con periodato) cuando se utilizé a la dupla rédox en la iniciacién de

la reaccion.

b 100 nm

Figura 6.8 - Micrografia TEM de (a) p-NIPMAmM-BIS-DAT10aps/remep y (b) su producto de clivaje frente a
periodato de sodio, p-NIPAM-BIS-ALD10aps/remep.

Por otro lado, las micrografias de NGs sintetizados por descomposicion térmica de APS se
observan en la Figura 6.9. Las particulas muestran morfologia esférica bien definida,
tamafios de aproximadamente 90 nm y muy baja polidispersidad. Estos resultados son
acordes a lo observado por DLS. Ademads, se observa una estructura menos homogénea o

mas porosa que lo observado en NGs de p-NIPAm sintetizados en las mismas condiciones.

Luego del tratamiento con periodato (ver Figura 6.9, abajo) el tamafio de los nanogeles no

parece verse muy afectado. Sin embargo, su morfologia aparenta estar menos definida,
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denotando cambios estructurales por la ruptura del entrecruzante DAT. Aun asi, los cambios
son menos significativos que lo observado en NGs sintetizados con la dupla rédox,

corroborando lo propuesto mediante los resultados de DLS.

En conclusién, las particulas de p-NIPMAmM-BIS-DAT, sintetizadas por iniciacién con el
sistema TEMED/APS, serian principalmente entrecruzadas con DAT e incorporarian bajo
porcentaje de BIS. Por lo tanto, luego de la ruptura de DAT, los NGs pierden casi toda su
estructura, formando particulas poco definidas y fragmentos de tamafos variables. Por otro
lado, cuando la sintesis fue iniciada por descomposicidn térmica de APS, BIS se incorpora
mas eficientemente y DAT es incorporado en menor proporcion, por lo que el tratamiento

con periodato genera cambios menos drasticos en la estructura del NG.

i 100 nm

Figura 6.9 - Micrografias de TEM de p-NIPMAm-BIS-DAT104ps antes (arriba) y después (abajo) de su

tratamiento con periodato de sodio.

185



NANOGELES BASADOS LA MEZCLA DE MONOMEROS NIPAm Y NIPMAm: sintesis mediante

descomposicién térmica de APS y descomposicion redox APS/TEMED

SINTESIS DE NANOGELES

Se sintetizaron NGs de p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-DAT, mediante los dos sistemas de
iniciacion de reaccion radicalaria, con el objetivo de investigar la estructura final de los NGs,
acorde a la reactividad de mondmeros, entrecruzantes y el sistema de iniciacion de la
reaccion. En la Tabla 6.3 se resumen las condiciones ensayadas. En todos los casos se utilizd

una mezcla 50:50 mol de los mondmeros.

Tabla 6.3 - Nanogeles basados en p-NIPAm-co-NIPMAm: composicion, condiciones de reaccion y didmetro

hidrodindmico (Dh) antes y después de su reaccion con periodato.

Antes de la Luego de la
Composicion oxidacién con oxidacion con
NalO4 NalO4
* *

Sintesis (ch:ic:%) (n?;\l;) INICIADOR (dl?:m) (;lL)sl,) (dl?:m) (EIL)sI,)
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BISaps 1,5 0 APS PD >0,4 PD >0,4
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT8aps 1,5 8 APS 280,9 0,022 370,8 0,014
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT10aps 1,5 10 APS 270,5 0,013 359,5 0,03
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT12aps 1,5 12 APS 257,7 0,008 346,5 0,032
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT15aps 1,5 15 APS 246,5 0,014 337,4 0,032
p-NIPAmM-co-NIPMAmM-BISars/Temep 1,5 0 APS/TEMED PD >0,4 PD >0,4
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT8aps/TemeDp 1,5 8 APS/TEMED | 413,7 0,055 PD >0,4
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT10aps/Temep 1,5 10 APS/TEMED | 450,9 0,054 PD >0,4
p-NIPAmM-co-NIPMAmM-BIS-DAT12aps/TEmED 1,5 12 APS/TEMED | 402,8 0,039 PD >0,4
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT15aps/Temep 1,5 15 APS/TEMED | 354,1 0,084 PD >0,4

* DLS, promedio de la media de intensidad. PD: muestras demasiado polidispersas para informar un valor

confiable de Dh.

Cuando se usd BIS como Unico entrecruzante para las sintesis de NGs de p-NIPAm-co-

NIPMAm-BIS, ninguno de los sistemas de iniciacion radicalaria (APS o APS/TEMED) condujo

186



a la obtencion de NGs con polidispersidad adecuada. Por el contrario, su estudio por DLS
mostré numerosas poblaciones de diversos didmetros hidrodindmicos en cada una de las
sintesis. Si bien, tanto NIPAm como NIPMAm habian demostrado la posibilidad de formar
NGs entrecruzados con 1,5% mol BIS, cuando la iniciacién se llevd a cabo por
descomposicion térmica de APS, este sistema parece no comportarse de una manera
similar. Este resultado podria ser comprendido al considerar la concentracién individual de
cada reactivo en las condiciones de sintesis utilizadas, como también la reactividad de cada
uno de los mondmeros y su reactividad respecto a BIS. Durante estas sintesis, la
concentracion total de mondmeros (CT) se mantuvo igual a la utilizada en las sintesis
anteriores, en NGs de p-NIPAm-BIS o p-NIPMAm-BIS. Para los NGs de p-NIPAm-co-
NIPMAm-BIS se utilizé6 una proporcion 0,5:0,5 mol de cada mondmero, es decir, %:CT de
NIPAm + %CT de NIPMAm. Esta dilucién relativa de cada uno de los mondmeros, respecto
de sintesis anteriores, afectaria a la velocidad de homopolimerizaciéon, por lo que es un
factor a considerar al observar resultados distintos a los obtenidos en las sintesis previas.
Por otro lado, la mencionada diferencia de reactividad de NIPAm y NIPMAm podria implicar
baja formacion de copolimeros p-NIPAm-co-NIPMAmM y mayor formacién de fragmentos
homopoliméricos de distintos tamafios que conllevan al producto final de gran

polidispersidad.

Sin embargo, al utilizar BIS y DAT como agentes entrecruzantes, se obtuvieron NGs con
ambos sistemas de iniciacidn radicalaria. En la Figura 6.10 se observan los valores de Dh

medio para cada composicion.
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Figura 6.10 - Dh de NGs de p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-DAT sintetizados por termoprecipitacion iniciada por:
descomposicion térmica de APS (negro, cuadrados) o mediante la dupla rédox APS/TEMED (negro, tridngulos).

Se muestran los Dh obtenidos luego del tratamiento con periodato (rojo, figuras huecas)

Con ambos sistemas de iniciacidn se obtuvieron NGs de baja polidispersidad. En el caso de
los NGs de p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DATXaps/Temep NO se observd una tendencia clara en
el Dh respecto de la cantidad de entrecruzante utilizado durante la sintesis. Sin embargo,
en todos los casos se obtuvieron tamafios medios mayores a los obtenidos en ausencia de
TEMED. Este comportamiento es equivalente a lo observado en las sintesis de p-NIPAm-
BIS-DAT y p-NIPMAm-BIS-DAT. Como se menciond anteriormente, la gran concentracion
de radicales al inicio de la reaccion, en condiciones de iniciacidén redox, promueve que los
agentes entrecruzantes actlen en la nucleacion de las particulas de manera tempranaenla
reaccion, generando disminucién en la densidad de particulas en solucién durante la
reaccion, y resultando en tamanos mayores hacia el final de la misma.
Por otro lado, cuando sdélo se utilizé la descomposicion térmica de APS para iniciar la

reaccion, en todos los casos se formaron particulas de menor Dh y se observé una tendencia
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lineal en cuanto a la disminucién del tamafio de los NGs con el aumento del porcentaje de

DAT.

TRATAMIENTO CON PERIODATO

La mayor diferencia entre estos sistemas se observd al tratar a los NGs con periodato.
Los NGs sintetizados mediante la dupla rédox APS/TEMED dieron lugar a la formacién de
sistemas altamente polidispersos luego de la reaccion con periodato, de manera
equivalente a lo observado en NGs de p-NIPMAmM-BIS-DATXaps/temep. Es posible que estos
sistemas se comporten de manera similar, donde la gran cantidad de radicales formados al
inicio de la reaccion podria favorecer la incorporacion temprana de DAT para nuclear
particulas de diversas dimensiones y por ende, luego del clivaje, se obtendrian valores de
alto indice de PD. Por otro lado, los NGs sintetizados con APS aumentaron de tamafio luego
del tratamiento con periodato, de manera similar a NIPMAmM-BIS-DATXaps. Sin embargo, el
cambio de Dh fue mayor, comparado con dicho sistema, mientras que la PD aumenté en

menor proporcion.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
Se realizaron micrografias de TEM sobre los NGs co-poliméricos, sintetizados por

descomposicidn térmica de APS. En la Figura 6.11 se muestra la micrografia de p-NIPAm-
co-NIPMAmM-BIS-DAT10aps antes y después del tratamiento con periodato, utilizando

acetato de uranilo como agente de contraste.

La micrografia revela la baja polidispersidad de las particulas obtenidas, con una morfologia
esférica muy bien definida. Sorprendentemente, se observd una estructura tipo nucleo-
capa (core-shell), donde la capa (shell) parece estar formada por la nucleacién de particulas
diferenciadas. Este tipo de estructuras son también definidas como nucleo-satélite (core-
satelite). Es notoria la diferencia de contraste entre el core y la shell. Tomando en cuenta la
interaccidn con el agente de contraste en las imagenes TEM de los NGs de homopolimeros,
la interaccion del agente con el core es similar a la observada en los homopolimeros de

NIPMAmM, mientras que la interaccion en la shell es semejante a los de NIPAm. Sin embargo,
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esto debe ser tomado con precaucién ya que soélo es una apreciacion referida a la

interaccidn con el agente de contraste.

DL
FU-Berlin 30.0kV 8.5mm x11.0k TE 5.00um  FU-Berlin 30.0kV 8.5mm x50.0k TE

oo e Dol

o
FU-Berlin 30.0kV 8.5mm x110k TE 500nm FU-Berlin 30 8.5mm x300k TE 100nm

Figura 6.11 - Micrografias de TEM de p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT10aps.

Por otro lado, luego del tratamiento con periodato se observd la desaparicion de la
estructura diferenciada core-shell, observandose NGs de forma esférica definida, pero
“decorados” con cadenas poliméricas en forma de cabellos (Figura 6.12). Este tipo de NGs
es conocido como “hairy nanogels”. Ademas, se observd un gran cambio en la topologia de
las particulas, las cuales aparentan haber incrementado su porosidad en gran medida. Un
gran numero de pequeias particulas de poca interaccién con el agente de contraste se

observan alrededor de los NGs tratados con periodato. Es posible que sean las cadenas
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poliméricas clivadas de la superficie del NG core-shell mediante la degradacién con

periodato.

L
5.00um  FU-Berlin 30.0kV 8.4mm x25.0k TE

b

T I R BRI |
FU-Berlin 30.0kV 8.4mm x90.0k TE 500nm FU-Berlin 30 >mm x80.0k TE 500nm

Figura 6.12 - Micrografias de TEM de p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-ALD10sps. Se muestran distintas
magnificaciones de la muestra (dializada con membrana de 50 kDa, a, a’ y a”’) y la misma muestra dializada

con membrana de 1000kDa para eliminar los sub-productos de la degradacién (b).
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6.1.5 - CONCLUSIONES PARCIALES

Se estudid la sintesis de nanogeles termosensibles basados en los monémeros NIPAm y
NIPMAm, entrecruzados con los agentes (+)-N,N'-dialiltartramida (DAT) y N,N”-
metilenbis(acrilamida) (BIS). Se ensayaron sintesis mediante diferentes mecanismos de
iniciacion radicalaria: descomposicion térmica de APS o iniciacion rédox mediante la dupla
APS/TEMED. Se analizd el efecto de cada uno de los sistemas de iniciacion en la
incorporacion de los agentes entrecruzantes y, por ende, en el tamafio final y estructura de
las particulas. En general se observé que la utilizacion de la dupla rédox llevé a una
incorporacion mas temprana de los agentes entrecruzantes, observandose la nucleacién de
estructuras de menor tamano por medio del entrecruzante DAT y un consecuente aumento
del tamaiio final de los nanogeles por disminucion de la densidad de particulas en solucion.
Por otro lado, ante una iniciacidn radicalaria promovida por la descomposicion térmica de
APS, la incorporacion del agente entrecruzante DAT fue menor, pero no despreciable, y se

obtuvieron nanoparticulas mas pequefias.

El clivaje oxidativo de los entrecruzamientos debidos a DAT permitié analizar la manera en
gue el entrecruzante fue incorporado durante la sintesis ante cada uno de los métodos de
iniciacién radicalaria. En general, la iniciacidon por descomposicion térmica de APS llevd a
obtener particulas de menor polidispersidad, luego del tratamiento con periodato, que
aquellas obtenidas por iniciacion con la dupla rédox APS/TEMED. Ademas, se generaron
marcadas variaciones estructurales en las particulas, por el cambio en su grado de

entrecruzamiento, luego de la oxidacion.

Por otro lado, la sintesis de nanogeles copoliméricos de p-NIPAm-co-NIPMAmM
entrecruzados con DAT generd particulas de tipo core-shell, evidenciando la diferencia de
reactividad entre los mondmeros y entrecruzantes. El posterior tratamiento con periodato
generd un marcado cambio morfoldgico en los nanogeles, que aparenta estar acompafiado
de un aumento en la porosidad. Estas estructuras mostraron un nucleo modificado con

cadenas laterales, en un arreglo tipo hairy nanogel.
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La metodologia desarrollada permitido la sintesis y modificacién post-sintesis de los
nanogeles termosensibles. Los cambios estructurales y de funcionalizacién quimica
logrados, podrian ser aprovechados para el desarrollo de diversas aplicaciones,

principalmente en el area de biomedicina.
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6.2 - SINTESIS Y MODIFICACION POST-SINTESIS DE NANOGELES TERMOSENSIBLES
BASADOS EN NIPAmM Y NIPMAm - POSIBLES APLICACIONES

Las caracteristicas de los nanogeles obtenidos en las sintesis descriptas previamente
proponen la utilizacion de esta metodologia de sintesis y modificacidn post-sintesis para el
desarrollo de diversas aplicaciones. Entre las ventajas obtenidas por esta metodologia se
encuentran, la posibilidad de obtener NGs inteligentes termosensibles, cuya estructura
puede ser controlada en etapas post-sintesis para modificar la morfologia, propiedades
mecanicas y porosidad de los materiales. Ademas, la modificacion permite obtener GF de
alto valor sintético, por la formacion de GF a-oxo-aldehidos, que pueden ser utilizados para

la modificacion quimica o inmovilizacién de moléculas de interés en etapas post-sintesis.

En las siguientes secciones se proponen, como prueba de concepto, diversas aplicaciones
para los NGs sintetizados y se muestran los resultados preliminares obtenidos en cada una

de las propuestas.
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6.2.1 - SINTESIS DE NANOGELES DE p-NIPAM-BIS-DAT Y MODIFICACION POST-
SINTESIS PARA LA INMOVILIZACION COVALENTE DE DOXORUBICINA Y SU
LIBERACION CONTROLADA.

6.2.1.1 - CONSIDERACIONES GENERALES

El uso de nanogeles termosensibles para la liberacién controlada de fdrmacos corresponde
a uno de los topicos de mayor desarrollo en el drea de materiales poliméricos. Sin embargo,
la complejidad de los sistemas bioldgicos y la generacidn de sistemas de liberacion
controlada especifica (direccionada hacia el tejido a tratar) requiere, en la mayoria de los

casos, incrementar las caracteristicas inteligentes del material termosensible.

Cuando estas plataformas son desarrolladas para la liberacion controlada de farmacos para
tratamientos oncoldgicos, las propiedades de los NGs termosensibles son optimizadas
mediante: la incorporacién de enlaces biodegradables, que permitan la descomposiciéon del
material sin generar sub-productos tdxicos; la modificacién superficial, que le permita mas
tiempo de circulacién en sangre y/o generar interacciones especificas con el tejido enfermo;
el control del tamafio y las propiedades mecanicas, para aumentar el efecto de EPR y la
penetracién celular, evitando mecanismos de eliminacion; la liberacidon del farmaco bajo
demanda, mediante uniones o interacciones entre el farmaco y el polimero que permitan
la liberacidn del bioactivo por respuesta a un estimulo externo predeterminado. Ademas,
las diferencias que presentan las caracteristicas fisioldgicas de algunos tejidos cancerosos,
comparadas con tejidos sanos, son frecuentemente utilizadas como disparadores de
respuestas inteligentes en los materiales, entre ellas: mayor acidez en el pH del medio en
el tejido enfermo, mayor potencial redox, la presencia de enzimas especificas y mayor

temperatura [19], [37].

En particular, existen numerosos reportes sobre la inmovilizacion covalente del farmaco
Doxorubicina (DOXO) mediante la formacion de un enlace hidrazona pH dependiente.
Doxorubicina es un farmaco muy utilizado en la quimioterapia del cancer (Figura 6.13).

Dado que DOXO posee un grupo funcional cetona en su estructura, su reacciéon con una
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hidrazina o hidrazida genera enlaces hidrazona pH dependientes. La hidrdlisis de dicha
unién es catalizada en medio 4cido (pH = 4-6) mientras es relativamente estable a pH
fisioldgico (pH = 7,3). Esto permite que el nanovehiculo circule en el sistema sin generar una
liberacion inespecifica del farmaco y sdélo se libere dentro del tejido tumoral (dado el
aumento en la acidez del medio) o en los lisosomas celulares (pH = 4-5) luego de ser
endocitado por las células tumorales [38]. Ademads, la conjugacién del farmaco con
plataformas de liberacidon pH sensible ha demostrado ser mas efectiva frente a células

tumorales resistentes [39].

Figura 6.13 - Estructura quimica de Doxorubicina (DOXO).

Previamente en este capitulo se demostrd la sintesis de NGs cuya estructura y propiedades
de hinchamiento fueron modificadas en etapas post-sintesis. Ademas, se generaron GF
a-oxoaldehido como GF de alto valor sintético, que permitirian una posterior

funcionalizacion de los NGs.

En esta seccidon se propone la sintesis de NGs de p-NIPAm-BIS-DAT para su posterior
tratamiento con periodato de sodio y la generacion de GF a-oxoaldehido. Posteriormente,
estos GF podrdn ser derivatizados en presencia de dihidrazida de acido adipico, como fue
demostrado anteriormente en macrogeles. Los GF hidrazida obtenidos podrian ser
utilizados para la inmovilizacion covalente de DOXO mediante enlaces hidrazona pH-
sensibles, generando una plataforma para diagndsticos y tratamientos oncoldgicos de

liberacion controlada y especifica (Figura 6.14).
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AADH:ALD

(Exceso:1)
—
© Entrecruzamientos DAT I GF a-oxo-aldehido I GF hidrazida
p-NIPAM-BIS-DAT p-NIPAM-BIS-ALD p-NIPAM-BIS-hidrazida
® DOXO
Tamanos nanométricos: acumulacion selectiva por EPR
—

Enlaces hidrazona: liberacion controlada de DOXO
en entornos de pH acido (tejidos
cancerosos; pH lisosomal)

Nanodispositivo
cargado con DOXO

Figura 6.14 - Esquema de modificacion de NGs para la union de doxorubicina (DOX0O) mediante enlaces

hidrazona cuya hidrdlisis es catalizada por el medio dcido.
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6.2.1.2 - OBJETIVOS

Evaluar la utilizacidon de NGs de p-NIPAm-BIS-DAT sintetizados y modificados (post-sintesis),
con la metodologia previamente desarrollada, en la elaboracién de un nanodispositivo para

la liberacion controlada de Doxorrubicina. Para ello se propone:

- Sintetizar NGs termosensibles de p-NIPAm-BIS-DAT vy caracterizar sus propiedades

fisico-quimicas.

- Modificar a los NGs mediante el tratamiento con periodato de sodio y evaluar los
cambios en sus propiedades, originados por el clivaje oxidativo del entrecruzante

DAT. Verificar la formacidn de grupos funcionales a-oxo-aldehidos en los NGs.

- Utilizar los GF originados por la modificacién post-sintesis para incorporar nuevos
GF hidrazida que permitan unir covalentemente a Doxorubicina mediante un enlace

hidrazona. Ensayar la unién de Doxorubicina en los NGs.
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6.2.1.3 - MATERIALES Y METODOS

SINTESIS DE NANOGELES Y MODIFICACION CON PERIODATO DE SODIO

Para la sintesis de NGs termosensibles, se utilizaron las proporciones indicadas en la Tabla
6.4 y las condiciones de reaccion descriptas en la Seccién 6.1.3, utilizando la dupla redox
APS/TEMED para iniciar las reacciones. Para su posterior modificacién con periodato de

sodio, se siguid el procedimiento descripto en dicha seccién.

DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)

Se utilizaron las condiciones descriptas en la seccién 6.1.3.

CROMATOGRAFIA DE PERMEACION EN GELES (GPC)

Los estudios de cromatografia por exclusion de tamafos se realizaron en un equipo
Shimadzu Prominenze-i LC-2030 de cromatografia liquida equipado con un detector de
indice de refraccion Shimadzu RID-20A y detectores UV-Visibles. La columna GFC usada fue
una Shodex OHpak SB-806M HQ con OHpak SB-G 6B como pre-columna. Las muestras
fueron liofilizadas y redispersadas en buffer fosfato salino (PBS) en una concentracion de 1
mg/mL y se utilizo el mismo buffer para realizar la determinacion a una temperatura de 20

°C.

TURBIDIMETRIA

Se midié la temperatura de transicion de fase (Ttf) de los NGs mediante el cambio en el
porcentaje de transmitancia (%T) UV-Visible de las muestras, a distintas temperaturas. Se
utilizdé un espectrofotdmetro Cary 100 Bio UV-Vis equipado con una camara de muestra de
6 posiciones con temperatura controlada (Universidad Libre de Berlin). Las soluciones
acuosas (aprox. Img / mL) se calentaron a 0,2 °C/min en una rampa de temperaturas de 20
a 55 °C, mientras se midié la transmitancia (%T), a una longitud de onda de 500 nm (paso
Optico de 1 cm). La temperatura de las soluciones fue determinada por una sonda de
temperatura interna (termocupla). La Ttf de cada muestra se determiné usando el minimo
de la primera derivada del grafico % T vs temperatura. Se realizaron 3 ciclos de

enfriamiento-calentamiento para cada medicidn.
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
Los anélisis de 'H-RMN se realizaron en un equipo JEOL ECX400 operando a 400 MHz
(Universidad Libre de Berlin). Aproximadamente 10 mg de muestra liofilizada fueron

resuspendidas en 0,5 mL de D20, 24 h antes de realizar la medida.

MODIFICACION CON DIHIDRAZIDA DE ACIDO ADIPICO (DHAA)

La modificacion con DHAA de los NGs con GF a-oxoaldehido se realizé mediante el uso de
un gran exceso de la dihidrazida, para evitar la formacién de entrecruzamientos y promover
la funcionalizacion. La cantidad de DHAA utilizada se estimé como mpya4 = Mpar X 5. La
reaccion se realizé durante 4 h en una solucion buffer de acetato de sodio (pH = 5,3 M;
concentracion = 0,02 M y Fuerza Iénica =0,06 M) a temperatura ambiente y bajo agitacion
mecdnica. Posteriormente, el producto fue purificado mediante didlisis utilizando
membranas de 50 kDa (Spectra/Por® 6 Standard RC), con repetidos cambios de buffer

fosfato (pH = 7,3 M; concentracién = 0,02 M y Fuerza Iénica =0,06 M), durante 72 h.

INMOVILIZACION DE DOXORUBICINA (DOXO)

Para la inmovilizacion de DOXO en los nanogeles con GF hidrazida se resuspendieron 5 mg
de nanogeles (p-NIPAmM-BIS-HDZ), previamente liofilizados, en 2,5 mL de buffer fosfato pH
6,5 (0,2 M) y se adicionaron 2 mg de doxorrubicina clorhidrato (DOXO, Sigma-Aldrich)
disueltos en 0,5 mL de dimetilformamida (DMF). La reaccién se llevd a cabo durante 12
horas, bajo agitacién magnética y protegida de la luz. Posteriormente, se purific6 mediante
didlisis con membrana de 50 kDa (Spectra/Por® 6 Standard RC), haciendo 4 lavados de 2 L

cada uno, utilizando solucién buffer de pH 7,3.

MEDIDAS DE ABSORBANCIA UV-VIS

Las medidas se realizaron en un equipo Shimadzu modelo UV-1800. Las muestras de
nanogeles con doxorrubicina (p-NIPAmM-BIS-DOXO) se midieron tal y como se obtuvieron
luego de la didlisis. Por otro lado, se midieron muestras de DOXO y p-NIPAm-BIS-HDZ
diluidas en el buffer utilizado para la didlisis. Se realizaron barridos de longitud de onda

entre 700-300 nm a temperatura de 20 °C.
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6.2.1.4 - RESULTADOS Y DISCUSION

SINTESIS DE NGS DE P-NIPAM-BIS-DAT

Se realizaron sintesis de NGs de p-NIPAM-BIS-DATXaps/remep Utilizando la dupla rédox
APS/TEMED como iniciadora de la reaccién de termoprecipitacién, en condiciones
equivalentes a las utilizadas en la seccién 6.1.3 de este capitulo. Se varié el porcentaje del
entrecruzante DAT (0-15% mol) mientras se mantuvo fijo el porcentaje de BIS (1,5% mol),

como se muestra en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4 - Condiciones de sintesis de los NGs de p-NIPAm-BIS-DATXAPS/TEMED. El porcentaje molar (mol%)

indicado es relativo a los moles de NIPAm utilizados en la sintesis.

Sintesis ‘ NIPAm (M) BIS (mol%) DAT (mol%)
p-NIPAM-BIS-pps,Teviep
p-NIPAM-BIS-DAT8aps/TemeD 0,2 1,5 8
p-NIPAM-BIS-DAT12aps/remeD 0,2 1,5 12
p-NIPAM-BIS-DAT 15 aps/memep 0,2 1,5 15

DETERMINACION DEL Dh DE LOS NGS Y SU DEPENDENCIA CON LA TEMPERATURA.

Los productos de sintesis se estudiaron, inicialmente, mediante Dispersidn Dinamica de Luz
(DLS). Los valores obtenidos se resumen en la Figura 6.15. En todos los casos se obtuvieron
NGs de diametro medio entre 125 a 180 nm. Si bien los tamafios fueron levemente menores
a los informados en la primera secciéon de este capitulo, la tendencia mostré un
comportamiento equivalente. El aumento en el porcentaje del entrecruzante DAT llevé a
un aumento en el diametro hidrodindmico medio de los NGs. Ademads, se obtuvieron bajos
valores de polidispersidad (PD) cuando el porcentaje de DAT fue menor al 12%, mientras

gue un mayor incremento llevé a un marcado aumento en el indice de polidispersidad (PDI).
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Figura 6.15 - Didmetro hidrodindmico (D) e Indice de Polidispersidad (PDI), determinado por DLS, para los NGs
p-NIPAmM-BIS-DATXaps/remep

La composicion basada en el mondémero NIPAm prevé la obtencién de nanogeles
termosensibles. Para comprobar el efecto de la temperatura en el hinchamiento de estos
materiales, se midié el Dh de los NGs a 25 y 40 °C. La Figura 6.16 muestra los valores
obtenidos a partir de la media de intensidad reflejada por los NGs y a través del Z-Average

(ajuste directo de la curva de correlacién en la medida de DLS).
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Figura 6.16 - Dh de los nanogeles a 25 °C y 40 °C. Izquierda: media de intensidad; Derecha: Z-Average.

Las medidas reflejan un cambio en el Dh de los NGs con la temperatura, evidenciando su
termosensibilidad. En el caso de p-NIPAm-BIS, el Dh disminuye con el calentamiento,
demostrando el colapso de los NGs por favorecimiento de las interacciones polimero-
polimero respecto de las polimero-solvente. Para el caso de los NGs conteniendo DAT, estos
muestran un Dh medio mayor al observado a temperatura ambiente. A pesar de que se
espera que el estimulo térmico genere un colapso de los NGs, disminuyendo su Dh, es
habitualmente observado que los NGs de p-NIPAm formen agregados de mayor tamano
gue los NGs a temperatura ambiente. Esta agregacion es también debida al favorecimiento
de las interacciones polimero-polimero por sobre las polimero-solvente y es dependiente
de diversos factores, entre ellos: la carga superficial de los NGs, la concentracién de
particulas y la fuerza iénica del medio. Por ende, es posible que, de acuerdo con la
naturaleza quimica de los NGs o con variaciones en la concentracién de la muestra, algunas
particulas formen agregados y otras no. Sin embargo, en todos los casos se observé una

respuesta frente a la temperatura en los NGs sintetizados.

En el caso de p-NIPAM-BIS-DAT12aps/memen, €l cambio de Dh medio con la temperatura no se

evidencia claramente en el valor de Dh medio ponderado por intensidad. Sin embargo, un
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analisis mas preciso sobre los datos obtenidos por DLS muestra que existe una disminucion
del indice de PDy las curvas de distribucidn por volumen y nimero muestran cambios claros
(que no se han visto reflejados en el valor de intensidad media). Al observar el valor
calculado como Z-Average, en lugar del obtenido a partir de la media de intensidad, los

cambios resultan mas evidentes (Figura 6.16, derecha).

MODIFICACION POST-SINTESIS UTILIZANDO PERIODATO DE SODIO
Los nanogeles fueron modificados con periodato de sodio para lograr el clivaje de los
entrecruzamientos debidos a DAT. Los productos mostraron un comportamiento

equivalente al observado previamente (Figura 6.17).
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o
©
o
‘®» 250
c
L
k=
[}
< 200 i
8 —
5] ¥
D
= 150 &
— . -
] - —— 8
g D/
T 100
D_C

07— T T T T T T 1

DAT (mol%)

Figura 6.17 - Dn de los NGs p-NIPAm-BIS-DATXaps/remep antes y después de ser tratados con periodato. Las

barras de error corresponden a la desviacion estdndar respecto de 3 medidas consecutivas.

Luego del tratamiento con periodato, la ruptura de entrecruzamientos entre particulas

nucleadas y entrecruzadas por DAT, generd particulas mas pequenas y menor PDI.
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CROMATOGRAFIA DE PERMEACION EN GELES (GPC)

Para corroborar el efecto del tratamiento con periodato en los tamafos de los NGs,
mediante una técnica de fundamentos diferentes a la dispersién dindmica de la luz (DLS),
se realizaron medidas de Cromatografia de Permeacion en Geles (GPC) sobre los nanogeles,
antes y después del tratamiento con periodato. En la Figura 6.18 se graficaron los tiempos

de retencién observados en cada caso.

p-NIPAM-BIS-DAT --> p-NIPAm-BIS-ALD

— DAT 0% - - -+NalO,

1.0+ —— DAT 8% - - -+ NalO,
DAT 12% +Nalo,

| —— DAT 15% - - -+Nalo

4

0.8

0.6 1

0.4+

0.2+

Absorbancia Normalizada (256 nm)

0.0 1

15 20 25
Tiempo de retencién (min)

Figura 6.18 — Tiempos de retencion en GPC de los NGs sintetizados antes (curva sdlida) y después (curva

punteada) de ser tratados con periodato de sodio.

Previo al tratamiento con periodato (lineas continuas), puede observase que los productos
de sintesis que se realizaron con mayor porcentaje de DAT poseen tiempos de retencidn
menores que aquellos obtenidos con menor porcentaje, o sintetizados en ausencia de este
entrecruzante. Este resultado es coherente con lo observado por DLS, e indica que el
tamafio de los NGs aumentd con el porcentaje de DAT utilizado en la sintesis. Luego del
tratamiento con periodato, todos los tiempos de retencion se desplazaron hacia tiempos
mayores, indicando la disminucidn del tamafio medio de particulas, tal y como se determind

por DLS. Este fendmeno se observd en todos los NGs que contienen DAT como
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entrecruzante (p-NIPAmM-BIS-DATXaps/Temen), pero no sucedidé en los entrecruzados sélo con
BIS (p-NIPAM-BISaps/Temen), demostrando la selectividad de periodato en la ruptura del
entrecruzante con el diol vecinal. Es importante destacar que la forma del cromatograma
de p-NIPAM-BIS-DAT15aps/Temen luego del tratamiento con periodato, tiene un cierto
caracter bimodal y que la poblacion mas abundante corresponderia a la de particulas mas
pequefias (el maximo a tiempos de retencién mayores). Por lo tanto, es posible que la
tendencia de tamafios luego del tratamiento con periodato sea equivalente a la observada
por DLS (Figura 6.17), sélo que la poblacién de particulas mds grandes pondera en la
determinacién del Dh medio por intensidad en la medida de DLS (debido a que las particulas
mas grandes dispersan la luz con mayor intensidad), enmascarando a la poblacién mas
pequefiia. Bajo esta consideracidn, se fortalece la conclusidn de que a mayores porcentajes
del entrecruzante DAT, se nuclean fragmentos mds pequefos de particulas durante la

reaccién y se arriba a tamafios medios finales mayores.

TEMPERATURA DE TRANSICION DE FASE — TURBIDIMETRIA
Se midié la temperatura de transicion de fase de los nanogeles, antes y después de ser

tratados con periodato de sodio, mediante turbidimetria (Figura 6.19).

La temperatura de transicion de fase del homopolimero p-NIPAm es de = 32 °C.
Generalmente, esta Ttf es aumentada cuando NIPAm es copolimerizado con co-mondmeros
hidrofilicos, mientras que disminuye cuando se trata de co-mondémeros hidrofébicos. Los
NGs de p-NIPAmM-BISaps/Temep mostraron una temperatura de transicién de 34,5 °C, lo cual
indicaria que BIS actua como un co-mondmero hidrofilico en la red. Este valor es
coincidente con otros NGs de p-NIPAm-BIS reportados en literatura [18]. Por el contrario,
la incorporacion de DAT a la red genera disminucion de la Ttf, proporcional a la cantidad de
DAT utilizado en la sintesis. Esto indicaria que el entrecruzante actla como un co-

monomero hidrofdbico.
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Figura 6.19 - Temperatura de Transicion de Fase (Ttf) determinada por turbidimetria para NGs, antes y después

del tratamiento con NalOa.

Luego de la modificacidn post-sintesis de los NGs, con periodato de sodio, se observaron
marcados cambios en la Ttf. Los NGs entrecruzados solamente por BIS (p-NIPAm-
BISaps/remen) No sufrieron cambios, pero aquellos que contenian DAT aumentaron la Ttf de
manera proporcional a la cantidad de DAT utilizado en la sintesis. Este fendmeno indica la
formacién de nuevos grupos polares en los NGs luego de la ruptura de DAT,

presumiblemente, GF a-oxo-aldehido.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
La naturaleza quimica de los NGs termosensibles y el efecto del tratamiento con periodato

de sodio se estudiaron mediante Resonancia Magnética Nuclear de 'H (Figura 6.20).
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Figura 6.20 - 'H-RMN de los nanogeles termosensibles antes (verde) y después (rojo) del tratamiento con

NalOa.

Para ello, los NGs purificados mediante didlisis fueron liofilizados y resuspendidos en D;0.
La Figura 6.20 muestra a los NGs termosensibles antes (verde) y después (rojo) del
tratamiento con periodato para NGs de p-NIPAM-BIS-DAT8aps/temen. En ambos casos se
observaron las sefiales caracteristicas de p-NIPAm. Luego del tratamiento con periodato, se
verifico la presencia de GF a-oxo-aldehido en su estado hidratado por la aparicidn de una

sefial a 5,28 ppm.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)
La morfologia y polidispersidad de los NGs se estudié mediante TEM, utilizando acetato de
uranilo como agente de tincion. Las micrografias (Figura 6.21) revelaron la presencia de NGs

de aproximadamente 60 nm de diametro y morfologia esférica irregular. Esta forma
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irregular remite a una estructura porosa, formada por la nucleacion de pequefias particulas
esféricas, como se observé anteriormente en este capitulo, en NGs de p-NIPAm-BIS-
DATaps/temen. Luego del tratamiento con periodato, la morfologia de los NGs cambié
notoriamente. La forma esférica es mas regular y las particulas lucen mds homogéneas,
mientras se observan particulas de diversos tamafios. Este cambio estructural refleja la
ruptura de los entrecruzamientos debidos al entrecruzante DAT. Si bien el cambio en la
morfologia es evidente, el tamafio medio de las particulas no sufrié grandes cambios. Este

resultado es acorde a lo observado en DLS para los NGs de p-NIPAM-BIS-DAT8aps/TemeD.

Figura 6.21 - Micrografias de TEM de los NGs de p-NIPAmM-BIS-DAT8aps/remen antes (arriba) y después (abajo)

del tratamiento con periodato.
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MODIFICACION CON DHAA (SINTESIS DE p-NIPAm-BIS-HDZ)

Los NGs de p-NIPAmM-BIS-ALD8aps/temep S€ modificaron mediante reaccién con un gran
exceso de DHAA en buffer de acetato de sodio (pH 5,3). El exceso de DHAA se utilizé con el
objetivo de favorecer la funcionalizacion de los NGs a través de sus GF a-oxo-aldehido, en
lugar de la formacidn de entrecruzamientos entre los mismos. Luego de la reaccién, los NGs
fueron dializados en buffer fosfato 7,3 para eliminar restos de DHAA que no se hubiesen

unido ala red.

La modificaciéon no generé un cambio considerable en el diametro medio determinado por
DLS (ver Figura 6.22). Sélo se observé un aumento en la polidispersidad, el cual se vio
reflejado en un pequeio ensanchamiento de la curva de distribucion hacia tamafios
mayores. Este aumento refleja un incremento de tamafio, posiblemente en una pequeiia
poblacion de las particulas, y podria indicar la formacion de entrecruzamientos entre los

NGs en baja proporcion.

Size Distribution by Intensity
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Figura 6.22- DLS de p-NIPAm-BIS-ALD8 antes y después de ser modificado con DHAA (producto: p-NIPAm-BIS-
HDZ).

La modificacion se corroboré mediante *H-RMN. Para ello, la muestra dializada post-
modificacion fue liofilizada y redispersada en D,0. En la Figura 6.23 se graficaron los

espectros superpuestos de p-NIPAmM-BIS-ALD8 y p-NIPAm-BIS-HDZ. Luego de Ia
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modificacion, no se observa mas la sefial correspondiente a los GF a-oxo-aldehido,
indicando que han sido modificados durante la reaccidon. Ademas, aparecen nuevas seiales
a 2,23 ppmy 1,58 ppm, correspondientes a los 'H de la cadena hidrocarbonada de AADH; y
una sefial a 7,45 ppm debida a la formacion de enlaces hidrazona, como se observé en los

polimeros de p-NIPAm-ALD modificados con hidrazona informados en el Capitulo 5.
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Figura 6.23 - 1H-RMN de p-NIPAm-ALD8 antes (verde) y después (rojo) de ser modificado con DHAA (p-NIPAm-

BIS-HDZ).

MODIFICACION CON DOXORUBICINA (DOXO)

Como se mencioné previamente, el farmaco anticancerigeno Doxorubicina posee un grupo
cetona en su estructura quimica, que podria ser utilizado para la formacién de enlaces
hidrazona sensibles al pH. Para unir covalentemente el farmaco a los NGs, se colocd una
concentracion conocida de DOXO en contacto con una dispersién de NGs p-NIPAm-BIS-HDZ
en buffer pH 6,3 (0,2 M) bajo agitacidn y protegidos de la luz, durante 12 h. Se obtuvo una
solucién homogénea de color rojo. Se colocd esta solucidon a dializar en grandes volUmenes
de buffer fosfato pH 7,4, cambiando el agua de didlisis con frecuencia, durante 72 h.

Durante las ultimas 24 h, no se observé mas coloracion en el agua de lavado. Como
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producto, se obtuvo una soluciéon de color rosa palido (p-NIPAm-BIS-DOXO, ver Figura
6.24a). Dado que los NGs de p-NIPAm-BIS-HDZ son transltcidos en solucién, y DOXO posee
color rojo, esta coloracidn rosada indicaria la incorporacién de DOXO en los nanogeles. Esto
se corroboré mediante medidas UV-Vis, donde se observé un pico de absorbancia

correspondiente a DOXO en los NGs modificados con el farmaco (Figura 6.24b).

p-NIPAM-BIS-HDZ

p-NIPAM-BIS-DOXO

Abs. (u.a.)

T T T T T T T
300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 6.24 - Modificacion de los NGs con DOXO. (a) Producto de reaccion luego de la dialisis en buffer fosfato
durante 72 h. Se observa un color rosa pdlido que indica la presencia de DOXO. (b) Espectros UV-Vis de DOXO

(curva magenta) y p-NIPAm-BIS-HDZ antes (curva negra) y después (curva roja) de la incorporacion de DOXO.

Previo a la practica de ensayos bioldgicos para evaluar el desempefio de los
nanodispositivos frente a distintas lineas celulares, es necesario realizar una caracterizacién
mas profunda sobre la eficiencia, capacidad de carga y liberacion de DOXO que presentan
los NGs. En particular, es importante el estudio de la liberacién a distintos valores de pH
para evaluar si el farmaco fue incorporado a través de enlaces hidrazona pH sensibles que
permitan la liberacidn selectiva de DOXO, en entornos dacidos como los de tejidos

cancerosos o a pH lisosomal.
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6.2.1.5 - CONCLUSIONES PARCIALES Y PERSPECTIVAS

Se sintetizaron nanogeles termosensibles basados en p-NIPAm y en los entrecruzantes BIS
y DAT, obteniendo didametros hidrodindmicos entre 130 y 180 nm. La modificacidn post-
sintesis de las nanoparticulas por clivaje oxidativo de los entrecruzamientos debidos a DAT
llevé a cambios morfoldgicos en la estructura de los NGs y a la disminucién de los tamaios
de particula, como se habia observado anteriormente. Esto se corroboré mediante DLS, GPC

y TEM.

Posteriormente, se comprobd la formacion de GF a-oxo-aldehidos en los nanogeles,
mediante RMN. Estos GF polares generaron un aumento en la temperatura de transicién
de fase de los NGs proporcional a la cantidad de DAT utilizado en la sintesis y alcanzando
calores cercanos a la temperatura corporal. Los aldehidos obtenidos se utilizaron para la

incorporacion de GF hidrazida en los NGs, a través de su reaccién con AADH.

Se ensayd la incorporacién covalente de doxorrubicina por reaccién del GF cetona presente
en su estructura con los GF hidrazida obtenidos en NGs. La caracterizacion de los productos
de reaccidn sugiere la efectiva incorporacion de DOXO en los NGs. Sin embargo, es
necesario una profundizacién en la caracterizacidn de estos nanodispositivos en cuanto a
su capacidad de carga del farmaco, el tipo de unidn con el mismo y su comportamiento en

la liberacion controlada.

La metodologia desarrollada de sintesis y modificacién post-sintesis permitio el control de
la morfologia y funcionalidad de los NGs termosensibles, incorporando GF a-oxo-aldehidos
que fueron facilmente modificados mediante la formacién de enlaces hidrazona en
condiciones suaves. Estos NGs podrian ser utilizados en la inmovilizacion de farmacos y/u
otros bioactivos (incluyendo péptidos o proteinas) para la generacion de nanodispositivos

para el tratamiento de enfermedades oncoldgicas.
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6.2.2 - SINTESIS DE NGS HUECOS (NANOCAPSULAS) PARA ENCAPSULADO Y
LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

6.2.2.1 - CONSIDERACIONES GENERALES

En los ultimos afos, el control de la microarquitectura en microgeles se ha convertido en
un foco de interés, dado que la estructura de las particulas define sus caracteristicas
mecanicas, de hinchamiento, de respuesta a estimulos, su porosidad y capacidad de carga
y liberacidon de un bioactivo, entre otras. El control sobre estas caracteristicas podria
optimizar o abrir nuevas posibilidades de aplicacidén de los microgeles, sobre todo en el area
biomédica. Por lo tanto, en la ultima década se ha reportado el desarrollo de microgeles
con diversas estructuras como: core-shell, microgeles con estructuras tipo “yema” (yolk like
microgels), microgeles con cabellos (hairy microgels) o microgeles huecos (hollow
microgels). Estos ultimos, consisten en la obtencidn de estructuras esféricas con una o mas
capas de polimero en la zona externa y un nucleo hueco. Esta arquitectura otorga
propiedades particulares a estos microgeles, principalmente por el espacio disponible para
el cargado de moléculas de interés para liberacion controlada (micro/nano capsulas), pero

también en cuanto a sus propiedades mecanicas [16], [24], [40], [41].

Una de las principales estrategias de sintesis de microcdpsulas es mediante técnicas de
microfluidica, que permite la obtencién de particulas monodispersas. Sin embargo, estas
tienen limitaciones dimensionales: se obtienen particulas relativamente grandes, entre
10000-100000 nm. Para la sintesis de particulas con didmetros menores, inclusive en la
nanoescala, la estrategia mas utilizada comprende la sintesis de una capa de polimero
entrecruzado (shell) sobre un nucleo, generalmente denominado “de sacrificio”. Este
nucleo es luego disuelto (por descomposiciéon quimica), dejando una capa polimérica con
un interior hueco. Los materiales mas utilizado como nucleos de sacrificio, son las

nanoparticulas de silica [42].
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La formacién de un nucleo polimérico de sacrificio, degradable frente a periodato de sodio,
fue utilizado por Nayak y colaboradores para la sintesis de nanogeles huecos
termoresponsivos. Para ello, se sintetizd un nulcleo de p-NIPAm entrecruzado con
1,2-(dihidroxietilen)bisacrilmida (DHEA), el cual contiene dioles vecinales en su estructura.
Posteriormente, se sintetizd una capa de p-NIPAm-BIS sobre el nanogel de sacrificio, para

luego degradar el nucleo en presencia de periodato de sodio [24].

La similaridad estructural entre DHEA y (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT) sugiere que este
ultimo podria ser utilizado de manera equivalente a DHEA para generar microestructuras

huecas.

Por otro lado, se propone utilizar un copolimero de p-NIPAm junto a poliglicerol dendritico
acrilado (dPGAc) para entrecruzar la capa de la nanocdpsula. El poliglicerol dendritico
(Figura 6.25), incorporado en diversos nanodispositivos poliméricos, ha demostrado
aumentar el tiempo de circulacién en sangre y la internalizacion celular de los mismos,
ademas de buenas propiedades bioldgicas en cuanto a citotoxicidad [43]. NGs basados en
p-NIPAm y dPGAc han sido utilizados para el desarrollo de dispositivos para liberacién de
farmacos para tratamientos de enfermedades de la piel, logrando el encapsulado y

liberacion de una proteina sin pérdida de su actividad [44].
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Figura 6.25 - Esquema de macromolécula de poliglicerol dendritico (dPG).
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6.2.2.2 - OBJETIVOS

e Analizar si es posible sintetizar nucleos de sacrificio (degradables) basados en p-
NIPAmM-DAT, aplicando la estrategia de degradacién quimica por oxidacién con

periodato de sodio desarrollada previamente.
e Evaluar la sintesis de microgeles core-shell mediante polimerizacidén sobre semillas
(seeded polymerization) generando una capa de polimero termosensible,

entrecruzada con poliglicerol dendritico, sobre los nanogeles de sacrificio.

e Analizar, como prueba de concepto, si el clivaje post-sintesis realizado sobre DAT

puede ser aprovechado para la sintesis de NGs huecos.
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6.2.2.3 - MATERIALES Y METODOS

SINTESIS DE NANOGELES Y MIODIFICACION CON PERIODATO DE SODIO
Para la sintesis de NGs termosensibles se utilizaron las cantidades indicadas en la Tabla 6.5
en las condiciones descriptas en la seccién 6.1.3, utilizando a la dupla redox APS/TEMED

para iniciar las reacciones.

DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)

Se utilizaron las condiciones descriptas en la seccion 6.1.3.

SINTESIS DE POLIGLICEROL DENDRITICO ACRILADO (Ac(9%)-dPG)

El poliglicerol dendritico (dPG) de Mw promedio de 10kDa fue sintetizado de acuerdo a
metodologias reportadas previamente [45]. El dPG se secdé durante toda la noche al vacio,
previo a la reaccién de acrilado. Se adiciond por goteo una solucién de cloruro de acriloilo
(1,27 mmol, 96% Fluka) en DMF seco (1 mL, 99.8% Acros) a una solucién agitada de dPG
(1g, 10 kDa) y trietanolamina (TEA, Acros) (1,08 mmol, 150 uL) en DMF (7 mL) a 0 °C. La
reaccion se agité toda la noche a temperatura ambiente. El producto de reaccién (Ac(9%)-
dPG) se purific6 mediante dialisis (membrana MWCO 2kDa) en agua durante mas de 48 h.
El producto se almacend en una habitacién oscura en la presencia de p-metoxifenol y se

dializé previo a su uso. Rendimiento del 90 %.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)
Las muestras se prepararon tal y como se indicé en la seccién 6.1.3 y se utilizé el

Microscopio electrénico Hitachi Scanning (SU8030) (20 kV) (Universidad Libre de Berlin), en

el modo de Transmision electrdnica.
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SINTESIS DE NANOGELES CORE-SHELL

La modificacion superficial de los NGs de p-NIPAmM-DAT y p-NIPAmM-BIS-DAT se realizé
mediante polimerizacién sobre semillas (seeded polymerization), como se esquematiza en
la Figura 6.26. Para ello se dispersaron nanogeles de p-NIPAm-BIS-DAT o p-NIPAm-DAT (10
mg) en 5 mL y se burbujed con N; durante 30 min. Posteriormente la dispersién se llevo a
calentamiento a 70 °C durante 1 h bajo agitacion (350 r.p.m.= Posteriormente se adiciond
1 mL de solucién conteniendo 33 mg de Ac(9%)-dPG, 67 mg de NIPAm y 2,3 mg de persulfato
de amonio (APS). La reaccion procedié a 70 °C, durante 5 h, y luego el producto fue
purificado mediante didlisis utilizando membranas de 50 kDa (Spectra/Por® 6 Standard RC),

con repetidos cambios de agua destilada, durante al menos 48 h.

70 °C + Capa 25°C
—_— — T
70°C
Ent ient
. n recr;;a.l[nlen 0S
Hidrogel Hidrogel Core-Shell Core-Shell
hinchado colapsado colapsado Hinchado

Figura 6.26 — Esquema de reaccion de formacion de particulas core-shell mediante seeded polymerization.

MODIFICACION CON PERIODATO DE SODIO

La solucién de particulas core-shell fue tratada con periodato de sodio para degradar el
nucleo entrecruzado por DAT (Figura 6.27). Dado que no se conocia con precision la
cantidad de DAT incorporado en las nanoparticulas core-shell, se utilizé un gran exceso de
periodato. Para esto, se supuso como sobreestimacién que la mitad de la masa de las

particulas core-shell equivalia a moles de DAT. Luego de 4 horas de reaccion a temperatura
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ambiente, las particulas fueron dializadas utilizando membranas de 50 kDa (Spectra/Por® 6

Standard RC), con repetidos cambios de agua destilada, durante 7 dias.

Nalo,
ﬁ
Lavados
p-NIPAmM-DAT NG (core) p-NIPAmM-dPGACc {shell)
p-NIPAm-dPGAc (shell) (nanogel hueco)

Figura 6.27 - Esquema de modificacion de los NGs core-shell con periodato, para degradar el nucleo

entrecruzado con DAT y obtener NGs huecos.

6.2.2.4 - RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios realizados en macrogeles entrecruzados con el agente DAT mostraron que,
mediante el tratamiento de dichos geles con periodato de sodio, es posible degradar la
estructura de la red tridimensional que compone al gel. Ademas, los resultados obtenidos
en la oxidacién con periodato en nanogeles de p-NIPAm y p-NIPMAm entrecruzados con BIS
y DAT mostraron que la ruptura de DAT llevd a importantes cambios morfoldgicos,
afectando a la estructura de los nanogeles. Estos resultados sugieren que es posible
degradar completamente la estructura de NGs de p-NIPAmM-DAT frente a periodato. Esta
propiedad podria ser aprovechada para la utilizacion de NGs de p-NIPAm-DAT como moldes
para la elaboracién de estructuras mas complejas. Existen antecedentes en la utilizacién del
entrecruzante 1,2-(dihidroxietilen)bisacriimida (DHEA) en la generacién de nanogeles
huecos mediante la sintesis de NGs termoresponsivos tipo core-shell y la posterior

degradacion del core (nucleo) mediante el tratamiento con periodato.
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El agente entrecruzante DAT, poseedor de un diol vecinal como DHEA, podria ser utilizado
de manera equivalente. Sin embargo, debido a las diferencias de reactividad entre estos
dos entrecruzantes, dicha propuesta fue evaluada en este estudio. Ademas, la formacidn
de a-oxoaldehidos por el clivaje de DAT podria representar una ventaja sobre el otro
sistema, permitiendo la realizaciéon de modificaciones especificas en el interior de los

nanogeles huecos.

SINTESIS DE NUCLEOS DEGRADABLES DE p-NIPAmM

Se sintetizaron NGs de p-NIPAmM-DAT y p-NIPAm-BIS-DAT para ser utilizados como nucleos
en la obtencién de estructuras tipo core-shell. El empleo de DAT como entrecruzante prevé
la completa degradacién del ndcleo luego del tratamiento con periodato en NGs de p-
NIPAmM-DAT mientras que los NGs de p-NIPAm-BIS-DAT fueron sintetizados como control y

prevén una degradacién parcial de la estructura.

Los NGs fueron sintetizados mediante termoprecipitacién, a 70 °C, utilizando SDS para un
mayor control del tamafo y PD de los nucleos. La reaccidn se inicié mediante la dupla
rédox APS/TEMED para evitar la formacién de auto-entrecruzamientos, como fuese
demostrado por Smith y colaboradores [23]. Se varié el porcentaje del entrecruzante DAT
en las distintas sintesis para evaluar su efecto en el tamafio y PD de los NGs (ver Tabla
6.5). El porcentaje de DAT también podria tener efectos en el perfil de degradacién de los

NGs.
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Tabla 6.5 - Composicion de los NGs sintetizados para su empleo como ntcleo degradable en la sintesis de NGs

huecos.

[NIPAm] DAT BIS
Sintesis
(M) (mol %) (mol %)

p-NIPAm-BIS-DAT(10) 0,2 10 1,5
p-NIPAm-BIS-DAT(15) 0,2 15 1,5
p-NIPAm-BIS-DAT(25) 0,2 20 1,5
p-NIPAm-DAT(5) 0,2 5 0
p-NIPAm-DAT(10) 0,2 10 0
p-NIPAmM-DAT(15) 0,2 15 0
p-NIPAm-DAT(25) 0,2 20 0

DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

El didametro hidrodinamico de los NGs sintetizados se estudid6 mediante DLS. Como se
observa en la Figura 6.28, las nanoparticulas tienen buena polidispersidad sélo cuando el
%DAT empleado en la sintesis es menor al 15 %mol, resultado coincidente con lo reportado
anteriormente en este capitulo. Tanto en presencia como ausencia del entrecruzante BIS,
los NGs con 5 0 10 %mol de DAT mostraron Dh entre los 125 y 75 nm, con indices de
polidispersidad muy bajos, siempre menores a 0,1. Estas caracteristicas son adecuadas para
su utilizacién como nucleos degradables ya que, frente a las condiciones apropiadas de
formacidn del shell, podrian permitir la obtencién de NGs huecos de tamafios pequefios, sin
demasiada polidispersidad, siendo morfolégicamente conveniente para su utilizacién en
liberacion controlada de farmacos. Dado el menor tamafio obtenido en NGs de p-NIPAm-
DAT(10) y considerando que el mayor niumero de entrecruzamientos implicaria mayor
numero de puntos de degradacién de los nucleos, se utilizaron NGs de esta composicidon

para realizar los siguientes ensayos.
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Figura 6.28 - Diametro hidrodindmico y PDI respecto del %DAT utilizado en la sintesis de geles de p-NIPAm-
DAT (izquierda) y p-NIPAm-BIS-DAT (derecha).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

La polidispersidad de los geles de p-NIPAm-DAT(10) y su degradacion frente a soluciones de
NalOs se estudié mediante TEM. Las micrografias de la Figura 6.29a muestran la baja
polidispersidad de tamanos de los NGs, tal y como se determiné mediante DLS. El didmetro
fue de alrededor de 100 nm. Luego del tratamiento con periodato de sodio, la estructura
de los NGs se degradd por completo (Figura 6.29b) observandose sdlo agregados de los

productos de clivaje de las nanoparticulas.
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Figura 6.29 - Micrografia de TEM de los NGs p-NIPAm-DAT(10) antes (a y a') y después (b y b') de su

degradacion con periodato de sodio.

Basados en estos resultados, se procedio a la sintesis de nanogeles tipo core-shell mediante

la modificacion de la superficie de los NGs aqui descriptos.

SINTESIS DE NGs CORE-SHELL

Los nucleos (core) de p-NIPAm-DAT(10) y p-NIPAm-BIS-DAT(10) se emplearon como
semillas para generar una capa (shell) de polimero termosensible sobre ellos (seeded
polymerization). El procedimiento se llevd a cabo en dispersiones altamente diluidas y
deoxigenadas de los NGs nucleo, y a 70 °C. En estas condiciones, se adiciond una soluciéon
de NIPAmM, Ac(9%)-dPG y APS para la generacién de la capa externa sobre los nucleos. La
alta dilucidn es necesaria para evitar la formacién de grandes agregados de los NGs nucleo,
y la alta temperatura se utiliza para mantener a los nucleos en su estado colapsado (por

encima de su temperatura de transicidon térmica). El colapso de los nucleos disminuye su
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porosidad para evitar el ingreso de los nuevos mondmeros dentro de los nucleos (evitando
la formacién de redes interpenetradas), y favorece la nucleacion de las nuevas cadenas de
polimero termosensible, que crecen en la solucion, por estar favorecidas las interacciones

polimero-polimero a esta temperatura.

Los NGs obtenidos fueron purificados mediante dialisis y luego tratados con un exceso de
periodato de sodio para ensayar la degradacion de los nucleos. Estos ultimos también
fueron purificados por dialisis durante al menos 7 dias. Los productos core-shell, antes y

después de su tratamiento con periodato, fueron caracterizados mediante DLS y TEM.

CARACTERIZACION DE LOS NGs CORE-SHELL Y NGs HUECOS.

La Figura 6.30 muestra los resultados obtenidos en la determinacién de Dh por DLS en NGs
modificados de p-NIPAm-BIS-DAT(10). Luego de la modificacién superficial de los nucleos
(seeded polimerization) los Dh de los geles crecieron hacia tamafios mucho mayores. Esto
indicaria el crecimiento de capas de polimero sobre los NGs nucleo. El marcado incremento
del Dh sugiere que la capa de polimero creada es muy grande, o que la modificacion se
realizd sobre el agregado de varias particulas nucleo. Luego del tratamiento con periodato,
el Dh de los geles disminuyé considerablemente. Considerando que la seeded
polymerization es realizada por encima de la temperatura de transicion de las particulas
nucleo, estas se encuentran en su estado colapsado durante la generaciéon de la capa.
Cuando las particulas son llevadas nuevamente a temperatura ambiente (debajo de su Ttf,
como fueron medidas en DLS), los nucleos tenderian a hincharse, generando una tensién
sobre la capa superficial. Por lo tanto, la ruptura de DAT podria minimizar la tensién de
hinchamiento ejercida sobre la capa, por disminucion del médulo elastico del/los nucleo/s.
Este fendmeno indicaria la ruptura de los entrecruzamientos debidos a DAT, permitiendo la
relajacion de la capa (shell) tensionada por el hinchamiento impedido del nucleo. El efecto
de colapso o hinchamiento de la capa, luego de la disolucién de los nucleos, ha sido

estudiada en nanogeles huecos y se ha reportado que depende de las propiedades
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mecanicas (grado de entrecruzamiento y modulo elastico) de la capa cuando el nucleo es

completamente degradado [42].

p-NIPAmM-BIS-DAT

Intensity (Percent)

Volume (Percent)

Size (d.nm)

Figura 6.30 - Arriba: Esquema de la modificacion de nucleos de p-NIPAm-BIS-DAT(10) (1) para obtener NGs
tipo core-shell (2) y su posterior tratamiento con periodato de sodio (3). Abajo: curvas de distribucion de Dh de

los NGs, determinadas por DLS.

Los NGs core-shell con nucleo de p-NIPAmM-BIS-DAT, luego del tratamiento con periodato,
se estudiaron por TEM utilizando acetato de uranilo como agente de contraste. Las
micrografias (Figura 6.31) muestran nanoparticulas de aproximadamente 400 nm con una
capa (shell) que se distingue de la parte interna. Esta distincion sugiere que la zona interna
de las nanoparticulas es menos densa por la ruptura de los entrecruzamientos, permitiendo
mayor entrada del agente de tincién, o que interacciona mads intensamente con el mismo.
Este resultado, junto con el observado por DLS, indican la efectiva modificacion de los NGs

mediante seeded polymerization y posterior tratamiento con periodato. Ademas, los
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tamafios de los NGs y particularmente del nucleo, sugieren que la seeded polimerization se

realizd sobre agregados de mds de un nucleo generando particulas “multi-nicleo”.

Figura 6.31 - Micrografia de TEM de NGs core-shell de p-NIPAm-BIS-DAT@dPG-NIPAm luego del tratamiento
con periodato de sodio. (a) y (b) son micrografias de la misma muestra a distintas escalas. La ampliacién de la

imagen en (b) ilustra la incorporacion de mds de un nucleo durante la “seeded polymerization”.

Al realizar la seeded polymeryzation sobre NGs de p-NIPAmM-DAT, los perfiles de distribucidn
de tamafios mostraron un comportamiento diferente al sistema previamente descripto
(Figura 6.32). Como se esperaba, la modificaciéon de los NGs nucleo, con una capa de p-
NIPAmM-dPG, llevé al incremento de los valores de Dh. Sin embargo, la posterior oxidaciéon
de DAT, con periodato de sodio, generé un mayor incremento de los valores de Dh,
evidenciando la reaccion de clivaje de los entrecruzamientos. En este caso, la ruptura total
de los entrecruzamientos del nucleo de p-NIPAmM-DAT (como se comprobd anteriormente
mediante TEM), condujo al aumento en el Dh de la capa externa (shell). Este resultado
podria deberse a que la completa digestiéon del nucleo genera mayor libertad de

movimiento a la capa externa, permitiendo su mayor expansion.
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p-NIPAm-DAT
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Figura 6.32 - Arriba: Esquema de la modificacion de nucleos de p-NIPAm -DAT(10) (1) para obtener NGs tipo
core-shell (2) y su posterior tratamiento con periodato de sodio (3). Abajo: curvas de distribucion de Dh de los

NGs, determinadas por DLS.

Las particulas resultantes se midieron mediante TEM. Luego de la seeded polymerization,
se observd claramente la formacién de una estructura tipo core-shell (Figura 6.33b). El
didmetro de estas estructuras fue de aproximadamente 400 nm (a partir de las regiones
coloreadas mas intensamente, sin considerar la region difusa) con nucleos de
aproximadamente 250 nm. Estos tamafios, comparados con el tamano inicial de los NGs de
p-NIPAm-DAT (Figura 6.33a), sugieren que se obtuvieron particulas multi-core, tal y como
se concluyd mediante DLS. El posterior tratamiento de estas particulas con periodato de
sodio, llevé a un cambio morfoldgico evidente (Figura 6.33cy c'). Las estructuras obtenidas
muestran un didametro de aproximadamente 200 nm, resultado que contrasta con lo
observado por DLS. Esta diferencia podria deberse a la presencia de una poblacién de
particulas de diametros mas grandes que generasen una mayor dispersion de la luz en DLS

(aumentando la media de los tamafios), como frecuentemente ocurre, y no se percibiesen
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en TEM. Ademas, la determinacion de los diametros mediante una u otra técnica difieren,
no soélo en la naturaleza de la medida, sino también en el estado fisico de la muestra.
Entonces, es posible que el didmetro hidrodindmico de las particulas, en solucién, sea
diferente del didmetro determinado mediante microscopia. Sin embargo, las estructuras
observadas por TEM sugieren la presencia de un nucleo mas hueco, donde la tincién se ve

muy oscura, y una zona externa formada por estructuras globulares.

H . 3

Figura 6.33 - Micrografia TEM de los nanogeles de p-NIPAm-DAT (a), su posterior modificacion para generar

NGs core-shell (b) y el consiguiente tratamiento con periodato de sodio para degradar el nticleo (cy c')

La confirmacién de la obtencion de nanogeles huecos o con una estructura mas laxa en el
interior deberia realizarse mediante otras técnicas de caracterizacion como microscopia de

fuerza atdmica (AFM) o mediante técnicas de difraccion de bajo angulo (SAS).
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6.2.2.5 - CONCLUSIONES PARCIALES Y PERSPECTIVAS

Se sintetizaron nuevos nanogeles basados en el polimero termorresponsivo p-NIPAm y
entrecruzados con el agente (+)-N,N'-dialiltartradiamida (DAT) en presencia o ausencia de
N,N-metilenbisacrilamida (BIS). Los nanogeles de p-NIPAmM-DAT se degradaron
completamente frente a periodato de sodio, debido al clivaje de los dioles vecinal presentes

en el entrecruzante DAT.

Las nanoparticulas se utilizaron como semillas para la elaboracién de nanogeles core-shell
mediante seeded polymerization, generando una capa de p-NIPAm con poliglicerol
dendritico acrilado. Estas particulas fueron tratadas frente a periodato de sodio para
escindir los entrecruzamientos debidos a DAT, generando cambios en los tamafios vy
morfologia. Los estudios realizados por DLS y TEM sugieren que, cuando el nucleo de las
particulas core-shell fue p-NIPAmM-BIS-DAT, se generaron cambios en el nucleo luego del
tratamiento con periodato. Sin embargo, la presencia de BIS, no reactivo frente a periodato,
mantendria unida la estructura del nucleo impidiendo su clivaje total. Cuando las particulas
core-shell con nucleos de p-NIPAmM-DAT fueron tratadas con periodato, las determinaciones
indicaron la posible generacidn de nanoparticulas huecas. Sin embargo, es necesario
recurrir a otras técnicas de caracterizacion para corroborar la estructura de los nanogeles

obtenidos.

Los estudios realizados sugieren que los NGs obtenidos de p-NIPAmM-DAT podrian ser
utilizados en la generacidn de nanogeles huecos para ser utilizados en diversas aplicaciones,

principalmente en la liberacién controlada de farmacos.
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6.2.3 - SINTESIS DE NANOGELES DE p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-DAT Y CONTROL
POST-SINTESIS DEL GRADO DE ENTRECRUZAMIENTO. EFECTO DEL CAMBIO
ESTRUCTURAL EN EL CARGADO DE BIOACTIVOS DE ALTO PESO MOLECULAR.

6.2.3.1 - CONSIDERACIONES GENERALES
Las funciones altamente especificas que deben cumplir los nanogeles, operando en

entornos complejos, requieren de avances en el control de su estructura y funcionalidad en
la escala nanométrica. Es por esto que se encuentran en desarrollo estrategias de sintesis
gue permiten obtener nanogeles con estructuras de caracteristicas particulares como:
nanogeles huecos, nanogeles core-shell, huecos con doble capa, entre otros, como se
menciond en la Seccidn 6.2.2.1 [2], [46], [47]. Las propiedades distintivas de estos nanogeles
podrian ser Utiles en la optimizacidn de nanoplataformas para aplicaciones en distintas

areas, principalmente en nanomedicina.

6.2.3.2 - OBJETIVOS
Analizar los cambios fisicoquimicos generados por el clivaje oxidativo del agente

entrecruzante DAT en NG de p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-DAT.

Evaluar el efecto que tiene el cambio en el grado de entrecruzamientos (y por ende, en la
estructura y morfologia) en el cargado de albumina sérica bovina (BSA), un bioactivo de alto

peso molecular, utilizada como modelo.

6.2.3.3 - MATERIALES Y METODOS

SINTESIS DE NANOGELES
Los nanogeles utilizados para estos estudios, fueron descriptos en la seccidon “Sintesis de

Nanogeles termosensibles basados en NIPAm y NIPMAm”, donde también se indicd la
metodologia de sintesis y modificacidn post-sintesis (seccion 6.1.3). Se utilizaron los NGs de
p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT con diferentes porcentajes de DAT y sintetizados por

descomposicion térmica de APS, antes y después de su tratamiento con periodato.
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DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ (DLS)
Las medidas se realizaron en las condiciones descriptas en la 6.1.3, a 20 °C.

CARGADO DE ALBUMINA
Se ensayo el encapsulado de albumina de suero bovino conjugada con fluoresceina (BSA-

FITC, Sigma-Aldrich) como droga modelo en los NGs. Para esto, los NGs liofilizados (1 mg)
fueron hinchados en soluciones de BSA-FITC (pH 7,4; PBS) de diferente concentracién,
durante 24 h a temperaturas entre 6-8 °C. Las soluciones se purificaron utilizando el
dispositivo de centrifugado con membrana Vivaspin 300 kDa (10 min a 6000 r.p.m.;
Sartorius AG, GoOttingen, Alemania). La concentracion de BSA-FITC encapsulada se
determind midiendo la absorbancia a 492 nm, a partir de una curva de calibracién realizada
con distintas concentraciones conocidas de BSA-FITC. Todas las medidas se realizaron por

cuadruplicado.

Para evaluar la cantidad de albimina incorporada en los sistemas, se analizaron dos
parametros. El primer pardmetro se denomina eficiencia de encapsulaciéon (LE%, por sus
siglas en inglés de Loading Efficiency) y hace referencia a la cantidad de farmaco
incorporado en funcién de la cantidad total a la que se expuso durante el incubado. Se

calcula mediante la Ecuacion 6.2:

LC% = (n“’ml:SA_ ZI;ZTQBSA) x 100 (Ecuacién 6.2)
total

Donde 1yt BSA es el nimero de moles de BSA-FITC presentes en la solucidn inicial de
incubado y nyip.BSA es el nimero de moles remanentes en la solucién luego del

centrifugado, es decir, la cantidad no encapsulada por el nanogel.

Por otro lado, se evalud el contenido final del fdrmaco en el nanodispositivo (BSA-NG),

conocido como Capacidad de Cargado (LC, por sus siglas en inglés de Loading Capacity). El
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mismo refleja la cantidad de farmaco incorporado en el nanodispositivo, es decir, la masa
del farmaco respecto de la masa total del nanodispositivo (BSA-NG) y se calcula mediante

la Ecuacion 6.3:

%LC = ——BSAincorporada . 1)) (Ecuacién 6.3)

Mtotal del nanodispositivo

Donde Mpggy incorporada €5 1a masa de BSA-FITC incorporada en el nanodispositivo (BSA-

NG) Y Msotai del nanodispositivo €S 1a masa total del nanodispositivo.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)
Las micrografias se tomaron en un Microscopio de Transmisién Electrénica TECNAI G2 20

TWIN operado a 200 kV y equipado con un filamento de LaBg, sistema de microandlisis EDAX

EDS y HAADF-STEM.

6.2.3.4 — RESULTADOS Y DISCUSION

SINTESIS
Se sintetizaron NGs de p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT con un porcentaje fijo del

entrecruzante BIS (1,5 %mol) y variable de DAT (8, 10, 12, 15 %mol), en las condiciones
descriptas en la seccion 6.1.3 de este capitulo. Los productos de sintesis se nombraron p-
NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DATX, siendo “X” el porcentaje de DAT utilizado en cada una de las

sintesis.

DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)
Los nanogeles sintetizados se caracterizaron mediante DLS. Se observd la disminucién del

didmetro hidrodindmico (Dh) de los NGs con el aumento del porcentaje de DAT, indicando
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la posible mayor incorporacién del entrecruzante en los NGs. Los indices de polidispersidad
fueron muy bajos en todos los casos, tal y como se habia reportado anteriormente (Figura

6.34, Izquierda).

Posteriormente, los NGs fueron modificados con soluciones acuosas de periodato de sodio
(en exceso) para promover la ruptura de los entrecruzamientos debidos a DAT y modificar
la estructura y funcionalidad de los NGs. El tratamiento con periodato condujo a un
aumento en el Dh de los NGs (Figura 6.34, Derecha), indicando la efectiva ruptura del
entrecruzante DAT. Los productos de modificacidn post-sintesis se nombraron p-NIPAm-co-
NIPMAmM-BIS-ALDX, siendo “X” el porcentaje de DAT utilizado en cada una de las sintesis,

que promovio la formacién de GF aldehidos (ALD).

285 T T T T T T T T 0.024 o —m— Antes del tratamiento con periodato
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Figura 6.34 - Medidas de DLS de los NGs sintetizados. Izquierda: variacion del tamafio medio del diametro
hidrodinamico (Dh) (negro) y el indice de polidispersidad (PDI, azul) en funcion de la concentracion de DAT
utilizada durante la sintesis. Derecha: variacion del Dh, respecto del porcentaje de DAT para NGs antes y

después de ser tratados con periodato de sodio.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON (*H-RMN)
El producto de clivaje p-NIPAmM-co-NIPMAmM-BIS-ALD10 se analizé mediante *H-RMN. Se

observaron las sefiales caracteristicas de p-NIPAm, descriptas anteriormente en el Capitulo
5, seccion 5.4. Las sefiales de p-NIPAm y p-NIPMAmM son semejantes y se superponen,

debido a la similitud en la estructura quimica entre las dos moléculas. El GF metilo de la
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cadena principal de p-NIPMAm es una diferencia caracteristica con p-NIPAm. La sefal
relativa a los protones de dicho GF metilo se observa como un hombro con un corrimiento
de 0,93 ppm (Figura 6.35). Ademas, se observod la presencia de una senal a 5,3 ppm,

atribuida a la formacidn de GF a-oxo-aldehidos por clivaje oxidativo del entrecruzante DAT.

-—5.30

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
1 (ppm)

Figura 6.35 - Espectro de RMN de p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-ALD(10).

DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE TRANSICION DE FASE (Ttf) MEDIANTE TURBIDIMETRIA
La Ttf de los nanogeles, antes y después de su tratamiento con periodato, se midido mediante

turbidimetria. El cambio en el porcentaje de transmitancia de luz UV-Vis con la temperatura,
revela la transicion térmica de los NGs. Antes del tratamiento con periodato de sodio (Figura
6.36, lzquierda), los nanogeles mostraron Ttf de alrededor de 40 °C. Este valor indica la
incorporacion de ambos monémeros, NIPAm y NIPMAm en los NGs, lo cual genera una
temperatura de transicidén intermedia respecto de la de los homopolimeros (aprox 32 °C
para p-NIPAm y 43 °C para p-NIPMAm). Los distintos porcentajes de DAT no incidieron en
la Ttf de estos NGs.
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Luego de su tratamiento con periodato de sodio (Figura 6.36, derecha), se observé aumento
de la Ttf de los NGs, alcanzando valores de 42 °C. La generacion de grupos a-oxo-aldehidos
por clivaje de DAT implica la formacidn de grupos polares en la red, los cuales aumentan la
Ttf de polimeros de p-NIPAm y p-NIPMAm, como se indicé en la introduccién general. No
se observaron diferencias entre las Ttf de los NGs con distinta composicién de DAT inicial.
Esto podria indicar que la diferencia en la incorporacion del entrecruzante en las distintas

composiciones no es demasiado significativa.
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Figura 6.36 - 1er derivada obtenida a partir del cambio en el porcentaje de transmitancia (%T) de los NGs con
la temperatura del medio. EI minimo observado es considerado la Ttf del NG. Izquierda: NGs antes de su

modlificacion post-sintesis. Derecha: NGs modificados con periodato de sodio.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)
Los productos de sintesis se analizaron mediante TEM. Para ello, los NGs p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-

DAT10 y su producto de modificacién con periodato (p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-ALD10), se

estudiaron utilizando acetato de uranilo como agente de contraste (Figura 6.37).

Las micrografias fueron realizadas en un Microscopio de Transmisién Electrdnica distinto al usado
en la seccion 6.1.4 de este trabajo de tesis, y utilizando un sustrato (soporte) de distintas
caracteristicas. Esto generd que se observen algunas diferencias respecto a las medidas reportadas

anteriormente.
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Antes de la modificacion post-sintesis, los NGs mostraron morfologias esféricas muy bien definidas
y baja polidispersidad (Figura 6.37, a, a’ y a”’). Estas observaciones concuerdan con los valores
medidos por DLS y los reportados en anteriores medidas de TEM. En este caso, la medida de TEM
se realizé colocando a las particulas en un soporte mas hidrofébico que el utilizado anteriormente.
Debido a esto y a las caracteristicas de este microscopio, no se distingue la diferencia de contraste
que permitié observar con claridad la estructura core-shell que se reportd previamente. Sin
embargo, estas micrografias no descartan la posibilidad de que la superficie de estos NGs se
encuentre cubierta de pequeias esferas de otra composicién. El posterior tratamiento con
periodato generd el clivaje quimico de los entrecruzamientos debidos a DAT y se observaron dos
tipos de estructura en el producto de reaccidon: esferas de mayor tamano (aprox. 250 nm) (Figura
6.37b, particula que se situa la izquierda); y conjuntos de esferas de menor tamafio (aprox. 100 nm)
(Figura 6.37b, cimulo de esferas situadas a la derecha). El cambio morfoldgico en los NGs luego de
la modificacidn post-sintesis es evidente y muestra una parcial degradacién quimica que lleva a la
formacién de una estructura menos homogénea y presuntamente mads porosa. En las medidas
realizadas en este equipo de microscopia no se observa con claridad la formacion de “cabellos” de
polimeros en los NGs modificados, como se habia observado anteriormente. Sin embargo, se puede
apreciar un aumento en el radio de la zona con mayor contraste (oscura) alrededor de las particulas,
luego de la modificacién, que podria deberse a la presencia de cadenas poliméricas en forma de

“cabellos”.
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Figura 6.37 - Micrografias de TEM de los nanogeles p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-DAT10 antes (arriba, a, a'y a")

y después (abajo, b, b'y b") de su tratamiento con periodato de sodio.

ENSAYO DE CARGADO DE ALBUMINA SERICA BOVINA CON UN MARCADOR FLUORESCENTE (BSA-
FITC)

Los NGs logrados mediante sintesis y modificacion post-sintesis, son potenciales
plataformas para la liberacién controlada de farmacos. Su naturaleza como red polimérica
capaz de absorber grandes cantidades de agua, puede ser aprovechada para la
incorporaciéon de una solucidon con un farmaco y su posterior liberacidn controlada. Los NGs
obtenidos son termosensibles, por lo que su respuesta a la temperatura podria ser utilizada
para la liberacidon “a demanda” del farmaco. Ademads, la modificacién post-sintesis de los
NGs llevé a la formacidon de GF a-oxo-aldehido de alto valor sintético, que podrian ser
utilizados para la derivatizaciéon quimica de las nanoplataformas. Por ultimo, la morfologia
porosay tipo “hairy nanogel” alcanzada, podria tener implicancias en la interaccién de estos

nanodispositivos con tejidos biolégicos.
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Por todo esto, se evalud el cargado de los NGs con la proteina albumina sérica bovina
marcada fluorescentemente (BSA-FITC), como droga modelo. La proteina fue cargada en
NGs de p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT8 y p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-DAT15, para evaluar
diferencias respecto al porcentaje de DAT utilizado en la sintesis, y sobre los mismos NGs

luego de la modificacion post-sintesis (Figura 6.38).
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Figura 6.38 - Eficiencia de Encapsulado (%LE) y capacidad de carga (%LC) de los nanogeles antes y después de

su modificacion post-sintesis.

Los valores de Eficiencia de Encapsulado (%LE, por sus siglas en inglés: Loading Efficiency)
permiten comparar la cantidad de proteina encapsulada o fisisorbida en los NGs, respecto
de la cantidad de proteina colocada inicialmente en la incubacion. En la Figura 6.38 se
observa la variacidon del %LE respecto de la cantidad de albumina utilizada durante el
incubado. A concentraciones bajas de proteina (0,1 mg/mL) se observa una marcada
diferencia en la eficiencia de encapsulacién entre los nanogeles antes de tratar con
periodato, respecto de los modificados. Evidentemente, la modificacion post-sintesis
generd un aumento considerable del %LE de los NGs. Esto, podria deberse al cambio
estructural causado por el periodato, que produce que estos NGs sean mas porosos,
permitiendo mayor penetracidon de la proteina. Ademas, la generacidon de GF polares
aldehido, podrian tener un efecto en la interacciéon con la proteina. Por otro lado, no se

observd un cambio significativo en el %LE entre los NGs con diferentes porcentajes de DAT.
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Como se indicé en el comienzo de este capitulo, cuando se compararon las sintesis con
distintos porcentajes de DAT, no se observé gran diferencia en la incorporacién del
entrecruzante ni en las caracteristicas de los NGs, por lo que es coherente que presenten
un comportamiento similar en la encapsulacion de la proteina. A mayores porcentajes de
albdmina, cuando la relacion en peso entre albumina y los nanocarriers fue mayor a 1, se
observé un aumento general de la eficiencia de encapsulacién. La diferencia en la eficiencia
entre NGs tratados con periodato y los no tratados se hace menor y todos muestran

eficiencias cercanas al 100%.

Por otro lado, la capacidad de carga (LC) indica el porcentaje de la masa del conjugado
(proteina-nanogel) que corresponde a la biomolécula. En la Figura 6.38 se muestra la
variacion de LC respecto de la cantidad de albumina colocada inicialmente en la incubacién.
En concordancia con los altos porcentajes de LE, se puede observar que la mayor parte de
la albumina incubada fue exitosamente incorporada en el nanodispositivo (proteina-

nanogel).
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6.2.3.5 - CONCLUSIONES
Los nanogeles de p-NIPAm-co-NIPMAm-BIS-DAT sintetizados con diferentes porcentajes de

DAT mostraron tamafios nanomeétricos con morfologias esféricas muy definidas y con muy

baja polidispersidad.

La modificacidn post-sintesis de estos NGs, por clivaje del agente entrecruzante DAT frente
a periodato de sodio, permitid modificar a los NGs generando marcados cambios en su

estructura y funcionalidad, manteniendo la baja polidispersidad.

Los NGs termosensibles alcanzados mediante sintesis y modificacién post-sintesis en
condiciones suaves, son potenciales plataformas para la liberacion controlada de farmacos.
Su respuesta a la temperatura podria ser utilizada para la liberacién “a demanda” del
farmaco. Ademas, la modificacion post-sintesis dotd a los NGs de GF a-oxo-aldehido de alto
valor sintético, que podrian ser utilizados para la derivatizacién quimica de las
nanoplataformas, inclusive mediante reacciones realizadas en condiciones fisioldgicas,
orientadas a la formacidn de enlaces hidrazona u oxima. La morfologia porosa y tipo “hairy
nanogel” alcanzada, podria tener impacto en el desempefio del nanodispositivo en
aplicaciones como la liberacidon controlada de farmacos, diagndstico por imagenes,

sensores, entre otras.

Por ultimo, se ensayd la eficiencia de encapsulado y capacidad de carga de los NGs,
cargando a la proteina BSA-FITC como droga modelo. Se observé aumento en la eficiencia
de carga de la proteina, luego de la modificacidn post-sintesis de los nanogeles con
periodato de sodio. Esto, podria atribuirse a la estructura porosa y tipo “hairy nanogel”

lograda en las particulas.
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7.1 - CONCLUSIONES GENERALES

Durante el transcurso de esta tesis se estudiaron y desarrollaron estrategias de sintesis
radicalaria de hidrogeles que permitieron su modificacién post-sintesis para el control de
sus propiedades mecanicas, propiedades de hinchamiento, funcionalidad quimica vy
morfologia. Estas estrategias fueron aplicadas tanto en la macroescala como en la
nanoescala permitiendo superar, en etapas post-sintesis, dificultades y limitaciones
impuestas por las metodologias de sintesis radicalaria de hidrogeles y nanogeles. En
particular, se estudid la utilizacién del agente entrecruzante (+)-N,N'-dialiltartradiamida
(DAT) en combinacidon o ausencia de N,N'-metilenbis(acrilamida) (BIS), para la sintesis
radicalaria de hidrogeles (HGs) y nanogeles (NGs) basados en diferentes mondmeros
vinilicos derivados de la acrilamida o la metacrilamida. Se logré la incorporacién de DAT en
hidrogeles, tanto en la macroescala como en la nanoescala. La presencia de un grupo
funcional (GF) diol vecinal en DAT permitié la modificacidn post-sintesis de los HGs y NGs,
por tratamiento con soluciones de periodato de sodio. Estas reacciones se llevaron a cabo
en solucion acuosa, a tiempos cortos y temperatura ambiente. La modificacion post-sintesis
generd un cambio en el grado de entrecruzamiento de HGs y NGs, por clivaje de los
entrecruzamientos debidos a DAT, modificando sus propiedades de hinchamiento,
propiedades mecdnicas, morfologia y funcionalidad quimica. Ademas, la oxidacidn de los
dioles vecinales permitié obtener GF a-oxo-aldehido en los materiales sintetizados. En
general, los GF aldehido son dificilmente obtenidos en hidrogeles sintetizados por
polimerizacién radicalaria, y se requiere de reacciones de proteccion y desproteccién de
este GF. Por lo tanto, la estrategia desarrollada resulta en un avance que permite, mediante
un protocolo sencillo y en condiciones suaves, la obtencion de GF aldehido. Ademas, este
GF es de alto valor sintético por su participacion en reacciones bio(ortogonales),
principalmente frente a aminas y a-nucleéfilos como hidrazidas y alcoxilaminas.
Particularmente, los a-oxo-aldehidos son frecuentemente obtenido en péptidos y proteinas
para su utilizacién en bioconjugacion, pero tienen muy escasos antecedentes en materiales

sintéticos, y no se encuentran reportes de su obtencién en hidrogeles blandos. Durante
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este trabajo, ademas, se ensayo la reactividad de este GF con aminas e hidrazidas, en

diferentes condiciones de reaccion.

En primera instancia, se sintetizaron hidrogeles basados en el mondémero acrilamida (AM)
y entrecruzados con DAT y/o BIS. Luego de caracterizar la incorporacion del agente
entrecruzante en los hidrogeles sintetizados, se evalud su efecto en las propiedades de
hinchamiento y mecanicas del material. Posteriormente, se demostré que, en hidrogeles
entrecruzados con BIS y DAT, el tratamiento con periodato de sodio generd la ruptura de
los entrecruzamientos debidos a DAT sin alterar aquellos debidos a BIS. Esta modificaciéon
llevd a cambios en las propiedades mecanicas de los hidrogeles, proporcionales a la
cantidad de DAT utilizado en Ila sintesis. Un efecto similar se observé en el cambio en las
propiedades de hinchamiento post-modificacion. Ademas, se corroboré que la modificacién
puede realizarse con control espacial y que permite la obtencion de hidrogeles con distintos
grados de entrecruzamiento en distintas regiones de su estructura, mediante el control en
la concentracion del agente oxidante (NalOa). Por otro lado, se sintetizaron geles de AM
entrecruzados solamente con DAT, y se demostrd que su tratamiento con soluciones de
periodato condujo al clivaje total de los entrecruzamientos del gel, obteniéndose un
producto liquido. Este producto se caracterizé como p-AM funcionalizada con GF a-oxo-
aldehido. Luego, se comprobd la reactividad de los nuevos GF frente a dihidrazida de acido

adipico (AADH), formando nuevos hidrogeles.

Por otro lado, se sintetizaron geles de AM co-polimerizados con el monémero 2-aminoetil
metacrilato (AEMA, poseedor de GF amino) y los entrecruzantes BIS y DAT. Se evaluaron las
propiedades fisicoquimicas de los geles, antes y después de su tratamiento con periodato
de sodio. En este caso, la presencia de GF amino, junto a los GF a-oxo-aldehido obtenidos
por el clivaje de DAT, llevo a la formacion de enlaces covalentes imina, segin se comprobd
mediante técnicas espectroscdpicas. Las nuevas interacciones entre cadenas poliméricas
mostraron un comportamiento pH dependiente, tipico de la formacion de enlaces

covalentes reversibles de tipo imina.
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Ademads, se estudid la sintesis de hidrogeles termosensibles de N-isopropilacrilamida
(NIPAm) entrecruzados con DAT. La ruptura oxidativa del entrecruzante llevé a la formacién
de un liquido viscoso soluble, correspondiente a p-NIPAm funcionalizado con GF a-oxo-
aldehido que mostré tamaios regulares y nanométricos en soluciéon. Se comprobd la
reactividad de los GF aldehido del polimero termosensible, frente a AADH a distintos valores
de pH y temperaturas de reaccion. Esto, llevé a la formaciéon de enlaces hidrazona pH
dependientes, que se vieron favorecidos en condiciones de catalisis acida y por el
calentamiento del polimero termosensible, por encima de su LCST, a la temperatura
corporal de 37 °C. Por lo tanto, se obtuvieron polimeros inteligentes sensibles a la
temperatura y al pH, que podrian ser utilizados para el desarrollo de diversas aplicaciones
como: geles inyectables y liberacion controlada de farmacos, inmovilizacion de

biomoléculas, purificacién de proteinas, entre otras.

La metodologia desarrollada en escala macrométrica, se ensayé también en escala
nanométrica, para la sintesis y modificacion post-sintesis de nanogeles inteligentes

termosensibles.

Para esto, se sintetizaron NGs de p-NIPAm y poli(N-isopropilmetacrilamida) (NIPMAm)
entrecruzados con BIS y diferentes porcentajes de DAT. Se evalud la incorporacién de
diferentes cantidades de DAT frente a dos metodologias de iniciacidon de la reaccién: la
descomposicion térmica de APS y la utilizacidn de la dupla rédox APS/TEMED. Se analizaron
los tamafios y morfologias de los NGs sintetizados, antes y después de ser modificados con
periodato de sodio. Esta modificacidon post-sintesis permitié investigar sobre la reactividad
de los mondmeros y entrecruzantes, y la manera en que son incorporados durante la
reaccion de termoprecipitacién. En general, la utilizacién de la dupla APS/TEMED condujo a
la incorporacion de DAT en las etapas mds tempranas del crecimiento de los nanogeles,
generando importantes modificaciones estructurales luego del tratamiento con periodato.
Por otro lado, la iniciacion a través de la descomposicién térmica de APS condujo a menor
incorporacion de DAT en los NGs, lo cual se reflej6 en menor, pero no despreciable,

variacion de los tamafios y morfologia de particulas luego del tratamiento con periodato.
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Los NGs de p-NIPAm-BIS-DAT obtenidos por termoprecipitacion, iniciada por la dupla
APS/TEMED, fueron tratados con periodato de sodio para obtener NGs termosensibles
funcionalizados con GF a-oxo-aldehido. Estos GF reactivos se utilizaron para incorporar
funciones hidrazida en los nanogeles, que permitieron enlazar al fadrmaco antineoplasico

Doxorrubicina.

Ademas, los NGs sintetizados por copolimerizacién de NIPAm y NIPMAm, en una proporcion
50:50, junto a los entrecruzantes DAT y BIS, mostraron morfologias esféricas muy definidas
y una estructura tipo core-shell, atribuida a la diferencia de reactividad entre los
precursores. La modificacion post-sintesis por oxidacién de DAT generd importantes
cambios morfoldgicos y se obtuvieron particulas con “cabellos” poliméricos tipo “hairy
nanogel”. Posteriormente, se realizaron ensayos de cargado de albumina sérica bovina
como droga modelo para el uso de estos NGs en la liberacidon controlada de bioactivos. Se
observé un aumento de la eficiencia de cargado de la proteina luego de la modificacién
post-sintesis, atribuido al cambio en la morfologia y porosidad del material, obteniendo
resultados promisorios para la generacidon de nanodispositivos para liberacién controlada

de farmacos.

Por ultimo, y como otra prueba de concepto, se ensayé la sintesis de hidrogeles huecos
utilizando geles de p-NIPAmM-DAT como nucleo de sacrificio. Esto permitié generar una capa
(shell) de p-NIPAm-dPG generando estructuras tipo core-shell. El posterior tratamiento con
periodato condujo a la degradacién del nucleo y a la formacion de estructuras que
aparentan tener un centro hueco. Esta sintesis deberia seguir siendo estudiada y optimizada
para conseguir un mayor control del tamafio de particulas, estudiar la nanoestructura

mediante otras técnicas y ensayar posibles aplicaciones.

La metodologia de sintesis y modificacidn post-sintesis de hidrogeles, desarrollada durante
este trabajo de tesis, demostré ser una herramienta util para el control del grado de
entrecruzamiento, propiedades mecanicas, propiedades de hinchamiento y morfologia de
los geles. Esta metodologia fue exitosamente aplicada tanto en macrogeles como en

nanogeles. Esto permitié que los geles sintetizados por sintesis radicalaria sean modificados
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para acceder a estructuras con diferente grado de entrecruzamiento en diferentes regiones,
permitiendo el control en la macro- y nanoestructura de los geles. Ademas, la modificacién
post-sintesis generd la formacién de GF a-oxo-aldehido de alto valor sintético, que resultan
quimicamente equivalentes a las glioxamidas obtenidas por oxidacion de serina y treonina
en modificacion de péptidos y proteinas. Estos, podrian ser utilizados para la derivatizacidn
quimica de los macro- o nanogeles sintetizados, para su modificacién con biomoléculas o
para la formacién de nuevos puntos de entrecruzamiento a partir de enlaces formados en

condiciones fisioldgicas.
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7.2 —PROYECCIONES

Algunos de los proyectos desarrollados en los capitulos anteriores podrian ser
profundizados con el agregado de nuevos ensayos. En esta seccidn se proponen algunos de

ellos.

En el Capitulo 4 se desarrollaron hidrogeles conteniendo entrecruzamientos covalentes del
tipo imina. Dada la reactividad particular de los grupos funcionales (GF) a-oxo-aldehido,
podria resultar de utilidad un estudio mas profundo acerca de la reversibilidad de los
enlaces iminay su dependencia con el pH. Luego de optimizarse el control sobre el equilibrio
de entrecruzamientos reversibles, podria optimizarse el nimero de enlaces y explorar
propiedades como: el comportamiento sol-gel del material; la memoria de forma; el
autocurado; el efecto de los entrecruzamientos dinamicos en la reversibilidad del material

ante ciclos de hinchamiento/deshinchamiento; entre otros.

En el Capitulo 5 se obtuvieron polimeros termosensibles de p-NIPAm funcionalizados con
GF a-oxo-aldehido. Estos podrian ser de utilidad en diversas aplicaciones. Por ejemplo,
debido a su capacidad de gelificar al ser sometidos a una temperatura de 37 °C, estos
polimeros podrian ser utilizados para la preparacion de plataformas para la ingenieria de
tejidos, hidrogeles inyectables, o parches para la liberacién controlada de farmacos. La
formacién de hemiacetales a partir de los GF a-oxo-aldehido o la formacién de enlaces
hidrazona podrian utilizarse como estrategias para el control de la cinética de gelificacion,
propiedades mecanicas y de hinchamiento. Ademas, la presencia de GF a-oxo-aldehido
podria aprovecharse para la uniéon eficiente de biomoléculas que permitan mejorar las
propiedades del dispositivo biomédico (ej. biocompatibilidad, liberacién de biomoléculas,
entre otras). Por supuesto, el desarrollo de materiales con aplicacion en el drea biomedica
requerird de ensayos de toxicidad de los materiales y de otros ensayos acordes a la

aplicacién propuesta.

En el Capitulo 6 se desarrollaron estrategias implementadas para la sintesis y modificacién

de nanogeles (NGs) termosensibles y se exploraron posibles aplicaciones. Con respecto al
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control de la morfologia y estructura de NGs, podrian estudiarse las reactividades relativas
de los diferentes mondmeros y entrecruzantes utilizados. De esta, se podria adquirir mayor
control en la incorporacion diferenciada de los reactivos en los nanogeles y lograr obtener
estructuras predisefiadas. En el caso de los NGs de p-NIPAm-co-NIPMAmM-BIS-DAT, se
utilizaron para analizar el efecto del cambio estructural, por oxidacidn con periodato, en el
cargado de la proteina albumina. Aunque el efecto en el cargado fue evidente, resta evaluar
las posibles causas del mismo, por ejemplo: aumento de la porosidad, presencia de GF a-
oxo-aldehido y/o la estructura tipo “hairy nanogel”. Ademas, seria interesante realizar
estudios sobre el efecto de la estructura y propiedades mecdnicas de los NGs, en la

interaccidn de los con tejidos biolégicos: internalizacién celular, penetracién en la piel, etc.

Respecto a los NGs de p-NIPAmM-BIS-DAT cargados con Doxorrubicina, resta estudiar la
capacidad de carga y liberacidon de la droga. Posteriormente, podria caracterizarse el tipo
de unién del nanogel con el farmaco para evaluar si puede ser liberado bajo demanda,
frente a un pH 4cido, por hidrdlisis del enlace hidrazona. Luego, podrian realizarse ensayos
de citotoxicidad y de liberacion del farmaco, in vitro e in vivo, y evaluar la posible liberacidon
de doxorrubicina a pH lisosomal y su acumulacién en el nucleo celular. En ese caso, podria
ensayarse el uso del nanodispositivo para el tratamiento de lineas de células cancerigenas

resistentes a Doxorrubicina.

Por ultimo, el desarrollo de nanogeles huecos o nanocdapsulas de p-NIPAmM-dPG podria ser
aprovechado para la liberacion de farmacos de manera controlada. Sin embargo, seria
importante alcanzar un mayor control del tamafio de las nanocapsulas formadas. Esto

podria realizarse mediante técnicas de sintesis de tipo semi-batch.
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Anexo: Graficos de DLS de sintesis de NGs de NIPAm y NIPMAmM
NGs de p-NIPAm con TEMED:
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NGs de p-NIPAm sin TEMED:
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NGs de p-NIPMAmM con TEMED
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