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Prélogo

La vacunacién es una de las mas exitosas intervenciones médicas en la reducciéon de
enfermedades infecciosas. Sin embargo, ¢,quién no tiene un pariente que sale corriendo con sélo
ver la aguja? Y digo “pariente” para que no se sientan atacados. Lo cierto es que el dolor, las
lesiones y un gran historial de contagios que vienen de la mano de la inyeccion hicieron de la
vacunacion uno de los cucos mas grandes de la medicina. {Y tan buenita que parecia! Por suerte,
hubo gente que estudié la posibilidad de vacunar por otras vias, un poquito mas amigables. Tal
es el caso de las vacunas orales, que no generan mas que las muecas por su gusto feo.
Lamentablemente no es tan facil vacunar por medio de esta via, ya que las condiciones extremas
en el estdbmago desactivan bruscamente a la mayoria de las vacunas. Por este motivo a lo largo
de la historia se han desarrollado diferentes sistemas de vacunacion libres de aguja. La via mas
popular fue la via transdermal, pues se descubri6 que en la piel se encuentran células
especializadas del sistema inmunologico que ayudan a despertar una respuesta inmune bien
especifica. Esto, sumado a que la piel estd muy accesible impulsé el desarrollo de una gran
variedad de sistemas de vacunacién transdermal. Lamentablemente, a pesar de numerosos
esfuerzos, la mayoria de las tecnologias desarrolladas tienen limitaciones que todavia deben

resolverse.

Esta Tesis tiene como objetivo principal desarrollar un sistema de vacunacion libre de
agujas, facil de usar y no invasivo. Para ello se propone una plataforma que consiste en
nanogeles que presentan dos funciones (por eso los llamamos bifuncionales): son sensibles a la
temperatura y tienen capacidad de formar un film o pelicula. Los nanogeles son redes poliméricas
de tamanos nanométricos que tienen propiedades ideales para aplicaciones biomédicas, como
un alto contenido acuoso, flexibilidad, compatibilidad celular, etc. Especificamente, los nanogeles
termosensibles presentan cambios estructurales respondiendo a cambios de temperatura. Los
nanogeles desarrollados en esta Tesis son capaces de contraerse a la temperatura de la piel, de

manera que si se carga una proteina inmunogénica (responsable de la generacion de respuesta
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inmunoldgica) en su interior, estos pueden liberarla de forma controlada una vez que son
expuestos a la piel. Ademas, la capacidad de formacion de film de los nanogeles bifuncionales
brinda la posibilidad de formar un parche de vacunacion transdermal previamente o de aplicar la
dispersion de los nanogeles bifuncionales directamente sobre la piel para formar la pelicula in-
situ. La presencia de este film en las dos formas de aplicaciéon genera una oclusién que aumenta
la permeabilidad de la piel, mejorando la capacidad del sistema de liberar la vacuna
especificamente en el sitio de accién de las células inmunocompetentes, para desatar una
respuesta inmunoldgica. Esta doble funcionalidad de los nanogeles combina la capacidad de
retener, proteger y liberar la vacuna en el sitio adecuado con la actividad de un film volviéndolos

una prometedora plataforma de vacunacion transdermal.

La Tesis abarca desde el disefio y la sintesis de los nanogeles bifuncionales, seguida por
el estudio exaustivo de estos nanogeles y de los films formados a partir de ellos, hasta su
aplicacion in vitro e in vivo con una proteina inmunogénica modelo. Ademas, el sistema
desarrollado se compara con otros dos sistemas termosensibles con propiedades similares, a fin

de evaluar su desempefio como plataformas de liberaciéon dermal.
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Resumen

En los ultimos anos, la nanociencia y la nanotecnologia han sido un importante foco de
atencion en la investigacion, tanto académica como industrial. El desarrollo de nanomateriales
poliméricos tiene una fuerte influencia en el campo biomédico debido que constituye una
poderosa herramienta para mejorar las técnicas de terapia y diagnéstico actuales. Como ejemplo
se puede citar el desarrollo de productos farmacéuticos mas efectivos como sistemas de
liberacion controlada, técnicas de imagen, implantes y reemplazo de tejidos, test de diagndsticos
y hasta tratamientos para combatir enfermedades particulares. Dentro de la amplia gama de
nanomateriales poliméricos existentes se encuentran los nanogeles (NGs), particulas formadas
por redes de polimeros entrecruzados. Los NGs tienen propiedades muy atractivas para su
empleo en bioaplicaciones como alta capacidad de retencion de agua y fluidos bioldgicos,
tamano y funcionalidades controlables, facil preparacién, alta capacidad de carga de farmacos y
moléculas biologicas, estabilidad en presencia de suero, etc. Ademas, dependiendo de su
composicién, son capaces de responder a diferentes estimulos como pH, temperatura, fuerza
iénica y campo eléctrico. Debido a su gran potencialidad y flexibilidad de disefio de los NGs se
ha avanzado en numerables aplicaciones. En este sentido, el desarrollo de estrategias sintéticas
que permitan manipular de forma controlada la morfologia y composicion de los NGs para ampliar

y regular las propiedades favorables de estos materiales.

En esta Tesis se desarrolld6 un método de sintesis que permite obtener NGs
termosensibles y con capacidad de formacion de pelicula, dos propiedades que no fueron
combinadas previamente. Para ello, se trabajo con N-vinilcaprolactama (VCL) como mondémero
base para la construccién de la matriz de los NGs, debido a sus propiedades de termorespuesta
y biocompatibilidad, y con acrilato de butilo (BA) para generar una fase de baja temperatura de
transicion vitrea (Tg) que permita la coalescencia de los NGs entre si y de esa forma otorgar la
capacidad de formacion de pelicula. Es por ello, que a estos NGs se los denominara en esta

Tesis como NGs bifuncionales, porque combinan estas dos capacidades (termorespuesta y

®



Resumen

capacidad de formar pelicula). Se pretende que este sistema pueda ser empleado como parche
para vacunacion transdermal, debido a que combina las propiedades de los NGs como alta
capacidad de carga y liberacion controlada de moléculas biolégicas, con el efecto oclusivo del
film, que facilita la penetracién de moléculas a través de la piel. Cabe destacar que el alcance de
esta Tesis recorre desde el desarrollo del método de sintesis de los NGs bifuncionales, hasta su
prueba como sistema de vacunacion transdermal, incluyendo tanto ensayos in vitro como in vivo
relacionados a esta aplicacién en particular. A continuacion, se detalla el contenido de los

capitulos que componen la presente Tesis.

En el Capitulo 1 se introducen los principales antecedentes y conceptos relacionados con
los polimeros termosensibles, incluyendo la sintesis y propiedades de los distintos tipos de
hidrogeles y de los sistemas de liberacion controlada de analitos. Ademas, se exponen los
principales antecedentes en sintesis y caracterizacion de los NGs de PVCL. Seguidamente, se
exponen nociones de inmunizacion y los sistemas existentes para vacunacion transdermal.
Finalmente, se presenta la motivacion y los objetivos planteados para el desarrollo de la presente

Tesis.

En el Capitulo 2 se estudia la sintesis de NGs de PVCL y la influencia de la concentracion
de los reactivos sobre algunas propiedades de estos nanomateriales. Este estudio permitid
determinar el aumento en el contenido de soélidos que sin afectar negativamente las propiedades

de dichos NGs, hace posible su empleo en una aplicacion con formacion de pelicula.

A partir de la informacion obtenida en el capitulo anterior, en el Capitulo 3 se investigé la
sintesis semicontinua de NGs bifuncionales con morfologia controlada, empleando como
monomeros principales VCL y BA. Se analizé la influencia de diferentes parametros de sintesis
en la morfologia y propiedades de los NGs bifuncionales, como asi también sobre las

caracteristicas de las peliculas formada a partir de los mismos.

En el Capitulo 4 se estudié la potencialidad de los NGs bifuncionales como sistema de
liberacién topica de analitos. Se realizaron ensayos in vitro de liberacion de proteinas

inmunogénicas modelo en PBS (BSA y OVA) a diferentes temperaturas y la distribucion de OVA
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dentro del parche formado. Ademas, se estudi6 la penetracion de OVA en piel humana ex vivo 'y

en modelos de piel para determinar la distribucion de la proteina en las capas de la piel.

En el Capitulo 5 se compard el desempefio del parche obtenido a partir de los NGs
bifuncionales como sistema de liberacion topica controlada, con NGs e hidrogeles puros de
PVCL. Para ello, se evaluaron las propiedades de los tres sistemas en diferentes niveles. En
primer lugar, se estudio la respuesta térmica y la citotoxicidad de los tres materiales sobre
fibroblastos humanos. Luego, se evalud la capacidad de carga de OVA y el control de su
liberacion por temperatura. Finalmente, se evalué la capacidad de estos sistemas para favorecer

la penetracion de OVA en piel humana.

En el Capitulo 6 se muestran los resultados de estudios in vivo que permiten evaluar la
respuesta inmunologica generada por la aplicacion del sistema de liberacion topica controlada
basado en los NGs bifuncionales, empleando OVA como proteina inmunogénica. En este estudio
se evalud la aplicacion del parche de dos maneras: formado previamente a su aplicacion y
formado directamente sobre la piel a la hora de la inoculaciéon. Ademas, se estudio la influencia
de la incorporacién de un adyuvante en la formulacion sobre la respuesta inmunoldgica

generada.

Finalmente, en el Capitulo 7 se extrajeron las principales conclusiones de la Tesis y se

formularon algunas sugerencias para trabajos futuros.






Abreviaturas

AC
AFM
AIBN
APC
ATP
BA
BIS
BSA
CD
CHDF

CMC

DC
DLS
DSC
DTH
EE
FITC
GLlI
H1-RMN
KPS
LC
LCST

MFFT

Acido acrilico

Angulo de contacto

Microscopia de fuerza atomica
2,2'-Azobis(2-metilpropionitrilo)
Célula presentadora de antigeno
Adenosin trifosfato

Acrilato de butilo

N, N-metilenbisacrilamida
Albumina de suero bovino

Dicroismo circular

Cromatografia por fraccionamiento hidrodinamico capilar

Concentracion micelar critica
Diametro de particula

Célula dendritica

Dispersién de luz dinamica
Calorimetria diferencial de barrido
Respuesta de hipersensibilidad retardada
Eficiencia de encapsulamiento
Isocianato de fluoresceina
Glibenclamida

Resonancia nuclear de protones
Persulfato de potasio

Capacidad de carga

Minima temperatura critica de solucién

Temperatura minima de formacion de film



Abreviaturas

NG
Np
OVA
PBA
PBS
PCM
PVCL
RAN
SAP
sC
SEM
SDS
TEM
Tg
ucsT
VCL

VPTT

Nanogel

Numero de particula

Ovoalbumina

Poliacrilato de butilo

Buffer fosfato salino

Paracetamol

Poli(N-vinilcaprolactama)

Ranitidina

Saponina (Quil A)

Estrato cérneo

Microscopia electronica de barrido
Dodecil sulfato sodico

Microscopia electronica de transmision
Temperatura de transicion vitrea
Maxima temperatura critica de solucion
N-vinilcaprolactama

Temperatura de transicion de fase volumétrica
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Consideraciones generales







1.1. Introduccién

Los hidrogeles son materiales con un excelente potencial para su aplicacién en liberacion
controlada, puesto que sus caracteristicas fisicas (grado de hidratacion, porosidad, densidad de
entrecruzamiento, resistencia mecanica, etc.) pueden alterarse y controlarse facilmente, con el
fin de modificar tanto la capacidad de carga como la velocidad de liberacion de un farmaco
determinado. Existe un conjunto de hidrogeles que son capaces de responder frente a un cambio
en su entorno, como por ejemplo cambios en el pH, la temperatura, la presencia de campos
eléctricos y/o magnéticos, la luz o algun agente bioactivo. A esta clase de hidrogeles se los llama
hidrogeles sensibles a estimulos, siendo la temperatura el estimulo mas estudiado por ser facil
de controlar. En este contexto, los hidrogeles termosensibles tienen la ventaja de transportar el
analito dentro de su matriz y liberarlo selectivamente una vez superada la temperatura de
transicion, de manera de controlar el proceso de liberacion.

En los ultimos afios se observd un notable incremento en el interés por el disefio de
hidrogeles termosensibles de tamano micrométrico y nanométrico, motivado por sus potenciales
aplicaciones como biomateriales. Particularmente, los nanogeles (NGs) poseen todas las
propiedades beneficiosas de los hidrogeles, con las ventajas de presentar mayor area expuesta
que favorece la carga y liberacion de analitos, conjuntamente con el tamaro reducido que permite
una mayor velocidad de respuesta.

La versatilidad de los NGs ofrece una amplia oportunidad para su uso como vehiculos de
liberacién de drogas especificamente dirigidas. Los NGs, exhiben numerables ventajas para el
suministro de medicamentos en comparacion con otros sistemas: reducen los efectos
secundarios, prolongan el tiempo de circulacion del farmaco debido a la alta estabilidad en
comparacion a las micelas, controlan la liberacion de farmacos, pueden dirigirse a tejidos
especificos a través de la conjugacion de la superficie del nanogel con ligandos de afinidad,
protegen a la molécula cargada de la rapida degradacion, y facilitan el cruce de barreras tisulares.

Dentro de la gran variedad de aplicaciones de los NGs en sistemas de liberacion

controlada, se destaca la liberacion transdermal, la cual se encuentra en actual crecimiento. Esta
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ultima surge como una alternativa de la inyeccion para la administracion de vacunas y proteinas
ya que, a pesar de ser el método mas ampliamente utilizado, cuenta con algunas limitaciones
como dolor, contagios derivados de accidentes con agujas, etc. En este campo, predomina la
liberacion de drogas ya que el estrato corneo, la capa mas externa de la piel es una barrera muy
eficiente a través de la cual solo pueden cruzar moléculas pequefias. Sin embargo, en los dos
ultimos afos se estudio la penetracion de proteinas a través de la piel mediante la utilizacion de
NGs termosensibles.” En dichos estudios se demostré que las interacciones entre la matriz
polimérica de los NGs y la piel permiten una mejor difusién de las proteinas. Debido a que en la
piel se encuentra una gran poblacién de células inmunocompetentes como los queratinocitos,
células de Langerhans y linfocitos T, la liberacién eficiente de un antigeno a dichas células podria
generar una respuesta inmunolégica especifica.? En este contexto, los NGs termosensibles se
presentan como potenciales sistemas de vacunacion transdermal.

Un caso no abordado en la bibliografia es la sintesis de NGs termosensibles y
biocompatibles con propiedades extendidas como capacidad de formacion de peliculas. En esta
Tesis se persigue la sintesis de NGs capaces de formar pelicula, que brinden las ventajas propias
de los NGs y amplien sus potenciales formas de aplicacién. En particular, se propone la sintesis
de NGs bifuncionales (es decir, que incluyan respuesta termosensible y capacidad de formar
pelicula) para su utilizaciéon como sistema de vacunacion transdermal. A continuacion, se
introducen los principales conceptos y antecedentes que tiene relaciéon directa con la tematica

abordada en esta Tesis.

1.2. Polimeros termosensibles

Los polimeros termosensibles son una clase de materiales inteligentes que tienen la
capacidad de responder a un cambio de temperatura.® Este tipo de polimeros exhibe una
transicion de fase a una cierta temperatura, que causa un cambio repentino en el estado de
solvatacion. Existen dos tipos de polimeros termosensibles: los que presentan una minima
temperatura critica de solucion (LCST, de sus siglas en inglés) y los que presentan una maxima

temperatura critica de solucion (UCST). LCST y UCST representan los puntos minimo y superior,
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respectivamente, del diagrama de fases del polimero en funcion de la temperatura y la fraccion
volumétrica del polimero (&), de acuerdo a lo representado en la Figura 1.1. Estos puntos
representan las condiciones minimas y maximas donde el polimero y solvente son
completamente miscibles.* Por lo tanto, una solucién acuosa de un polimero con LCST es
transparente y homogénea por debajo de la temperatura de transicioén, porque el polimero es
perfectamente soluble en agua. Pero por encima de la temperatura de transicién, el polimero se
vuelve hidrofébico e insoluble, por lo que la solucion se ve turbia. Este fendmeno es
completamente reversible y en consecuencia, el enfriamiento por debajo de la LCST genera que
el polimero vuelva a ser soluble. Por otro lado, los polimeros con UCST son solubles en agua

por encima de la temperatura de transicién e hidrofébicos por debajo de esta temperatura.

A b) A

A T T

Una fase
Dos fases

LCST Dos fases

Una fase

7/ %/

Figura 1.1. llustracion esquematica de diagramas de fase para soluciones de polimeros

con LCST (a) y con UCST (b).

En los polimeros con LCST, el cambio repentino de su comportamiento de hidrofilico a
hidrofdbico se establece a partir del balance de los enlaces puente de hidrogeno entre los grupos
funcionales de su cadena y las moléculas de agua circundantes, y las interacciones hidrofébicas
del propio polimero (Figura 1.2). Es asi que, a temperaturas bajas, las interacciones del polimero
con las moléculas de agua son importantes y las cadenas de polimero se hidratan y se solubilizan
con una conformacion del tipo bobina, dando como resultado una fase Unica. Al aumentar la

temperatura, los puentes de hidrégeno se debilitan, las cadenas de polimero son parcialmente

©,

deshidratadas y precipitan en forma globular.
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T <LCST T>LCST

@ D Temperatura
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Bobina (Coil) hidrofilica Glébulo hidrofébico

Figura 1.2. Transicién de bobina hidrofilica a globulo hidrofébico de un polimero con LCST

en agua.

Los polimeros con LCST tuvieron un mayor impacto en la investigacion respecto de los
que poseen UCST, especialmente aquellos cuya temperatura de transicion es cercana a la
temperatura corporal, abriendo la posibilidad de su empleo en aplicaciones biomédicas.>® El
polimero termosensible mas ampliamente estudiado es el poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm)
(Figura 1.3a). EI PNIPAAm presenta una LCST entre 32 y 33 °C independiente del peso
molecular (Comportamiento del Tipo Il).” Pero la LCST del PNIPAAm puede modificarse
cambiando el balance hidrofilico/hidrofébico mediante la copolimerizacion con otros
comondmeros. Para desplazar la LCST a menores temperaturas se emplean comondémeros mas
hidrofébicos, mientras que para alcanzar temperaturas mayores se utilizan comondémeros mas
hidrofilicos.® La poli(N-vinilcaprolactama) (PVCL) (Figura 1.3b) es el segundo polimero
termosensible mas estudiado. La PVCL posee propiedades muy interesantes para aplicaciones
biotecnoldgicas, como solubilidad en agua y disolventes organicos, biocompatibilidad, alta
capacidad de absorcion y una temperatura de transicion cercana a la corporal.® A pesar de que
la PVCL tiene una LCST cercana a la del PNIPAAm, hay diferencias significativas en la
termodinamica de la transicion de fase. En contraste con el PNIPAAm, la PVCL posee un clasico
diagrama de fase termosensible de Flory-Huggins (Tipo 1), donde la LCST depende del peso

molecular de la cadena de PVCL y de su concentracion en solucion.™ Esta caracteristica permite
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controlar la respuesta térmica del polimero variando su peso molecular, sin la necesidad de
emplear un comondmero. La gran variedad de factores que posibilitan la modificacion de la LCST
de la PVCL de manera externa (es decir, sin modificar el polimero) hacen de la PVCL un material
de gran interés para la construccion de plataformas poliméricas avanzadas. La Tabla 1.1 resume

los principales factores que modifican la LCST de la PVCL.
a) b)
n n
N @)
O )NH\

PNIPAAmM PVCL

Figura 1.3. Estructura quimica de los polimeros termosensibles PNIPAAm (a) y PVCL (b).

Tabla 1.1. Factores que modifican la LCST de la PVCL.

Factores PVCL LCST
Aumento de concentracion del polimero™ Disminuye
Aumento de peso molecular’’ Disminuye
Incorporacion de comonémeros hidrofilicos Aumenta
Incorporacion de comonémeros hidroféobicos Disminuye
Presencia de sales’? Disminuye
Presencia de alcohol™ Disminuye
Presencia de surfactantes aniénicos® Aumenta

La polimerizacion de la VCL ha sido relativamente menos estudiada en comparaciéon con
la del NIPAAm, la cual ha sido objeto de numerosos estudios realizados por afos. Probablemente

esta diferencia se deba a la mayor dificultad para polimerizar la VCL de forma controlada, debido

©,
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a la inestabilidad de su radical. La cinética de polimerizacion de estos monomeros es muy
diferente; y la copolimerizaciéon controlada de la VCL con otros mondmeros es mas dificil de
controlar que en el caso de NIPAAm. Sin embargo, un factor importante que hace a la PVCL muy
atractiva para aplicaciones biomeédicas y ambientales es su biocompatiblilidad, un hecho que no
ha sido completamente demostrado para el PNIPAAm.'* Recientemente, se ha logrado un mejor

control de la polimerizacion y copolimerizacion de VCL mediante técnicas de polimerizacion por

radicales libres, lo cual resulta en un creciente interés por el estudio de la obtencién de PVCL
para aplicaciones biomédicas y ambientales.

1.3. Sistemas de liberacion controlada

Dentro de la amplia gama de aplicaciones de la PVCL se destaca su empleo en sistemas
de liberacion controlada de analitos. Este tipo de sistemas tiene la capacidad de cargar principios
activos y controlar la velocidad y el lugar de liberacion de dichas moléculas, aumentando la
eficiencia y disminuyendo los efectos adversos. Estos sistemas surgen de la necesidad de

mejorar la accion terapéutica de los analitos, ya sea liberandolos directamente en el sitio de
accion o manteniendo constante su concentracion en sangre dentro de la ventana terapéutica.
En la Figura 1.4 se muestra la variacion en la concentracion de un analito cuando es dosificado

de manera convencional y cuando es dosificado mediante un sistema de liberacién controlada.

a) Administracién convencional

b) Administracién mediante un sistema de liberacion controlada
r

F 3
Nivel maximo no téxico
S

N\

Nivel maximo no téxico
; N\
o / \ [ \
= / ; [\
S \ [\ 1\
— \ / |\ / | —
= | |/ \ \ — ——— Ventana
| I | \ y 4 ~ , "
c \ \ \ / \ terapéutica
s| | V[ | ‘aﬂ \
S| \ | a& \ /
o f \ J | | / \
= \/ T\ \ \1 f \
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2 5 | Nivel minimiof 11 | Nivel minimo )
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Figura 1.4. Evolucion en el tiempo de la concentracion de un analito administrado

convencionalmente (a) y mediante un sistema de liberacién controlada (b).
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El principio de liberacién controlada ha sido utilizado en la industria farmacéutica desde
1950, pero no fue hasta 1960 en que los polimeros fueron usados con estos fines.'® Folkman y
Long fueron los primeros en reportar, en 1964, la liberacion sostenida de un farmaco empleando
materiales poliméricos.'® Desde entonces, las investigaciones en el campo de la liberacion
controlada tienen como protagonistas a los polimeros.'” Los primeros sistemas de liberacion
controlada fueron de escala macroscépica (Figura 1.5). Tales son los casos del Ocusert® para
liberacion controlada de una droga contra el glaucoma a una velocidad constante en el 0jo;
Progestesert® y Vaginal Ring®, dispositivos intrauterino (DIU) para liberacion de un esteroide
anticonceptivo en la cavidad uterina; y Norplant®, un implante anticonceptivo subcutaneo que

consiste en 6 tubos de silicona.'®

. P Rl
Ocusert® Antl-glaucoma eye insert containing

Progestesert® IUD containing 7
contraceptive steraid, pilocarpine (RCM = EVA) (Alza Corp.)

progesterone (RCM = EVA)
{Alza Corp.)

e Vaginal Ring® insert containing

m contraceptive steroid, medroxy-
Norplant® Implant contalning i) 3
confiraceptive steroid, levo-norgestrel progemarcneRCH = SH) (WHO, Upiohn)

(RCM =5R) (Populin Council, Wyeth)

Figura 1.5. Fotos de los primeros sistemas de liberacion controlada. Imagen extraida de
Journal of Controlled Release 132 (2008) 153-163."8

Entre los afios 1970 y 1980 el campo de la liberacion controlada evolucion6 desde la
escala macro a microsistemas, siendo las microparticulas de poli(acido glicdlico) y de poli(acido
lactico-co-glicélico) (PLGA) los primeros sistemas en esta escala. Estos biopolimeros estan

disponibles comercialmente para uso médico y han sido aprobados por la FDA (Food and Drug
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Administration) para elaborar sistemas para la administracion de sustancias activas por via
parenteral.'® Por esta razon el PLGA es el polimero mas ampliamente empleado en sistemas de

liberaciéon controlada.

El empleo de la PVCL en sistemas de liberacion controlada se enfocd mayoritariamente
en sistemas reticulados, empleando algun entrecruzante para generar una estructura
tridimensional como es el caso de hidrogeles, microgeles y nanogeles, y en menor medida en
materiales con diferentes arquitecturas formados por copolimeros, como micelas, polimeros en
bloque, copolimeros de injerto, etc.™ A continuacion se describiran los principales conceptos y

antecedentes de hidrogeles y NGs, haciendo especial énfasis en los obtenidos a partir de PVCL.

1.3.1. Hidrogeles

Los hidrogeles son estructuras poliméricas tridimensionales que contienen grupos
altamente hidrofilicos, los cuales le confieren al material la capacidad de absorber agua u otros
fluidos bioldgicos, manteniendo su forma y sin disolverse.?*?" Esta gran capacidad de retencion
de agua le otorga a los hidrogeles una alta biocompatibilidad y una gran capacidad para el
transporte de proteinas y farmacos. Ademas, al modificar su estructura quimica se pueden
obtener diversas propiedades mecanicas y fisicas, que se adapten a diferentes aplicaciones.

El empleo de un polimero termosensible para la fabricacion del hidrogel genera una
matriz capaz de responder a cambios de temperatura. En este sentido, los hidrogeles de PVCL
se encuentran hinchados y conteniendo una gran cantidad de agua a baja temperatura, donde
la PVCL es soluble. Cuando la temperatura supera a la LCST de la PVCL, el hidrogel colapsa
expulsando todo lo que tiene en su interior. La Figura 1.6 esquematiza este comportamiento. La
temperatura a la cual ocurre el cambio volumétrico que sufre el hidrogel se denomina temperatura
de transicion de fase volumétrica (VPTT) y puede modificarse con las estrategias descriptas en

la Tabla 1.1.
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T<LCST T>LCST

Temperatura %\/’

Figura 1.6. Representacion esquematica de la respuesta de un hidrogel de PVCL frente

PVCL

a un cambio de temperatura.

El primer hidrogel de PVCL covalentemente entrecruzado, fue reportado en 1996 por
Makhaeva y col.® Desde entonces se ha publicado la sintesis de una gran cantidad de hidrogeles
basados en PVCL, tanto puros como conteniendo otros componentes, con el propdsito de ampliar
su rango de aplicacion. Por ejemplo, Sanna y col. sintetizaron hidrogeles de PVCL con
nanocristales de celulosa con el propdsito de reforzar sus propiedades mecanicas.?? Wu y col.
sintetizaron hidrogeles catidnicos empleando cloruro de [2- (acriloxi) etil] trimetilamonio como

comonomero para liberacién controlada de proteinas.?®

Los hidrogeles pueden clasificarse segun su tamafo en macrogeles o hidrogeles
macroscopicos, microgeles o nanogeles (NGs) (Figura 1.7). El interés en la sintesis de los
sistemas de escala micro y nanométrica para su empleo en liberacion controlada de diversas
moléculas ha crecido en los ultimos afios. La disminucion de tamarfio de la matriz polimérica tiene
dos efectos en la migracion del analito cargado. Por un lado, se cuenta con un area expuesta
mayor para el intercambio de materia, y por el otro, se obtiene una mayor velocidad de respuesta
frente a los cambios de temperatura. De manera que la velocidad de respuesta térmica deberia
ser mucho mayor en los NGs que para hidrogeles macroscépicos. Asi, Chu y col. propusieron,
para los hidrogeles de PNIPAAm, una regla que establece que el tiempo de respuesta es

proporcional al cuadrado de la dimensién de la matriz.*
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Figura 1.7. Representacion esquematica de los diferentes tipos de hidrogeles segun su

tamano.

1.3.2. Nanogeles
Los NGs tienen un creciente protagonismo en aplicaciones biomédicas debido a sus
propiedades Unicas. Estos tienen todas las ventajas de los hidrogeles macroscopicos, pero
dentro de un tamano privilegiado como para producir particulas estables en dispersién y con
posibilidades de ingreso a nivel celular. La flexibilidad y versatilidad en el disefio de los NGs
permite amplias oportunidades para su empleo como sistemas de liberacion controlada y dirigida.
En este particular campo de aplicacién, los NGs cumplen muchos, si no todos, los requisitos
basicos de un sistema de liberacién controlada versatil, como la capacidad de reducir los efectos
secundarios de farmacos, extender el tiempo de circulacion del componente activo y protegerlo
de la posible degradacion in vivo, alcanzar células o tejidos especificos a través de conjugacion
de la superficie del nanogel con ligandos de afinidad, y facilitar el cruce de las barreras de
tejidos.?®
En particular, los NGs de PVCL resultan de gran interés porque, ademas de todas las
ventajas comunes a los NGs, poseen respuesta térmica en un rango de temperatura cercana a
la corporal humana. Esta propiedad puede ser empleada para realizar la liberacion de un principio
activo en condiciones controladas. Es decir, a temperaturas menores de la VPTT, la carga se
mantendra dentro de la matriz del NG (protegida por ella) y la liberacién tendra lugar cuando el
sistema se exponga a una temperatura mayor a la VPTT. En la Figura 1.8. se muestra una curva

tipica del volumen en funcién de la temperatura para NGs de PVCL; donde a bajas temperaturas
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los NGs se encuentran hinchados y conteniendo la carga, y a una temperatura determinada sufre
un cambio volumétrico, como consecuencia del colapso de los mismos, expulsando el fluido y la
carga de su interior. Este cambio volumétrico puede ocurrir paulatinamente, donde se produce
la liberacion lenta del analito, o puede suceder repentinamente provocando la liberacién rapida
de su carga. El control de este cambio volumétrico permite regular la cinética de liberacion del

analito.

T>VPTT

Volumen

Temperatura

Figura 1.8. Cambio volumétrico y control de la liberacién de analitos en NGs de PVCL.
1.4. Sintesis de NGs de PVCL

La preparacion de micro y nanogeles termosensibles en agua requiere que la
polimerizacién se lleve a cabo a temperaturas superiores a su LCST final.** Bajo estas
condiciones el monémero soluble en agua reacciona para dar un polimero insoluble a la
temperatura de reaccion utilizada. Se han empleado diferentes técnicas para sintetizar micro y
nanogeles de PVCL: polimerizacion por dispersion,?®?” polimerizacion por precipitacion?-30 y

polimerizacién por emulsién.3':32

Debido a que en esta Tesis los NGs se sintetizaron por polimerizacion en emulsion, se

desarrollaran algunos conceptos de esta técnica.
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1.4.1. Principios de la polimerizaciéon en emulsién

La polimerizacién en emulsiéon convencional es un proceso en el cual un monémero
(0o mezcla de mondmeros) disperso en un medio (generalmente acuoso) se convierte a
través de una polimerizacion por radicales libres en una dispersiéon “cinéticamente estable” de
particulas de polimero con un diametro menor que un micrén. Al inicio, el monémero se encuentra
disperso en la fase acuosa formando gotas, las cuales estan estabilizadas con un emulsificante.
Este emulsificante puede anadirse a una concentracion mayor que la concentracion micelar
critica (CMC), dando lugar ademas a la formacion de una gran cantidad de micelas. Dichas
micelas son capaces de hincharse con el mondmero en su interior hidrofébico, el cual migra
desde las gotas hasta alcanzar un equilibrio. Parte del monémero también se encuentra disuelto

en el agua, a una concentracion que depende de su solubilidad (generalmente baja).

De acuerdo con la teoria de Harkins, el proceso discontinuo de la polimerizacion en
emulsién puede dividirse en tres intervalos o etapas. En la Figura 1.9 se presentan las especies
presentes en cada una de las etapas.

Etapa |: Es la etapa de nucleacion. En este sistema coexisten cuatro fases: gotas de
mondémero (1000-10000 nm de diametro), micelas (5-10 nm de diametro), particulas de polimero
(560—-200 nm de diametro) y la fase acuosa. La Figura 1.10 ilustra los mecanismos de formacién
de particulas que pueden estar involucrados en la polimerizacion en emulsién. En la nucleacion
micelar, el iniciador soluble en agua se descompone y genera radicales que reaccionan con el
monomero disuelto en la fase acuosa formando oligorradicales, los cuales migran hacia el interior
de las micelas, donde hay una elevada concentracion de monémero que permite continuar la
reaccion de polimerizacion. Por otro lado, en la nucleacion homogénea las particulas se forman
en la fase acuosa por precipitacion de radicales oligoméricos, ya sea por agregacion entre ellos
0 porque han alcanzado una longitud critica que los hace insoluble en agua. Los oligorradicales
precipitados por nucleacion homogénea se estabilizan absorbiendo emulsificante y se hinchan

con monomero alcanzando el equilibrio termodinamico entre las fases.



Capitulo 1: Consideraciones Generales

Etapa |l: Es la etapa de crecimiento de las particulas, que coexisten con las gotas de
mondmero y no hay formaciéon de nuevas particulas. Estas aumentan su tamafio (a numero
constante) y permanecen saturadas con monomero, por lo que la concentracion de monémero

en las particulas se mantiene aproximadamente constante. Esta etapa finaliza cuando

desaparece la fase gotas de mondmero.

Etapa Ill: En esta etapa coexisten sélo dos fases: las particulas de polimero y la fase
acuosa. La concentracion de mondémero en las particulas disminuye con el avance de la reaccion,
mientras que el numero de particulas permanece idéntico al intervalo Il. La velocidad de

polimerizacion disminuye en esta fase como consecuencia de la reduccion de la concentracion

de mondmero.
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Figura 1.9. Etapas de la polimerizacion en emulsion discontinua segtn el mecanismo de

Harkins.
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Particula

Figura 1.10. Mecanismos de nucleacién en la polimerizacion en emulsion.
1.4.2. Antecedentes previos de sintesis de NGs de PVCL mediante

polimerizacion en emulsion

La sintesis de NGs de PVCL mediante polimerizacion por emulsién fue extensamente
estudiada por el grupo de Jaqueline Forcada del Polymat (San Sebastian, Espafia). En su
primera publicacién relacionada con este sistema, proponen sintetizar los NGs empleando N,N'-
metilenbisacrilamida (BIS) como entrecruzante, dodecil sulfato sédico (SLS) como emulsificante
y persulfato de potasio (KPS) como iniciador. Con dichos reactivos estudiaron diferentes
parametros de sintesis tales como temperatura, cantidad de iniciador, cantidad de entrecruzante,
cantidad de emulsificante y concentracion de monémero.®' En trabajos posteriores los mismos
autores reportaron el efecto del empleo de diferentes entrecruzantes®® y de la incorporacion de
acido acrilico en la formulaciéon monomérica®* y la aplicacion de NGs de PVCL en liberacion
controlada de drogas.® En su publicacion “Evidences of a hydrolysis process in the synthesis of
N-vinylcaprolactam -based microgels™® reportaron la necesidad de realizar la sintesis del

microgel en presencia de un buffer para prevenir la hidrélisis de la VCL cuando se emplea un
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iniciador persulfato. Se conoce que el KPS descompone térmicamente generando dos radicales
sulfato de acuerdo a la reaccion 1.1; luego los radicales generados pueden reaccionar con el

monomero (reaccion 1.2) o con el agua (reaccion 1.3) produciendo HSO4 y reduciendo el pH del

medio.
S,08% — SO4%° Reaccién 1.1
S04%* + M — SOsM® Reaccién 1.2
S04%* + H,O — HSO4 + HO® Reaccién 1.3

Bajo condiciones acidas la VCL sufre una hidrdlisis de acuerdo con el mecanismo presentado en

la Figura 1.11, generando acetaldehido y caprolactama.
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Figura 1.11. Mecanismo de hidrdlisis de la VCL en medio acido propuesto por Imaz y

col. %
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Por lo tanto, cuando la polimerizacién ocurre en medio acido, la hidrélisis de la VCL
compite con la reaccion de propagacion, ya que descompone el mondmero e impide su
polimerizacion. Para evitar este inconveniente, los autores proponen emplear NaHCO3; como
buffer para mantener el pH del medio de reaccién cercano a 7. Bajo estas nuevas condiciones,
estudiaron algunos parametros de sintesis, y a continuacién se presentan algunos resultados
reportados en esta publicacion.®” En la Figura 1.12 se muestra la conversion de la VCL y la BIS
para la sintesis de NGs de PVCL, a dos temperaturas de reaccion: 60 y 70 °C. Se puede ver en
ambos casos que la BIS se consume completamente a los 30 y 10 min de la reaccion para las
temperaturas de 60 °Cy 70 °C, respectivamente, mientras que la VCL reacciona mas lentamente
y en ninguno de los dos casos llega a consumirse completamente. En base a estos resultados
los autores proponen que las particulas de nanogel formadas presentan una fase interna mas

densamente entrecruzada y una fase externa con menor grado de entrecruzamiento.

T=60 °C T=70 °C
a) 100 —g0—0o0—0 o — b) 100 gmeo o ¢ —
A ‘
F] A 4
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g ® X BIS g ° A A XVCL
S ]
— 40+ A A XVCL —= 40
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Figura 1.12. Conversion de VCL y BIS en la sintesis de NGs de PVCL realizadas con 1

% de solidos, 4 %BIS/VCL, 1 % SDS/VCL, 1 % KPS/VCL, 1 % NaHCOs/VCL a 60 °C (a)

y 70 °C (b).

En la Figura 1.13 se muestra la respuesta térmica de los microgeles obtenidos en
diferentes condiciones de reaccion, expresadas como % en peso con respecto a la VCL (wt %
M). Las Figuras 1.13a y b presentan la respuesta térmica de los NGs obtenidos con diferentes
relaciones de KPS/VCL (0.5a1.5 %) a 60y 70 °C, respectivamente. Los autores observaron que
la respuesta térmica cambia al modificar la temperatura de polimerizacién, de manera que a

mayor temperatura de reaccion, se obtienen NGs con mayor capacidad de hinchamiento. Por
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otro lado, cuando se aumenta la relacién KPS/VCL, para una misma temperatura de reaccion,
los NGs presentan una mayor capacidad de hinchamiento, y un diametro colapsado mayor. En
la Figura 1.13c se muestra la respuesta térmica de los NGs obtenidos con diferentes relaciones
de BIS/VCL (4 a 10 %) a 70 °C. Los autores reportaron que el aumento de la concentracion de
BIS genera NGs con menor capacidad de hinchamiento y mayor VPTT, debido a que la BIS es
mas soluble en agua que la PVCL y por lo tanto aumenta la solubilidad del material. Finalmente,
en la Figura 1.13d se muestra la respuesta térmica de NGs de PVCL obtenidos con diferentes
relaciones SDS/VCL (4 y 8 %), y para lo cual se reporté que el aumento de la concentracion de
SDS, permite obtener NGs con menores diametros y capacidad de hinchamiento. Este resultado
se debe a que una mayor cantidad de emulsificante presente en la dispersiéon durante la
polimerizacion permite estabilizar una mayor area interfacial particula-agua y por lo tanto se

genera un numero mayor de particulas de menor tamano.
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Figura 1.13. Diametro de particula (Dp) en funcién de la temperatura de los NGs
obtenidos con diferentes condiciones de polimerizacion: distintas concentraciones de KPS
a60°C(a)ya70°C(b), de BIS (c) y de SDS (d). Resultados extraidos de Imaz y col. "%
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1.5. Nociones de vacunacion

Una vacuna, segun la Organizacion Mundial de la Salud, es “cualquier preparacion
destinada a generar inmunidad contra una enfermedad, estimulando la produccion de
anticuerpos”. Las vacunas estan compuestas por dos componentes: el inmunogeno y el
adyuvante.

Inmundgeno: es la sustancia capaz de producir una respuesta inmune especifica frente
a un determinado patégeno.

Adyuvante: es la sustancia agregada a la vacuna para potenciar la inmunogenicidad del
antigeno o redirigir su accién a un determinado perfil de respuesta, incrementando la efectividad
de la misma.

La vacunacién es una de las mas exitosas intervenciones médicas en la reduccién de
enfermedades infecciosas. Numerosas enfermedades como el sarampién, la rubeola, el tétanos
y la fiebre amarilla estan ahora bajo control gracias a campanas de vacunacion realizadas a lo

largo de la historia.®

1.5.1. Sistema inmunolégico

El sistema inmunologico puede ser considerado como un sistema multicapa, que
comprende tres mecanismos de defensa principales: (i) barreras externas que incluyen barreras
fisicas (como la piel y membranas mucosas) y quimicas (como enzimas destructivas en las

secreciones y acidos del estdbmago); y las respuestas inmunes (ii) innatas vy (iii) adaptativas.

La inmunidad innata representa la primera linea de defensa contra patdgenos que han
ingresado al cuerpo. Este mecanismo carece de memoria y se enfoca principalmente en un
conjunto limitado de determinantes microbianos compartidos por un gran nimero de patégenos.
Las respuestas innatas se caracterizan por una falta de proceso de aprendizaje y una cinética
rapida, lo que proporciona una proteccion casi inmediata contra los patdégenos invasores.*® La
inmunidad innata esta compuesta por células de tejidos (fijas) como los macrofagos y células

dendriticas (DCs), y células méviles como los neutrdéfilos, eosindfilos y monocitos (Figura 1.14).
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El mecanismo de accidn del sistema inmune innato se muestra en la Figura 1.15. Las células
residentes cerca del sitio de infeccidén secretan mediadores solubles para reclutar a las demas
células del sistema innato al sitio de infeccion, y para aumentar la actividad fagocitica. Mediante
la secrecion de factores antimicrobianos y la fagocitosis, el sistema inmune innato es capaz de
contener y expulsar a la mayoria de los patégenos. Cuando esto no es suficiente, el patdégeno es
tomado por las DCs inmaduras las cuales maduran y se convierten en células presentadoras de
antigeno (APC). En el proceso de maduracion, las DCs migran hacia los ndédulos linfaticos
mientras procesan al patdégeno en su interior y toman una parte de él para presentarla a las
células del sistema inmune adaptativo, el cual se encarga de la respuesta inmunoldgica desde

ese momento.
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Figura 1.14. Células de los sistemas inmune innato y adaptativo. Imagen extraida de libro

“Understanding Modern Vaccines: Perspectives in Vaccinology”, Oberdan y col., 2011.%
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Figura 1.15. Mecanismo efector del sistema inmune innato. Imagen extraida del libro

“Understanding Modern Vaccines: Perspectives in Vaccinology”, Oberdan y col., 2011.%

La inmunidad adaptativa proporciona una segunda linea de defensa. Esta respuesta es
relativamente lenta y se caracteriza por la intervencion de un gran conjunto de moléculas y
células efectoras capaces de reconocer y eliminar de manera eficiente practicamente cualquier
patégeno conocido. El sistema inmune adaptativo cuenta con dos tipos de células llamadas
linfocitos: los producidos en la médula ésea (bone marrow, en inglés) se los llama linfocitos B, y
los producidos en el Timo se los llama linfocitos T. Una vez que estos son activados por las DCs,
expresan un unico receptor antigeno-especifico, de manera que solo son capaces de reconocer
a un patoégeno determinado. En la Figura 1.14 puede verse que existen distintas clases de
linfocitos T. Esto se debe, a que una vez que son activados por las DCs, las células T expresan
en su superficie un conjunto de proteinas, llamado cluster de diferenciacion (CD), el cual depende
del antigeno. Si el antigeno es intracelular (como los virus) expresan un complejo llamado CD8+,
el cual es citotoxico y actua directamente sobre la célula infectada. En cambio, si el antigeno es
externo (como las bacterias y parasitos) expresan un complejo llamado CD4+, que interviene
activando otras células que actuaran sobre la infeccion. Ademas, estas subclases de linfocitos T
pueden almacenarse como células de memoria una vez que el patégeno fue combatido. Por otro
lado, los linfocitos B pueden producir y liberar anticuerpos, los cuales permiten reclutar las células
efectoras locales 6ptimas y ayudan a que la respuesta sea mas eficiente. Existen diferentes
clases de anticuerpos, las cuales tienen distintas funciones. El isotipo de los anticuerpos
determina la capacidad de una clase de anticuerpos para localizarse en determinados sitios
corporales y dirigirse a tipos especificos de infeccidn. Los isotipos de anticuerpos se conocen

como IgG, IgM, IgA, IgE e IgD.
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Una caracteristica muy importante del sistema inmune adaptativo es que después de la
eliminacion del patdégeno, se establece un estado de "memoria" mediante la acumulacion de
células T y B de memoria especificas para cada antigeno, caracterizada por la capacidad de

proteger eficazmente el cuerpo de una nueva infeccion con el mismo agente.

1.5.2. Mecanismo de la vacunacién

En la Figura 1.16 se muestra la cinética de respuesta de los sistemas inmune innato (rojo)
y adaptativo (azul) frente a una primera y una segunda exposicién a un antigeno. En la primera
exposicion el sistema innato debe detectar el antigeno, procesarlo y trasladar la informacion al
sistema adaptativo de manera que éste pueda interpretarlo. Esto ocurre mediante la accion de
las células APC con la intervencion de anticuerpos, mayoritariamente de los isotipos 19G e IgM,
y demora dias o semanas. Una vez combatido el patdbgeno o antigeno, el cuerpo conserva células
de memoria especializadas. Estas células se guardan durante un largo tiempo (meses o afos) e
incluso pueden permanecer en el huésped toda su vida. En caso de una segunda exposicion al
mismo antigeno, la respuesta inmune innata actua de la misma manera que en la primera
infeccion, pero ahora las células de memoria son capaces de establecer una respuesta mas
pronunciada y mas rapida ya que no necesitan atravesar el mismo proceso de activacion que las
células nativas. En esta segunda exposicion los anticuerpos que intervienen son

mayoritariamente del isotipo I1gG.

Teniendo en cuenta que la respuesta inmunoldgica es mas rapida y mas eficiente en la
segunda exposicion a un antigeno, la vacunacion persigue la introduccion de un antigeno de
manera que no genere una infeccion masiva que enferme al paciente, pero que provoque una
activacion del sistema inmune de forma que guarde células de memoria y pueda protegerse

eficientemente en el caso de una posterior infeccion.
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Figura 1.16. Cinética de respuesta del sistema inmunologico frente a una primera y
segunda exposicion ante un antigeno. Imagen extraida del libro “Understanding Modern
Vaccines: Perspectives in Vaccinology”, Oberdan y col., 2011.%°

1.5.3. Vias de inoculacién convencional

La inyeccion es la principal via de administracion de vacunas. Esta via de vacunacion es
eficiente, pero produce un rechazo por parte de los pacientes debido al dolor y las lesiones
relacionadas al uso de agujas. Existe también un gran historial de contagios de enfermedades
debido a una mala manipulacion de las agujas. Se estima que la reutilizacion de agujas causa la
muerte de al menos 1.3 millones de personas por afio por hepatitis B y SIDA.*' Estos nimeros
son considerablemente mayores en el area de veterinaria, donde el contagio entre animales es
muy comun debido al empleo de un Unico dispositivo de inyeccidon en las campafas de
vacunacion. Ademas, la utilizacion de jeringas demanda la intervencion de personal capacitado
para su uso, y el transporte y almacenamiento requieren de muchos cuidados. Por otro lado, la
via oral (una via alternativa a la inyeccién) requiere de dosis mayores, puede existir desactivacion

gastrointestinal de la vacuna debido a las condiciones extremas de pH del fluido gastrico y existe
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una alta variabilidad de respuesta entre pacientes.*?> En este contexto el deseo de eliminar la
inyeccion como via de inoculacion, motiva fuertemente al desarrollo de un sistema de vacunacién
no invasivo.? Recientemente, la piel ha sido investigada como el sitio alternativo para la
administracion de vacunas debido a las abundantes APC contenidas en la epidermis, las cuales

no pueden estimularse mediante las técnicas de inyeccion (Figura 1.17).
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Figura 1.17. Vias de administracion por inyeccion.

1.5.4. Vacunacion transdermal

La ruta transdermal presenta la ventaja de producir un efecto sistémico, evitando el efecto
del metabolismo hepatico*® y el paso por el tracto gastrointestinal, de permitir un mayor tiempo
de accion terapéutica, y de disminuir y controlar las dosis requeridas.** La piel es la principal
barrera del cuerpo contra los patogenos invasores.*® Por esta razon, una gran poblacién de
células inmunocompetentes, como los queratinocitos, las células de Langerhans y los
subconjuntos de linfocitos T se encuentran dentro de la epidermis y la dermis. En particular, las
células de Langerhans tienen un rol critico como células APC potentes contra antigenos
externos. Ademas, estan presentes en la epidermis y son capaces de migrar hacia los nédulos
linfaticos para activar las células del sistema inmune adaptativo. Debido a que la actividad de
estas células desencadena respuestas con alta especificidad y eficiencia, surgen como un

objetivo muy tentador al momento de aplicar una vacuna. En este sentido, la inmunizacion
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transcutanea persigue la entrega eficiente de un antigeno a las células de Langerhans,
residentes en la capa epidérmica, para inducir la respuesta inmune antigeno-especifica. Esta
propiedad representa una enorme ventaja para la vacunacion transdermal frente a los otros
métodos de aplicacion, ya que evita la circulacion del antigeno por el cuerpo, entregandolo
directamente a las células objetivo. Ademas, la vacunacién transdermal significa un importante
aporte para las campafas de vacunacion en sitios alejados de centros de salud, ya que no
requiere de personal capacitado para su aplicacion, evita los riesgos de contagio y facilita el
almacenamiento y transporte.

A pesar de las grandes ventajas que proporciona la vacunacion transdermal respecto de
la vacunacién convencional, su potencial no ha sido explotado todavia debido a que el suministro
tépico de vacunas en la piel esta limitado por la baja permeabilidad del estrato corneo (SC). Esta
capa externa de la piel tiene un espesor de 15-20 micras y se compone de queratinocitos
embebidos en una matriz rica en lipidos. Los lipidos del SC se organizan en una estructura bicapa
ordenada y, por consiguiente, forman una fuerte barrera para el transporte molecular.*® Por esta
razon, la simple aplicacion tépica de vacunas generalmente no conduce a una respuesta inmune
adecuada.

El aumento de la permeabilidad del SC, sin irritar los queratinocitos subyacentes, ha sido
un gran desafio en el campo de la investigacion biomédica. Numerosos sistemas de vacunacion
transdermal se han desarrollado en los ultimos 50 anos (Figura 1.18). El primer método de
vacunacion libre de agujas fue el inyector liquido. Este dispositivo utiliza la energia cinética de
una corriente de liquido con alta velocidad, el cual es capaz de penetrar y transportar la vacuna
hacia el tejido subcutaneo o muscular.*” Este dispositivo permite “inyectar” numerosas dosis con
el mismo reservorio. Fue utilizado exitosamente en inmunizacibn humana con vacunas vivas
contra el sarampion y la viruela, y también no-vivas contra el colera, la hepatitis B, la gripe y la
poliomielitis.*® Sin embargo presenta algunas desventajas: en algunos estudios se lo relaciond
con altos niveles de dolor, incluso mayores a la inyeccion con agujas;*® también se lo asocia con
reacciones locales mas frecuentes que con agujas, como enrojecimiento e hinchazén de la piel

en el sitio de inyeccion;***" y lo mas importante es que se lo asocia con mayor contaminacion de
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paciente a paciente, ya que puede transmitir un importante volumen de sangre de un paciente a

otro.??

Stratum comeum

Epidermis

Dermis

Figura 1.18. Estrategias empleadas para vacunacion transdermal. Imagen extraida del

articulo “Immunization without needles”*

En 1990 se desarrollo la técnica de inmunizacién epidérmica en polvo (EPI), en la cual se
aplican vacunas en polvo con alta velocidad, de tal manera que penetran en la capa externa de
la piel y se depositan en la epidermis. El uso de polvos simplificé la manipulacion y el
almacenamiento en comparacion con las formulaciones liquidas. Se utilizd en humanos® y
animales con buenos resultados,® pero también se lo asocia con dolor y sangrados
ocasionales.%

Por otra parte, se han desarrollado vehiculos (carriers) coloidales, como vesiculas
lipidicas, para encapsular proteinas antigénicas. Estos sistemas fueron aplicados por via
transdermal y permitieron obtener una respuesta inmune comparable a la inyeccion
intramuscular.®® En general, se han informado pocos estudios sobre el uso de vehiculos
coloidales para la administracion topica de vacunas, y todos fueron realizados en animales.

También se han utilizado numerosas técnicas fisicas para administrar las vacunas a

través de la piel, como la utilizacién de microagujas,®” el tratamiento con cintas adhesivas (tape

O,
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stripping),® la aplicacion de ultrasonido,®® la formacion de microporos® o la electroporacion.®’
Aunque estos sistemas han demostrado generar la respuesta inmune necesaria, tienen el
inconveniente de que requieren de dispositivos caros, lo que podria suponer limitaciones en su
adopciodn por los paises en desarrollo.

En relacion al empleo de hidrogeles en vacunacién transdermal, se estudio la
inmunizacion contra infecciones virales y bacterianas utilizando parches obtenidos a partir de
formulaciones comerciales y distintas proteinas antigénicas, donde se obtuvieron resultados mas
que alentadores.%?5 Estudios in vivo revelaron que la administracién con los hidrogeles provocd
una respuesta inmune comparable con la producida por administracién intramuscular. La
microscopia de fluorescencia reveld la penetracion del inmundgeno a través de la piel, siendo
posible entregar el antigeno a las células inmunocompetentes de Langerhans.

Ademas, en los dos ultimos afos se estudid la penetracion de proteinas a través de la
piel mediante la utilizacién de NGs termosensibles,® y la interaccion de las proteinas liberadas
con las células inmunes presentes en la piel. En dichos estudios se demostré que las
interacciones entre la matriz polimérica de los NGs y la piel permiten una mejor difusion de las
proteinas, y la efectiva activacién de células de Langerhans.®® Estos estudios demuestran la

potencialidad de los NGs termosensibles para su uso como sistemas de vacunacion transdermal.

1.6. Motivacion y Objetivos

Los NGs termosensibles se han empleado previamente en la construccién de un parche
para liberacién transdermal mediante su incorporacion a una matriz polimérica de soporte, que
permitié formar un material cohesivo y adhesivo. Sin embargo, se reporté que la complejidad de
dicha matriz polimérica, donde una importante fraccion de los materiales no contribuyen al
proceso de carga y liberacion, puede distorsionar la respuesta de los NGs y generar barreras
adicionales para la difusion del analito.®® Por otro lado, el uso de NGs termosensibles aplicados
directamente como suspensiones en la piel tiene la desventaja de que la gran area expuesta de

los NGs conduce a una rapida pérdida de humedad que no permite una liberacion completa del
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analito. Esta particularidad limita el empleo de los NGs en aplicaciones que requieren la liberacion
en un tiempo prolongado.

En este contexto, el desarrollo de un material compuesto por NGs termosensibles y
capaces de formar una pelicula, sin la necesidad de emplear una matriz de soporte, podria
resultar de interés para una aplicacion de liberacién transdermal. Para ello, se requiere de la
sintesis de NGs “bifuncionales” que combinen simultaneamente las propiedades de

termosensibilidad y capacidad de coalescencia, es decir, capacidad de formar pelicula.

El proceso de formacion de pelicula a partir de una dispersién de particulas de polimero
(latex) implica tres etapas claramente identificadas: evaporacién de agua, deformaciéon de
particulas y coalescencia. La Figura 1.19 esquematiza las etapas de este proceso. Durante la
evaporacion del agua, las particulas de polimero se concentran y se acercan entre si (Etapa I).
Cuando las fuerzas que acompafian al secado exceden el médulo de rigidez del polimero, se
produce la deformacion de las particulas para formar una pelicula sin espacios vacios entre ellas,
que todavia es mecanicamente débil (Etapa Il). En la etapa final, la difusion del polimero mas
alla del limite entre las particulas (difusion interparticula) genera el entrecruzamiento fisico de las
cadenas (Etapa 111).%” Esta etapa da lugar a una pelicula cohesiva con propiedades mecanicas
aceptables. La temperatura minima de formacién de film (MFFT), identificada como la
temperatura minima a la cual el latex forma una pelicula transparente, depende en gran medida
de la temperatura de transicién vitrea (Tg) del polimero y de los demas componentes de la

dispersion (por ejemplo de la presencia de moléculas pequeiias que plastifiquen el polimero).%®

Etapa | Etapa II Etapa IlI

o’ o] 833388 FIIIX

Latex acuoso Particulas en Deformacion de  Coalescencia (T>Tg)
intimo contacto particulas (T>MFFT) film formado

©O 0 O
00 o
O o

Figura 1.19. Etapas del proceso de formacién de film.
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Las propiedades de termo-respuesta y biocompatibilidad que caracterizan a la PVCL
motivo su empleo en la sintesis de los NGs termosensibles. Si bien la PVCL es capaz de formar
film gracias al efecto plastificante del agua, que disminuye su Tg, en el caso de los NGs de PVCL
la presencia de entrecruzamiento no permite que se lleve a cabo la Etapa Ill del proceso de
formacion de film, y no es posible obtener una pelicula cohesiva con buenas propiedades
mecanicas. Por ese motivo, se requiere que estos NGs de PVCL contengan una fase polimérica
de baja Tg para lograr la deformacién y la coalescencia de las particulas durante la formacion de
la pelicula, sin la necesidad de agregar aditivos que distorsionen o interfieran en el proceso

posterior de liberacion.

1.6.1. Objetivo General

El objetivo general de esta Tesis es el desarrollo de una plataforma polimérica basada en
NGs, que permita alojar una proteina inmunogénica para luego liberarla de manera tépica hasta
la epidermis, donde se encuentran las células de Langerhans, capaces de generar una respuesta
inmunoldgica. Por ello, esta Tesis persigue la sintesis de NGs bifuncionales, que permitan
combinar simultaneamente las propiedades de termosensibilidad y capacidad de coalescencia,
es decir que puedan formar pelicula sin requerir de la incorporaciéon de una matriz polimérica.
Para otorgar termosensibilidad a los NGs, se propone emplear PVCL por sus propiedades
favorables mencionadas anteriormente. Para incorporar la propiedad de coalescencia y
formacion de pelicula se plantea utilizar poliacrilato de butilo (PBA), un polimero de baja Tg. Con
el fin de evitar que la incorporacion de PBA interfiera en la respuesta térmica de los NGs de
PVCL y a la vez permita la difusion interparticula, se perseguira la sintesis de NGs con morfologia
nucleo-coraza donde el ndcleo esté formado por una fase de PVCL entrecruzada, y una coraza

rica en acrilato de butilo (BA) que permita la formacién de la pelicula (Figura 1.20).
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T<VPTT T>VPTT
PVCL
(Termosensible)
NGs bifuncionales PBA
(BajaTg)

Figura 1.20. Esquema propuesto de los NGs bifuncionales y sus propiedades.

Se propone emplear los NGs bifuncionales para la formacién de una pelicula cargada con
una proteina antigénica para su utilizacion tépica (parche de liberacion transdermal), o
alternativamente, para su aplicacion como una dispersion sobre la piel para la formacion in-situ
de la pelicula de liberacion. Se espera que la liberacién tépica de una proteina inmunogénica a
través de esta plataforma permita su penetracion en la piel y la generacién de una respuesta

inmune eficiente.

1.6.2. Objetivos especificos
Para alcanzar el objetivo general planteado se proponen los siguientes obijetivos
especificos:

o
*

*

Desarrollar estrategias de polimerizacion que permitan la sintesis de NGs bifuncionales

con morfologia nucleo-coraza, con una buena compatibilidad de las fases involucradas.

7
0‘0

Estudiar la influencia de los parametros de sintesis en las propiedades de los NGs

obtenidos y en las peliculas formadas a partir de ellos.

0
°

Evaluar la capacidad de la plataforma disefiada para la carga y liberacién in vitro de

diferentes analitos, como farmacos y proteinas.

0.
°

Favorecer la penetracién de una proteina inmunogénica modelo en piel humana, utilizando

los NGs bifuncionales sintetizados como plataforma de liberacion transdermal.
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®

% Generar respuesta inmunolégica in vivo, en modelo murino, mediante la inoculacién topica

con la plataforma obtenida a partir de los NGs bifuncionales desarrollados.
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2.1. Introduccién

Las propiedades de biocompatibilidad y respuesta térmica, con transiciones a
temperaturas cercanas a la corporal, hacen de la PVCL un polimero muy atractivo para
aplicaciones biomédicas, donde se destaca la liberacién de farmacos controlada por
temperatura.' Para el disefio de sistemas de liberacidn controlada de analitos basados en PVCL
se emplean principalmente estructuras tridimensionales, como hidro, micro y nanogeles.3'36:37.69-
2 La complejidad y especificidad que demanda esta aplicacion, requieren de un control
exhaustivo de las propiedades del sistema de liberacién, como son su tamano, su temperatura
de transicion, su capacidad de hinchamiento, y carga y liberacion diferenciada con la
temperatura. De esta manera se persigue que la liberacién se produzca selectivamente en el
lugar requerido y estimulada por las condiciones ambientales. Todas estas propiedades estan
determinadas principalmente por la composicion quimica y la morfologia de los geles, las cuales
dependen fuertemente de las principales variables de reacciéon (temperatura, concentracion y

tipo de iniciador, surfactante y mondmeros).

La PVCL ha sido sintetizada exclusivamente por polimerizacién radicalaria de la N-
vinilcaprolactama (VCL). La VCL es un mondmero no conjugado que carece de estabilizacion
por resonancia, por lo tanto, su velocidad de propagacion es muy alta. Sin embargo, su radical
de propagacion es inestable,™ de manera que si se lo copolimeriza con un comonémero que
forma una especie de propagacion mas estable, entonces la VCL reaccionara mas lentamente,
favoreciendo la incorporacion de dicho comondmero. Esta caracteristica podria dificultar el
control de la composicion de un copolimero a base de VCL, si la copolimerizacion se realizara

de manera discontinua, es decir, cargando ambos mondmeros al inicio de la polimerizacion.

Se ha comprobado que la VCL polimeriza en cadenas lineales, de manera que no es
capaz de generar una red entrecruzada.”® Para obtener una estructura tridimensional es
necesario su copolimerizacién con un agente entrecruzante. La N,N-metilenbisacrilamida (BIS)
es la mas empleada en la sintesis de micro y nanogeles de PVCL." Posee dos dobles enlaces

en su estructura, de manera que es capaz de reaccionar con dos radicales en crecimiento,
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generando asi un punto de entrecruzamiento (Figura 2.1). En la sintesis de NGs de PVCL, la BIS
demostré aumentar la afinidad de los NGs por el agua, de manera que una mayor cantidad de
este entrecruzante aumenta la VPTT del sistema y disminuye su capacidad de hinchamiento.®'
Imazy col. reportaron una VPTT para NGs de PVCL igual a 37.6 °C, la cual aumenta 3 °C cuando
se utiliza concentraciones mayores a 5 % de BIS respecto a la VCL.?' Es por ello que, tomando
como base estos resultados, en esta Tesis se trabajo con 4 % de BIS respecto de la VCL
(cantidad minima empleada por estos autores), con el propdsito de obtener la maxima capacidad

de hinchamiento y una VPTT mas cercana a la temperatura corporal.

Figura 2.1. Esquema de la formacién de puntos de entrecruzamiento en NGs de PVCL.

La sintesis de NGs de PVCL mediante polimerizacion por emulsion fue extensamente
investigada por el grupo de la Prof. Jaqueline Forcada, quienes estudiaron la influencia de
diferentes parametros de sintesis, como temperatura y concentraciones de iniciador,
entrecruzante, emulsificante y monémero. Una de las conclusiones obtenidas por dicho grupo es
que al emplear concentraciones del mondmero cercanas a la solubilidad (40 mg/mL) no fue
posible obtener particulas dispersas y el resultado es un macrogel.®' Por lo cual se reportd que

10 mg/mL de VCL es la concentracion ideal para obtener una dispersion de NGs de PVCL con
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un diametro medio colapsado de 120 nm, al 1 % de sdlidos. Un afio mas tarde, los mismos
autores, reportaron la necesidad de emplear un buffer debido a la hidrélisis acida de la VCL por
la presencia de KPS.%¢ Con este panorama, repitieron el estudio de algunos parametros de
sintesis incluyendo el buffer en la formulacion. Sin embargo, no se estudié la variacion de la

concentracion de VCL en estas nuevas condiciones.

Debido a que esta Tesis tiene como objetivo la sintesis mediante polimerizacién en
emulsién de NGs con capacidad de formar film, se pretende trabajar a contenidos de sdlido
superiores al 1 % para favorecer el proceso de formacion de pelicula. Esto se debe a que la
etapa de evaporacion de agua durante dicho proceso puede resultar limitante; asi, trabajar con
contenidos de sélidos mayores involucraria una menor masa de agua a evaporar, y por lo tanto
una disminucion del tiempo de formacion de la pelicula a partir de la dispersion. Por este motivo,
el primer objetivo propuesto para esta Tesis es la obtencion de particulas entrecruzadas de PVCL
con tamafos nanométricos y con un contenido de sélidos mayor a 1 % para una aplicacion final
en formacion de peliculas. En este Capitulo se analiza la sintesis de NGs de PVCL con diferentes
contenidos de solidos y la influencia del aumento de la concentracion de los reactivos sobre

algunas de sus propiedades, teniendo como objetivo una aplicacion final en liberacién controlada.

2.2. Trabajo experimental

2.2.1. Materiales

La Tabla 2.1 contiene la descripcion de los reactivos que se utilizaron a lo largo del trabajo
experimental del presente Capitulo. Todos los reactivos se utilizaron como fueron recibidos sin
ninguna purificacién adicional. El agua empleada a lo largo de todo el trabajo fue destilada y

desmineralizada (DDI).
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Tabla 2.1. Descripcion de los reactivos empleados durante el trabajo experimental

Reactivo Abreviatura Funcion Proveedor Pureza
N-vinilcaprolactama VCL Mondmero Aldrich 98 %
Acrilato de butilo BA Monémero Aldrich 99 %
Acido acrilico AA Monémero Aldrich 98 %
N,N-metilenbisacrilamida BIS Entrecruzante Genbiotech 99.9 %
Persulfato de potasio KPS Iniciador Mallinckrodt 99 %
Bicarbonato de sodio NaHCO3 Buffer Cicarelli 99.7 %
Dodecil sulfato sédico SDS Emulsificante Cicarelli 95 %
Hidroquinona HQ Inhibidor Fulka >99 %
Albimina de huevo OVA _ Proteipa_ Aldrich 98 %
inmunogénica

Paracetamol PCM Farmaco LIF -
Ranitidina RAN Farmaco LIF -
Glibenclamida GLI Farmaco LIF -
Agua deuterada D20 Solvente Aldrich >99 %

2.2.2. Sintesis discontinua de los NGs de PVCL

El diseno del proceso de sintesis de NGs de PVCL de esta Tesis se baso en los resultados
obtenidos por Imaz y col (2008).3' Los NGs de PVCL fueron sintetizados de manera discontinua,
empleando N,N-metilenbisacrilamida (BIS, Genbiotech 99.9 %) como entrecruzante,
dodecilsulfato sédico (SDS, Cicarelli 95 %) como emulsificante, persulfato de potasio (KPS,
Mallinckrodt 99 %) como iniciador, bicarbonato de sodio (NaHCOs3, Cicarelli 99.7 %) como buffer
y agua ultrapura como medio de dispersiéon. Se empled hidroquinona (HQ, Fulka >99 %) para

inhibir la polimerizacion en las muestras extraidas a lo largo de la reaccion.

El esquema y la foto del sistema de polimerizacion discontinuo utilizado en la sintesis de
los latex se observan en la Figura 2.2. Este consta de un reactor de vidrio de 200 mL encamisado
y con agitacion mecanica, un condensador de vapores, una salida para toma de muestra, una
entrada para burbujeo de nitrégeno, un termometro digital y un bafo termostatico (Lauda RC 3)
de temperatura regulable, que recircula agua a través de la camisa del reactor. El caudal de N
de 50 cm?® en todas las reacciones se reguld con un flotametro (Bruno Schillig). La temperatura

de reaccion se controld indirectamente mediante la regulacion de la temperatura del agua del
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bafo termostatico. El tiempo de reaccion y los tiempos de toma de muestra fueron controlados

con un crondmetro manual.

a)
Condensador Motor del
| agitador
Termometro Tasikde

muestra

Burbujeo de
Nz

Tanque
encamisado

<

Bafno
termostatico

Figura 2.2. Esquema (a) y foto (b) del sistema de polimerizacion discontinua empleado.

Las polimerizaciones se llevaron a cabo de la siguiente manera. Primero se disolvié
directamente en el reactor el emulsificante y el buffer en agua, y posteriormente, se cargaron la
VCL y el entrecruzante. La mezcla reaccionante se mantuvo una hora bajo agitacion constante
y con burbujeo N2 para desplazar el oxigeno disuelto y evitar inhibiciones indeseadas. Una vez
alcanzada la temperatura de reaccion (70 °C) se agrego el iniciador, previamente disuelto en
agua, para dar comienzo a la reaccion. A lo largo de la polimerizacion se tomaron muestras con
el propésito de determinar la conversiéon de los mondémeros, la evolucion del tamafio de particula
y su morfologia. A cada muestra extraida se le adicioné HQ (disuelta al 1 %) para detener la

reaccion.

En estas condiciones se realizaron tres polimerizaciones con concentraciones de VCL
(10, 50 y 100 mg/mL), que equivalen a 1, 5, y 10 % de sdlidos, respectivamente. Los demas
componentes de la receta se mantuvieron constantes con respecto a la VCL, segun se indica en
la Tabla 2.2. Todas las cantidades estan expresadas en % tomando como base la VCL (% wbvcl).

Ademas, en la Tabla 2.2 se incluye la concentracion de SDS en agua en el medio de reaccion.
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Tabla 2.2. Receta de las polimerizaciones de VCL con diferentes contenidos de sélidos

(B1-B3).
Reaccién  [VCL] BIS NaHCO:; KPS SDS [SDS]
(mg/mL) (%wbvcl) (Y%wbvcl) (%wbvcl) (Y%wbvcl) (mg/mL)
B1 10 4 1 1 4 0.4
B2 50 4 1 1 4 2
B3 100 4 1 1 4 4

2.2.3. Caracterizacion de los NGs

2.2.3.1. Conversion de los monéomeros

La conversion de los monémeros (VCL y BIS) en cada muestra extraida durante la
reaccion se determind mediante H1-RMN utilizando un espectrometro Bruker 300MHz. Los
espectros se registraron empleando la técnica WATERGATE?' (83919GP, Tiempo de relajacién
(D1): 1.00 seg) para suprimir la sefial de agua y analizar directamente la muestra retirada del
medio de reaccién sin ningun tratamiento previo. Como estandar interno se utiliz6 acetato de
sodio (AcNa), cuyo espectro presenta un unico pico a 1.7 ppm. En la Figura 2.3 se muestran los
espectros obtenidos de ambos mondmeros con la técnica de supresion WATERGATE, vy la
asignacion correspondiente a cada pico. Para determinar la concentracion de VCL y BIS sin
reaccionar se integré el pico correspondiente al doble enlace vinilico a 7 y 5.7 ppm,
respectivamente, y se lo relacioné con el area del pico de AcNa. Las muestras se prepararon a
partir de 720 uL de latex, a la que se le adicion6 80 yL de D-O y 200 pL de una solucion acuosa

al 6 mg/mL de AcNa. La conversion se calculé empleando la ecuacion 2.1:

. . "
[mondémero]; — [monémero]
conversion = LIBRE Ec. 2.1

[mondémero];

donde [mondémero]; es la concentracion de VCL o BIS cargada inicialmente y [monémero]*, .. €8

la concentracion de VCL o BIS sin reaccionar en el tiempo t.
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Figura 2.3. Espectros de H1-RMN de VCL (a) y BIS (b) con AcNa como estandar interno.

2.2.3.2. Diametro medio y niimero de particula

Para determinar el diametro promedio de los NGs (D) se utilizd la técnica de dispersion

de luz dinamica (DLS). Las mediciones se efectuaron en un fotémetro de dispersion de luz marca

Brookhaven modelo BI-2030, con un laser de He-Ne (632.8 nm) polarizado verticalmente, y un

correlador digital modelo BI-200 AT, utilizando un angulo de 90°. Todas las muestras se midieron

a una concentracion de 1 mg/mL y a una temperatura de 55 °C, de manera que los NGs se

O,



Capitulo 2: Sintesis de NGs de poli(N-vinilcaprolactama)

encuentren colapsados. De esta manera se determind el diametro medio de particula de las

muestras extraidas a lo largo de las reacciones.

A partir del valor del diametro medio de los NGs en estado colapsado, es posible estimar
el numero de particulas (Np), asumiendo que los NGs son homogéneos en tamafo y se
encuentran completamente colapsados, es decir, sin agua en su interior. De esa manera, el Np
resulta de la division del volumen total de polimero (Vp) y del volumen de una particula calculado

a partir de D, segun la Ecuacion 2.2,

Ne = 76D3 Ec.2.2
donde:
masaycy, ]
Vp = — X conversion
P ppves Ec. 2.3

Y ppycL €S la densidad de la PVCL.
2.2.3.3. Respuesta térmica de los NGs

La respuesta térmica de los NGs se determiné utilizando dos técnicas: turbidimetria y
DLS. Las muestras se midieron con una concentracién de 1 mg/mL, debido a que en trabajos
previos se determind el rango de concentraciones (0.1-1 mg/mL) en que la temperatura de
transicion de los NGs de VCL no depende de la concentracion de la medicion.®® Adicionalmente,
para algunos NGs se estudio el cambio de la temperatura de transicion con la concentracion,
midiendo también a concentraciones de 5y 10 mg/mL. Las mediciones se realizaron en agua

destilada y en PBS.

- Turbidimetria: Se utilizé un espectrometro Perkin Elmer Lambda 950 UV/Vis/NIR con

una velocidad de calentamiento de 0.5 °C/min y se midi6 la transmitancia cada un minuto.

- DLS: Se empleo el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS ZEN3600 con un laser de He-Ne

utilizando un angulo de deteccion de 173°. Se midi6 el diametro de los NGs en el rango de

()



Capitulo 2: Sintesis de NGs de poli(N-vinilcaprolactama)

temperatura de 20-55 °C a intervalos de 0.5 °C y manteniendo las muestras por 5 min a cada

temperatura antes de realizar la medicion.

2.2.3.4. Morfologia de los NGs

La morfologia de los NGs se estudid por Microscopia Electronica de Transmision (TEM),
empleando un equipo JEOL 100 CX (100 kV) del Laboratorio de Microscopia del CCT-Bahia

Blanca. Las muestras se prepararon colocando 10 ulL de dispersion de NGs con una
concentracion de 1 mg/mL sobre una rejilla de cobre cubierta con polivinil formal (Formvar®) y
dejandola secar a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se tifieron con una
solucion de acetato de uranilo al 1 %, depositando 10 pL de dicha solucién sobre la muestra seca

y dejandola secar a temperatura ambiente.

2.2.3.5. Citotoxicidad

La citotoxicidad de los NGs se estudié sobre fibroblastos primarios humanos, preparados
de prepucio neonatal. Estos ensayos se realizaron en la Freie Universitat de Berlin, durante una
estancia doctoral. Se llevaron a cabo los ensayos de contacto directo de MTT y Celltiter Glo, que

se describen a continuacion.

El ensayo MTT permite determinar la actividad mitocondrial y se basa en la reduccion
metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, de color amarillo)
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto de color purpura
(formazan). La capacidad de las células para reducir el MTT es un indicador de la integridad de
las mitocondrias y su actividad funcional puede interpretarse como una medida de la viabilidad
celular.

Por otro lado, el ensayo Celltiter Glo permite cuantificar la cantidad de adenosin trifosfato
(ATP) presente, el cual es un indicativo de la actividad metabdlica celular.” Este ensayo tiene la
ventaja de que mide luminiscencia en lugar de absorbancia, de manera que si la muestra es

opaca no interfiere en la medicion.

O,
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Para llevar a cabo los ensayos se sembraron las células en un plato de 96 wells, 100 pL
en cada well con una concentracion de 10° cel/mL (10 cel/well) y se incubaron durante la noche
a 37 °C y 5 % CO.. Luego, se reemplazo el medio de las células de cada well con 100 uL de
medio con diferentes concentraciones de NGs. Se incubé 48 hs a 37 °C y 5% CO., y nuevamente
se renovo el medio con una solucién conteniendo el reactivo (MTT o Celltiter Glo). En el caso del
MTT, se incubd por 4 hs, el sobrenadante se descartd nuevamente y se afiadieron, en cada well,
100 pL de isopropanol con HCI 0.04 M para solubilizar los cristales de formazan. La absorbancia
se leyé a 570 nm en un lector de microplacas Tecan Infinite M200Pro. En el caso del Celltiter
Glo, luego del agregado del reactivo se agité por 2 minutos y se incub6 10 min a temperatura
ambiente. Luego se leyd la luminiscencia en el lector de microplacas.

Los resultados se reportan en porcentaje de viabilidad celular, el cual se calcula

empleando como referencia un grupo de células que no reciben ningun tratamiento.

2.2.3.6. Capacidad de carga de los NGs

Se estudio la capacidad de carga tanto de farmacos como de proteinas de los NGs. Para
ello se emplearon tres farmacos con diferentes solubilidades, como el paracetamol (PCM), la
ranitidina (RAN) y la glibenclamida (GLI), y como proteina modelo la ovoalbumina (OVA).

Para llevar a cabo la carga de los NGs se prepararon dispersiones de 5 mg/mL y se
calent6 a 40 °C durante una hora, de manera que los NGs se encuentren en estado colapsado.
La carga de proteinas, también se realizé partiendo de los NGs liofilizados, sin necesidad de
realizar el calentamiento. Luego se agregd el analito correspondiente, el cual se diluyd
inmediatamente mediante agitacion (Figura 2.4, paso a). La suspension se llevo rapidamente a
4 °C, de manera que los NGs se hinchen con la solucién del analito y alcancen su mayor volumen,
y se mantuvo a dicha temperatura durante 48 hs (Paso b). Para separar el analito libre de los
NGs cargados se centrifugd en un tubo VIVASPIN con membrana de 30 KDa para los farmacos

y 300 KDa para la proteina, a 8000 rpm durante 15 min a 15 °C (Paso c).
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* Analito NGs

a b c
— — /,A

O
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\ 4
®40°C,1h 4+ 4 °C, 48 hs 8000 rpm 15”15 °C

Figura 2.4. Esquema del protocolo empleado para la determinaciéon de la capacidad de

carga de los NGs.

La concentracion de los analitos en la solucion antes de la incubacion con los NGs y luego
de su separacién se determind por espectrofotometria UV-VIS a partir del area del pico de
maxima absorcién correspondiente a cada uno de ellos. La masa de analito cargada en el
sistema se calculd por balance de masa. La capacidad de carga (LC por sus siglas en inglés) y

la eficiencia de encapsulamiento (EE) se calcularon de la siguiente manera:

LC = masa de analito cargada Ec.24
"~ masa del sistema polimérico
masa de analito cargada
EE = 9972 100 Ec.2.5

masa de analito adicionada

2.2.3.7. Liberacion in vitro de OVA cargada en los NGs

Se estudié la liberacién de OVA en buffer PBS (pH = 7.4), a partir de los NGs cargados,
a dos temperaturas: ambiente (25 °C) y corporal (37 °C). Debido a que la transicion volumétrica
de los NGs ocurre a una temperatura intermedia entre las de estudio, los NGs se encuentran
hinchados a 25 °C y en estado colapsado a 37 °C. Para llevar a cabo los ensayos de liberacién
se emplearon tubos Float-A-Lizer G2, dotados de un tubo de membrana de 300 KDa (Figura 2.5).
Se adiciond 1 mL de la dispersion de los NGs (5 mg/mL de NGs) cargados con OVA en el tubo
de membrana y la liberacion se realiz6 en 6 mL de PBS. A intervalos de tiempo regulares se

extrajeron muestras del medio de liberacién y se renové con medio fresco. La concentracion de

O,
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OVA en el medio de liberaciéon extraido se determiné por espectrofotometria UV, midiendo la

absorbancia a 280 nm.

a)

NGs

Contenedor de
buffer (6 mL)

Tubo de membrana
de 300 KDa (1 mL)

Agitador magnético

Figura 2.5. Foto (a) y esquema (b) del sistema empleado para liberacién controlada de
OVA a partir de los NGs.

2.3. Resultados y Discusiones

2.3.1. Sintesis de los NGs de PVCL

En la Figura 2.6 se muestran las evoluciones de las conversiones de VCL y BIS, y la
correspondiente al D de los NGs sintetizados a partir de las polimerizaciones discontinuas (B1-
B3). Ademas, en la Tabla 2.3 se presentan los valores finales de conversién de la VCL, D y Np
de los latex obtenidos en las tres polimerizaciones y la fuerza iénica de las mezclas

reaccionantes.

En primer lugar, se destaca que en las tres polimerizaciones la conversién de VCL fue
casi completa, observandose una notable disminucion de la velocidad de polimerizacion
(pendiente de la curva de conversion con el tiempo) a medida que se reduce la concentracion de
VCL, es decir, de B3 a B1. En cambio, se observa que en todos los casos la conversién de la

BIS fue practicamente 100 %, con valores muy altos desde el inicio de la polimerizacion.
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Figura 2.6. Evolucion a lo largo de las reacciones B1-B3 de la conversion de VCL (a), la

conversion de BIS (b) y del D (c).

Tabla 2.3. Principales resultados de la sintesis discontinua de NGs de PVCL (x, Dy Np) y
valor de fuerza idnica (I) de la mezcla reaccionante.

[VCL] X D Np I
(mg/mL) (%) (nm) (#/L) (mol/L)
B1 10 95.7 63 6.5x10" 0.013
B2 50 97 90 1.3x10™ 0.033
B3 100 100 177 3.1x10" 0.061

Estas observaciones también se pueden advertir en la Figura 2.7, donde se muestran los
espectros de RMN de las muestras extraidas a lo largo de las polimerizaciones B1 - B3. En la
misma se puede observar como en la polimerizacion B1 hay presencia de enlaces vinilicos de la
VCL remanente (pico a 7 ppm) practicamente hasta la ultima muestra, y como la altura de esta
sefial desciende a medida que avanza la reaccion. Por otro lado, en las reacciones B2 y B3 la
presencia de VCL sin polimerizar es significativamente menor, indicando mayor velocidad de
polimerizacion. Ademas, no se observa practicamente la presencia de enlaces vinilicos

correspondiente a la BIS (5.7 y 6.2 ppm) desde la primera muestra extraida, lo que demuestra

O,
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una conversion completa de este mondémero. Este resultado puede deberse a que la
estabilizacion por resonancia del radical BIS promueve su consumo preferentemente ante la
VCL, cuyo radical es mas inestable. Pueden encontrarse en bibliografia numerosas evidencias
del consumo temprano de la BIS respecto de la VCL en la produccion de micro y nanogeles. #3773
En estos articulos, se propone una morfologia donde las particulas estan conformadas por un
nucleo densamente entrecruzado y una coraza mayormente compuesta por cadenas lineales de
PVCL. Ademas, en la Figura 2.6b se puede ver que el aumento de la concentracion de los
reactivos no afectd a la conversién de BIS, la cual llega al maximo a los 15 min de polimerizacion

en los tres casos.
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Figura 2.7. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de las

polimerizaciones B1 (a), B2 (b) y B3 (c).

En relacién al D de los NGs, se puede observar que este aumenta a medida que se
incrementa la concentracién de VCL en el sistema de polimerizacién y se nota que su evolucion
con el tiempo de reaccion es paralela a la conversion de VCL (Figura 2.6¢). Este resultado indica
que el proceso de nucleacion ocurre principalmente en el inicio de la polimerizacién, y que los

NGs aumentan su tamano a medida que avanza la reaccion. Esto concuerda con lo reportado
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por Janseen y col. en la sintesis de NGs de PVCL y BIS, empleando 1 mg/mL de VCL con un
iniciador soluble en agua y en presencia de emulsificante, donde observaron que casi la totalidad

de la VCL y de la BIS se consume en las particulas en crecimiento y no en el agua.”

Tal como se menciond, en la Figura 2.6a se observa que a medida que se incrementa la
concentracién de VCL en el medio de reaccién (de B1 a B3), aumenta la velocidad de
polimerizacion (Rp). Para evaluar estas diferencias se debe tener en cuenta que, en el caso de
una polimerizacion en emulsién, donde el consumo del mondmero (en este caso la VCL) ocurre
principalmente en las particulas en crecimiento, Rp depende de la concentraciéon de VCL en las

particulas ([VCL]r), del numero medio de radicales libres por particula () y del Np, segun la

siguiente ecuacion:

Ai[VCL]pNp
RP = pN— Ec. 2.6
A

siendo, k, la constante de propagacion y Na el numero de Avogadro.

A continuacién evaluaremos cémo el cambio en la formulacion de la Tabla 2.2 puede
afectar los parametros de la Ecuacién 2.6. La Figura 2.8 muestra un esquema de las fases
presentes en la etapa inicial de las reacciones B1 y B3. Al comienzo, el medio de la reaccién B1
presenta una sola fase compuesta por una solucion de VCL que se encuentra en una
concentracion por debajo de su solubilidad (40 mg/mL) y del emulsificante en una concentracion
menor a su concentracion micelar critica (CMC, 2 mg/mL). Por el contrario, al comienzo de la
reaccion B3, una concentracién de VCL mayor a su solubilidad en agua y en presencia de una
concentracion de SDS superior a su CMC, da lugar a la formacion de gotas de monémero y
micelas hinchadas con VCL. En la reaccion B2 se presenta una situacion intermedia entre B1 y
B3, donde la concentracion del mondmero se encuentra levemente por encima de la solubilidad

y el SDS esta en la CMC, con la posibilidad de presencia de algunas pocas gotas y micelas.
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Reaccion B1 ~e SDS O VCL Reaccion B3
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[SDS] < CMC [SDS] > CMC

Figura 2.8. Esquema de fases presentes al inicio de las reacciones B1 y B3.

De acuerdo a este analisis, la concentracion inicial de VCL en las reacciones B1 y B2
determina que el mondmero se encuentre durante toda la polimerizacion principalmente repartido
entre la fase acuosa y las particulas en crecimiento, tal cual lo esquematiza la Figura 2.9. Este
equilibrio posee un coeficiente de particion (Kvci), que relaciona las concentraciones de VCL en
la fase acuosa y en la fase particulas. En estas condiciones, es decir en ausencia de gotas de
monomeros, el aumento de la concentracion de VCL de B1 a B2 produce un incremento directo
en su concentracién en la fase particulas. Asi, la mayor disponibilidad de mondémero en las
particulas podria conducir a un aumento de Rp de acuerdo a la Ec. 2.6 y de la conversion de

VCL.

(@) KVCL
O
@) <=
" [VCL] agua
Vil
[VCL]parricuta

Figura 2.9. Reparto de la VCL entre el agua y la particula de polimero durante la

polimerizacién en emulsién en ausencia de gotas.
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En la reaccion B3, la situacion es bien diferente y contiene todas las etapas de la
polimerizacion en emulsion de la Figura 1.9. Las gotas de mondmero presentes en el sistema
actuan como reservorio, manteniendo las particulas de polimero en crecimiento y la fase acuosa
saturadas con VCL. Una vez que las gotas se consumen, la concentracion de VCL en solucion y
en las particulas desciende siguiendo el esquema de la Figura 2.9. La evolucién esperable de la
concentracion de VCL en la fase particulas para las 3 polimerizaciones (B1-B3) se muestra en la
Figura 2.10, donde xg representa la conversion a la cual se consumieron las gotas en B3. Tal
como se puede ver, B3 presenta la tipica situacién de una polimerizacién en emulsién con
contenidos de sdlidos moderados a altos, donde la concentracion de VCL en las particulas es
maxima en la primera parte de la polimerizacioén, dando lugar a elevadas Rp, y luego desciende

a medida que avanza la polimerizacién en ausencia de gotas de mondémeros.

[veLe |

B2
...... B3

.......

. | x

- »
Xg 100 x (%)

Figura 2.10. Perfil de la concentracion de VCL en las particulas ([VCL]p) en los

experimentos B1-B3.

A partir de los datos de D y conversion, se calculd el Np (Tabla 2.3), otra de las variables
que influye en Rp. Se observa que Np aumenta de B1 a B2, mientras que desciende para B3.
Np esta principalmente influenciado por el mecanismo de nucleacién, es decir por el mecanismo
de formacion de los NGs. En este caso, el iniciador soluble en agua (KPS) se descompone
térmicamente y genera radicales que reaccionan con el monémero disuelto en la fase acuosa
formando oligorradicales. Estos oligorradicales, a la temperatura de polimerizacion (70 °C),
superior a la temperatura de transicién térmica (LCST), se tornan insolubles en el agua y tienen

la capacidad de ser absorbidos en el interior de las micelas (nucleacion micelar) o precipitar
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(nucleacidon homogénea) para dar lugar a la formacion de particulas poliméricas. El proceso de
formacion de particulas depende, no solo de la concentracion de iniciador, sino que también
depende en gran medida de la solubilidad y concentracion tanto del monémero como del
emulsificante en el sistema. La nucleacién micelar es considerada el principal mecanismo de
formacion de particulas para mondémeros con solubilidad en agua relativamente baja (< 0.015
mmol/mL) y en presencia de micelas, mientras que la nucleacion homogénea es considerada
como el mecanismo predominante cuando la solubilidad del monémero en agua es relativamente
alta (> 0.17 mmol/mL)">"® y también cuando se trabaja con concentraciones de emulsificante
menores a la CMC o en ausencia de emulsificante.””~"® En consecuencia, y teniendo en cuenta
que la VCL es un mondémero con solubilidad relativamente alta, se espera que el mecanismo de
nucleacién en las tres polimerizaciones sea principalmente la nucleacion homogénea, mas aun
en la polimerizacion B1 donde el emulsificante se encuentra por debajo de su CMC. Sin embargo,

es posible que ambos mecanismos de nucleacion estén presentes.

En cuanto al tercer parametro que controla la velocidad de polimerizacion en emulsion,
1, este depende directamente de la concentracién de radicales en la fase acuosa (es decir de la
concentracion de KPS), de las velocidades de absorcion y desorcion de los radicales en las
particulas (es decir, de la entrada y salida de los radicales), y de la terminacién bimolecular de
los radicales en las fases acuosa y particula. Si bien se desconocen los parametros que
gobiernan estos fendmenos para el caso particular en estudio, se espera que n aumente de B1

a B3 debido, principalmente, al incremento de la concentracion de KPS en las formulaciones.

Por consiguiente, con el aumento en la concentraciéon de VCL y KPS al pasar de la
polimerizacion B1 a B2 (donde la VCL esta practicamente soluble en agua) es esperable un
incremento de los puntos de nucleacion, que a su vez conduce a un mayor valor de Np y una
disminucion en el D de los NGs. Ademas, el aumento del Np, de [VCL]r y el posible aumento de

1, producen un incremento en la conversion final y en Rp, tal como se observa en la Tabla 2.3 y

en la Figura 2.6.
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En el caso de la reaccion B3, el analisis es algo mas complejo porque de acuerdo a la
determinacion de D y conversién, se estima una reducciéon de Np (Tabla 2.3) y un aumento de
Rp cuando esta se compara con B2. De B2 a B3 la formulacion (Tabla 2.1) involucra un
incremento de KPS, SDS y NaHCO3, es decir se produce un aumento en la fuerza iénica (I, Tabla
2.3). Ademas, las gotas presentes en B3 absorben emulsificante al estabilizarse, reduciendo la
disponibilidad de SDS para estabilizar las particulas. Estos dos fendmenos tienden a generar
una dispersién con menos capacidad de estabilizacién de la fase dispersa, lo cual podria conducir
a una disminucion del Np con respecto a B2. Aun asi, el aumento en Rp observado en B3 (Figura

2.6) puede deberse al aumento de [VCL]p (Figura 2.10) y al posible incremento de 7.

La Figura 2.11 muestra las curvas de DSC de los NGs obtenidos en B1-B3 (las cuales
pueden encontrarse ampliadas y con sus respectivas Tg en las Figuras A2.1 — A2.3 del Anexo
2). La muestra B1 posee dos Tg, a 155 y 182 °C, mientras que las muestras B2 y B3 poseen
una Tg a 195 °C. Teniendo en cuenta que la Tg de la PVCL lineal es 145 °C® y que la PVCL
entrecruzada con un 4 % de BIS tiene una Tg cercana a 200 °C,* se puede inferir que los NGs
obtenidos en B1 poseen dos fases, una formada de PVCL lineal y otra de PVCL entrecruzada,
mientras que en los NGs B2 y B3, la fase entrecruzada es mayoritaria a la fase lineal. Esta
diferencia puede deberse a que la menor velocidad de polimerizacion de VCL con respecto a la
de BIS observada en B1 (Figura 2.6) favorece la formacion de una segunda fase de PVCL sin
entrecruzar (es decir, en ausencia de BIS). Por otro lado, la mayor velocidad de polimerizacion
de VCL en B2 y B3 resulta mas cercana a la velocidad de consumo de BIS, lo que favorece el
entrecruzamiento de una mayor cantidad de VCL, y por lo tanto la fase de PVCL lineal no llega

a apreciarse por DSC.
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Figura 2.11. Curvas de DSC de los NGs obtenidos en B1-B3.

2.3.2. Respuesta térmica

La respuesta térmica de los NGs es una propiedad sumamente importante cuando se
pretende emplearlos como sistemas de liberacién controlada térmicamente, ya que la VPTT
define el rango de las posibles aplicaciones de estos materiales. En particular, cuando se trata
de particulas de PVCL es necesario controlar tanto el peso molecular como la polidispersidad de
la PVCL en el sistema, ya que la termosensibilidad de este polimero es dependiente del peso
molecular.!'% De esta manera, todos los parametros de sintesis que generen un cambio en el
peso molecular de la PVCL pueden modificar la respuesta térmica. Debido a que en trabajos
previos se observd una dependencia de la respuesta térmica con el contenido de BIS, SDS y
KPS, 3137 |as sintesis de NGs de PVCL con tres contenidos de solidos diferentes, se realizaron

con relaciones de BIS/VCL, SDS/VCL y KPS/VCL constantes (Tabla 2.2).

En la Figura 2.12 se muestra la evolucion con la temperatura del D determinado por DLS
de los NGs dispersos en agua ultrapura a una concentracion de 1 mg/mL. Los NGs obtenidos en
B1, B2 y B3 presentan una tendencia a disminuir su tamafio a medida que se aumenta la
temperatura como consecuencia del cambio de solubilidad de la PVCL en el medio disperso. En
la Figura 2.12d puede verse que los NGs obtenidos en las tres reacciones poseen una fuerte
disminucion del diametro en el rango de temperaturas de 30 - 35 °C, obteniéndose un valor de

VPTT de 32.5 °C para los tres sistemas (Tabla 2.4). El colapso progresivo que presentan las
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muestras podria deberse a la distribucion de pesos moleculares de las cadenas de PVCL
presentes en la estructura de los NGs, las cuales presentan diferentes LCST. Se puede observar
que el aumento en el contenido de sdlidos durante la polimerizacion no produce un cambio
apreciable en la VPTT de los NGs obtenidos. Los tres NGs en estudio presentan transiciones y
VPTT cercanas a la temperatura corporal, haciéndolos adecuados para su empleo en liberacion

controlada de analitos en aplicaciones biomédicas.

El efecto mas marcado del aumento de la concentracion de VCL en la receta de
polimerizacion, sobre la respuesta térmica de los NGs obtenidos, es el incremento de la
capacidad de hinchamiento, también incluida en la Tabla 2.4. La capacidad de hinchamiento de
los NGs se define como el cociente entre los volumenes hinchado (20 °C) y colapsado (55 °C).
Los factores que afectan a dicha propiedad son el grado de entrecruzamiento y la estructura
molecular del polimero. En este sentido, cuanto mayor es el grado de entrecruzamiento, menor
es la capacidad de hinchamiento de los NGs. Esto sucede porque durante el hinchamiento, las
cadenas que conforman la red polimérica de los NGs asumen una configuracion extendida y esta
dilatacion va acompanada de la aparicion de una fuerza retractil en oposicién al proceso de
hinchamiento, que actua como una presion que las cadenas de la red polimérica ejercen sobre
el disolvente contenido en ella. A medida que la red se hincha con el solvente, aumenta dicha
presion elastica y el hinchamiento alcanza su valor maximo o de equilibrio cuando se obtiene un
balance entre ambas fuerzas.®? Al aumentar el grado de entrecruzamiento, la fuerza retractil
aumenta y por lo tanto la capacidad de hinchamiento disminuye. La estructura molecular del
polimero también puede afectar al hinchamiento. Aquellos hidrogeles que contienen grupos
hidrofilos en su estructura se hinchan en mayor grado que aquellos que contienen grupos

hidréfobos, los cuales tienden a minimizar su interaccion con las moléculas de agua.®?

En el caso particular de los NGs de PVCL en estudio, el entrecruzante empleado posee
grupos hidrofilicos que otorgan mayor afinidad con el agua a la red polimérica. Si bien la
concentracion de BIS, en relacion al contenido de VCL es constante, el método de polimerizacion

puede generar cambios estructurales en el NG que modifiquen su capacidad de hinchamiento.
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En este sentido, el aumento del D y la posible distribucion mas uniforme de la BIS dentro de la
estructura de los NGs, generaria cadenas de PVCL mas largas entre puntos de
entrecruzamiento, minimizando asi la fuerza retractil. Esta podria ser la razén por la cual la
capacidad de hinchamiento de los NGs aumenta cuando se incrementa el porcentaje de sélidos

en la receta de la polimerizacion.

Tabla 2.4. Parametros de respuesta térmica de los NGs obtenidos en B1-B3.

VPTT (°C) Capacidad de
hinchamiento

B1 32.5 2.9
B2 32.5 19.0
B3 32.5 26.3
200 300
a) b) T c) o0
150 B1 ‘O\n o B2 - B3
_ @ __ 2001 \ 400
[ "0.. £ \ ’E‘
£ 1004 -, £ & <
[a] O‘-o“o..o ................. o =] \O-O"O ----- O===0 E
100
504 200
0 . . . . 0 . . . . ol , , , ,
20 30 40 50 60 20 30 40 50 60 20 20 20 50 60
T(°C) T(°C)
0 L] L] L] 1
20 30 40 50 60

T (°C)

Figura 2.12. Respuesta térmica de los NGs de PVCL obtenidos en B1-B3 (a-c) y su

comparacion (d).

Imaz y col.3! determinaron que la respuesta térmica de los NGs se ve influenciada por su
concentracién al momento de la medicion. Estos autores observaron que para un latex
sintetizado con una concentraciéon de VCL de 10 mg/mL (1 % de contenido de sdlidos), el valor
de VPTT aumenta cuando la concentracion de NGs aumenta por encima de 0.1 % (1 mg/mL).

Por ese motivo, se adoptd una concentracion de 1 mg/mL para determinar la respuesta térmica
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de los NGs. Aun asi, para los NGs sintetizados en esta Tesis se estudio el efecto de la variacion
de la concentracién de los NGs sobre su respuesta térmica. Para ello, se emplearon dos técnicas:
DLS y transmitancia a 500 nm. Por DLS se pueden percibir cambios de tamano de NGs
termosensibles en funcion de la temperatura a partir de la medicion del D. Por otro lado, la
transmitancia de la luz visible de dispersiones acuosas de los NGs termosensibles disminuye
cuando los NGs cambian a un estado colapsado, debido a que la solucién se torna mas turbia.
De esta manera, midiendo la transmitancia en funcion de la temperatura se puede hallar la
temperatura critica de colapso. Para determinar la VPTT se empled el método de la derivada
(VPTT = temperatura donde el valor absoluto de la derivada es maximo) y del punto medio (VPTT
= temperatura correspondiente al valor medio del D o porcentaje de transmitancia igual a 0.5).
Ambos métodos son ampliamente empleados en sistemas de nanoparticulas sensibles a un
estimulo. En las Figuras 2.13a y 2.13b se muestran los resultados obtenidos por DLS para los
NGs B2 y B3, respectivamente. Ademas, se incluyd para cada grafico una tabla con los valores

de VPTT calculados mediante los dos métodos antes descriptos.

DLS
a
) 500 - B2 1000 - B3
1 mg/mL
400- 5 mg/mL 800+ « 1 mg/mL
10 mg/mL o 5 mg/mL
T 300+ ‘€ 600+ 10 mg/mL
£ £
0O 200+ 0O 400+
100- 200+
0 T L] T 0 T T T L] 1

10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
T (°C) T (°C)
1 325 31.5 1 325 32.0
o) 315 30.5 5 34.5 33.0
10 32.9 31.0 10 35.0 325

Figura 2.13. Estudio de la respuesta térmica de los NGs B2 y B3 a diferentes

concentraciones por DLS. Las Tablas muestran los valores de VPTT obtenidos por los

métodos de la derivada y del punto medio.
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Como caracteristica general puede observarse que en todas las curvas de respuesta
térmica, los D coinciden a temperaturas por encima de la VPTT. En el caso particular de los NGs
B2, si bien no hay una diferencia significativa en los valores de VPTT determinados para las tres
concentraciones estudiadas, se puede observar que a temperaturas por debajo de la VPTT los
valores de D correspondientes a la curva de 10 mg/mL son superiores a los determinados a
menores concentraciones. Esta tendencia se repite para los NGs B3, con diferencias mas
marcadas de VPTT. Este fendmeno puede deberse a que el potencial Z de los NGs varia
ampliamente con la temperatura (Tabla 2.5). Estos resultados tienen la misma tendencia a las
observaciones previas realizados con NGs de PVCL por Peng y Wu.?*# Se puede observar que
a temperaturas menores a la VPTT el potencial Z es bajo y se encuentra dentro del rango de
aglomeracion y precipitacion de los sistemas coloidales (-5 a 5 mV),®° donde el tamario de los
aglomerados depende de la concentracion de la dispersion. Por otro lado, a temperaturas
mayores de la VPTT el mayor valor de potencial Z indica un aumento de la carga superficial
negativa que incrementa la fuerza de repulsion entre particulas y permite obtener una dispersion
estable donde las particulas se mantienen individuales cualquiera sea su concentracion.

Tabla 2.5. Valor medio y desviacion estandar (SD) del potencial Z de los NGs B3 a

diferentes temperaturas.

T(°C) PotencialZ(mV) SD

20 =115 0:5
31.5 229 DYk
43 7.9 1.0 :
55 -10.6 i.d

En la Figura 2.14 se muestran los resultados obtenidos a partir de la medicion de
transmitancia. Puede verse que para ambos NGs se observa la tendencia opuesta a la obtenida

por DLS: a mayor concentracion, menor VPTT. También puede observarse que los valores de
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VPTT obtenidos por esta técnica son mayores que los obtenidos por DLS. Esta discrepancia en
los resultados resultados puede deberse a que el cambio de opacidad de la muestra es un
fendmeno macroscépico, el cual depende de la concentracion de la muestra. Ante esto, la
transicion podria ser detectada a temperaturas menores cuando la concentraciéon de NGs es
mayor. Por otro lado, la técnica de DLS permite detectar un cambio en el diametro de las
particulas, el cual no depende de una variacion en la opacidad de la muestra. Por este motivo
las temperaturas de transicién observadas por DLS resultan menores que las observadas por

transmitancia.

Estos resultados muestran que, al analizar la respuesta térmica de NGs termosensibles,
es de suma importancia considerar la técnica empleada, la concentracion de la muestra y la
forma de calcular la temperatura de transicién. Teniendo en cuenta esta consideracion, a lo largo
de esta Tesis se estudiara la respuesta térmica de los NGs termosensibles mediante DLS,

empleando una concentracién de los NGs de 1 mg/mL en agua ultrapura.

Transmitancia a 500 nm

a) B2 b) B3
100- 100- S
4 o I i 0% © mg/m
R & ST, o SmgmL R 80 Ny o TomgmL
. 0 Qo0 e, e 10mg/mL .8 -..
S 60- %@ S 604 ° o
-‘g' OoO g ® O"'.
€ 404 o £ 40 00 % .
7 . 7] ® .
% e Qe % OO © L]
= 20 OO % = 204 o 2 " °
o o [¢)
° % B0 e
0 , , R SO 0 : Oy ., 1L S
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
T (°C) T (°C)
1 37.7 37.7 1 37.0 34.5
5 36.4 36.4 5 33.0 32,5
10 35.1 33.9 10 - -

Figura 2.14. Estudio por transmitancia a 500 nm de la respuesta térmica de los NGs B2
y B3 a diferentes concentraciones. Las Tablas muestran los valores de VPTT obtenidos

por los métodos de la derivada y del punto medio.
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2.3.3. Capacidad de carga y liberacion de distintos analitos de los NGs de
PVCL

2.3.3.1. Carga de farmaco

Como estudio preliminar, se evalué la capacidad de carga de los NGs ante moléculas
pequefias. Se trabajo solo con los NGs B2 y se emplearon tres drogas con diferentes
solubilidades: Ranitidina (RAN), Paracetamol (PCM) y Glibenclamida (GLI). En la Tabla 2.6 se
muestra el peso molecular, la solubilidad en agua y la longitud de onda de maxima absorbancia
(A) para cada farmaco. Se realizaron curvas de calibracién de concentraciones utilizando la

absorbancia a la A correspondiente, para determinar cada farmaco en solucion.

Tabla 2.6. Propiedades de los farmacos empleados.

PM Solubilidad en agua A

(g/mol) (mg/mL) (nm)
RAN 350.9 100 314
PCM 151.2 12 244
GLI 494.0 4 280

Los ensayos se realizaron partiendo de distintas concentraciones del farmaco para
determinar la maxima capacidad de carga de los NGs. Debido a la baja solubilidad de la GLI solo
pudo estudiarse el intervalo de concentraciones de 1 a 5 mg/mL. En la Figura 2.15 se muestran
los resultados obtenidos en términos de capacidad de carga (LC) y eficiencia de encapsulamiento
(EE). En el intervalo de concentraciones estudiado, se observd en todos los casos un
comportamiento practicamente lineal de LC; asi, a medida que aumenté la concentracion de los
farmacos en la solucion, los NGs fueron capaces de incorporar una mayor masa en su interior.
Como consecuencia de ello, la EE practicamente no se modificé al variar la concentracion del
farmaco, obteniéndose un valor de 80.2 + 2, 30.1 £ 7 y 99.6 + 0.4 para RAN, PCM y GLlI,
respectivamente. De estos resultados se puede inferir que la capacidad de carga de los NGs B2

no se vio afectada por la solubilidad de los farmacos.

En la Figura 2.16 se presentan las estructuras quimicas de los farmacos y del polimero
que compone los NGs. Se puede ver en ellas la presencia de grupos funcionales donores y

aceptores de puentes de hidrégeno, que podrian favorecer la carga de los farmacos mediante la
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interaccion con las cadenas poliméricas. Como puede verse, estos grupos se encuentran en un

mayor numero en la GLI y RAN en comparacién con el PCM. La mayor presencia de estos grupos

en las moléculas de los farmacos estudiados, podria ser la principal razén de la mayor capacidad

de carga de los NGs. Es por ello, que tanto la LC como la EE aumentan a medida que se

incrementa el numero de grupos funcionales capaces de formar puentes de hidrégeno en los

farmacos.
a) 2.5 b) 150+ o RAN
o RAN m PCM
2.0- s PCM * * GLI
*  GLI * o 100 4 * * * * *
1.5- 3
(3] o L) < o)
- * w
1.0 o) [ | w
* n 504
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0.5 n | | | |
& . n
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Figura 2.15. Resultados de capacidad de carga (a) y eficiencia de encapsulamiento (b)
obtenidos en los ensayos de carga de los NGs B2 con concentraciones de farmacos de 1

a 5mg/mL.
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Figura 2.16. Estructura quimica del polimero componente de los NGs y de los farmacos

empleados.
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2.3.3.2. Carga y liberacion de proteinas

El objetivo principal de esta Tesis es el desarrollo de una plataforma de vacunacion
transdermal, que implica la interaccion de la matriz polimérica con una proteina inmunogénica.
Es por ello que en esta seccion se estudiara el proceso de carga y liberacién de una proteina
modelo con el propdsito de evaluar la capacidad de los NGs sintetizados con VCL para la

construccion de un sistema de vacunacion transdermal.

La carga de proteinas en sistemas nanométricos es mucho mas compleja que la carga
de moléculas pequefias como el caso de los farmacos antes evaluados, ya que las
nanoparticulas en presencia de una solucién de proteinas tienden a formar un complejo llamado
“corona de proteinas”. En este complejo las proteinas se unen de manera inespecifica a la
superficie de las particulas formando una corona de proteinas. La formacion de este complejo es
un fendmeno inevitable cuando se adiciona cualquier tipo de nanoparticulas en sangre, suero y
otros fluidos bioldgicos.®® La presencia del complejo corona de proteinas puede presentar
ventajas o desventajas segun la funcidon que desempefian las nanoparticulas, ya que afecta la
manera en que las nanoparticulas son percibidas por los sistemas biologicos, y su estabilidad y
tiempo de residencia en los fluidos, pero a la vez puede modificar sus propiedades alterando su

funcionamiento.®”

El empleo del protocolo de carga utilizado previamente con los farmacos, donde se parte
de los NGs colapsados a 40 °C, podria favorecer la formacién del complejo de corona de
proteina. Si esto se produce, las proteinas podrian quedar principalmente adsorbidas en la
superficie de los NGs y no incorporadas en su interior, resultando mas dificil el control de su
posterior liberaciéon. Por este motivo la carga de OVA se realiz6 empleando dos estrategias
diferentes. La primera consiste en realizar la carga de OVA partiendo de NGs colapsados (40
°C) y disminuir posteriormente la temperatura, para que los NGs se hinchen e incorporen el
analito (Figura 2.17a). Como segunda estrategia, se realizé la carga de OVA partiendo de los
NGs liofilizados, e hinchandolos en una solucién de proteina directamente a baja temperatura (4

°C) por 48 hs (Figura 2.17b).
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b)

NGs liofilizados

NGs
g OVA

4 4°C,48hs

Figura 2.17. Esquema de las estrategias de carga de los NGs con OVA investigadas: a
partir de NGs colapsados a 40 °C (a) y de NGs liofilizados (b).

En la Tabla 2.7 se muestran los resultados de EE obtenidos en la carga de los NGs B2 y

B3 con OVA empleando concentraciones de NGs y OVA de 5 mg/mL. Se puede observar que

los NGs B3 presentan una EE levemente superior a los NGs B2, a pesar de su mayor tamafio y

por lo tanto menor area superficial. Esto puede deberse a que los NGs B3 poseen una mayor

capacidad de hinchamiento (ver Tabla 2.4). Por otra parte, se observa que la estrategia de carga

a partir de los NGs liofilizados permite una mayor incorporacion de OVA.

Tabla 2.7. Eficiencia de encapsulamiento de OVA (EE) de los NGs B2 y B3 empleando los

diferentes métodos de carga.

NGs Colapsados (Col)

NGs Liofilizados (Lio)

EE (%)
B2 B3
84 90
94 97

En la Figura 2.18a se muestran los resultados del ensayo de liberaciéon en términos de

porcentaje acumulado de OVA liberada en PBS a los distintos tiempos para los NGs B2. Puede

verse que para los NGs cargados con los dos métodos, la liberacion de OVA a 25 °C es mucho
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menor que a 37 °C. Esto se debe a que a 25 °C los NGs no sufren ningun cambio volumétrico y
las interacciones de la PVCL con la OVA son suficientes para impedir su difusion hacia el medio.
En cambio, a 37 °C se favorecen las interacciones polimero-polimero y los NGs colapsan
expulsando todo su contenido. Este efecto on-off es muy importante en los sistemas de liberacion
controlada, ya que permite que los NGs retengan su carga, protegiéndola hasta el momento
indicado de su liberacién (cuando son expuestos a la temperatura corporal). Por otro lado, no se
aprecia una diferencia significativa en la liberacion de los NGs cargados con ambos métodos,

por lo cual el método de carga solo tendria influencia en la capacidad de carga de OVA de los

NGs, y no en su liberacion.

En la Figura 2.18b se muestra la liberacién de OVA en PBS con los NGs B2 y B3 cargados
por liofilizacion. No se observan diferencias significativas en el desempefio en la liberacion entre
ambos NGs. En consecuencia, la diferencia de morfologia interna y de tamano de particula entre

los NGs B2 y B3 no altera significativamente su capacidad de cargar y liberar esta proteina.
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Figura 2.18. Ensayos de liberacién de OVA en funcion de la temperatura con los NGs B2

cargados por liofilizacion o colapso (a) y con los NGs B2 y B3 cargados por liofilizacion

(b).

2.3.4. Citotoxicidad

A fin de evaluar la factibilidad del empleo de estos NGs en aplicaciones biomédicas, se

estudio su citotoxicidad sobre fibroblastos humanos.
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Cabe destacar que la presencia de cargas superficiales en las nanoparticulas demostro
tener una fuerte influencia en la citotoxicidad.® Los NGs sintetizados en este Capitulo poseen
cargas negativas en su superficie provenientes del iniciador empleado (KPS). Para determinar si
la presencia de estas cargas tiene influencia sobre la citotoxicidad de los NGs, se sintetizaron
NGs con carga superficial neutra (Pot Z = 0.7 mV) a partir de la formulacion B2, pero empleando
dihidrocloruro de 2,2'-Azobis [2- (2-imidazolin-2-il) propano] (VA-044) como iniciador. Estos NGs

se identificaron como NGs B4.

La compatibilidad celular de estos materiales se evalud en primer lugar sobre la actividad
metabolica de las células, mediante el ensayo MTT directo. En este ensayo se pusieron en
contacto las células con los NGs B2 y B3 en diferentes concentraciones, y se midio la

absorbancia a 570 nm luego de incubar al sistema en presencia del reactivo MTT.

En la Figura 2.19a se muestran los resultados obtenidos en este ensayo. Puede verse
que en todos los casos se obtuvieron valores de viabilidad relativa superiores a 100 %, los cuales
aumentaron a concentraciones mayores de NGs. Si bien es comun la obtencion de valores por
encima de 100 %, los porcentajes de viabilidad relativa obtenidos en este ensayo resultaron muy
elevados. Luego de descartar una posible contaminacion de las muestras, estos resultados
pueden explicarse considerando que los NGs son dificiles de lavar (son adherentes) y dispersan
luz, lo que podria provocar un error por exceso. Esta hipétesis concuerda también con el aumento

de viabilidad al emplear mayores concentraciones de NGs.

Debido a estos resultados, la viabilidad celular también se determindé mediante el ensayo
Celltiter Glo, en el cual se mide la concentracion de ATP que puede correlacionarse también con
el numero de células y puede tomarse como una medida de la viabilidad celular al comparar
células tratadas y no tratadas. La concentracién de ATP se obtiene por luminiscencia, y por lo
tanto la presencia de los NGs no deberia afectar la medicién. La Figura 2.19b muestra los
resultados obtenidos en este ensayo. Los NGs en estudio no resultaron citotdxicos a las
concentraciones analizadas, obteniendo valores de viabilidad relativas superiores al 100 % hasta

0.5 mg/mL de NGs. Al emplear la mayor concentracion de NGs (5 mg/mL) la viabilidad relativa
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disminuyo, pero en todos los casos se mantuvo por encima del umbral de toxicidad (75 %). En

la Figura 2.20 se observa como lucen las dispersiones celulares luego de 48 hs en contacto con

los distintos NGs y en las concentraciones extremas empleadas. En ella puede verse que los

NGs sin carga superficial (B4) no produjeron ninguna alteracién en el crecimiento celular respecto

de la placa sin tratamiento, mientras que si puede verse una diferencia con las placas tratadas

con los NGs B2 y B3.
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Figura 2.19. Resultados de citotoxicidad de los NGs de PVCL investigados mediante los
ensayos MTT (a) y Celltiter Glo (b)

Sin tratamiento B2 B3 B4 Conc

5 mg/mL
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Figura 2.20. Iméagenes de las dispersiones celulares luego de 48 hs de incubacion con
los NGs de PVCL investigados.
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Si bien la deteccion visual de una diferencia en el crecimiento celular podria indicar una
intervencion negativa de los NGs frente a los fibroblastos, los valores de viabilidad celular relativa
del estudio de citotoxicidad de los NGs de PVCL superiores al umbral de citotoxicidad indican
que la carga superficial aportada por el iniciador no representa un factor determinante en la

citotoxicidad de los mismos.

2.4. Conclusion

En este Capitulo se estudié la sintesis de NGs de PVCL con diferentes contenidos de
sélido y la influencia del aumento de la concentracion de los reactivos sobre sus propiedades.
Este aumento demostrd influir en el diametro y en la morfologia interna de los NGs, debido a una
modificacion en la cinética de polimerizaciéon de la VCL. En consecuencia, la capacidad de
hinchamiento aumentd con el incremento de la concentracién de VCL empleada en la sintesis,
pero sin modificar la VPTT de los NGs. Los NGs sintetizados mostraron una respuesta térmica
que implica un cambio volumétrico al variar la temperatura, como consecuencia del cambio de

solubilidad de la PVCL en agua.

La capacidad de carga y liberacion de OVA de los NGs de PVCL no se vio
considerablemente influenciada al variar la concentracion de los reactivos para la sintesis de los
NGs. La liberacién de la proteina esta fuertemente controlada por la temperatura, observandose

un efecto on-off al pasar de temperatura ambiente a la temperatura corporal.

Los NGs no mostraron signos de citotoxicidad sobre fibroblastos humanos. El ensayo
MTT, ampliamente empleado para determinar la citotoxicidad de nanomateriales, no permitid
obtener resultados confiables con estos NGs, ya que ellos interfieren en la cuantificacion de
formazan, el compuesto generado por la actividad metabdlica de las células vivas. El ensayo de
Celltiter Glo permiti6 evitar esta complicacion. Si bien las imagenes de las dispersiones celulares
se observa la presencia de interacciones que indicarian modificacion en el crecimiento celular,
los valores de viabilidad celular mostraron que los NGs no presentan toxicidad en fibroblastos

humanos.
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Los resultados obtenidos en este Capitulo permiten concluir que los NGs de PVCL
pueden sintetizarse con contenidos de sdlidos de hasta 10 % sin afectar negativamente sus
principales propiedades, y que los mismos constituyen un buen sistema de liberacién controlada
con un control eficiente de la liberacion mediante la regulacion de la temperatura. Por
consiguiente, estos materiales podrian emplearse en el desarrollo de sistemas para aplicaciones

biomédicas, como la propuesta de esta Tesis.
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3.1. Introduccién

En el proceso de formacion de peliculas a partir de un latex acuoso, las particulas de
polimero discretas deben unirse y deformarse para que las cadenas de polimero puedan difundir
a través de los limites de la particula y formar una pelicula continua.® Si bien la PVCL es capaz
de formar film gracias al efecto plastificante del agua, en el caso de particulas de gel la presencia
de entrecruzamiento no permite la difusién entre particulas de las cadenas poliméricas, es decir
gue no es posible formar una pelicula cohesiva con buenas propiedades mecanicas. Ademas,
una vez evaporada el agua, la pelicula recupera la elevada Tg de la PVCL (147 °C)," resultando
un material muy rigido y fragil. En este escenario, la sintesis de NGs que combinen
simultaneamente las propiedades de termosensibilidad y capacidad de coalescencia (es decir
capacidad de formar film) resulta de gran interés para la produccién de peliculas con capacidad
de carga y liberacion de analitos, termo-respuesta y buenas propiedades mecanicas, como
flexibilidad y adaptabilidad a superficies, acordes a una aplicacién dermal. Para ello, en esta
Tesis se persigue el disefio de una estrategia de sintesis que permita el control de la estructura
de los NGs, de manera de conseguir que dos materiales combinen positiva y sinérgicamente las

propiedades deseadas.

Tal como se describié en el Capitulo 2, se empled PVCL como polimero base de los NGs,
un polimero con propiedades termosensibles y biocompatible.®® Con el fin de dotar de capacidad
de formacion de film a los NGs de PVCL, se persiguio la incorporacion de PBA a su estructura.
El PBA es un polimero de baja Tg (-56 °C) que posee excelentes propiedades de formacion de
pelicula, con una MFFT menor a 2 °C, sin la incorporacion de agentes plastificantes, y que se ha
utilizado como adhesivo en aplicaciones biomédicas.®’ A pesar de las propiedades positivas del
PBA por las cuales se escogio su empleo, es un polimero hidrofébico y sin sensibilidad térmica.
Por lo tanto, la incorporacion de una fase de PBA a los NGs de PVCL podria modificar algunas
de sus propiedades ya estudiadas. Es por ello que se espera que la formacién de NGs con dos
fases separadas: una fase de PVCL entrecruzada con BIS (nucleo de la particula), que conserve

las propiedades de los NGs de PVCL (expuestas en el Capitulo 2), y otra fase rica en PBA, que
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se encuentre formando la coraza de los NGs y que permita su coalescencia durante el proceso
de formacion de pelicula. La Figura 3.1 esquematiza las propiedades de los NGs bifuncionales

que se persigue sintetizar en este Capitulo.

T<VPTT T>VPTT
PVCL
(Termosensible)

PBA
(BajaTg)

NGs bifuncionales

Figura 3.1. Esquema de los NGs bifuncionales.

Cabe destacar que los monémeros VCL y BA poseen reactividades muy diferentes.
Verbrugghe et al.®? reportaron reactividades relativas (mediante el método de Kelen-Tldos) de
estos comondémeros de ryc =0.1 y rega=1.2 a 90 °C en 2-propanol y con 1% de AIBN como
iniciador. Es sabido que, si los comonémeros presentan reactividades tan diferentes, en una
polimerizacion discontinua la composicion del copolimero presentara una variacién a lo largo de
la polimerizacién, debido a que el mondmero mas reactivo se consume primero y su
concentracién desciende marcadamente a lo largo de la reacciéon. En consecuencia, en el caso
de la copolimerizacion discontinua de VCL y BA, el consumo preferencial del BA y la mayor
hidrofobicidad del PBA frente al PVCL daria como resultado una morfologia opuesta a la
deseada, NGs con la fase rica en BA en su interior y con una coraza rica en VCL. El control de
la composicién del copolimero, como la separacion y distribucion de las fases en las particulas
(es decir su morfologia), se puede lograr manipulando la disponibilidad de los comondmeros en
el sistema de polimerizacion. Para ello se requiere de estrategias de polimerizacién, que
involucren la dosificacion de los comondmeros especialmente disefiada (es decir, una estrategia

de sintesis semicontinua). Un caso particular es cuando los caudales de alimentacién de los
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comondmeros son muy bajos y puede lograrse un copolimero con una composicion igual a la de

la alimentacion. Esta estrategia de sintesis se denominada de inanicion o, en inglés, starved.

En el presente Capitulo se investigo la sintesis semicontinua de NGs bifuncionales con
morfologia nucleo-coraza de acuerdo al esquema de la Figura 3.1. Para la obtencion de estos
NGs bifuncionales se empleé como mondmeros principales VCL y BA. Tanto la estrategia de
incorporacion de los comonémeros como la composicion de la alimentacién (BA/VCL) pueden
influir fuertemente en las propiedades de los NGs obtenidos. Es por ello que sobre la base de la
adopcion de una estrategia semicontinua de sintesis de los NGs, en este Capitulo se analiza la
influencia de cinco parametros de sintesis sobre las propiedades de los NGs resultantes. La
Tabla 3.1 resume el conjunto de experimentos realizados, con los parametros de sintesis

investigados y las principales propiedades de los NGs analizadas.

Tabla 3.1. Parametros de sintesis y propiedades de los NGs investigados.

Seccién Propiedad de los NGs Parametro de sintesis investigado
3.3 Microestructura interna de los NGs Estrategia semicontinua
3.4 Formacién de pelicula Contenido de BA
3.5 Control en la composicion de la coraza Velocidad de dosificacion
3.6 Tg de la coraza Composicién de alimentacion
3.7 Funcionalidad de la fase acrilica Incorporacion de AA

3.2. Trabajo experimental

3.2.1. Materiales

La Tabla 3.2, contiene la descripcion de los reactivos que se utilizaron a lo largo del
trabajo experimental del presente Capitulo. Todos los reactivos se utilizaron como fueron
recibidos sin ninguna purificacion adicional. El agua empleada a lo largo de todo el trabajo fue

destilada y desmineralizada (DDI).
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Tabla 3.2. Descripsion de los reactivos empleados durante el trabajo experimental.

Reactivo Abreviatura Funcién Proveedor Pureza
N-vinilcaprolactama VCL Monomero Aldrich 98%
Acrilato de butilo BA Mondémero Aldrich 99%
Acido acrilico AA Mondémero Aldrich 98%
N, N-metilenbisacrilamida BIS Entrecruzante Genbiotech 99.9%
Persulfato de potasio KPS Iniciador Mallinckrodt 99%
Bicarbonato de sodio NaHCOs Buffer Cicarelli 99.7%
Dodecil sulfato sodico SDS Emulsificante Cicarelli 95%
Hidroquinona HQ Inhibidor Fulka >99%
Acetato de sodio AcNa Estandar interno RMN Cicarelli 99%
Agua deuterada D20 Solvente RMN Aldrich >99%

3.2.2. Polimerizaciones

Con el fin de obtener el control sobre la composicion y morfologia de los NGs se
emplearon estrategias semicontinuas de sintesis. Estas polimerizaciones se llevaron a cabo en
el mismo reactor de vidrio de 200 mL empleado en las sintesis discontinuas del Capitulo 2, con
la incorporacién de un sistema de dosificacion automatica. El sistema de dosificacion cuenta con
bombas dosificadoras (Prominent Gammal/L) y balanzas digitales (PIONER - OHAUS),
conectadas en lazo cerrado mediante una PC para controlar el caudal de alimentacion. Las
imagenes de la Figura 3.2a y b muestran el esquema y la foto del sistema de polimerizacion con

dosificacion controlada empleado.

En la Tabla 3.3 se muestra la receta general empleada en las sintesis semicontinuas de
los NGs bifuncionales. Todas las cantidades estan expresadas en % tomando como base la VCL

(% wbvcl).
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Figura 3.2. Esquema (a) y foto (b) del sistema de polimerizacion con dosificacion.

En la Figura 3.3 se muestra un esquema con una linea de tiempo que resume la estrategia
de polimerizacion con las dosificaciones de los comondmeros a lo largo de la reaccién. La
estrategia involucrdé una carga inicial de una dispersion acuosa compuesta por el 50% en peso
de VCL, SDS y NaHCOs, y la cantidad total de BIS (Esquema A de la Figura 3.3). El sistema se
mantuvo una hora a 70 °C bajo agitacion a 250 rpm y con burbujeo de N2. Luego, la
polimerizacion se comenzd con la carga del iniciador al mismo tiempo que se inicia la dosificacion
del 50% restante de VCL, SDS y NaHCO3 a una velocidad de alimentaciéon constante hasta el
tiempo tvcir (Esquema B de la Figura 3.3). El tiempo tveir, que indica el final de la dosificacion de
la VCL, fue modificado segun la polimerizacion. Para la sintesis de los NGs que contienen una
fase rica en BA, denominada en el esquema como acrilica (Ac), se dosificé en una corriente
separada una dispersion acuosa que contiene la mezcla de mondémeros acrilicos y SDS
(Esquema C de la Figura 3.3). Tanto la cantidad como la composicion de los mondmeros acrilicos
y los tiempos de dosificacion (inicio de la dosificacién, taci,y final de alimentacién, tacr) se
modificaron segun la polimerizaciéon. En las reacciones donde se emplearon cantidades
pequenas de BA, este mondmero se alimentd en un pulso. Finalmente, en todas las

polimerizaciones, las condiciones de reaccion se mantuvieron durante 30 minutos adicionales

una vez que termino el periodo de alimentacion (Esquema D de la Figura 3.3).
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Figura 3.3. Esquema de la estrategia de polimerizacion semicontinua. Configuracion del

sistema de polimerizacion (a) y esquema de alimentacion de los monémeros a lo largo de

la reaccién (b).

Tabla 3.3. Receta general de las polimerizaciones

Reactivo % wbvcl
VCL 100
BIS 4

KPS 1

SDS 4

NaHCO:: 1
BA Variable
AA Variable

3.2.3. Caracterizacion

3.2.2.3. Caracterizacion de los latex

Conversion de los monoémeros

La conversion de los monémeros se llevo a cabo mediante H1-RMN. Para VCL y BIS se
procedié tal como se explico en el Capitulo 2, pero con la diferencia de que al tratarse de
reacciones semicontinuas la conversién puede calcularse de dos maneras: en base a la masa

del mondmero presente en el reactor a cada tiempo (conversion instantanea) y en base a la masa
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total de mondémero dosificada en toda la reaccion (conversion global). De esta forma se definen

dos conversiones:

o , [VCL]' - [VCL]tLIBRE Ec. 3.1
conversion instantanea =
[VCL],
VCL)' - [VEL) V Ec. 3.2
conversion global = ([ ] [ ] LIBRE) t
[VCL]roraLVrinaL

donde:
[VCL]t es la concentracién de VCL que resulta de la carga inicial y la dosificada hasta el
tiempo t.

t
[VCL Y uie o5 |a concentracion de VCL sin reaccionar en el tiempo t.

VCL Jrora es la concentracion de VCL que resulta de la carga inicial y la dosificada hasta

el final de la reaccidn.

Vi y Venae son los volumenes correspondientes al tiempo t y al final de la reaccion

respectivamente.

En la Figura 3.4 se muestran los espectros obtenidos de BA y AA con la técnica de
supresion WATERGATE, y la asignacion correspondiente a cada pico. Para determinar la
concentracién de BA y AA sin reaccionar se analizé el pico correspondiente al doble enlace

vinilico a 6 y 6.3 ppm, respectivamente. La conversion final se define como:

[monémero]cqrgaao — [monémerol, gre Ec. 3.3.

conversion = 2
[monomero] cargado

donde [monémero]cargado es la concentracion de BA o AA cargada en el reactor al final de la reaccién

y [monémero]grr €s la concentracion de BA o AA sin reaccionar al final de la polimerizacion.
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Figura 3.4. Espectros de H1-RMN de BA (a) y AA (b) con AcNa como estandar interno.

Diametro de NGs

Para determinar el diametro promedio de los NGs (D) se utilizd la técnica de
dispersién de luz dinamica (DLS). Las mediciones se efectuaron en un fotémetro de
dispersion de luz marca Brookhaven modelo BI-2030, con un laser de He-Ne (632.8 nm)
polarizado verticalmente, y un correlador digital modelo BI-200 AT, utilizando un angulo de 90°.
Todas las muestras se midieron con una concentracion de 1 mg/mL y a 55 °C, de manera que
los NGs se encuentren colapsados. De esta manera se determind el diametro medio de las

muestras extraidas a lo largo de las reacciones. El numero de particulas (Np) se calcul6 a partir

T T
2 1

de los valores de D medidos, tal como se describi6 en el Capitulo 2.

T
0

-25000

-20000

15000

10000

5000



Capitulo 3: Sintesis semicotinua de NGs bifuncionales

Distribuciéon de tamanos de NGs por CHDF

La distribuciéon de tamanos de los NGs se determind mediante Fraccionamiento
Hidrodinamico Capilar (CHDF), empleando un equipo marca Matec Applied Sciences, modelo
CHDF-2000. Las mediciones de CHDF se realizaron a dos temperaturas, 20 y 35 °C. Debido a
que el equipo no tiene la capacidad de enfriamiento, la temperatura del eluyente se controld
mediante un vaso encamisado conectado a un bano termostatico.

La técnica de CHDF implica la separacién por tamafos de una muestra de latex en un
tubo capilar sin relleno. La Figura 3.5 esquematiza el principio de fraccionamiento en un equipo
CHDEF. El eluyente adopta un flujo laminar (o Poiseuille) con perfil parabdlico, el cual presenta
menor velocidad cerca de la pared del tubo con respecto de su centro. Las particulas introducidas
en este sistema de flujo laminar se difunden aleatoriamente debido a su movimiento browniano.
La difusion radial lleva las particulas a diferentes zonas de velocidad axial. Las particulas mas
grandes, son menos capaces de acercarse a la pared del capilar, y se mueven en las lineas de
corriente mas rapidas, eluyendo mas temprano que las pequefias; mientras que las particulas
pequefas pueden difundir mas cerca de las paredes del capilar, a una distancia minima definida
por su radio. Por lo tanto, se consigue una separacion fisica de acuerdo con el tamafo de
particula, eluyendo en orden decreciente de tamafios. Para suprimir la influencia de las
fluctuaciones de presién o temperatura, después de la inyeccion de la muestra, se introduce un

marcador cuyo tiempo de elucion se toma como referencia.

Detector UV

Rde una particula grande
Marcador P g

I

T

Muestra justo
R de una particula pequefa

después de
la injeccién

Fuente de luz UV

Figura 3.5. Esquema del principio de fraccionamiento por tamarnos de un equipo CHDF.
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En CHDF, cada fraccién eluida se detecta mediante un sensor de turbidez (a 254 nm).
CHDF es una técnica relativa, que requiere del empleo de una curva de calibraciéon obtenida
sobre la base de estandares estrechos de diametros medios conocidos. De esta manera, la
calibracion permite la transformacion del eje del tiempo de elucion de una muestra desconocida
en el eje de diametros de la distribucién de tamafios de particula. Debido a que en esta Tesis se
realizaron mediciones de CHDF a 2 temperaturas, se realizaron dos calibraciones
correspondientes a las temperaturas de trabajo. Luego, la sefal de turbidimetria se transforma
en fraccion en numero (o masa) de particulas, siguiendo un procedimiento que requiere del

empleo de la teoria de dispersion de luz de Mie.*3

Morfologia de los NGs

La morfologia de los NGs se observd mediante dos técnicas: Microscopia de Fuerza

Atdmica (AFM) y Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).
Las observaciones de TEM se realizaron con dos microscopios a lo largo de este Capitulo:

- Microscopio electronico de barrido Hitachi SU 8030 operando a 30 kV provisto por un

detector de TEM, perteneciente a la Universidad Libre de Berlin.

- JEOL 100 CX (100 kV) del Laboratorio de Microscopia del CCT-Bahia Blanca.

Las muestras para TEM se prepararon colocando una gota de dispersion de NGs con una
concentracién de 1 mg/mL a unarejilla de cobre recubierta con Formvar® y con posterior secado
a temperatura ambiente. Las muestras se tifieron depositando una gota de una solucion de

acetato de uranilo al 1% sobre la muestra seca y dejandola secar a temperatura ambiente.

Algunos NGs tambien fueron observados por AFM, mediante imagenes de topografia y
de fase. Para ello se utilizé un sistema comercial Nanotec Electronic equipado con cantilevers V-
Shaped Olympus RC800 PSA de nitruro de silicona recubiertos con Au/Cr (radio de curvatura de
20 nm y frecuencia de resonancia 80-135 kHz). Las muestras fueron preparadas por dilucion de
los latex 1/6000 con agua destilada y deposicion en vidrios porta muestra de aproximadamente
0.5 cm de lado. Posteriormente las muestras se secaron con una corriente de N». La adquisicion

y el procesamiento de las imagenes se realizaron utilizando el Software libre WS x M.%

()
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Respuesta térmica

La respuesta térmica de los NGs se determindé mediante DLS. Las muestras se midieron
con una concentracion de 1 mg/mL, ya que previamente fue determinado el rango de
concentraciones (0.1-1 mg/mL) en que la temperatura de transicion de los NGs de VCL y BIS no
depende de la concentracion de la medicion.*® Las mediciones se realizaron a partir de una
dispersién de los NGs en agua destilada. Se utilizé el equipo descripto anteriormente para la
determinacion de D y también un Malvern Zetasizer Nano ZS ZEN3600 con un laser de He-Ne
utilizando un angulo de dispersion de 173°. Se midi6 el D en el rango de temperatura de 20-55°C
a intervalos de 2.5 0 0.5 °C segun el equipo utilizado. Cuando el cambio de temperatura entre
mediciones fue de 2.5 °C las muestras se mantuvieron por 20 min a cada temperatura antes de
realizar la medicion. En cambio, cuando el intervalo fue de 0.5 °C, se esperé 5 min de
estabilizacion antes de realizar la medicion, ya que el salto de temperatura es menor y por lo

tanto se espera que el cambio en el tamafo de los NGs se alcance mas rapido.

Temperatura minima de formacién de film (MFFT)

La temperatura minima de formacion de film (MFFT) representa la temperatura minima a
la que la dispersién es capaz de formar pelicula. La determinacién de la MFFT se basa en un
método optico, el cual involucra la evaluacion del cambio en la transparencia de la pelicula luego
de ser aplicado sobre una placa que posee un gradiente de temperatura.®® La temperatura a la
cual se observa una transicién en la transparencia de la pelicula, indicando la ausencia de
coalescencia de las particulas, se considera como la MFFT (Figura 3.6.a). Para este propésito,
se empled un equipo construido en el laboratorio (Figura 3.6.b) que consiste en una placa de
acero inoxidable sobre la que se aplica en sus extremos dos temperaturas para generar un
gradiente controlado de temperatura. El gradiente de temperatura se mide por medio de 16
termorresistencias instaladas a intervalos regulares debajo de la superficie de la placa. Para
formar la pelicula se empled un aplicador cuadrangular (Neurtek Instruments) con un espesor de

pelicula humeda de 120 um (Figura 3.6.b)

)
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Figura 3.6. Determinacion de la MFFT. Observacién de la MFFT sobre la placa (a) y
equipo empleado (b).

3.2.3.2. Caracterizacion de las peliculas

Para realizar las caracterizaciones que se describen a continuacion, las peliculas fueron
obtenidas secando en moldes de silicona, a una temperatura de 22 °C y una humedad de 55 %

durante 7 dias. El espesor de las peliculas fue en todos los casos alrededor de 1 mm.

Resistencia al aqua

Para determinar la resistencia al agua de los films obtenidos, se cortaron muestras de 1
cm de didmetro y se sumergieron en agua a temperatura ambiente. Las muestras fueron
removidas del medio a tiempos regulares, secadas con papel absorbente e inmediatamente
pesadas antes de regresarlas al medio de inmersién. Este procedimiento se repitié hasta peso
constante. En cada caso se calculd la masa relativa absorbida (Ec. 3.4) y la pérdida de peso,

expresada como el porcentaje de masa disuelta de la pelicula seca (Ec. 3.5).

My—M,
Masa absorbida (%) = };\/1 2 % 100 Ec. 3.4
0

Mo—M
Pérdida de peso (%) = OM—fS x 100 Ec.3.5
0

donde Mo, Mh y Mk representan la masa inicial de la pelicula, la masa de la pelicula luego del

periodo de hinchamiento y la masa final de la pelicula luego de ser secada hasta peso constante,

respectivamente.
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Respuesta térmica

La respuesta térmica de los films se evalud gravimétricamente. Para ello se sumergié una
muestra de film de 1 cm de didmetro en agua y se la dejé hidratandose durante toda la noche.
Se evalud el hinchamiento en las siguientes temperaturas: 20, 25, 27.5, 30, 32.5, 35, 37.5, 40,
45, 50, 55 °C. Para llevar a cabo este estudio, luego de su estabilizacion 15 min a la temperatura
deseada, las muestras fueron removidas del medio, se secaron con papel absorbente e
inmediatamente se pesaron antes de regresarlas al medio de inmersion. La masa de agua
absorbida se calculé mediante la Ecuacion 3.4.

Para permitir la comparacion de la respuesta térmica de los films con la de los NGs en
dispersion, se definio el factor de hinchamiento (9), en peso (Ec. 3.6) para los films, y volumétrico

(Ec. 3.7) para los NGs.

_ Ws = W(T) 3.6

®W(T) =1 ”yS ”’C
. V=V 3.7

Bo(T) =1~ 5 —

donde, Ws y Vs son el peso y volumen en el estado hinchado (a 20 °C), W,y V. son el peso y el
volumen en el estado colapsado (a 55 °C), y W(T) y V(T) son el peso y el volumen a la

temperatura de la medicion (7). La VPTT se definiéo como la temperatura a la cual @¢(T) = 0.5.

Morfologia

La morfologia de las peliculas se caracterizé por AFMy TEM.

Para AFM se empled el equipo previamente descrito para la caracterizacion de los NGs.
Se utilizdé una constante fuerza de 2.7 N m™ y una frecuencia de resonancia de 80 + 30 kHz. Las
muestras de pelicula fueron preparadas por casting de la dispersion NGs con un aplicador
cuadrangular de 120 um de espesor en una hoja de papel plastificado y luego se secaron a 22
°C durante 1 dia. Todas las mediciones de AFM se realizaron en aire y a temperatura ambiente.
A partir de seis imagenes topograficas de AFM (5000 nm x 5000 nm) para cada muestra, se

obtuvo la rugosidad como la raiz media cuadrada de la diferencia de las alturas con el valor

()
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medio (RMS). Esta se define como la desviacién estandar de las medidas de altura, adquiridas

en las imagenes topograficas, de acuerdo a la siguiente expresion:

RMS = /Z”(a‘—"(a))z Ec. 3.8
N

donde (a) es el valor medio de la altura, a; j es el valor real de altura para cada punto del mapeo

de la muestra y N es el numero de puntos dentro del intervalo (N = i x j). Esta medicion permite
tener una idea del grado de rugosidad de la superficie de la pelicula, lo cual indica una mayor o
menor coalescencia entre las particulas a la hora de formar la pelicula.

También se estudié la morfologia interna de algunas peliculas empleando TEM. Para ello
las peliculas se cortaron transversalmente mediante un ultramicrétomo criogénico Leica EM UC6
(POLYMAT, San Sebastian, Espafa). Las muestras de los cortes se depositaron sobre una grilla
de TEM y se tifieron mediante la hidratacién con una gota de una solucién de acetato de uracilo

al 1 %.

Estudio de la Tg por DSC

La temperatura de transicion vitrea (Tg) de las peliculas poliméricas fue determinada por
calorimetria diferencial de barrido (DSC), utilizando un equipo Q2000 de TA Instruments
perteneciente al Laboratorio de Analisis Térmicos (LAT) de INTEC. Las muestras de 5-10 mg se
analizaron utilizando una capsula de aluminio sellada herméticamente (TZero de TA
Instruments). Las mediciones se llevaron a cabo en el rango de temperaturas de -90 a 300 ° C,
con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min y bajo atmésfera de N». La Tg fue determinada
como la temperatura correspondiente al punto medio del cambio de la capacidad calorifica
observado durante la segunda etapa de calentamiento. A lo largo del Capitulo se analizaran los
resultados de las derivadas del flujo de calor (dDSC) y los termogramas de flujo de calor con la

temperatura (DSC) se muestran en el Anexo N° 2.

Ensayos mecanicos

Para los ensayos de traccidén se cortaron probetas de las peliculas con forma de hueso

(Figura 3.7.a), de acuerdo a la norma ASTM D882, siendo las dimensiones de la zona de
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elongacién de 9.53 mm de longitud con una seccién transversal de 3.18 mm x 1 mm. Las pruebas
se realizaron en un equipo de ensayos universal INSTRON 3344, siguiendo la norma ASTM
D882, en condiciones controladas de temperatura (23 °C) y humedad (50 %), y a una velocidad
de elongacion de 3 mm/min. Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados de las
propiedades en traccién de estas mediciones se reportaron como la media aritmética, junto a la
desviacion estandar. La Figura 3.7 muestra una probeta cortada de una pelicula obtenida a partir
de los NGs bifuncionales antes y después de ser ensayada (a), y la misma durante la realizacion

del ensayo (b).

Figura 3.7. Ensayo de traccion. Imagen de una probeta antes y después del ensayo (a),

y durante la realizacion del ensayo (b).

Anqulo de contacto

El angulo de contacto (CA) de la superficie de las peliculas fue determinado utilizando un
gonidometro construido en nuestro laboratorio (Figura 3.8). El equipo consta de una camara Point
Grey modelo BFLY-PGE-05S2M-CS, con una lente macro Edmund Optics #68-678 con una
magnificacion de 6X. Las muestras se prepararon sobre una placa de vidrio aplicando una
pelicula de 120 ym de espesor humedo y secando a temperatura ambiente por 24 hs. A lo largo
de la pelicula asi obtenida se depositaron gotas de agua de 20 uL. Las gotas fueron analizadas
utilizando el método LB-ADSA® y el software gratuito “ImageJ”. Se realizaron al menos 10

mediciones para cada muestra, reportandose un valor promedio y su desviacion estandar.

O,
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Figura 3.8. Equipo empleado en la determinacién de Angulo de Contacto.
3.3. Sintesis semicontinua de NGs de PVCL

Con esta estrategia se persigue la sintesis de NGs que posean un nucleo de PVCL
entrecruzada, el cual hace las veces de reservorio para alojar proteinas y/o farmacos para su
posterior liberacién controlada. La estructura de dicho nucleo, asi como su respuesta térmica y
capacidad de carga, pueden afectar la factibilidad de aplicacion de estos NGs en liberacion
controlada. Por esta razon, resulta de gran interés estudiar como influye el empleo de una
estrategia semicontinua, donde la VCL se dosifica a lo largo de la polimerizacion, sobre la
estructura y las propiedades de los NGs obtenidos. Para ello se realizd6 una reaccion

semicontinua, utilizando la misma formulaciéon global que en B3 (polimerizacion discontinua,
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Capitulo 2: 100 mg/mL de VCL, BIS 4 % wvcl, SDS 4 % wvcl, NaHCO3 1 % wvcl y KPS 1 % wvcl).
En la polimerizacion semicontinua SO el 50 % de la VCL de la formulacion global se cargé en el
reactor antes de comenzar la polimerizacién y el 50 % restante se alimenté durante 90 min (tvcws),
una vez cargado el iniciador. Una vez finalizada la dosificacion, la reaccion se mantuvo durante
30 min adicionales, es decir hasta alcanzar un tiempo total de polimerizacion de 120 min (trinac).
En la Tabla 3.4 se resume la formulacion detallada para esta estrategia semicontinua de

polimerizacion.

Tabla 3.4. Formulacion de la polimerizacion semicontinua SO.

Reactivo % wbvcl
Carga Inicial Dosificacion
VCL 50 50
BIS 4
KPS
SDS 2
NaHCO3 0.5 0.5

En la Figura 3.9a-c se muestran las evoluciones de la conversion global e instantanea de
la VCL, del diametro de los NGs (D) y del numero de particula (Np) obtenidos a lo largo la
polimerizacion SO y su comparacion con B3. Se observa que en el proceso semicontinuo la
conversion instantanea (es decir, referida a la VCL alimentada hasta ese tiempo) alcanzo
rapidamente el 100 %. La velocidad de polimerizacion inicial observada en SO es mayor que en
la polimerizacion batch, donde esta ultima requiere de un mayor tiempo para alcanzar la maxima
conversion. Esto se debe a que en ambas reacciones todo el iniciador se cargé a tiempo cero,
pero en SO la alimentacion inicial de VCL fue la mitad que la cargada en B3. Sin embargo, a
medida que se dosifico la VCL en S0, su conversion instantanea fue disminuyendo levemente,
llegando a un valor final de 81 %. Aun asi, la conversion instantanea se mantuvo elevada durante

toda la polimerizacion, estando en una condicion de semi-inanicion.

En la Figura 3.9.b se observa la evolucion del D de los NGs con el tiempo de reaccion.

En B3, D crece al inicio de la polimerizacién y se mantiene constante, indicando que todas las
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particulas se forman al inicio de la polimerizacién y aumentan su tamano a medida que el
monomero reacciona. Mientras que en SO el D aumenta rapidamente al inicio de la polimerizacién
y luego contindan creciendo lentamente a medida que la conversion global incrementa con la
dosificacion continua de VCL. Esto se debe a que en la primera etapa de la reaccion los NGs
crecen con la disponibilidad de VCL de la carga inicial, mientras que el crecimiento continuo a lo
largo de la polimerizacién es consecuencia de la dosificacion de la VCL. La evolucién del Np
(Figura 3.9.c) demuestra que la nucleacion de las particulas ocurre principalmente al inicio de la
polimerizacion, donde el Np aumenta y luego se mantiene constante a lo largo de toda la
reaccion. Debido a que la BIS es consumida predominantemente al comienzo de la
polimerizacion (segun lo observado en el Capitulo 2 para la polimerizacién batch y en los
espectros de RMN de la Figura A.2 y Figura A.3 del Anexo 1), este resultado indicaria que la
mayoria de las particulas se forman al inicio de la polimerizacion y en presencia de BIS. Por lo
tanto, este resultado indicaria que con la estrategia semicontinua S0, la mayoria de los NGs son

formados al inicio de la polimerizacion y deberian contener un nucleo entrecruzado.

Puede observarse que el D final de los NGs sintetizados con la estrategia semicontinua
S0 es mayor que el obtenido con la polimerizacion batch homéloga B3. Esta diferencia se debe
a que los NGs son formados principalmente al inicio en ambas polimerizaciones y
mayoritariamente por nucleacion homogénea. Tal como se describid en el Capitulo 2, la
nucleacion de los NGs de PVCL depende de la concentracion de radicales (es decir, de la
concentracion de KPS), la concentracion de VCL y de la concentracion de SDS, que permite
estabilizar las particulas en formacién. Mientras que en B3 la totalidad del KPS, la VCL y el SDS
son cargados al comienzo de la reaccion, en SO solo la mitad de la VCL y el SDS estan
disponibles desde el inicio. De esta manera, en SO se obtiene un menor Np (Figura 3.9c), y por

lo tanto NGs con tamafios mayores, con respecto a B3.



Capitulo 3: Sintesis semicotinua de NGs bifuncionales

a) 100 b) 400-
_ T O T S gmmm" )
e e e 300 ee-"°
]
S 60 € !
4 40 -0- S0 instantanea §2°°' —
1
% -*- S0 global 1/
O 9 -— B3 1004 -¢- S0
- B3
O L] L] 1 0 L] L] 1
0 50 100 150 0 50 100 150
t (min) t (min)

c) 6.0x10 15
4.0x1014 /°
s -- S0
2.0x105- —- B3
Gormpmm T TG = 0
042
0 50 100 150

t (min)

Figura 3.9. Polimerizacién semicontinua de VCL (S0) y su comparacién con el proceso

batch (B3). Evolucion a lo largo de las reacciones de la conversion (a), diametro a 55 °C

(b) y numero de particulas (c).

En cuanto a la respuesta térmica de los NGs (Figura 3.10), se observa que los NGs
obtenidos en la polimerizacion semicontinua (S0) presentan un colapso progresivo a
temperaturas menores a la VPTT de los NGs obtenidos en B3, exhibiendo un cambio significativo
de volumen entre 30 y 40 °C. Este resultado puede asociarse con la estructura interna de los
NGs. En B3, toda la VCL se carg6 al mismo tiempo con el entrecruzante (BIS), mientras que en
S0, solo la mitad de la VCL se carg6 con toda la BIS y la otra mitad se dosificé continuamente a
lo largo de la polimerizacion. Ademas, puede verse en ambas polimerizaciones el consumo
completo de la BIS a los 10 min de reaccion (espectros de RMN de la Figura A.2 y Figura A.3 del
Anexo 1). En este escenario, se espera en B3 un entrecruzamiento mas homogéneamente
distribuido dentro del NG, donde las cadenas de VCL tienen una distribucion angosta de pesos
moleculares. Por otro lado, en la reaccion SO se esperan NGs que contienen un nucleo altamente

entrecruzado de cadenas cortas de VCL, con una coraza de cadenas largas de VCL sin reticular.
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Debido a que la respuesta térmica de la PVCL depende del peso molecular, una amplia
distribucion de pesos moleculares en los NGs puede producir una contracciéon progresiva al

aumentar la temperatura.
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Figura 3.10. Respuesta térmica de los NGs obtenidos en SO y su comparacion con los

NGs obtenidos en B3.

En Figura 3.11a-b se muestran las imagenes TEM de los NGs obtenidos en SO y sus
compracion con los correspondientes a B3. En la Figura 3.11a se observa un sombreado
alrededor de los NGs, que podria indicar la presencia de las cadenas poliméricas de VCL con
bajo grado de entrecruzamiento que forman una coraza; mientras que en la Figura 3.11b se
observa un NG con una estructura mas compacta, donde el sombreado no es evidente. Sin
embargo, cuando se hace una ampliacion de las micrografias, también se puede observar la
presencia de la coraza menos densa en los NGs de B3, aunque de manera menos clara que en
los NGs de SO0. La presencia de esta fase de cadenas poliméricas estaria aumentando el tamafo
de los NGs en aproximadamente 175 y 120 nm en los NGs obtenidos en SO y B3
respectivamente. Por esta razén se propone que ambos NGs poseen una estructura nucleo-
coraza, siendo mayor la coraza de los NGs obtenidos en un proceso semicontinuo. En las Figuras
3.11¢c-d se muestran los esquemas de las morfologias propuestas para los NGs obtenidos en

ambas polimerizaciones.

()
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Figura 3.11. Micrografias de TEM de los NGs SO (a) y B3 (b); y esquemas de la morfologia
de los NGs obtenidos en SO (c) y B3 (d).

3.4. Sintesis semicontinua de NGs bifuncionales con diferentes

contenidos de BA

Como se mencion6 anteriormente, la capacidad de formar peliculas de una dispersion
polimérica esta directamente relacionada con la Tg de las particulas que lo componen. Por lo
tanto, la presencia de una fase de baja Tg favorece la deformacion y coalescencia de las
particulas, otorgando cohesividad a la pelicula formada.®” En este sentido, la incorporacion de
BA en la sintesis, el cual genera un homopolimero de baja Tg (-56 °C), para la formacion de NGs

nucleo-coraza (Figura 3.1) permitiria otorgar capacidad de formacion de pelicula a la PVCL
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(Tg = 147 °C). La cantidad de BA incorporado juega un papel muy importante, ya que la Tg de la
fase que contiene el copolimero rico en BA depende del contenido del mismo. Por otro lado, la
incorporacion de BA a los NGs de PVCL podria modificar sus propiedades. En este contexto, es
necesario encontrar la composicion monomérica adecuada, que permita combinar las
propiedades positivas de ambos polimeros en los NGs finales. Para ello se llevaron a cabo cinco
reacciones en las que se incorporaron diferentes cantidades de BA. En todas las
polimerizaciones se dosificé la dispersion conteniendo la VCL con un caudal constante y desde
el inicio de la polimerizacién siguiendo el procedimiento y formulacion de SO (Tabla 3.3). De esta
forma se persiguié un crecimiento controlado de los NGs, tal que permita incorporar el BA a las

particulas en crecimiento.

En la Tabla 3.5 se presentan las concentraciones de los monémeros y las condiciones de
dosificacion empleadas en las polimerizaciones semicontinuas con diferentes contenidos de BA.
La reaccién S0, sin la incorporacién de BA, se utilizé como referencia. En las reacciones S1y
S2, la dispersion de BA se cargd en una sola dosis (como un pulso) a los 80 min de iniciada la
polimerizacion. En las polimerizaciones S3 y S4, la mayor cantidad de BA permitié establecer
una dosificacién continua para promover la copolimerizacién del BA y la VCL en condicion de
inanicion. En estas reacciones la dispersion acuosa conteniendo BA 50 % y SDS (0.5 % wba) se
dosifico durante 40 min con un caudal constante, a partir de los 50 min de polimerizacion (Figura
3.12). La dosificacién de una dispersion monomérica favorece la difusion del mondémero

dosificado entre las fases, reduciendo el control por difusién de la polimerizacion.

Tabla 3.5. Polimerizaciones semicontinuas con diferentes contenidos de BA.

Caddigo VCL tvers BA taci-tact
(mg/mL)  (min) (% wbvcl)  (min)
S0 100 90 - -
S1 50 90 5 80*
S2 100 90 20 80*
S3 100 90 50 50-90
S4 50 90 66 50-90

* dosificacion en un pulso a los 80 minutos.
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Figura 3.12. Esquema de alimentacion de los monémeros empleados en las reacciones

S3y S4.

En la Tabla 3.6 se muestran algunas caracteristicas de los latex obtenidos. Se puede
observar que la conversion final de VCL en todos los casos fue mayor a 80 % y aumenta con la
presencia de BA, debido a su mayor reactividad. En la Figura 3.13 se puede corroborar que todas
las polimerizaciones semicontinuas de esta seccion ocurren en una condicién muy cercana a la
inanicion (o starved), donde el consumo de VCL esta practicamente gobernado por su
dosificacion. Ademas, se observa que la velocidad inicial de polimerizacion es practicamente
igual en todos los casos. En todas las polimerizaciones, la conversion final de BA y de BIS, de

acuerdo al analisis de los espectros de H1-RMN (Figuras A1.6 — A1.9 del Anexo 1), fue de 100 %.

Se observa también, que la incorporacion de BA tiene un leve efecto sobre el D de los
NGs. Para las dispersiones sintetizadas con la misma concentracion de VCL (S0, S2 y S3, con
100 mg/mL;y S1y S4, con 50 mg/mL), el incremento de la cantidad de BA incorporado produce
una disminucion en el D de los NGs obtenidos. Este fendmeno podria deberse a la formacion de
particulas pequefias independientes de los NGs, lo cual disminuye el diametro medio medido por

DLS.

Tabla 3.6. Propiedades de los latex obtenidos en S0-S4.

Reaccion Conversion D PDI
VCL (%) (nm)

S0 81.0 335+2 0.07

S1 95.4 246 + 2 0.06

S2 93.1 317 £ 1 0.10

S3 99.9 3139 0.07

S4 98.2 206 + 15 0.06
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Figura 3.13. Conversion instantanea de VCL a lo largo del tiempo en las polimerizaciones

S0-S4.

La Figura 3.14 muestra los resultados de DSC (la derivada de flujo de calor, dDSC) para
las muestras con incorporacion de BA (S1-S4). Se observan dos picos principales en sus
derivadas, indicando la presencia de 2 fases poliméricas con transiciones vitreas diferentes. La
transicion a 200 °C corresponde a la fase de PVCL entrecruzada con BIS, mientras que la
transicion observada cerca de 0 °C corresponde al copolimero VCL-co-BA. Este segundo pico
no se aprecia en los termogramas de los NGs producidos en S1y S2, posiblemente porque la
Tg del copolimero formado en estos latex es mucho mas alta por la menor cantidad de BA, y
porque su masa también es menor. En las Figuras A2.8 y A2.9 del Anexo 2 se muestran los
termogramas con los valores de Tg resultantes de cada fase de dichos NGs. Se puede ver que
para la muestra S3 la Tg obtenida es de -8 °C, mientras que para la muestra S4 el valor de Tg
obtenido es de -1 °C. En la Figura 3.14 puede verse que, si bien el valor de Tg del copolimero
en S3 es menor que el de S4, su transicién es mas ancha y se observa la presencia de polimeros
con Tg superiores. Mientras que, el copolimero formado en S4 tiene una composicién mas
homogénea y una mayor masa en temperaturas menores. Estos valores de Tg para el polimero
rico en BA indican la formacion de una segunda fase con capacidad de formacion de pelicula en

ambos NGs bifuncionales.
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Figura 3.14. Estudio de DSC de los NGs con incorporacion de BA (S1-S4).

Todos los NGs con incorporacién de BA presentan sensibilidad térmica, con temperaturas
de transicion que se encuentran en el rango correspondiente a la LCST de la PVCL (Figura 3.15).
Coinsidentemente con lo observado para S0, estos NGs muestran también un colapso progresivo
en el rango de las temperaturas estudiadas. En la capacidad de hinchamiento y la temperatura
de transicion de las dispersiones de NGs no se observa una tendencia definida con la
incorporacion de BA, de manera que no se puede concluir como afecta este parametro de
sintesis en dichas propiedades (Tabla 3.7). Es sabido que la incorporacion de un mondémero
hidrofébico en la estructura de un NG termosensible, disminuye su VPTT.'" Sin embargo, no se
observa este comportamiento en la VPTT de los latex S0-S4. Esto puede deberse a que la
incorporacion de BA se realiza después de la formacion del nucleo de VCL entrecruzada con
BIS, y este mondmero forma una fase separada de la matriz polimérica con respuesta térmica,
como se demostré por DSC. De todas maneras, como se discutira a continuacién, la morfologia
no esférica de las particulas introduce incertidumbre en la determinacion del D de particula
medido por DLS, de manera que los valores de VPTT obtenidos a partir de las curvas de DLS de

los NGs bifuncionales pueden estar sujetos a este error.

()
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Figura 3.15. Diametro de los NGs S0-S4 en funcion de la temperatura.

Tabla 3.7. Capacidad de hinchamiento y VPTT de los NGs S0-S4.

Reaccion Capacidad de VPTT
hinchamiento (°C)

SO 2582 28.5
S1 1743 33.4
S2 3457 34.0
S3 1869 32.5
S4 1497 31.0

En la Figura 3.16 se muestran imagenes de TEM de los NGs S3 y S4. Las muestras se
tineron con una solucion acuosa de acetato de uranilo, para lograr una tincion negativa. En las
micrografias de TEM se observan particulas con morfologia lobular compuesta por dos fases,
una clara y otra mas oscura, resultantes del proceso de tincién. La fase formada por PVCL
entrecruzada es capaz de hincharse con la solucién de acetato de uranilo y por lo tanto el agente
de tincién retenido en esta estructura le otorga un color mas oscuro, mientras que la fase del
copolimero rico en BA no se hincha en la solucién y el uranilo simplemente es adsorbido en su
superficie. Tanto las particulas S3 como S4 presentan dos fases: un nucleo que corresponde a
la fase formada al inicio de la polimerizacion, compuesta de PVCL entrecruzada con BIS con
capacidad de alojar soluciones acuosas; y otra fase formada por el copolimero poli(VCL-co-BA)

con baja Tg, que origina los l6bulos (coraza) sin capacidad de hinchamiento.
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Figura 3.16. Morfologia observada por TEM de los NGs obtenidos en S3 (a) y S4 (b).

La Figura 3.17 muestra una imagen de fase de AFM de los NGs deshidratados obtenidos
en S3. En ella se puede apreciar la diferencia del comportamiento viscoelastico de las dos fases
presentes en los NGs. Se observan particulas irregulares, con un nucleo de color mas claro,
indicativo de un material mas duro (PVCL entrecruzada de Tg 195 °C), y una coraza compuesta
por Iébulos (en color mas oscuro) de un material blando y mas viscoso (copolimero poli(VCL-co-
BA) de Tg -8 °C). También se observan particulas blandas aisladas de tamafio mas pequefio
que los NGs. Esta imagen permitié aportar una evidencia adicional del ordenamiento de las fases
en los NGs bifuncionales en funcion de su comportamiento viscoelastico, que coincide con los

resultados observados por DSC y TEM.

Figura 3.17. Imagen de fase de AFM de los NGs obtenidos en S3.
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3.4.1. Estudio del mecanismo de formacion de la morfologia lobular
Generalmente, las particulas de latex homogéneas y heterogéneas producidas mediante
polimerizacién en emulsién convencional son de naturaleza esférica. Esto incluye a particulas
obtenidas por polimerizaciones discontinuas y semicontinuas, por emulsion y miniemulsion. Sin
embargo, las particulas de los latex producidos en este Capitulo son de naturaleza no esféricas
y presentan una morfologia multi-lobular. La presencia de esta morfologia impulsé una serie de
experimentos que permitan la comprension del mecanismo de produccién de particulas

multilobulares mediante un proceso de polimerizacion en emulsidon estandar.

En primer lugar, se analizaron por TEM muestras extraidas de la polimerizacion S4 en
diferentes etapas de la reaccién (Figura 3.18). La primera muestra, tomada a los 50 min,
corresponde al momento antes de iniciar la dosificacién de BA. Hasta ese tiempo la reaccion
ocurre como una polimerizacién semicontinua de VCL. Se puede notar que se han formado NGs
de PVCL entrecruzada con BIS, con una morfologia que concuerda con la observada en la
imagen de TEM de la reaccion SO (Figura 3.11a). En la muestra correspondiente a los 70 min de
reaccion, luego de 20 min iniciada la dosificacion de BA (y manteniendo la dosificacion de VCL),
se puede observar la formacion de pequenas particulas compactas en la superficie de los NGs
que no son teAidos por el acetato de uranilo debido a que poseen baja o nula capacidad de
hichamiento. Al final de la polimerizacién (120 min) se observa que los NGs presentan una coraza
formada de ldbulos compactos (sin tincién) de mayor tamafo y en menor nimero que los

detectados a los 70 min.

Del analisis de la evolucion de la morfologia se propone el siguiente mecanismo de
formacion de los NGs lobulares. En la Figura 3.19 se presenta un diagrama de alimentacién de
los mondmeros junto con un esquema de las morfologias observadas por TEM para cada tiempo
de reaccion. En primer lugar, vale destacar que la morfologia de equilibrio del sistema ubica a la
fase rica en PBA en el interior de la particula, rodeada por la fase de PVCL la cual tiene mas

afinidad con el agua y por lo tanto disminuye la energia interfacial particula-agua. La diferencia
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t=50 min

t=70 min

t=120 min

Figura 3.18. Micrografia de TEM de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacion
S4.
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entre esta morfologia y la observada por TEM se debe a las condiciones de reaccion y las
propiedades de los polimeros que las componen. La formacion de las distintas fases de los NGs
ocurre en dos etapas. En la primera etapa, que abarca desde el inicio de la reaccién hasta los
50 min, en el sistema solo estan disponibles la VCL y la BIS, dando lugar a la formacién del
nucleo compuesto por PVCL entrecruzada. La sombra de menor densidad presente alrededor
de los NGs se interpreté como polimero lineal o con menor grado de entrecruzamiento que el
centro (Figura 3.19a), y responde a la misma estructura observada en los NGs obtenidos en la
polimerizacion S0. Esta fase posee una Tg cercana a 200 °C (mucho mayor que la temperatura
de reaccion, 70 °C) y ademas como la PVCL se encuentra insoluble durante la polimerizacion
(VPTT = 31 °C), forma una particula compacta. A su vez la elevada conversion de VCL a lo largo
de la polimerizacion (Figura 3.13) indica practicamente ausencia de monémero sin reaccionar

que pueda plastificar esta fase y disminuir asi su Tg.

En la segunda etapa de la polimerizacion, luego de los 50 min, se comienza a dosificar la
dispersion de BA simultaneamente con la de VCL. El copolimero formado por estos monémeros
es insoluble, debido a la insolubilidad de la PVCL a 70 °C y a la hidrofobicidad del PBA. Por lo
tanto, a medida que los oligoradicales se forman tienden a migrar hacia las particulas de PVCL
entrecruzada ya formadas, las cuales son hidrofébicas a 70 °C (temperatura de polimerizacion).
Debido a la alta densidad de las particulas formadas en la primera etapa, los oligoradicales no
son capaces de penetrar en la particula, quedandose principalmente en su superficie. De esta
forma se genera un perfil de concentracion de radicales dentro de la particula como se muestra
en la Figura 3.20. Estos radicales crecen en la superficie de la fase de PVCL entrecruzada
formando pequefos lobulos (Figura 3.19b), los cuales coalescen a medida que crecen de
tamano, de manera que al final de la polimerizaciéon se aprecia una reduccion del nimero de
I6bulos y un aumento de su tamafo (Figura 3.19c). En lugar de formar una coraza continua, la
creacion de estos Iébulos ocurre porque la temperatura de reaccion es superior a la Tg del

polimero en formacion (copolimero poli(VCL-co-BA)) y por lo tanto, este tiene la movilidad

()



Capitulo 3: Sintesis semicotinua de NGs bifuncionales

molecular para desplazase de manera de exponer parcialmente la fase de PVCL al medio (agua);

la cual es mas hidrofilica y contribuye a estabilizar a la particula entera.

BA

VCL

N 1

1 |

. . |
N J
5

t=0 t=50 min t=90 min t=120 min

Figura 3.19. Esquema de la evolucion de la morfologia de las particulas a lo largo de la

polimerizacion S4.

o Particula de PVCL (Tg>Treac)

Oligoradicales

[Radical]

Diametro

Figura 3.20. Distribucion de la concentracion de oligoradicales dentro de la particula en

crecimiento.

Este mecanismo de formacion de particulas concuerda con las evidencias encontradas
por Blenner y col.?” en polimerizaciones sembradas utilizando particulas de metacrilato de metilo
y acrilato de metilo como siembra, y estireno y metacrilato de hexilo para la segunda fase. En
este articulo los autores estudian la morfologia obtenida al emplear polimeros con diferentes
valores de Tg tanto para la siembra como para la segunda fase, y proponen el diagrama de fases

expuesto en la Figura 3.21. Este diagrama muestra las morfologias resultantes en funcion de la
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diferencia entre la Tg del polimero de la siembra (Tg, seeded) ¥ la temperatura de reaccion (T reaccion)
en el eje de las ordenadas y de la diferencia entre la Tg del polimero de la segunda fase (Tg, second
stage) Y la temperatura de reaccion en el eje de las abscisas. Dentro de este diagrama, el sistema
empleado en las reacciones de este Capitulo se encuentra ubicado en el cuadrante superior
izquierdo (Tg, seed - Treaction = 130 °C, Ty, second stage = Treaction = -78 °C), donde la Tg del nucleo es
mayor que la temperatura de reaccién y la del polimero de la segunda fase es menor. Se puede

ver que en este cuadrante la morfologia de las particulas es lobular y coincide con lo observado

por TEM.
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Figura 3.21. Diagrama de morfologias (extraido del articulo de Blenner y col*’).

3.4.2. Estudio por CHDF de los NGs bifuncionales

Para una mejor comprension del sistema, se realizaron dos polimerizaciones que
permitan obtener las dos fases presentes en las particulas del latex S4 de forma separada.
Primero se sintetizaron las particulas del nucleo (hasta los 50 minutos); esta reaccién se
denomind S4F1. En una segunda polimerizacion se sintetizaron las particulas de copolimero que
constituyen la segunda fase (siguiendo el perfil de alimentacion de S4 desde 50 min hasta 120
min), reaccién que se denomind S4F2. En la Figura 3.22 se muestran las distribuciones de

tamanos de particulas en volumen obtenidas por CHDF para ambas reacciones a 20 y a 35 °C
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(temperatura mayor que permitié emplear el equipo, de manera que la PVCL esté insoluble). A
20 °C la PVCL se encuentra soluble en agua y por lo tanto la fase de PVCL entrecruzada se
encuentra hinchada, mientras que a 35 °C el sistema esta por encima de su LCST y por lo tanto
las particulas de PVCL entrecruzadas se encuentran colapsadas. Se puede observar que las
particulas obtenidas en S4F1 corresponden a NGs de PVCL que tienen un tamafo medio de 210
nm a 20 °C y de 50 nm a 35 °C. En cambio, las particulas obtenidas en S4F2 poseen un tamano

medio de aproximadamente 50 nm en ambas temperaturas. Estos resultados demuestran que la

Unica fase que tiene respuesta térmica en los NGs formados en S4 es el nucleo (que se ve mas
oscuro en la Figura 3.16b) que esta compuesto por PVCL entrecruzada con BIS, mientras que

los I6bulos del copolimero que se encuentran formando la coraza no poseen sensibilidad térmica.
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Figura 3.22. Distribucion en volumen obtenida mediante CHDF para los latex S4F1 (a) y

S4F2 (b).

Finalmente, teniendo en cuenta lo observado en el analisis de CHDF de las particulas
formadas en las distintas etapas de la polimerizacion S4, se estudiaron las distribuciones de
tamanos en volumen obtenidas por CHDF de los NGs S3 y S4. La Figura 3.23 muestra las
distribuciones de tamafos de particula en volumen a 20 y a 35 °C para estos NGs. La distribucion
para S3 a 20 °C muestra la presencia de cuatro poblaciones de particulas, dos de tamafios
pequefos de 50 y 210 nm y dos de tamanos mayores de 700 y 900 nm. Cuando se cambia la
temperatura a 35 °C, la Unica poblacién que aparece invariable es la del pico a 50 nm, mientras
que las otras tres se desplazan hacia didmetros menores. Esto indica que las particulas
pertenecientes a la poblacion de 50 nm son particulas que carecen de sensibilidad térmica, y

corresponderian a particulas de poli(VCL-co-BA). Las demas poblaciones de particulas

)
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presentan distintos diametros a temperaturas por encima y por debajo de la LCST de la PVCL.
Por lo tanto, se trata de particulas que poseen una fase de PVCL entrecruzada. Estos resultados
concuerdan con lo observado en la imagen de TEM de la muestra S3 (Figura 3.16a), donde se
observa una gran poblacién de particulas de copolimero, particulas pequenas con las dos fases
presentes y particulas grandes, del rango de 700 y 900 nm con un nucleo de PVCL y una coraza

de particulas de copolimero formando Iébulos.
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Figura 3.23. Distribucién en volumen obtenidas mediante CHDF para los latex S3 (a) y

S4 (b).

Por otro lado, la distribucion de diametros del latex S4 presenta a 20 °C tres poblaciones
de particulas, a 210, 700 y 900 nm, que a 35 °C se desplazan hacia diametros menores,
indicando que tienen sensibilidad térmica. Esto demuestra que la mayoria de las particulas
formadas presentan una fase de PVCL entrecruzada, resultado que coincide con lo observado
por TEM (Figura 3.16b) donde no se observan particulas de copolimero de poli(VCL-co-BA)

individuales.

De estos resultados se puede inferir que los latex S3 y S4 contienen dos poblaciones de
particulas con sensibilidad térmica con diametros medios de 700 y 900 nm a temperatura
ambiente, las cuales corresponden a los NGs bifuncionales observados por TEM. Ambos latex
poseen también particulas de menor tamano. El latex S3 presenta una poblacién con particulas
de copolimero de VCL y BA (con tamano y comportamiento similar al de las particulas del latex
S4F2) y otra con NGs bifuncionales de mayor tamafio que presentan respuesta térmica

correspondiente a la presencia de una fase de PVCL. Por otro lado, el latex S4 presenta 3

(2. GE) IOA %
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poblaciones de NGs con respuesta térmica, relacionadas a la formacion de particulas que

contienen una fase de PVCL.

3.4.2. Propiedades de las peliculas obtenidas a partir de los NGs
bifuncionales con diferente contenido de BA

A partir de los latex obtenidos se formaron peliculas secando el latex en moldes de
silicona a temperatura ambiente durante 7 dias. El espesor de las peliculas fue en todos los
casos alrededor de 1 mm. La MFFT de los latex conteniendo los NGs bifuncionales fue menor a
7 °C (la temperatura minima medida) en todos los casos. Este resultado indica que la dispersion
de los NGs tiene capacidad de formar pelicula por encima de 7 °C, pudiéndose aplicar sobre la

superficie que tenga una temperatura superior a este valor.

En la Figura 3.24 se muestran fotos de los films obtenidos a partir de un latex de PBA
puro, los NGs bifuncionales S3 y los NGs de PVCL B3. Cabe destacar que el color de las
peliculas de PBA y S3 se debe a que se agregd hidroquinona al latex una vez finalizada la
polimerizacion. Esta practica fue realizada en los latex S1, S2 y S3, pero no se realiz6é con los
latex obtenidos posteriormente. Por este motivo se notaron diferencias de color en los latex, los
cuales son de color blanco si no se incorpora hidroquinona. La pelicula de los NGs de PVCL (B3)
es muy fragil, debido a la alta Tg de la PVCL entrecruzada con BIS, y en consecuencia no
pudieron cortarse probetas para su ensayo. En la Tabla 3.8 se muestran los valores de algunas
propiedades mecanicas de los films PBA y S3. La Tg del PBA de -54 °C permite la obtencion de
una pelicula muy flexible, con muy baja dureza y alta capacidad de elongacion. La pelicula S3
muestra un comportamiento intermedio entre las peliculas de NGs de PVCL y del latex de PBA,
con una dureza, modulo de Young y resistencia tensil considerablemente mayor al film de PBA,
y una menor capacidad de elongacion. Aun asi, la pelicula S3 tiene la capacidad de deformarse
hasta superar el 100 % su longitud inicial, frente a la alta fragilidad de la pelicula pura de PVCL,
lo que indica una excelente sinergia en la incorporacion compatibilizada de BA a los NGs

bifuncionales.

)
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Tabla 3.8. Propiedades mecanicas de las peliculas de PBA y S3.

PBA S3
Moédulo de Young (MPa) 0.13 115.5
Resistencia Tensil (MPa) 0.14 8.9
Elongacién a la rotura (%) 800.00 122.8
Dureza (N) 2.40 59.6

NGs bifuncionales S3 - NGs PVCL (B3)

Figura 3.24. Foto de las peliculas de PBA, S3 y B3.

Los latex S1 y S2, con relaciones BA/VCL menores a 50 % formaron peliculas
quebradizas, muy fragiles y que se disuelven al poco tiempo de su inmersion en agua (Figura
3.25a y 3.25b). Este resultado es producto de la falta de una fase con una masa considerable y
una Tg lo suficientemente baja que permita la interdifusién entre las particulas. En cambio, los
NGs S4 forman un film con propiedades aparentes similares al S3 y resiste la inmersion en agua,
gracias a que la fase de baja Tg observada en la Figura 3.14 permitio la formacion de peliculas

resistentes al agua y no quebradizas.
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Figura 3.25. Fotos de los films obtenidos con los latex S1 (a), S2 (b) y S4 (c).

En la Figura 3.26 se muestran las imagenes de topografia y fase de AFM de las
superficies de las peliculas obtenidos a partir de los latex S1-S4. De las imagenes de topografia
se observa que a medida que se aumenta el contenido de BA en los NGs, los films obtenidos
presentan una superficie mas lisa y homogénea, indicando una mejor coalescencia entre las
particulas. Este resultado concuerda con los valores de rugosidad medidos sobre la superficie
(RMS), presentados en la Tabla 3.9. En las imagenes de fase, se observa la diferencia en el
comportamiento viscoelastico de las fases del material. Mientras que en S1 y S2 se pueden
observar claramente particulas coalescidas que tienen mayor dureza en el centro, en S3y S4 se
observa una superficie mas lisa y compuesta por un material blando con la aparicion de dominios
tanto duros como blandos. Se resalta que los dominios oscuros del film S3 son de menor tamafio
que los del film S4, lo que indica la presencia de zonas blandas de menor tamano. Esto
concuerda con los tamafos observados por TEM para los I6bulos de poli(VCL-co-BA) en los NGs

S3y S4 (Figura 3.16).
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Figura 3.26. Imagenes de topografia y fase obtenidas por AFM de las peliculas formadas
a partir de los latex obtenidos en S1-84.
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Tabla 3.9. Rugosidad de los films S1-S4.

RMS (nm)
S1 17.8%15
S2 115108
S3 8.5+09
S4 44:07

En la Figura 3.27 se muestra una micrografia de TEM correspondiente a un corte
transversal de la pelicula S3 tenida con acetato de uranilo. Si bien la superficie de la pelicula S3
presenta una fase homogénea rica en el copolimero de baja Tg, su interior presenta una
distribucion de fases, donde la morfologia de los NGs bifuncionales permanece practicamente
intacta. En ella se puede ver la presencia de las fases de los NGs con la misma distribucion:
nucleos de PVCL entrecruzados que se tifien con el acetato de uranilo rodeados por particulas
lobulares de poli(VCL-co-BA) de color mas claro. Esta imagen demuestra que la coalescencia de
los NGs bifuncionales en el interior de la pelicula es a partir de los I6bulos de poli(VCL-co-BA)

de baja Tg.

Figura 3.27. Micrografia de TEM de un corte transversal de la pelicula S3.
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La Figura 3.28 muestra los resultados del estudio de resistencia al agua para las peliculas
S3 y S4. En ella puede verse que tanto la cinética de hinchamiento como la cantidad de agua
absorbida es la misma para ambas peliculas. El ensayo se realiz6é por 24 hs y la masa perdida
en ese tiempo fue 13.5 % (x 0.0 %) y 13.5 (£ 0.2 %) para S3 y S4, respectivamente. Estos
resultados muestran que no hay diferencia en la capacidad de absorcion y resistencia al agua
cuando se emplean relaciones de BA/VCL de 50 y 66 %, posiblemente porque la capacidad de
absorber agua esta gobernada por la presencia de la fase de PVCL, la cual tiene la misma

estructura en ambas peliculas.
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Figura 3.28. Absorcion de agua de los films obtenidos en S3 y S4.

En la Figura 3.29 se puede apreciar visualmente el cambio volumétrico que se genera en
los NGs y en la pelicula formada a partir de ellos cuando son sometidos a una temperatura por
debajo de la VPTT (20 °C), donde la PVCL se encuentra soluble y por lo tanto lo NGs se
encuentran hinchados, y a una temperatura por encima de la VPTT (55 °C), donde la PVCL se
encuentra insoluble y los NGs sufren un colapso. Esta transicion en la dispersion de NGs se
puede observar como un cambio en la turbidez de la muestra: los NGs colapsados presentan
una diferencia mayor en el indice de refraccion con respecto al agua en comparacion con los
NGs hinchados, y como resultado la dispersidon es mas turbia a alta temperatura. En el caso de
la pelicula se observa una contraccion de aproximadamente un tercio en el diametro de la

muestra.
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Figura 3.29. Imagenes de la pelicula y de una dispersion de los NGs S3 a 20 °C (a) y a
55 °C (b).

Para poder comparar la respuesta térmica de los films con la de los respectivos NGs en
dispersion, se empled el factor de hinchamiento (), en peso para los films, y volumétrico para

los NGs. La VPTT se definié como la temperatura a la cual J(T) = 0.5.

En la Figura 3.30 se comparan la respuesta térmica de los NGs bifuncionales y sus
respectivas peliculas en términos de G(T), de los dos sistemas que resistieron la inmersion en
agua, S3 y S4. Se puede observar que los NGs bifuncionales permiten obtener peliculas que
conservan la respuesta térmica, aunque con una considerable reduccién de la capacidad de
hinchamiento (Tabla 3.10). Su capacidad de hinchamiento se redujo de valores superiores a
1000 % para los NGs bifuncionales a valores de alrededor a 200 % para las peliculas.
Obviamente la coalescencia de los NGs a través de sus I6bulos de la coraza (Figura 3.27)
restringe la capacidad de hinchamiento de la fase de PVCL entrecruzada. Ademas, la VPTT de
los NGs S3 no sufren modificacion al coalescer para formar la pelicula, mientras que en los NGs
S4 el film tiene una VPTT levemente mayor que los NGs en dispersion. Este resultado puede

deberse a una inercia de colapso mayor en los NGs coalescidos en el film.
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Figura 3.30. Respuesta térmica de los NGs y de las peliculas S3 (a) y S4 (b).

Tabla 3.10. VPTT y capacidad de hinchamiento de los NGs y de las peliculas S3 y S4.

s3 S4
NGs Film NGs Film
VPTT (°C) 32.5 32.0 31.0 33.5
Capacidad de 1869 214 1497 189

hinchamiento (%)

3.5. Sintesis semicontinua de NGs bifuncionales obtenidos con

diferentes velocidades de dosificacion

En esta seccién del Capitulo se estudia la influencia de la velocidad de dosificacién de
los comondmeros en la estructura y propiedades de los NGs bifuncionales. Debido a la diferencia
de reactividades entre la VCL y el BA, se espera que a medida que se disminuyen los caudales
de dosificacion de ambos mondmeros, se pueda ejercer un mayor control sobre la velocidad de
propagacion, logrando el control estricto de la composicion del copolimero. EI cambio en las
velocidades de dosificacion puede influir en la estructura y el tamano tanto de las particulas de
PVCL entrecruzada con BIS, como en las particulas lobulares de la coraza compuesta por
poli(VCL-co-BA). Estos cambios pueden alterar las propiedades de los NGs bifuncionales y de
las peliculas obtenidas a partir de ellos. Con la motivacion de estudiar el efecto de la velocidad
de dosificacion de los mondmeros en dichas propiedades se realizaron tres polimerizaciones

semicontinuas empleando la misma formulacion (VCL = 100 mg/mL y BA= 66 % wbvcl) con
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diferentes caudales de dosificacion. En la Tabla 3.11 se muestran las condiciones utilizadas en
cada polimerizacion, y para una mejor comprension en la Figura 3.31 se muestran los esquemas

de alimentaciéon de los mondmeros.

Tabla 3.11. Condiciones de polimerizacion de las reacciones S4, S5y S6.

Caédigo VCL tvews taci tact Tiempo polim.
(mg/mL) (min) (min) (min) (min)
S4 50 90 50 90 120
S5 50 180 100 180 210
S6 50 360 200 360 390
s t=0  >0BA %0 559
I .' |
VCL
S5 t=0 100 BA 180 t=210
I [Cre————— |
MEL
$6 t=0 200 BA 360 t=390

VCL

Figura 3.31. Esquema de dosificaciones de los monémeros para las reacciones S4-S6.

En la Figura 3.32 se muestran los resultados de la evolucion de la conversion de la VCL
a lo largo de las tres polimerizaciones estudiadas en esta seccion del Capitulo. En las tres
reacciones se puede observar la condicion muy cercana a la inanicidn, ya que la conversién
instantanea de VCL se mantiene cercana al 100% a lo largo de toda la polimerizacion. La
conversién global de VCL comienza con un valor de 50 % debido a que la carga inicial de VCL
corresponde al 50 % del total de la receta de polimerizacién. El valor de la conversion global
aumenta progresivamente con la dosificacion continua de VCL, que se consume
instantaneamente. Este efecto puede comprobarse comparando las graficas de conversion
global en las diferentes reacciones. Por ejemplo, si vemos la conversion a 60 min en la
polimerizacion S4, el valor de conversién global es 81 %, mientras que en S5 es 66 % y en S6

55 %. Esta diferencia se debe a que se emplean velocidades de dosificacién de VCL distintas en
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cada reaccién. A partir de los datos de caudales de alimentacion, se puede ver que a los 60 min
en S4 se dosifico 70 g de la dispersion conteniendo VCL (83 % de la VCL total), en S5 35 g (66
%) y en S6 18 g (57 %). En los espectros de H1-RMN de las muestras finales tomadas en las
reacciones S4, S5y S6 (Figuras A1.9 — A1.11 del Anexo 1) se observa la ausencia de los picos
correspondientes a los enlaces vinilicos de BA, que demuestra su consumo total en las tres
polimerizaciones. Este resultado es una indicacion de que la polimerizacion también ocurrié en

condiciones de inanicion para la dosificaciéon del BA.
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Figura 3.32. Evolucion de la conversion de VCL en las polimerizaciones S4 (a), S5 (b) y

S6 (c).

En la Figura 3.33 se muestran los termogramas de dDSC obtenidos para los tres NGs
bifuncionales. Se observa que los NGs bifuncionales presentan dos fases con valores de Tg muy
diferentes. Se puede ver un pico en la derivada del flujo de calor a altas temperaturas
correspondiente a la transicién vitrea de la fase de PVCL cuyo maximo se encuentra entre 192

y 195 °C en los tres casos. Estos valores son cercanos al reportado por Imaz y col.*” para los
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NGs de VCL entrecruzados con BIS (200 °C), donde se adjudica el incremento de Tg de la PVCL
a la rigidez que aporta el entrecruzamiento. Por lo tanto, una mayor Tg indica mayor grado de
entrecruzamiento. En cuanto a la transicion del copolimero poli(VCL-co-BA), se comparé con el
valor de Tg calculado mediante la ecuacién de Flory-Fox correspondiente a un copolimero
aleatorio ideal formado con una relacion de VCL/BA igual a 25/75 (relacion resultante de la
dosificacion continua de los dos mondmeros en las tres polimerizaciones). El valor de la Tg
tedrica del copolimero aleatorio ideal es -22.3 °C. En los NGs S4 se puede observar un pico muy
pequefo cerca de la Tg correspondiente al PBA puro (-56 °C) y un pico que representa una
transicion vitrea muy ancha en el rango de temperaturas de -20 a 40 °C, correspondiente a un
copolimero de poli(VCL-co-BA) con una gran variacion en su composicion monomérica. La
reduccion de las velocidades de dosificacidn para obtener los NGs S5, aun producen una
pequefia fraccion de PBA puro con un pequefio pico en el dDSC a -56 °C y dos picos mas
significativos, uno cercano a la Tg calculada con Flory-Fox (-22.3 °C) y otro a temperatura mayor

con un maximo en 20 °C.
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Figura 3.33. dDSC de las muestras S4, S5y S6.

El empleo de la minima velocidad de dosificacion en S6 produjo NGs con una fase de
baja Tg, donde predomina una composicion equivalente al copolimero random ideal con

composicion igual a la alimentada. Estos resultados indican que cuando la dosificacion de los
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comondmeros fue mas lenta, se tuvo un mejor control en la composicion del copolimero formado.
La presencia de copolimeros con distintas composiciones, y por lo tanto distintas Tg, se produce
como consecuencia de una dosificacion rapida que permite la polimerizacion de los mondmeros
a velocidades diferentes a su dosificacion. En esta situacion resulta un consumo mas rapido del

BA (el monémero mas reactivo) sobre la VCL.

La Figura 3.34 muestra la morfologia de las particulas obtenidas en S4, S5y S6. Se puede
observar que a medida que la dosificaciéon de los comondmeros fue mas lenta se obtuvieron
particulas mas homogéneas en tamafio y forma. En los tres casos se trata de particulas lobulares
con dos fases, una compuesta por un nucleo de PVCL entrecruzados (que se ven mas oscuros
por la tincion con uranilo) y una coraza con lébulos de copolimero de poli(VCL-co-BA) que se
forman en la etapa de dosificacion conjunta de los comondmeros (que se ven sin tincién). En
todos los casos se puede ver que cuando los NGs de PVCL tienen un mayor tamafo y por lo
tanto mas superficie, mayor cantidad de I6bulos del copolimero se alojan en la misma. También
se aprecia que el tamafo de particulas observado en las imagenes de TEM no son comparables
a los determinados por DLS, debido a la morfologia no esférica de las particulas. El diametro
final colapsado (a 55 °C) medido por DLS para los NGs bifuncionales S4 fue de 206 nm, en S5

de 376 nmy en S6 225 nm.
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Figura 3.34. Micrografias de TEM de los NGs bifuncionales obtenidos en S4 (a), S5 (b) y
S6 (c).

3.5.1. Propiedades de las peliculas obtenidas a partir de los NGs
bifuncionales S4, S5 y S6

La diferencia en la Tg de los copolimeros que forman los I6bulos de los NGs bifuncionales
obtenidos con velocidades de alimentacion diferentes podria afectar tanto la capacidad de formar

pelicula como sus propiedades. Si bien la diferencia en la temperatura minima de formacién de
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film no se pudo determinar, ya que los tres latex forman peliculas a temperaturas menores a la
menor temperatura medida por el equipo (7 °C), se pueden detectar diferencias en la morfologia

de la superficie de los films mediante AFM y en su angulo de contacto con agua.

La Figura 3.35 muestra las imagenes de topografia y fase obtenidas por AFM de las
superficies de las peliculas S4, S5 y S6. Ademas, se incluye como referencia las morfologias de

las particulas lobulares correspondientes a cada pelicula

Topografia Fase TEM

Figura 3.35. Imagen de AFM de topografia y fase de las superficies de las peliculas
obtenidas con los NGs S4, S5 y S6. Como referencia se incluye las imagenes de TEM de

los respectivos NGs.
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En las imagenes de fase de AFM de las superficies de las peliculas pueden verse dos
fases con gran diferencia de dureza, una fase continua mas dura, que corresponde a la PVCL
entrecruzada, con dominios blandos (de color mas oscuro) que presentan tamanos que
concuerda con el observado para los Iébulos en los NGs. Los valores de rugosidad obtenidos de
las imagenes de topografia se resumen en la Tabla 3.12. Se observa que los valores de RMS
para S4 y S6 son similares y menores que S5, indicando una menor capacidad de coalescencia
de los NGs S5. El mayor valor de rugosidad medido en S5 podria deberse a que la Tg
predominante de la fase con capacidad de coalescer es de 21 °C, mientras que en los otros NGs
(S4 y S6) esa fase posee Tg predominante de -1y - 3 °C (Figura 3.31 y Figuras A2.9-11 del
Anexo 2).

Tabla 3.12. Rugosidad superficial de las peliculas obtenidas a partir de los NGs
bifuncionales S4, S5y S6.

Reaccion RMS (nm)

S4 41+03
S5 12.2+0.5
S6 496+1.0

En la Figura 3.36 se muestran los angulos de contacto obtenidos para los films de cada
una de las reacciones. En principio este resultado nos da una idea de cuan hidrofébica o
hidrofilica es la superficie del film formado. Debido a que las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente, se espera que la PVCL tenga un comportamiento hidrofilico, mientras que
el copolimero conteniendo mayor proporcién de BA sea responsable de la hidrofobicidad del
material. Este comportamiento puede verse reflejado en los valores de angulo de contacto de los
films obtenidos a partir de los latex S4F1 (de PVCL) y S4F2 (de poli(VCL-co-BA)). En este
contexto, la medicion del angulo de contacto nos permite conocer la distribucion de estas dos
fases en la superficie de la pelicula. En la sintesis de los tres materiales se utilizé la misma
formulacién, de manera que la relacién BA/VCL es la misma en todos los casos. La diferencia
entre ellos, como se comprobd anteriormente, es la distribucion de estos dos mondmeros en

cada una de las fases y la morfologia de las particulas. Se puede observar que el film S6 tiene

()
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el mayor angulo de contacto, seguido por el film S4 y finalmente el S5 posee el menor. El valor
bajo de angulo de contacto de la muestra S5 puede deberse a que el copolimero predominante
de la fase formadora de film, que tiene una alta Tg, posee un mayor porcentaje de VCL que en
S4 y S6, cuyas Tg son mas bajas. Como resultado este copolimero es menos hidrofébico y la
superficie del film generado con este material presenta un menor angulo de contacto. Si bien la
diferencia de angulo de contacto entre S4 y S6 no es muy grande, puede deberse a la distribucion

de las fases en la superficie del film, la cual es mas homogénea en la muestra S6 que en S4.

S4F1: ©=56°+1 S4F2: ©=69°+2

$4:6=613°%£23 §5:8=56.8"+0.6 $6:©=67°+15

B

Figura 3.36. Angulo de contacto medido para las peliculas S4F1, S4F2, S4, S5y S6.

——

En la Figura 3.37 se muestran los resultados de un estudio de absorcion y resistencia al
agua de los films obtenidos a partir de los NGs S4, S5 y S6. Si bien las diferencias entre las
curvas observadas no son muy significativas, puede verse que el film S6 presentdé una mayor
velocidad de absorcién de agua y menor pérdida de masa después de 24 hs, mientras que la
pelicula S5 presentd la mayor pérdida de masa. Este resultado junto con el valor elevado de
rugosidad del film S5, sugiere que la coalescencia de las particulas podria ser menos eficiente
en este material en comparacion con los films obtenidos en S4 y S6, posiblemente debido a la

Tg mas elevada del copolimero predominante.

()
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Figura 3.37. Absorcion de agua a temperatura ambiente (a) y pérdida de masa al final del

ensayo (b) de las peliculas obtenidas a partir de los NGs bifuncionales S4, S5 y S6.

La respuesta térmica de los NGs es comparada con la de sus respectivos films en la
Figura 3.38 empleando el factor de hinchamiento (&) definido anteriormente. Se puede observar
que los tres sistemas presentan practicamente la misma sensibilidad térmica tanto los NGs como

las peliculas correspondientes.
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Figura 3.38. Respuesta térmica de los NGs y peliculas S4 (a), S5 (b) y S6 (c).

)



Capitulo 3: Sintesis semicontinua de NGs bifuncionales

Los sistemas S4 y S6 presentan un valor de VPTT mayor para las peliculas que para los
NGs en dispersion, mientras que se observa la situacion inversa para el sistema S5 (Tabla 3.13
y Figura 3.38). Si bien esta diferencia es considerable, puede deberse a la gran dispersion de los
valores obtenido en la medicién de DLS de esa muestra. En la Tabla 3.13 se observa que la
capacidad de hinchamiento disminuye notablemente en las peliculas, respecto de sus NGs,
siendo este efecto mas notorio en la muestra S4, en la cual los NGs presentan la mayor
capacidad de hinchamiento. En esta instancia, resulta importante destacar que esta propiedad
de los NGs presenta incertidumbres y son valores de caracter semicuantitativos debido a que su
determinacion esta basada en los diametros medidos en estado hinchado y colapsado, teniendo

estas particulas morfologias no esféricas.

Tabla 3.13. VPTT y capacidad de hinchamiento de los NGs y peliculas S4, S5y S6.

S4 S5 S6
NGs Film NGs Film NGs Film
VPTT (°C) 31.0 33.5 35.0 32.0 30.0 34.0
Capacidad de 1497 189 451.7 172 711 175.5

hinchamiento (%)

3.6. Sintesis semicontinua de NGs bifuncionales con diferentes

composiciones de dosificacion

En la seccion anterior se analizd el efecto de la velocidad de dosificacién de los
comonomeros, manteniendo constante la composicion global de la fase poli(VCL-co-BA), sobre
los NGs bifuncionales. Se observo que la presencia de una fraccidon polimérica significativa con
baja Tg en la fase con capacidad de formacion de pelicula, que podria favorecer la coalescencia
de los NGs y algunas de las propiedades del film obtenido. Es por ello que en la presente seccion
se investiga el efecto de la composicion de la fase rica en PBA, generando fracciones poliméricas
que tengan valores de Tg diferentes, manteniendo constante la composicion global de BA de los
NGs (66 % wbvcl). En este sentido, se propone implementar las estrategias esquematizadas en

la Figura 3.39 donde la fase de baja Tg contenga fracciones poliméricas con contenidos de BA
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diferentes, con el propdsito de investigar su efecto sobre la capacidad de formacion de pelicula
y sus propiedades. Para ello se modificé la composicién de la fase de baja Tg tomando como
referencia la estrategia S4, cuya relacion BA/VCL es 66/22. Asi, se proponen las estrategias S7
y S8 que presentan tedricamente dos fracciones poliméricas, compuesta por poli(VCL-co-BA) y
homopolimero puro de BA en diferentes proporciones. Notese que como el tiempo inicial y final
de la alimentacion del BA (taci= 50 min y taci = 90 min) y el tiempo total de polimerizacion (trinac
= 120 min) son constantes, para la implementacion de estas estrategias se modificaron el tiempo

en el cual se aliment6 la VCL (tvcwr).

Fase de PVCL (FVCL)

sa 0 2 FA @0 t=120 FVCL: 78% VCL
]
' 90 ! BA: 22% VCL + 66% BA
Vel

= 50 90 =
s7. 0 e t=120 FVCL: 85% VCL

| Vel L ! FBA: 15% VCL + 66% BA
S8 t=0 50 BA 90 t=120 FVCL: 92% VCL

l == | FBA: 8% VCL + 66% BA

VL

Figura 3.39. Esquema de alimentacion de los monémeros en las reacciones S4, S7 y S8;

y composicion teorica de las fases de los NGs expresadas en % wbvcl.

De acuerdo a lo esquematizado en las Figura 3.39 y los parametros de alimentacion de
la Tabla 3.14, se destaca que: a) en la reaccién S4 se dosificaron ambos comondmeros
conjuntamente desde los 50 min hasta los 90 min; b) en S7 y S8, ambos comondémeros se
dosificaron conjuntamente durante 20 y 10 min, respectivamente, y luego se continudé Unicamente
con la dosificacion de BA hasta los 90 min. En todas las polimerizaciones se mantuvieron las
condiciones de polimerizacién hasta 120 min. Se resalta que el cambio en el caudal de

alimentacion de la VCL para lograr dosificar el total de este mondmero en diferentes tiempos,
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puede tener no solo influencia en el copolimero formado hacia el final de la polimerizacién, sino
también en la estructura de la fase de PVCL entrecruzada de los NGs formados, incidiendo sobre

las propiedades que gobierna dicha fase como la respuesta térmica.

Tabla 3.14. Condiciones de polimerizacion de las reacciones S4, S7 y S8.

Caodigo VCL tvewr BA/VCL taci tacs
(mg/mL) (min) (%) (min) (min)

S4 50 90 66 50 90

S7 50 70 66 50 90

S8 50 60 66 50 90

En la Figura 3.40 se puede ver que la conversion instantanea de VCL fue alta en todas las
muestras tomadas a lo largo de cada reaccion, confirmando nuevamente la condicién de
inanicién. La conversion global de la VCL presenta una evolucién en linea recta con la

alimentacion de este monémero.
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Figura 3.40. Conversion global e instantanea de VCL obtenidas en las polimerizaciones
S4 (a), S7 (b) y S8 (c).
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Como puede verse en las Figuras A1.10 y A1.11 del Anexo 1, en los espectros de RMN
de las muestras finales tomadas en las reacciones S7 y S8 no aparecen los picos de los enlaces
vinilicos del BA, indicando su consumo total en las tres polimerizaciones, tal como ya se habia

comprobado para la reaccion S4 en la seccion anterior.

En la Figura 3.41 se muestran los termogramas de dDSC de los NGs bifuncionales
sintetizados en esta seccién (en las Figuras A2.9, A2.12-13 en el Anexo 2 se muestran los
correspondientes termogramas de DSC). La Tabla 3.15 representa los valores de Tg
determinados para las fases que componen los NGs bifuncionales. Tal como se observa en la
Figura 3.39 el tiempo de dosificacién de la VCL se acorta cuando se pasa de S4 a S8, implicando
un aumento de la velocidad de alimentacion de este mondmero. Se observa que este aumento
en el caudal de la VCL produce una disminucién en la Tg de la fase de PVCL entrecruzada. Esto
puede deberse a que, a medida que se dosifica mas rapido la VCL el grado de entrecruzamiento
de la fase PVCL se reduce porque la relacién VCL/BIS es mayor. Por otro lado, se observa que
los NGs S7 y S8 presentan 2 fracciones poliméricas de baja Tg, mientras que S4 presenta una
Unica fraccion de una Tg igual a -1.2 °C (Tabla 3.15). La aparicion de las 2 fracciones de baja Tg
en los NGs de S7 y S8 es consecuencia de la politica de dosificacién, donde una fraccién del BA
es alimentada en la etapa final de la polimerizacién sin la alimentacion simultanea de VCL. Si
bien en ninguna de las muestras se observa una fraccion significativa con una Tg lo
suficientemente baja como para asociarlo a PBA puro, los NGs S7 y S8 presentan una fraccion
polimérica de baja Tg que ronda -30 °C. Ademas, en estos NGs se muestra una segunda fraccion
polimérica con una Tg algo mas elevada que indica la copolimerizacion de BA con VCL y que
corresponderia a la primera etapa de alimentacion simultanea de ambos mondémeros. Como de
S4 a S8 se produce un aumento de la velocidad de alimentacion de la VCL, durante el periodo
de alimentacion simultanea de ambos mondmeros la concentracion instantdnea de VCL
dosificada es mayor. Por ello es esperable que el copolimero poli(VCL-co-BA) presente un

contenido de VCL mayor y por lo tanto una Tg mayor (Tabla 3.15).

)
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Tabla 3.15. Tg de las fases poliméricas presentes en los NGs S4, S7 y S8.

NGs Tg vCcL Tg copolimero
(°C) (°C)
S4 195.6 -1.2
S7 195.0 -39/15
S8 184.0 -30/33
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Figura 3.41. dDSC de los NGs bifuncionales S4, S7 y S8.

En la Figura 3.42 se muestran las imagenes de TEM de los NGs sintetizados en esta
seccion. Se puede ver que en todas las polimerizaciones se obtuvieron particulas lobulares, con
I6bulos mas pequenos a medida que se aumentd el caudal de dosificacion de VCL. Este
resultado se debe a que de S4 a S8 (esquemas de la Figura 3.39) cada vez menos cantidad de
VCL pasa a formar parte de la fase de baja Tg, mientras se mantiene constante la cantidad de

BA. Por lo tanto, la fase lobular de los NGs representa una fraccién masica menor de S4 a S8.
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Figura 3.42. Imagenes de TEM de los NGs obtenidos en S4 (a), S7 (b) y S8 (c).
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3.6.1. Propiedades de las peliculas obtenidas con los NGs S4, S7 y S8.
Todas las dispersiones de los NGs son capaces de formar pelicula con una TMFF menor
a la temperatura minima medida por el equipo (7 °C). Las peliculas obtenidas con los tres latex

tienen aspectos muy similares de transparencia, flexibilidad y dureza a simple vista.

En la Figura 3.43 se muestran las morfologias de las superficies obtenidas por AFM

(topografia y fase) de las peliculas obtenidas con los NGs S4, S7, S8 y S9.

Topografia Fase TEM

Figura 3.43. Imagen de AFM de topografia y fase de las peliculas obtenidas con los NGs
bifuncionales S4, S7 y S8. Como referencia se agregan las respectivas imagenes de TEM
de los NGs.
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Se observa que los films formados con estos NGs muestran en su superficie una fase
continua de PVCL (de color mas claro) con dominios discretos mas oscuros correspondientes a
la fase acrilica de los Iébulos de la coraza. Estos dominios acrilicos presentan tamafios que estan

relacionados con los I6bulos de los NGs, los cuales son de mayor tamafio en la muestra S4.

Puede verse también en la Tabla 3.16 que la rugosidad de la superficie del film formado
aumenté conforme se aumentd el caudal de dosificacion de la VCL y se favorecio la
homopolimerizacion de BA (es decir, de S7 a S9). Este resultado puede deberse a que las fases

presenten menor grado de compatibilidad.

Tabla 3.16. Rugosidad superficial de las peliculas formadas con los latex S4, S7 y S8.

Reaccion RMS

S4 41+0.3
S7 53%0.5
S8 11.5+£1.7

En la Figura 3.44 se observan los resultados del ensayo de absorcion de agua de las

peliculas de esta seccion.
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Figura 3.44. Absorcién de agua de las muestras (a) y peso perdido al final del ensayo (b)

para las peliculas S4, S7 y S8.

Los valores de porcentajes de agua absorbida como de peso perdido al final del ensayo
no parecen tener una diferencia significativa entre las peliculas S4 y S7, pero puede verse un
aumento en ambos valores en la pelicula S8. Este fendmeno puede deberse a que en estos NGs

las fases estan menos compatibilizadas, de manera que la fase de PVCL entrecruzada (hidrofilica
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a temperatura ambiente) se encuentra en mayor proporcién y por lo tanto el film es capaz de

absorber mas cantidad de agua y a la vez tiene menos resistencia al agua.

En la Figura 3.45 se muestra la respuesta térmica de las peliculas junto con la de los NGs
en dispersion acuosa, ambos en términos de &, y en la Tabla 3.17 se presentan los valores de
VPTT y de capacidad de hinchamiento correspondientes a cada uno de los sistemas. Se observa
que todas las peliculas muestran respuesta térmica similar a los NGs con transiciones que
ocurren en un amplio rango de temperatura. En la Tabla 3.17 se observa nuevamente que la
capacidad de hinchamiento de los films es menor a la de los NGs. Ademas, la capacidad de
hinchamiento tanto de los NGs como de los films disminuyé a medida que se dosificé la VCL mas

rapidamente.
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Figura 3.45. Respuesta térmica de los NGs y peliculas S4 (a), S7 (b) y S8 (c).
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Tabla 3.17. VPTT y capacidad de hinchamiento de los NGs y peliculas S4, S7 y S8.

S4 S7 S8
NGs Film NGs Film NGs Film
VPTT (°C) 31.0 335 325 35.0 35.0 29.0
Capacidad de 1497 189 1237 171 3226 103.6

hinchamiento (%)

En la Figura 3.46 se muestran los resultados del estudio de angulo de contacto de los
films. Se puede ver que los valores de angulo de contacto obtenidos se encuentran entre los
valores medidos para la fase de PVCL entrecruzada y la correspondiente al poli(VCL-co-BA).
Las variaciones en los angulos de contactos medidos podrian deberse a la presencia de
pequenas particulas ricas en PBA. Las particulas con mayor contenido de homopolimero de BA,
debido a su menor compatibilidad y su baja Tg, pueden difundir hacia la superficie durante el

secado de la pelicula y de esa manera aumentar el angulo de contacto.

$4:©=613°%+23 §7:©=67.7°"+1.7 $8:©=63.2°+15

Figura 3.46. Angulo de contacto medido para las peliculas S4, S7 y S8.

3.7. Sintesis semicontinua de NGs Dbifuncionales con

incorporacion de AA

Los polimeros utilizados para la formulacién de adhesivos se sintetizan con dos 0 mas
monomeros. Generalmente, se copolimeriza un monémero hidrofébico (en mayor proporcion)
con uno o mas mondémeros polares hidréfilos. EI mondmero hidrofébico proporciona al
copolimero una baja Tg y sensibilidad a la presién, mientras que pequefas cantidades de

comonomeros polares o hidrofilicos aumentan la fuerza cohesiva y proporcionan polaridad
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superficial al adhesivo. El contacto y adhesion con la piel se ve reforzada con la presencia de
grupos funcionales como carboxilo, hidroxilo y amida, mediante interacciones interfaciales.®' En
este escenario, en esta seccion del presente Capitulo se estudié el agregado de AA a la fase
acrilica de baja Tg de los NGs bifuncionales. La estrategia empleada involucrd la incorporacion
de AA en la preemulsion de alimentacion junto con el BA, de manera que el sistema de

polimerizacion presento la configuracidn que se muestra en la Figura 3.3.

Para realizar este estudio se tomaron como base las polimerizaciones S3 y S7,
reacciones realizadas con distintas estrategias sintéticas y se realizé la incorporacién de AA en
la fase correspondiente. En la Figura 3.47 se presentan los esquemas de alimentacion de los
comondémeros de las polimerizaciones analizadas en esta seccién y en la Tabla 3.18, las

condiciones de reaccion empleadas.

t=0 50 BA 90 t=120
S3 I I
90
VCL
t=0 50 BA+AA (10%) 90 t=120
S9 I |
90 |
VCL
t=0 50 BA 90 t=120
S7 ; |
70 l
VCL
t=0 50 BA +AA (3.3%) 90 t=120
S10 | |
: 70 I
VCL

Figura 3.47. Esquema de alimentacién de los monémeros en las polimerizaciones S3,
S7, S9y S10.
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Tabla 3.18. Condiciones de polimerizacion de las reacciones S3, S7, S9 y S10.

Cadigo VCL tverr BA AA taci tact
(mg/mL) (min) (% wbvcl) (% wbvcl) (min) (min)

S3 100 90 50 - 50 90

S9 100 90 50 10 50 90

S7 50 70 66 - 50 90

S$10 50 70 66 3.3 50 90

En la Figura 3.48 se compara la evolucion de la conversion de VCL en las
polimerizaciones con incorporacién de AA en la fase acrilica (S9 y $S10) y sus homologas sin AA
(S3 y S7). Puede verse que la conversion final, como la evolucién de la conversion instantanea,
no se vieron afectadas significativamente por la incorporacion de AA, obteniéndose valores
cercanos al 100% a lo largo de las polimerizaciones. El D obtenido con el agregado de AA en los
dos casos fue levemente mayor, siendo los valores de D: 313 £ 27 nm en S3, 358 + 18 nm en

S9, 283+ 11 nmen S7 y 350 £ 42 nm en S10.
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Figura 3.48. Evolucion de la conversion instantanea de VCL de las polimerizaciones S3

yS9(a)y, S7y S10 (b).

En las Figuras 3.49 y 3.50 se muestran los termogramas de dDSC de los NGs
bifuncionales obtenidos con la incorporacion de AA. 47). En la Tabla 3.19 se presentan los
valores de Tg obtenidos experimentalmente conjuntamente con los calculados por Flory-Fox,
correspondientes a poli(BA-co-AA), poli(VCL-co-BA) y poli(VCL-co-BA-co-AA) con la
composicion equivalente a las dosificacion de los monémeros. Como ya se analizé en las

secciones anteriores, los NGs bifuncionales obtenidos con esta estrategia presentan 2 fases con
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valores de Tg distintos correspondientes a la fase PVCL entrecruzada y a la fase acrilica de baja
Tg. Los NGs S3 presentan dos transiciones correspondientes a cada una de sus fases, una a -8
°C y otra a 195 °C, mientras que en el termograma de S9 se observan, ademas de la Tg de la
PVCL, tres transiciones a baja temperatura correspondiente a la fase acrilica (Figura 3. Puede
observarse que estas transiciones a baja temperatura de S9 coinciden con la produccion de
poli(BA-co-AA), poli(VCL-co-BA) y poli(VCL-co-BA-co-AA). En el termograma de dDCS
correspondiente a los NGs S10 de la Figura 3.50 se observa una transicion ancha, que se

presenta a lo largo de todo el rango de temperaturas comprendido entre los valores de Tg

calculados por Flory-Fox.
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Figura 3.49. dDSC de los NGs S3 y S9.

250 300
Universal V4.5A TA Instruments

0.001

0.000

Deriv. Heat Flow (W/(g-°C))

-0.001 4

-0.002

Exo Up

T .oy
-50 0 50

B e

100 150

Temperature (°C)

Figura 3.50. dDSC de los NGs S7 y S10.

— S
$10

T
250

300
Universal V4.5A TA Instruments



Capitulo 3: Sintesis semicotinua de NGs bifuncionales

Tabla 3.19. Valores de Tg de las fases de los NGs S3, S7, S9 y S10 determinados

experimentalmente y calculados mediante Flory-Fox.

Experimental (°C) Flory-Fox (°C)
Tg VCL Tg copolimeros Tg Tg Tg
BA-AA VCL-BA VCL-BA-AA
S3 195 -8.3 - -12 -
S9 195 -29/-10/2.7 -28.8 -12 25
S7 195 -39/15 - -15 -
S10 195 -24/5 -47.5 -15 21.8

En la Figura 3.51 se muestran imagenes de TEM de los NGs S3 y S9. Se puede observar

que en ambas polimerizaciones se obtuvieron particulas lobulares, con un nucleo de PVCL

entrecruzado (tefido con el uranilo) y lI6bulos de particulas ricas en acrilicos, las cuales no se

hinchan en la solucién de acetato de uranilo y por eso no se encuentran tefiidas. Puede verse

claramente que en la muestra S3 se ven rastros de polimero de baja Tg, que no aparecen en las

imagenes de S9, donde los I6bulos de copolimero acrilico poseen una forma bien esférica y

limites bien definidos. Esto concuerda con los resultados de DSC donde la fase acrilica de los

NGs S9 presentan un valor de Tg mayor. Ambas muestras presentan una amplia distribucion de

tamano y morfologia de particulas.

- aiw”\

4
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b)

Figura 3.51. Imagenes de TEM de los NGs S3 (a) y S9 (b).
3.71 Propiedades de las peliculas obtenidas con los NGs con
incorporacion de AA

En la Figura 3.52 se muestran las imagenes de AFM de topografia y fase de las peliculas
formadas con los latex analizados en esta seccion. Podemos ver en las imagenes de fase
superficies mas homogéneas en las peliculas que no contienen AA (S3 y S7), mientras que en
los films que contienen este mondmero puede observarse la presencia de particulas
parcialmente coalescidas en la superficie. La menor capacidad de coalescencia de los NGs que
contienen AA puede deberse al aumento de Tg de la fase rica en acrilicos. Este resultado también
se refleja en los valores de RMS expresados en la Tabla 3.20, que indican un aumento de

rugosidad en los films con AA y mayor aun cuando la cantidad empleada es superior (S9).

Tabla 3.20. Rugosidad superficial de los films S3, S7, S9 y S10.

Muestra Contenido RMS
de AA (%) (nm)
S3 - 85+09
S9 10.0 33.2+7.0
S7 - 53+0.5
S10 3.3 13.4+0.2
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Figura 3.52. Imagen de AFM de topografia y fase de los films S3, S7, S9 y S10.

En la Figura 3.53 se muestran las imagenes de TEM de un corte transversal de las

peliculas S3 y S9, tefiidas con acetato de uranilo. En ellas se puede ver que los NGs conservan
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su morfologia en las peliculas luego de la coalescencia, donde se observa la presencia de sus
dos fases observadas en las imagenes de TEM de los NGs. En la muestra correspondiente a la
pelicula S9 se observa una mayor definicién de los Iébulos acrilicos de los NGs, debido a la
menor coalescencia (menor deformacion e interpenetracion entre particulas) a causa de su

mayor Tg.

Figura 3.53. Imagenes de TEM del corte transversal de las peliculas S3 (a) y S9 (b).

El aumento de la rugosidad superficial y el menor grado de coalescencia de los NGs con
incorporacion de AA, a causa de una mayor Tg de la fase acrilica se traduce también en un
aumento de la opacidad en la pelicula formada. En la Figura 3.54 se muestra la pelicula formada
por los NGs bifuncionales S7 y S10, donde se observa un leve aumento de la opacidad de la

pelicula que contiene AA.

Figura 3.54. Foto de las peliculas formadas con los NGs S7 y S10.
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Los resultados de absorcién de agua se presentan en la Figura 3.55. Las peliculas con
AA presentan mayor velocidad y capacidad de absorcién de agua. Ademas, el peso perdido al
final del ensayo fue de 10 y 13.5 % para las peliculas S3 y S9 respectivamente, y de 13.1y 21 %
para las peliculas S7 y S10 respectivamente. Estos resultados muestran que los materiales que
contienen AA son levemente menos resistentes a la inmersion en agua. Esta mayor afinidad al
agua de las peliculas formadas con los NGs que tienen AA se ve reflejada también en el menor

angulo de contacto medido para S9 y S10 frente a los medidos en S3 y S7 (Figura 3.56).
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Figura 3.55. Absorcion de agua de las muestras S3y S9 (a), S7y S10 (b).

$3:6=60.1°+ 2.7 $9:©=56.1°+1.7

§7:©6=67.7°+1.7 $10: ©=59.8°+1.0

(e I =

Figura 3.56. Angulo de contacto medido para las peliculas S3, S7, S9 y S10.

Debido a que la politica de adicion de VCL no cambio en la sintesis de los NGs y se

obtiene una fase de PVCL con grado de entrecruzamiento similar sin modificacién de su Tg

o
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(Tabla 3.19), es esperable que tanto los NGs como las peliculas tengan respuesta térmica
equivalente. En la Figura 3.57 se muestra la respuesta térmica de los cuatro materiales en
funcién de @, mientras que en la Tabla 3.21 se resumen los valores de VPTT y de la capacidad
de hinchamiento. Con la excepcion de la muestra S10, la respuesta térmica tanto de los NGs
como de las peliculas formadas no se ven significativamente alteradas por la incorporacion de
AA. En la muestra S10 la diferencia entre la respuesta térmica del film y los NGs es mas
pronunciada que en los otros sistemas, donde los NGs presentan una VPTT de 40 °C, muy
superior a la observada para la pelicula (30 °C). Esta diferencia puede deberse en parte a que la
pelicula S10 es la que mostré una menor resistencia al agua, lo que podria influir en el peso
determinado a lo largo del ensayo de respuesta térmica. El aumento en la capacidad de
hinchamiento tanto de los de los films como de los NGs S9 y S10 respecto de sus homélogos sin

AA, concuerda con la mayor afinidad por el agua otorgada por la incorporacion de AA.
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Figura 3.57. Respuesta térmica de los NGs y las peliculas S3 (a), S9 (b), S7 (c) y S10 (d).
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Tabla 3.21. VPTT y capacidad de hinchamiento de los NGs y peliculas S3, S7, S9y S10.

S3 S7 S9 S10

NGs Film NGs Film NGs Film NGs Film

VPTT (°C) 32.5 32.0 32.5 35.0 32.0 32.0 40.0 30.0

Capacidad de 1869 214 1237 171 2079 220 1326 262
hinchamiento (%)

3.8. Conclusiones

El control de la composicién y la morfologia de las particulas obtenidas mediante
polimerizacion en emulsion de dos comondmeros con diferentes reactividades y solubilidades en
agua, como VCL y BA, resulta dificil si la reaccion se realiza de manera discontinua. Es por ello,
que en este Capitulo se disefié una estrategia semicontinua, basada en la dosificacion continua
de VCL y de mondémeros acrilicos, para la obtencion de NGs bifuncionales con morfologia y
composicion controlada. Estos NGs presentan una morfologia lobular, donde el ndcleo esta
formado por PVCL entrecruzada con BIS y la coraza, en forma de I6bulos, esta compuesta por

una fase rica en BA de baja Tg.

La Figura 3.58 compara a modo de ejemplo algunas propiedades de los NGs S3
obtenidos con la estrategia semicontinua desarrollada y su homélogo producido de manera
discontinua (B5), donde la VCL y el BA se alimentan al inicio de la polimerizacion. Tal como se
esperaba, los NGs obtenidos mediante la polimerizacion discontinua muestran una Unica fase,
con una débil respuesta térmica, debido a la ausencia de una fase de PVCL. Ademas, los NGs
obtenidos mediante polimerizacién discontinua tienen una pobre capacidad de formacion film,

dando lugar a peliculas con baja flexibilidad y quebradizas.

)
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Figura 3.58. Comparacion de los NGs bifuncionales S3 y de su homologo obtenido por
polimerizacion discontinua (B5). Morfologia de los NGs bifuncionales S3 (a) y de los NGs
B5 (b), Respuesta térmica de NGs S3 y B5. Peliculas obtenidas a parir de los NGs S3 (d)
y B5 (e).

Se demostroé que la cantidad de BA empleada en la sintesis tiene una fuerte influencia en
la capacidad de coalescencia de las particulas, de manera que empleando un minimo de 50%
de BA con respecto a VCL se logra obtener peliculas resistentes a la inmersion en agua y con
buenas propiedades mecanicas, que permiten su manipulacién para una aplicacién como parche

de liberacion transdermal.

La variacion de la velocidad de dosificacion de ambos mondmeros permitié establecer
gue mediante la alimentacion mas lenta de los comondmeros se pudo controlar la composicion
de la fase lobular de los NGs. A su vez, la disminucidon en dicho parametro produjo un
decrecimiento de la capacidad de hinchamiento de los NGs y diferentes morfologias de particula,
la cual influye en las propiedades de las peliculas. Por otro lado, la modificacién en la
composicién monomeérica dosificada permitié modificar la composicion de los NGs. Se demostrd
qgue es necesario generar en la fase lobular un copolimero que contenga en su composicion VCL

para lograr una buena compatibilizacion entre las fases y conservar las propiedades deseadas
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de ambas fases en los NGs biofuncionales (termosensibilidad por parte de la PVCL y baja Tg

con capacidad de coalescencia por parte de la fase acrilica).

El agregado de AA en la fase acrilica de los NGs bifuncionales produjo un aumento de la
Tg de esta fase, generando peliculas con menor grado de coalescencia y menor resistencia al

agua (mayor pérdida de masa al final del ensayo), pero con mayor capacidad de hinchamiento.
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4.1. Introduccion

Los sistemas de vacunacién transdermal persiguen la activacion de las células
inmunocompetentes presentes en la piel, que permiten desencadenar una respuesta inmuno-
especifica contra un determinado patégeno. Las células de Langerhans son eficientes células
presentadoras de antigeno, capaces de inducir respuestas inmunoldgicas especificas y su
activacion es clave para alcanzar una vacunacion efectiva.? Dichas células se encuentran en la
epidermis, y en consecuencia para lograr una vacunacién transdermal efectiva es necesario

transportar el inmundgeno hasta dicha capa de la piel.

Una plataforma de vacunacién transdermal debe ser capaz de alojar una proteina o
péptido inmunogénico en su interior, para almacenarlo y transportarlo preservando su actividad
biolégica hasta el momento de la aplicacion. La liberacion de la proteina o péptido debe ocurrir
durante el intervalo de tiempo requerido segun la aplicacion, e idealmente liberar la totalidad de
la carga para obtener una mayor eficiencia. Ademas, el sistema debe interactuar con la estructura
compacta del estrato cérneo (SC) para permitir el paso de la proteina a través de dicha capa. El
SC esta compuesto por células muertas y lipidos ordenados, y constituye la barrera externa de
la piel con un espesor de 5 a 20 um. Existe una amplia bibliografia que demuestra que los lipidos,
situados en el espacio extracelular del SC, desarrollan la funcién de controlar la barrera
cutanea.® Por ello, una exposicion continuada o repetida del estrato corneo al agua puede
provocar una importante alteracién de la ordenacién de estos lipidos extracelulares, volviendo

mas permeable esta barrera.®

Debido a que el objetivo final de esta Tesis es emplear los NGs bifuncionales para
producir un sistema de vacunacion transdermal, mediante la formacion de una pelicula de
aplicacion topica, es importante estudiar la capacidad del sistema para facilitar la penetracion de
una proteina inmunogénica en las capas inmunocompetentes de la piel. En principio, la alta
hidratacion local generada por los NGs, junto con la oclusion provocada por la pelicula continua
del parche formado, constituyen una ventaja para esta propuesta. En este Capitulo se pretende

evaluar la capacidad de la pelicula formada a partir de los NGs bifuncionales de liberar una
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proteina antigénica en la epidermis. Para ello, se estudio la carga y liberacion de una proteina
antigénica, bajo diferentes condiciones. Ademas, se analizé el perfil de penetracion en piel de
esta proteina liberada a partir de la pelicula de NGs. Estos estudios se realizaron con el objetivo
de conocer los parametros que permitan regular la liberacion dermal de una proteina
inmunogénica a partir de una pelicula formada con los NGs bifuncionales sintetizados en esta

Tesis.

4.2. Trabajo experimental

Para llevar a cabo los ensayos se selecciond los NGs S9 y con las proteinas
inmunogénicas modelos ovoalbumina (OVA) y albumina de suero bovino (BSA). A continuacion,

se describen los detalles de los procedimientos y métodos utilizados en este Capitulo.

4.2.1. Materiales

La Tabla 4.1 contiene la descripcion de los reactivos que se utilizaron a lo largo del trabajo
experimental del presente Capitulo. Todos los reactivos se utilizaron como fueron recibidos sin
ninguna purificacién adicional. El agua empleada a lo largo de todo el trabajo fue destilada y

desmineralizada (DDI).

Tabla 4.1. Descripcion de los reactivos empleados durante el trabajo experimental.

Reactivo Abreviatura Funcion Proveedor Pureza
Albumina de suero bovino BSA Proteina inmunogénica Aldrich 99%
Albimina de huevo OVA Proteina inmunogénica Aldrich 98%
Isocianato de fluoresceina FITC Marcador fluorescente Aldrich 90%
Dimetil sulféxido DMSO Solvente Aldrich 99.9%
4' 6-diamidin-2-fenililindol DAPI Marcador fluorescente Diovana

anti-OVA ab181688 - Anticuerpo de conejo Abcam

anti-OVA
Alexa-594 anti-lgG ab150080 - Anti-anticuerpo de Abcam

conejo marcado




Capitulo 4: Aplicacion in vitro de los NGs bifuncionales como sistema de liberacion...

4.2.2. Capacidad de carga de los NGs

Para determinar la capacidad de carga de OVA de los NGs bifuncionales se empleo el
mismo procedimiento descrito en la seccion 2.2.3.6 del Capitulo 2. Los NGs se expusieron a una
temperatura de 40 °C, se disolvieron 4 mg de OVA en la dispersion de NGs y se incubd a 4 °C
durante 48 hs. Luego, se separ6 la proteina libre de los NGs cargados mediante ultrafiltracion
con tubos VIVASPIN con membranas de 300 KDa. La concentracién de OVA que no fue cargada

en los NGs se determiné por espectroscopia UV a 280 nm.

4.2.3. Respuesta térmica de los NGs cargados con OVA

Se estudid la respuesta térmica de los NGs S9 cargados con OVA. Para ello se realizaron
mediciones del D de los NGs en funcién de la temperatura en PBS, empleando una concentracion
de NGs de 1 mg/mL. El equipo utilizado fue un Malvern Zetasizer Nano ZS ZEN3600 con laser
de He-Ne empleando un angulo de dispersion de 173°. Se midié el diametro de los NGs en el
rango de temperatura de 20-55 °C, con un intervalo entre mediciones de 0.5 °C y dejando 2.5

minutos de estabilizacién una vez alcanzada cada temperatura para realizar la medicién.

4.2.4. Formacion del parche a partir de los NGs S9

Para formar los parches cargados con proteinas se evité el empleo de los moldes de
silicona utilizados en la formacién de las peliculas que se estudiaron previamente. Debido al
moderado contenido de sélidos de los latex, las peliculas formadas en estos moldes contienen
bordes, por lo que se desperdicia esta parte de las peliculas (Figura 4.1a). Ademas, esta forma
de obtencidn de los parches requiere un paso posterior a la formacion del film en donde se corta
el parche con la forma y el tamafio deseado. Cuando se realiza este paso se pierde una gran
cantidad de proteina, la cual queda en los fragmentos excedentes del film cortado, que no se
emplean en ningun ensayo. Ademas, si la distribucién de la proteina no fuera homogénea a lo
largo de todo el film, no podria conocerse de manera precisa la cantidad de proteina presente en

cada espécimen. Teniendo en cuenta estos factores, la formacién de los parches cargados se

realizé empleando el siguiente protocolo.
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Se prepararon “moldes” que consisten en jeringas de 3 mL, de 1 cm de diametro, las
cuales se cortaron transversalmente en el extremo superior. En el émbolo se coloco una pieza
de teflén con una superficie lisa, para favorecer la facil extraccion del parche una vez formado.
En la Figura 4.2 se muestran las piezas empleadas para armar los moldes (a) y un molde armado
(b). El latex se carga en el molde y se deja evaporar. A medida que el agua se va evaporando se
mantiene el borde del cilindro de la jeringa coincidiendo con la altura del latex (Figura 4.3). De
esta forma, se obtiene un parche circular con 1 cm de diametro, 1 mm de espesor y sin bordes

levantados (Figura 4.1b).

Para la formaciéon de los parches conteniendo la proteina inmunogénica de interés, se
disuelve previamente la misma en el latex, se coloca el sistema en la heladera para evitar la
descomposicién de la proteina y se lleva a cabo la formacion de la pelicula de acuerdo al
procedimiento de la Figura 4.3. Con este procedimiento parte de la proteina se encuentra
contenida dentro de los NGs, mientras que una fraccion se ubicara en los intersticios entre los
NGs del parche. De esa manera, se evita el proceso de separacion de la proteina no incorporada

en los NGs y la totalidad de la proteina adicionada queda formando parte del parche.

a) b)

Figura 4.1. Parche formado en molde de silicona (a) y en el molde de jeringa (b).
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Jeringa Teflon
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Figura 4.2. Molde de jeringa para la formacién de parches.

Proteina disuelta en
el latex S9

Parche S9 cargado con
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Figura 4.3. Procedimiento de formaciéon del parche a partir del latex S9 con la
incorporacion de una proteina inmunogénica.
4.2.5. Ensayos de liberacion in vitro
Los ensayos de liberacion in vitro se realizaron por inmersiéon del parche cargado con la
proteina, en 2 mL de PBS. La liberacién se realizdé a 25 y 37 °C y se tomaron muestras con

reposicion del medio de liberacién a intervalos de tiempo regulares. La concentracién de la
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proteina liberada en el tiempo se determind por espectroscopia UV. Los resultados se reportan

como el % acumulado de proteina liberada, respecto de la cantidad cargada en el parche.

En el caso del estudio de liberacion in vitro de los NGs cargados con la proteina se empled
el procedimiento descrito en la seccién 2.2.3.7 del Capitulo 2. Empleando tubos Float-A-Lizer
G2, dotados de un tubo de membrana de 300 KDa de 1 mL de capacidad donde se cargé la
dispersién de los NGs (5 mg/mL de NGs) cargados con OVA y un reservorio de 6 mL para el
medio de liberacion (PBS). A diferencia del parche, en este caso los NGs cargados fueron
separados de la proteina libre antes de realizar el ensayo, por lo tanto, la proteina sélo se

encuentra dentro de los NGs (seccion 2.2.2.6 del Capitulo 2).

4.2.6. Marcado fluorescente de proteinas

Para marcar fluorescentemente la OVA se empled isocianato de fluoresceina (FITC)
siguiendo el protocolo reportado por McDonagh y col.'® En primer lugar se disolvié 0.05 g de
FITC en 0.5 mL de DMSO vy luego se adicionaron 5 mL de un buffer de carbonato-bicarbonato
(pH = 9). EI FITC es una molécula grande, con muchos anillos en su estructura, y que forma un
cristal dificil de romper; por ese motivo requiere el primer paso de solubilizacion en DMSO. Por
otro lado, se disolvié 1 g de OVA en 24 mL del mismo buffer. Esta solucion de proteina se colocé
en un bafio de hielo con buena agitacion y se agregoé gota a gota la solucién de FITC. Finalmente,
la reacciéon se mantuvo durante una noche con agitacion. La proteina marcada fue separada del

FITC sin reaccionar por didlisis.

4.2.7. Distribucion de la OV A en el parche

Para analizar la distribucién de la proteina inmunogénica modelo, OVA, en el parche
cargado, se empled microscopia confocal. Un laser aplicado en la muestra hace que moléculas
de OVA marcadas con FITC se exciten y emitan fluorescencia, eliminando ademas la luz
reflejada o fluorescente procedente de los planos fuera de foco. El laser se aplica sobre una
pequefia seccion en forma de barrido, que penetra la muestra, obteniendo asi imagenes de

diferentes planos focales que permiten el analisis tridimensional de las estructuras analizadas.



Capitulo 4: Aplicacion in vitro de los NGs bifuncionales como sistema de liberacion...

Las muestras se prepararon formando parches de 1 mm de altura y 1 cm de diametro,
con 1 mg de OVA marcada fluorescentemente con FITC. Las imagenes se tomaron con un
microscopio confocal invertido marca Leica, Modelo TCS SP8, a diferentes planos del parche.
La distribucion de la OVA se evalué cualitativamente obteniendo imagenes en distintas zonas del
parche. En la Figura 4.4a se muestra un esquema del parche donde se sefalan las superficies
definidas respecto a su posicidon en el momento de la formaciéon del parche. Esta misma
conformacion se empled en la observacion con el microscopio confocal, ubicando la superficie
en contacto con el molde (CM) sobre el portaobjetos. En la Figura 4.4b se muestra un esquema
del parche y la ubicacién de los campos (A, B, y C) observados con el microscopio, es decir, en

el centro y en dos zonas periféricas del parche.

a) s Superficie en contacto con el aire (CA)

.

Parche ﬂ — Interior

~ Superficie en contacto con el molde (CM)

A B C

e

Figura 4.4. Superficies del parche (a) y ubicacion de los campos (A B, y C) observados

con el microscopio confocal (b).
4.2.8. Ensayos de penetracion de OV A en piel humana

La capacidad del parche para facilitar la penetracion de OVA en la piel se evalué utilizando
modelos de piel humana construidos in vitro y piel humana ex vivo. En ambos medios de
penetracion se trabajo con piel intacta y piel deficiente de barrera, de manera de evaluar la
penetracion de OVA en ambas condiciones. Estos ensayos se realizaron en colaboracion con el

grupo de Sarah Hedtrich del Instituto de Farmacia de la Universidad Libre de Berlin (Alemania),
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durante mi estadia en el grupo de Marcelo Calderdn del Instituto de Quimica y Bioquimica de

dicha Universidad.

Modelos de piel

Los modelos de piel fueron construidos por el grupo de Sarah Hedtrich segun el protocolo
reportado por Alnasif y col.', el cual esta representado esquematicamente en la Figura 4.5. En
primer lugar, se incuban fibroblastos soportados en coladgeno que forman la dermis, luego
keratinocitos para formar la epidermis y, finalmente el medio de cultivo se deja evaporar de
manera que se forme una capa delgada de keratinocitos en contacto con el aire que forman el

estrato cérneo.

Paso 1 Paso 2 Paso 3

A Estrato cérneo
P —— ’-‘

v — Epidermis
\ ’ —> Dermis

Fibroblastos en colageno Keratinocitos Evaporacion del medio
37°C,2-4 hs 37°C, 24 hs

Figura 4.5. Protocolo de construccion de los modelos de piel.

Para generar las condiciones de piel deficiente de barrera se construyeron los modelos
en presencia de Factor de necrosis tumoral a (TNFa por sus siglas en Ingles), una citoquina pro-

inflamatoria que esta presente cuando se generan lesiones en la piel.

Piel humana ex vivo

Las biopsias de piel se obtuvieron de cirugias plasticas de rutina con consentimiento
escrito y ético (EA1 / 081/13) en el Hospital Universitario Charité, de la Universidad Libre de
Berlin. Se tomaron muestras de tres donantes: piel de busto de mujer de 33 afios (biopsia fresca),
piel de abdomen de hombre de 32 afios (congelada por 37 dias antes del experimento) y piel
lumbar de mujer de 45 afios (congelada por 64 dias antes del experimento). Las biopsias ex vivo
se seccionaron en areas circulares de 20 mm de diametro. Las secciones se tomaron de regiones

inalteradas de la piel o areas previamente sometidas a tape stripping (50 veces). Esta ultima
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técnica se realiza para debilitar o extraer parte del SC mediante la aplicacion y remocién reiterada
de una cinta adhesiva. En la Figura 4.6 se muestran imagenes de cortes transversales de la piel
tomadas con un microscopio optico. A la izquierda se sefalan las diferentes capas de la piel y a
la derecha se muestra como se observan las biopsias intactas y luego de 50 tape stripping. Puede
verse que el SC casi no se percibe en la imagen de la piel tratada con tape stripping, indicando

la deficiencia de barrera de la piel.

Capas de la piel Intacta

i - L%’.ﬂ:'.
Epidermis [

50 tape stripped

Dermis

Figura 4.6. Imagenes de cortes transversales de la piel.

Ensayos de penetracion de OVA en piel

El latex S9 dializado se esteriliz6 mediante radiacién UV por 30 min. En moldes estériles
y bajo campana de esterilidad se secaron 0.4 mL de latex (100 mg/mL de NGs) y una cantidad
exacta de OVA. Una hora y media antes del ensayo se hidrato el parche con 0.15 mL de PBS

estéril y luego se los aplico sobre la piel.

Para evaluar si la OVA es capaz de penetrar la piel sin la intervencion del sistema de
liberacién, se realizd un ensayo donde se aplicaron 50 pL de una soluciéon de OVA (2.5 mg/mL)

en PBS directamente sobre la piel.

Una vez que los parches y la solucion de OVA fueron aplicados sobre la piel, se incubaron
por 6 hs aplicando un gradiente de temperatura de 30 a 37 °C, y posteriormente se retiraron los
parches. La piel se cortdé en secciones transversales de 8 um de espesor con un micrétomo

(Leica CM1510, Leica Biosystems), se fij6 con paraformaldehido al 4 % y se tifié la OVA
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inmunoldgicamente (anti-OVA ab181688; Alexa-594 anti-lgG de conejo marcada ab150080,
Abcam). Las secciones se contratifieron con 4',6-diamidin-2-fenililindol (DAPI) (Dianova) y se
obtuvieron imagenes mediante microscopia de fluorescencia (BZ-8000Keyence, Neu-lsenburg,
Alemania; objetivos 20x / 0.75, zoom 20x, Plan-Apo, DIC N2). Las imagenes se analizaron

utilizando el software de analisis de imagenes FIJI.

En la Figura 4.7 se muestran imagenes de una misma seccién de piel con diferente
informacion, derivadas del empleo de diferentes longitudes de onda en el laser del microscopio
confocal. En la Figura 4.7a se observa la sefal del DAPI, el cual se une fuertemente al ADN,
pero no puede penetrar la membrana celular, de manera que solo es capaz de tenir células
muertas. En esta aplicacién el empleo de DAPI permite distinguir las capas de la piel, ya que en
el SC y la epidermis hay una cantidad de células muertas mucho mayor que en la dermis. En las
Figuras 4.7 b y c se observa la sefial del anti-OVA marcado fluorescentemente. En la primera se
puede distinguir diferentes cantidades de OVA mediante el empleo de una escala de colores,
donde el negro indica ausencia de OVA y el blanco la maxima concentracion, el cual se denomina
mapa de temperaturas. En la Figura 4.7c se observa solo el anti-OVA en rojo, para ver su
distribucion. En algunos casos se superponen la imagen a y ¢ para visualizar mas facilmente la

distribucion de la OVA en las distintas capas de la piel.

a) b) HEEA | o

Anti-OVA

Figura 4.7. Imagenes de microscopia de fluorescencia de una seccion de piel donde se

observan los tres marcadores: DAPI (a); mapa de temperatura (b) y Anti-OVA en rojo (c).

188
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4.3. Propiedades del sistema cargado con OVA

La forma de carga de los parches permite que toda la proteina que se agrega a la
dispersién quede formando parte de la pelicula obtenida al final del proceso. Esto resulta una
ventaja ya que puede conocerse con precision la cantidad de proteina cargada y no requiere la
separacion del analito no incorporado a los NGs. De este modo, la ubicacion de la proteina dentro

de la pelicula formada puede influir fuertemente en el control de su liberacion.

Como se vio en el Capitulo anterior, los NGs bifuncionales presentan propiedades
termosensibles debido la fase de PVCL entrecruzada, permitiendo el control de la liberacion de
la proteina con la temperatura, mientras que el copolimero de baja Tg no puede ejercer dicho

control, pero favorece la formacion de la pelicula cohesiva (Figura 4.8).

Figura 4.8. Liberacion de proteinas controlada por la temperatura en un parche formado

con los NGs bifuncionales.

Debido al procedimiento de formacién de los parches cargados con la proteina, esta se
encontrara distribuida entre el interior de los NGs de PVCL y los espacios intersticiales entre
NGs. Si bien los NGs S9 presentan una EE de 60 % para la OVA, es posible que durante el
proceso de formacion del parche este valor se incremente. El proceso de formacion de la pelicula
implica la evaporacion del agua, la cual se encuentra principalmente como medio disperso y una

fraccion menor se encuentra dentro de las estructuras hinchadas de los NGs. De esta forma, se
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espera que el agua libre se evapore mas facilmente que la atrapada en el interior de los NGs.
Esta diferencia en la velocidad de evaporacion del agua podria promover la migracion de OVA
libre, presente en el medio de dispersion, hacia el interior de los NGs donde se evaporaria

posteriormente.

4.3.1. Respuesta térmica de los NGs

Las interacciones entre el polimero y las proteinas surgen de mecanismos complejos, que
pueden ser predominantemente electrostaticos, efectos hidroéfobos (de naturaleza entropica) y
fuerzas de van der Waals.'® La presencia de dichas interacciones en los NGs bifuncionales
cargados con OVA podria afectar su respuesta térmica, la cual se basa en las interacciones de

la PVCL con el agua.

Por este motivo, se estudio la respuesta térmica de los NGs S9 cargados con 3 mg de
OVA. En la Figura 4.9 se puede ver como la curva correspondiente a los NGs cargados con OVA
se encuentra por encima (es decir desplazada a D mayores) de la curva correspondiente a los
NGs sin cargar, siendo mas notoria la diferencia a temperaturas mayores. Los valores de D
mayores de los NGs cargados a bajas temperaturas podria deberse a la presencia del complejo
“corona de proteinas”. Por otro lado, los mayores D obtenidos a alta temperatura para los NGs
cargados puede deberse a que la OVA no liberada y que se encuentra en el interior de los NGs
impide el total colapso de estos. El estudio completo de respuesta térmica demandod
aproximadamente 3 hs, y aunque los NGs se hayan expuesto a temperaturas mayores ala VPTT,
que favorece la liberacion de la OVA, esta no logré liberarse del interior de los NGs en este
tiempo. La VPTT determinada para los NGs S9 en ambas condiciones no difiere
significativamente, siendo de 32 + 0.5 °C. Por lo tanto, no puede afirmarse que este parametro

se vea afectado por la presencia de la OVA en el interior de los NGs.
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Figura 4.9. Respuesta térmica de los NGs S9 cargados con 3 mg de OVA y sin cargar.

4.3.2. Distribucion de la OV A dentro del parche

Si bien no se puede conocer con exactitud la distribucion de la OVA en las distintas fases
de los NGs bifuncionales, se persiguio el conocimiento cualitativo de su ubicacion espacial dentro
del parche formado a partir de los mismos. Esta informacion es relevante, ya que si la proteina
se encuentra en la superficie del parche se liberara mas rapidamente que si se encuentra en el
interior, donde debera difundir a través de la matriz polimérica, permitiendo un mayor control de

la liberacion.

En la Figura 4.10 se muestran las imagenes del parche S9 cargado con 1 mg de OVA
marcada fluorescentemente. En la primera fila de la imagen se muestran las micrografias de la
superficie en contacto con el aire (CA) de los diferentes campos observados (A, By C) y en las
filas inferiores se encuentran las imagenes de fluorescencia obtenidas en planos tomados a
distintas profundidades: CA, interior del parche y CM. Puede verse que en las tres zonas del
parche en las imagenes tomadas en su interior se observa el color amarillo de la proteina
marcada fluorescentemente con mayor intensidad. Este resultado comprueba que la proteina se

ubica mayoritariamente en el interior del parche y no en la superficie.
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Micrografia

Interior

Figura 4.10. Imagenes épticas y de fluorescencia del parche cargado con OVA.
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4.4. Liberacion controlada de proteinas

En esta seccion se estudio la liberacion in vitro de proteinas a las temperaturas ambiente
(25 °C) y corporal (37 °C), empleando como medio de liberacién el buffer PBS. El estado de los
NGs a estas temperaturas es diferente, ya que a 37 °C se encuentran por encima de la VPTT, y
a 25 °C se encuentran por debajo de la misma. De esta manera, se pretende estudiar la influencia
de esta variable sobre los perfiles de liberacion. Los ensayos se realizaron empleando dferentes
condiciones del sistema a fin de conocer cémo puede modificarse el sistema de manera de

regular la liberacidn para obtener los perfiles deseados.

4.4.1 Liberacion de OVA desde NGs y Parche

En la Figura 4.11 se muestran los perfiles de liberacion de OVA desde los NGs S9 y desde
el parche, conteniendo 2.4 (60 % de 4 mg) y 3 mg de OVA cargada, respectivamente. En primer
lugar, se destaca que los sistemas incubados a 37 °C presentaron mayor velocidad de liberacion
y cantidad de OVA liberada al final del ensayo que a 25 °C. Este resultado es consecuencia de
la fuerza impulsora adicional para la difusion de proteinas que genera el colapso de los NGs a

37 °C.

En el caso de los NGs (Figura 4.11a), se puede observar que durante las primeras 20 hs
del ensayo, practicamente no se ven diferencias en la liberacién a ambas temperaturas. Esto
podria indicar que parte de la proteina cargada en los NGs S9 se encuentra adsorbida en su
superficie y no en el interior de los NGs de PVCL. Asi, la proteina liberada en este primer periodo
corresponderia a esa fraccién de proteina que no se encuentra en el interior de los NGs. En
cambio, la proteina cargada en la matriz de PVCL entrecruzada (es decir, en el interior de los
NGs) es liberada principalmente cuando los NGs se encuentran colapsados (a 37 °C) y queda

retenida a 25 °C.

Por otro lado, el perfil de liberacién de OVA a partir del parche muestra una liberacion
dependiente de la temperatura, donde a las 2 hs de comenzado el proceso ya se diferencian las

curvas obtenidas a las dos temperaturas (Figura 4.11b). Esto podria deberse a que el proceso
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de formacién del parche aumente la capacidad de carga de los NGs en la fase termosensible,
permitiendo tener control de una mayor cantidad de OVA que en el caso de los NGs. Tanto para
los NGs bifuncionales como para el parche producido a partir de estos, no se ve un efecto on-off
como en el caso de los NGs de PVCL del Capitulo 2. Esto puede deberse a que la proteina no
se encuentra en su totalidad dentro de la estructura de los NGs y, de esta manera, la parte que
se encuentra adsorbida en la superficie de los NGs o en los espacios intersticiales entre NGs del

parche es liberada a baja temperatura.
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Figura 4.11. Ensayos in vitro de liberacion de OVA en PBS, desde los NGs S9 (a) y desde
el parche S9 (b).

4.4.2. Liberacion de proteinas desde parches formados con distintas
relaciones proteina/NGs bifuncionales

En el apartado anterior se analiz6 la liberacién de una proteina inmunogénica modelo
(OVA) desde el parche formado a partir de los NGs bifuncionales S9. Para ello se disolvio la
cantidad deseada de OVA en la dispersion de los NGs, con los que se formé el parche a analizar.
Este procedimiento permitié formar un parche con una unica relacion proteina/NGs bifuncionales
igual a 3/22.5. Para investigar el efecto de esta relacion sobre la liberacién de una proteina
inmunogénica se decidié modificar en primer lugar la cantidad de NGs que componen el parche,
manteniendo la cantidad de proteina constante, y en segundo lugar variar la cantidad de la
proteina cargada, conservando la masa de NGs que constituyen la pelicula. En el primer caso,

la modificacién del contenido de NGs genera parches con el mismo diametro (igual superficie de
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liberacion) pero con diferentes espesores, mientras que en el segundo el espesor y el area de

liberacion de las peliculas son contantes.

El contenido de NGs bifuncionales que componen el parche puede controlarse
simplemente adicionando diferentes volumenes de latex en el molde, lo que genera parches con
distintos espesores. La Figura 4.12 muestra los perfiles de liberacion de OVA cargada en parches
que se formaron con 0.4 y 0.8 mL de latex, conteniendo ambos 3 mg de proteina. Los parches

asi formados presentan relaciones proteina/NGs iguales a 3/22.5 y 3/45, respectivamente.

Se puede ver que en el parche de mayor espesor (proteina/NGs = 3/45, Figura 4.12b) la
liberacion se produjo mas lentamente a ambas temperaturas, con respecto al parche con menor
espesor (proteina/NGs = 3/22.5, Figura 4.12a). En los ensayos realizados a 37 °C se observa
que el 93 % de la proteina es liberada a las 100 hs a partir del parche con mayor espesor (con
45 mg de NGs), mientras que en el parche mas delgado (con 22.5 mg de NGs), dicho porcentaje
se libera a las 31 hs. A 25 °C el maximo de liberacién en los dos parches es 60 % y se alcanza
antes cuando el espesor de la pelicula es menor (a las 60 hs cuando el contenido de NGs es

22.5mgy alas 97 hs para el parche con 45 mg).
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Figura 4.12. Ensayos in vitro de liberaciéon de OVA, en PBS, desde parches formados con
relaciones proteina/NGs bifunciones de 3/22.5 (a) y 3/45 (b).

El perfil de liberacion en sistemas de liberacién controlada compuesto por NGs

termosensibles, se controla normalmente modificando las propiedades de los NGs como el grado



Capitulo 4: Aplicacion in vitro de los NGs bifuncionales como sistema de liberacion...

de entrecruzamiento y el tamafo, propiedades que pueden modificarse Unicamente en la
sintesis. Los resultados obtenidos en esta seccion muestran que, empleando el parche propuesto
en esta Tesis, el perfil de liberacidon puede modificarse sin necesidad de volver a la etapa de
sintesis, simplemente cambiando la cantidad de NGs bifuncionales al momento de formar el

parche.

A continuacién, se analizara el efecto de modificar la relaciéon de proteina/NGs pero
manteniendo el contenido de NGs del parche, y por lo tanto su espesor. Para ello, se trabaj6 con
parches obtenidos con 0.4 mL de latex (equivalente a 22.5 mg de NGs) conteniendo tres
cantidades diferentes de BSA disuelta, resultando con relaciones de proteina/NG bifuncionales
iguales a 1/22.5, 2/22.5, y 3/22.5. La Figura 4.13 muestra el perfil de liberacion BSA desde las
tres peliculas cargadas a 25 y 37 °C. Para todas las concentraciones de BSA analizadas, la
maxima cantidad de proteina liberada se alcanzé después del segundo dia de estudio. Una vez
mas las peliculas incubadas a 37 °C presentaron una liberacion mayor y mas rapida que las de
25 °C, como consecuencia de que el colapso de los NGs a 37 °C constituye una fuerza impulsora
adicional para la difusion de la proteina. La liberacion final de BSA a 37 °C fue 92, 79 y 81%
cuando se usaron 1, 2 y 3 mg de proteina, respectivamente. La proteina también fue liberada
desde los parches incluso cuando los NGs estaban hinchados (a 25 °C). Ademas, el perfil de
liberacion a 25 °C se acercé al de 37 °C a medida que se aumento la proteina cargada en la
pelicula. Esta tendencia sugiere que cuando se emplea una mayor cantidad de proteina, la
fraccidon que se encuentra en los intersticios entre los NGs del parche aumenta, la cual puede
ser facilmente liberada debido a que no requiere la difusién a lo largo de toda la red polimérica 'y

no depende la fuerza impulsora adicional que otorga el colapso de los NGs de PVCL.
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Figura 4.13. Ensayos in vitro de liberacién de BSA en PBS, desde parches formados con
relaciones proteina/NGs bifuncionales iguales 1/22.5 (a), 2/22.5 (b) y 3/22.5 (c).

4.5. Desempeiio del parche en liberacion topica de OVA

Para ser empleadas en inmunizacién transdermal, las plataformas de liberaciéon deben
ser capaces de entregar antigenos mas alla del SC en la epidermis viable de la piel. Los métodos
mas utilizados para atravesar dicha barrera son los parches con microagujas'®®” vy
iontoforesis,** las dos técnicas mas empleadas para vacunacién transdermal. Ambos métodos
estan asociados con diversos riesgos, como la inflamacion y la infeccion, que se deben a una
ruptura irreversible del SC.%® En los parches obtenidos a partir de los NGs bifuncionales, los
mecanismos no invasivos que pueden favorecer la penetracion de una proteina a través del SC
son la hidratacion local y la oclusion. Si bien constituyen una gran ventaja del sistema, la
naturaleza no invasiva de este sistema podria conducir a la obtencién de una penetracion mas

pobre de proteinas. En este contexto, en esta seccion del Capitulo se estudia los perfiles de
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penetracién de OVA en piel humana que resultan de la aplicacién dermal del parche de NGs

bifuncionales cargados con la proteina.

Los ensayos se realizaron por triplicado, aplicando el parche cargado en tres secciones
de piel diferentes, tanto cuando se emplearon modelos de piel como cuando se emplearon
biopsias de piel humana. En ambos casos se evalu6 la penetracion en piel intacta y en piel

deficiente de barrera.

Penetracion de OVA en modelos de piel

En primer lugar, se estudié la penetracion en modelos de piel. En la Figura 4.14 se
muestran las imagenes de fluorescencia de los cortes transversales de los modelos luego de
realizar el ensayo de penetraciéon y la tincion histoquimica de la OVA. En la columna de la
izquierda se muestran los resultados obtenidos empleando los modelos de piel intacta, y en la
columna de la derecha los obtenidos empleando los modelos tratados con TNFa (modelo para
piel deficiente de barrera). En ambas columnas se muestran dos imagenes de cada corte: a la
izquierda se ven las imagenes obtenidas de la tincion con DAPI (azul) y de OVA (rojo)
superpuestas, y a la derecha se muestra las imagenes de la tincion con anti-OVA con escala de

colores segun la cantidad de proteina.

Se puede ver que en ambos casos la proteina penetra hasta la epidermis, siendo mayor
la cantidad de proteina presente en dicha capa de la piel en los modelos de piel deficiente de
barrera. Los resultados muestran reproducibilidad, con perfiles de penetracién que se repiten en
los tres modelos. Los resultados obtenidos alentaron a continuar el estudio de penetracién de

OVA en biopsias de piel humana.
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Modelos de piel intacta Modelos con TNFa

OVA + DAPI OVA + DAPI 7N

Figura 4.14. Resultados de los ensayos de penetracion de OVA en modelos de piel

humana intacta y deficiente de barrera (tratada con TNFa).

Penetracion de OVA en piel humana ex vivo

En la Figura 4.15 se muestran las imagenes de fluorescencia de los cortes transversales
de las biopsias luego de los ensayos y posterior tincién. En la columna de la izquierda se
muestran los resultados obtenidos en piel intacta y en la columna derecha aquellos obtenidos
empleando piel deficiente de barrera, en las tres biopsias obtenidas (piel de busto, abdomen y
espalda). La intensidad en los colores muestra que la mayor cantidad de proteina queda en el
SC y en la epidermis temprana, incluso en la piel deficiente de barrera. Pero puede verse que en
ambas situaciones la proteina es transportada hacia la epidermis, siendo mucho mayor en el
caso de la piel deficiente de barrera. En estos ensayos se observa una diferencia mas notoria
entre la penetracién de la proteina en piel intacta y piel deficiente de barrera que aquella
observada en los modelos de piel. Este resultado se repite para las biopsias de los tres donantes,

indicando reproducibilidad en los resultados.
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Si bien estos resultados son cualitativos, es clara la presencia de una gran cantidad de
proteina en la epidermis, lo cual indica que el parche de NGs bifuncionales tiene un gran potencial
como sistema de vacunacién transdermal, ya que es capaz de favorecer la penetracion de
proteinas inmunogénicas en la zona inmunocompetente de la piel, donde se encuentran las

células de Langerhans.

Piel intacta Piel con 60 tape-stripped

Piel de busto

Piel de abdomen

Piel de espalda

OvA+DAPI VAT | OvA+DAPI VAT |

Figura 4.15. Resultados de los ensayos de penetracion de OVA en piel humana ex vivo

intacta y deficiente de barrera (tratadas con 60 tape stripped).
4.6. Conclusiones

En este Capitulo se estudid el desempefio del parche formado a partir de NGs
bifuncionales como sistema de liberacion dermal de proteinas. Los NGs bifuncionales son
capaces de cargar las proteinas inmunogénicas estudiadas (OVA y BSA) sin verse afectada su
temperatura de transicion (VPTT). Al formar los parches, cilindricos y de 1 cm de diametro y

espesor variable, la proteina queda en su interior, y no expuesta en su superficie. Por lo tanto,
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su liberacion puede controlarse, ya que debe difundir a lo largo de la matriz polimérica antes de

ser liberada.

Una fraccién de la proteina cargada se encuentra en el interior de la fase de PVCL
entrecruzada, la cual puede liberarse con control de temperatura, y otra fraccion se encuentra a
en los espacios intersticiales entre NGs del parche. Esta ultima fraccion no puede liberarse
controladamente con la temperatura, pero si puede ser controlada por la cantidad de NGs que
se emplea en la formacion del parche. Al aumentar la masa de NGs en el parche, la liberacion
se produce mas lentamente. Ademas, se observé que a medida que se aumenta la cantidad de
proteina cargada en el parche, aumenta la fraccién de proteinas que se almacena fuera de los

NGs, restando controlabilidad térmica al parche.

Finalmente, los ensayos de penetraciéon de proteina en piel humana demostraron que el
parche formado a partir de los NGs bifuncionales es capaz de facilitar la penetracion de OVA
hacia la epidermis, donde se encuentran las células de Langerhans. Este resultado indica una
gran potencialidad del parche como sistema de vacunacién transdermal, ya que es un sistema
no invasivo, que no provoca una destruccion irreversible del SC, y que no requiere de ningun

dispositivo complejo para su aplicacion.
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5.1. Introduccién

La piel es la principal barrera del cuerpo contra los patégenos invasores.*® Por esta razén,
una gran poblacién de células inmunocompetentes, como los queratinocitos, las células de
Langerhans, los subconjuntos de linfocitos T y el tejido linfoide asociado a la piel se encuentran
dentro de la epidermis y la dermis.? Las células de Langerhans son células profesionales
presentadoras de antigenos que inducen la respuesta inmunitaria adaptativa de las células T.'%
En este sentido, el transporte efectivo de un antigeno hacia la epidermis, donde se encuentran
dichas células, podria generar una respuesta inmune especifica.'® Sin embargo, el estrato
coérneo (SC), la capa mas externa de la piel, es una barrera altamente eficiente que solo
moléculas pequefias y lipofilicas'®”'%® son capaces de atravesar pasivamente. Aunque la
vacunacion transdermal esta ganando interes,*?4419%-1"" para su implementacién eficientemente
se requiere de una penetracion efectiva y reproducible de moléculas grandes en la piel, mas alla

del SC.

Se han propuesto diversos métodos para facilitar la penetracion en la piel de
macromoléculas grandes, como el uso de compuestos quimicos y biolégicos, y la aplicacién de
técnicas semi-invasivas que interrumpen fisicamente el ordenamiento del SC.'%112-117 Entre
estas estrategias se encuentra el empleo de hidrogeles, los cuales han demostrado mejorar la
administracion tépica de BSA en piel intacta, asi como en la piel con deficiencia de barrera, es
decir con el SC debilitado, ya sea por una enfermedad de la piel o por el uso de alguna técnica
que lo permita.”’® Las evidencias obtenidas de este estudio indican que la mejora en la
administracion topica de la proteina resulta del efecto de hidratacion de la piel debido a la

aplicacion del hidrogel. Asimismo, se cree que las interacciones de la matriz polimérica con los

componentes de SC perturban su estructura, favoreciendo el pasaje de la proteina.

La capacidad de cargar y liberar un analito esta fuertemente influenciada por la estructura
de la matriz polimérica. En el caso de hidrogeles termosensibles, una de las variables principales

es el tamano del sistema. El empleo de sistemas de menor tamano (como micro y nanogeles)
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implica una mayor area expuesta para el intercambio de materia, lo cual influye tanto en la carga
del analito como en su liberaciéon. Ademas, un sistema de menor tamafo requiere de menos
tiempo para responder ante los cambios de temperatura, de manera que la velocidad de
respuesta térmica es mayor en los NGs que en hidrogeles macroscopicos.?* Estas ventajas de
los NGs por sobre los hidrogeles macroscépicos impulsaron su empleo en sistemas de liberacion
incluyendo su aplicacion topica. Se ha demostrado que varios NGs termosensibles son capaces
de cargar proteinas con un peso molecular tan alto como ~ 150 kDa y mediar su penetracion
mas alla del SC de la piel humana deficiente en barrera. Se cree que la penetracion a través del
SC se ve facilitada por la liberacién desencadenada de la proteina después de la aplicacion
topica, y las interacciones entre los NGs y el SC."%84119 Gj pien los resultados del empleo de
NGs termosensibles para aplicacion topica de proteinas dio buenos resultados, cabe destacar
que la aplicacién de dichos NGs directamente como suspensiones sobre la piel tiene la
desventaja de que la gran area expuesta de los NGs conduce a una pérdida de humedad muy
rapida. Este fendmeno podria conducir a una liberacion incompleta del analito y sobre todo
dificulta el empleo de estos NGs en aplicaciones que requieren la liberacidon en un tiempo

prolongado.

En este escenario, se espera que los NGs bifuncionales desarrollados en esta Tesis
combinen las ventajas del tamafo pequefio de los NGs con el fendmeno de hidratacién cuando
estos se aplican como una pelicula. En este Capitulo se compara en diferentes niveles el
desempenio de tres plataformas basadas en PVCL.: hidrogeles macroscopicos de PVCL, NGs de
PVCL (NGs B2 del Capitulo 2) y parche obtenido con los NGs bifuncionales (NGs S9 del Capitulo
3). En la Figura 5.1 se presenta un esquema de los diferentes sistemas estudiados (Figura 5.1a)
y se resalta que la presencia de la PVCL en los tres sistemas otorga sensibilidad térmica para
actuar como plataformas de liberacién controlada mediante la temperatura (Figura 5.1b). Los
resultados de este Capitulo fueron obtenidos en el marco de una estancia de seis meses en la

Universidad Libre de Berlin, en el grupo de Marcelo Calderon.
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Figura 5.1. Representacion esquematica de las plataformas estudiadas: hidrogel de
PVCL, NGs de PVCL y parche (a); y efecto de la temperatura sobre los sistemas (b).

5.2. Trabajo experimental

5.2.1. Materiales

La Tabla 5.1 contiene la descripcion de los reactivos que se utilizaron a lo largo del trabajo
experimental del presente Capitulo. Todos los reactivos se utilizaron como fueron recibidos sin
ninguna purificacién adicional. El agua empleada a lo largo de todo el trabajo fue destilada y

desmineralizada (DDI).

Tabla 5.1. Descripcion de los reactivos empleados durante el trabajo experimental

Reactivo Abreviatura Funcién Proveedor Pureza
N-vinilcaprolactama VCL Mondmero Aldrich 98.0 %
N,N-metilenbisacrilamida BIS Entrecruzante Genbiotech 99.9 %
2,2'-Azobis(2-metilpropionitrilo) AIBN Iniciador Aldrich 98.0 %
Etanol anhidro EtOH Solvente Cicarelli 99.9 %
Albumina de huevo OVA Proteina inmunogénica Aldrich 98.0 %
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5.2.2. Polimerizaciones

Los NGs de PVCL (B2) y los NGs bifuncionales (S9) se sintetizaron mediante
polimerizacion en emulsion discontinua y semicontinua, respectivamente, siguiendo los detalles
descritos en los Capitulos 2 y 3. Las dispersiones de los NGs fueron dializados para eliminar los
residuos de la reaccion antes de su utilizacion. A partir de los NGs bifuncionales S9 dializados

se obtuvieron los parches siguiendo el procedimiento detallado en la seccion 4.2.3 del Capitulo 4.

El hidrogel de PVCL se sintetizé mediante un proceso discontinuo empleando jeringas de
3 mL (1 cm de diametro), de manera de obtener una barra de gel con un diametro de 1 cm, como
se muestra en la Figura 5.2a. Los reactivos VCL, BIS y AIBN se disolvieron en una mezcla de
etanol-agua (70-30) y la mezcla de reaccién se carg6 en la jeringa. A la solucion se le burbujed
nitrégeno durante 15 min y se sumergio en un bafo ultrasénico, durante 5 min, para eliminar las
burbujas presentes. El sistema se mantuvo durante 4 horas a 70°C en una estufa. La barra de

hidrogel obtenida fue cortada con un bisturi en pequefos cilindros de aproximadamente 2.5 mm

/

Hidregel de PVCL PaMTonal

Figura 5.2. Obtencion de los especimenes de hidrogel de PVCL; hidrogel producto de la

polimerizacioén en jeringa (a); corte y lavado de los discos; disco de hidrogel comparado

con parche obtenido a partir de los NGs bifuncionales (c).
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de altura, los cuales se lavaron repetidamente en agua desionizada hasta que se eliminaron los
residuos de la polimerizacién (Figura 5.2b). El espécimen final obtenido tiene el mismo diametro
que el parche bifuncional, ya que la jeringa que se emplea tanto para la sintesis del hidrogel y

como molde para formar el parche es de la misma capacidad (Figura 5.2c).

5.2.2. Caracterizacién de las plataformas

5.2.2.1. Morfologia

El parche y el hidrogel se analizaron mediante SEM. Para ello las muestras se liofilizaron,
y el parche se recubri6 con oro utilizando un sputtering Emitech modelo K500X, con un voltaje
de 2 kV y durante 3 min. Las observaciones se realizaron utilizando un microscopio electronico

de barrido Phenom World ProX.

Los NGs de PVCL (B2) se analizaron mediante TEM. Las imagenes obtuvieron en un
Microscopio electrénico de barrido Hitachi SU 8030 operando a 30 kV provisto por un detector

de TEM, en la Universidad Libre de Berlin.

5.2.2.2. Respuesta térmica

En los sistemas macroscopicos (hidrogel y parche), la respuesta térmica se estudié por
gravimetria, determinando la variacion de peso con la temperatura de un espécimen en agua
ultrapura. Para los NGs, este estudio se realizé por DLS, observando la variacion del D con la
temperatura de una dispersion de NGs de 1 mg/mL. Para permitir la comparacion de la respuesta
térmica de los films y los hidrogeles con la de los NGs en dispersion, se definio el factor de
hinchamiento () en peso para los films e hidrogeles, y volumétrico para los NGs, segun las
ecuaciones 3.6 y 3.7 definidas en el Capitulo 3. Por otro lado, la capacidad de hinchamiento se
definié como el cociente volumétrico para NGs y gravimétrico para parche e hidrogel, entre el

sistema hinchados (20 °C) y el sistema colapsado (55 °C).

Ademas, se estudié la velocidad de respuesta térmica de los tres materiales por DSC,

utilizando un equipo Q2000 de TA Instruments en el Laboratorio de Andlisis Térmicos (LAT) de
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INTEC. Las muestras humedas de 9-10 mg se analizaron utilizando una capsula de aluminio
(Tecnologia TZero). Las mediciones se llevaron a cabo en un rango de temperaturas de 10 a

80 °C, con una velocidad de calentamiento variable entre 0.5 y 5 °C/min bajo atmdsfera de No.
5.2.2.3. Citotoxicidad

La citotoxicidad de los materiales se evalué midiendo el contenido de adenosin trifosfato
(ATP) en fibroblastos dermales humanos luego de 48 hs de exposicion a una dispersion de NGs
B2 y NGs S9 y a extractos de hidrogel de PVCL, empleando el ensayo de viabilidad celular por
luminiscencia CellTiter-Glo® (Promega). El ensayo directo con los NGs se realizé empleando el
mismo protocolo descrito en el Capitulo 2. Por su parte, para realizar el ensayo de contacto
indirecto con los hidrogeles se incubaron las muestras con 1 mL de medio de cultivo a 37 °C por
48 hs. Por otro lado, se sembraron las células en un plato de 96 wells, 100 uL en cada well con
una concentracion de 10° cel/mL (10* cel/well) y se incubaron durante la noche a 37 °Cy 5 %
CO.. Luego se reemplazo el medio de las células de cada well por 100 yL de medio con diferentes
porcentajes del medio incubado con la muestra. Se incub6é 48 hs a 37°C y 5 % CO,, vy
nuevamente se renovo el medio con una solucion del reactivo. El protocolo continué igual que

para los ensayos de contacto directo.

5.2.2.4. Carga y liberacion de OVA

La carga de las plataformas se realiz6 tal como se muestra en la Figura 5.3. En el caso
de los NGs de PVCL, se empled el procedimiento descrito en la seccion 2.2.3.6 del Capitulo 2.
Para ello, se partié de los NGs liofilizados, los cuales fueron redispersados en una solucién de 4
mg/mL de OVA a una concentracion final de NGs de 5 mg/mL. Luego de la incubacién por 48 hs
a 4 °C, los NGs cargados se separaron de la OVA libre por ultracentrifugacién en un tubo

VIVASPIN con membrana de 300 KDa (Figura 5.3a).

Para cargar el hidrogel se partié de los discos secos y se los incubd en una solucién de
OVA de 17 mg/mL durante 48 hs a 4 °C. Los hidrogeles cargados se separaron de la OVA libre

extrayendo el hidrogel de la solucién (Figura 5.3b).
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Para realizar la carga del parche formado a partir de los NGs bifuncionales se utilizo el
procedimiento descripto en la seccion 4.2.3 del Capitulo 4. Para ello, se procedié al secado de
la dispersion de NGs S9 conteniendo la OVA disuelta en los moldes de jeringa de 1 cm de

diametro, tal como se muestra en la Figura 5.3c.

c) NGs
bifuncionales
Parche
(%

Procesode | # N

formacion de
film

NGs liofilizados ‘

Hidrogel seco =+ 4 ° 8 h
Figura 5.3. Protocolos de carga de OVA en los NGs de PVCL (a), el hidrogel de PVCL (b)

y el parche (c).
En el caso de los NGs de PVCL vy el hidrogel de PVCL se calcularon la EE y la LC
mediante las ecuaciones 2.4 y 2.5 del Capitulo 2. Para ello la concentracién de OVA libre en la
solucion después de la carga de estas plataformas se determind por espectroscopia UV-VIS

empleando el area del pico correspondiente.

La liberacion in vitro de la OVA desde los diferentes sistemas se realizd por exposicion
en buffer PBS. Debido a que los sistemas estudiados son termosensibles, la liberacion se estudio
a dos temperaturas: a 25 °C, temperatura ambiente y por debajo de la VPTT de los sistemas; y

a 37 °C, temperatura corporal y por encima de la VPTT.

o,
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En los sistemas macroscopicos, como el hidrogel y el parche bifuncional, la liberacion se
realizé por inmersion del sistema cargado en 2 mL de PBS, tal como se muestra en la Figura
5.4a. Mientras que para los NGs fue necesario el empleo de un sistema mas complejo que
mantenga separado los NGs del buffer, de manera que la presencia de NGs no interfieran en la
determinacion de la concentracion de la OVA liberada. Para ello se emplearon tubos Float-A-
Lizer G2, dotados de una membrana de 300 KDa con capacidad de 1 mL y un contenedor de
buffer con 6 mL de capacidad (Figura 5.4b). La liberacion se realizé a lo largo de una semana en
todos los casos y se tomaron muestras con reposicién del medio de liberacién a intervalos de

tiempo regulares.

L b) Jj
O \ /vNGs

Contenedor de
buffer (6 mL)

N

—>

— PBS (2 mL) _, Tubo de membrana
de 300 KDa (1 mL)

——J— Hidrogel/Parche

\__/ —— Agitador magnético

Figura 5.4. Ensayo de liberacion a partir del hidrogel y el parche (a) y de los NGs (b).

La estructura secundaria de la OVA se determind mediante Dicroismo Circular (CD),
empleando un espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco, Gross-Umstadt, Alemania) utilizando
cubetas Suprasil de cuarzo de 0.2 mm de longitud (Hellma, Millheim, Alemania). EI CD es una
técnica espectroscopica de absorcion que provee informacién acerca de la estructura de
macromoléculas bioldgicas. Este estudio se realizé para determinar si la estructura secundaria
de la OVA es modificada al ser cargada y liberada por los distintos sistemas estudiados en este

capitulo.

5.2.2.5. Penetracion en piel humana

Para determinar la capacidad de las diferentes plataformas en estudio de facilitar la

liberacion tépica y posterior penetracion en piel de una proteina inmunogénica, se realizaron

()
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ensayos de penetracién en piel humana de estos sistemas cargadas con OVA y esterilizados.
Para ello, se empled piel ex vivo siguiendo el procedimiento descripto en la seccion 4.2.7 del
Capitulo 4. Las biopsias, intactas o tratada con tape stripping (un modelo validado de piel
deficiente en barrera'®) se trataron topicamente con OVA en PBS, como grupo control, y con
cada una de las plataformas de PVCL cargadas con OVA segun el ensayo. Luego, se expusieron
a una rampa de temperatura durante un periodo de incubacion de 6 hs (30-37 °C).
Posteriormente, las biopsias de piel se congelaron rapidamente, se seccionaron
transversalmente y se tifieron inmunohistoquimicamente para detectar la presencia de OVA.

Cada experimento se repitio tres veces, empleando las biopsias detalladas en el Capitulo 4.

Se realizaron dos estudios: uno en el cual se empled la misma cantidad de OVA en los
tres sistemas (0.125 mg), y otro donde se empled la misma relacion OVA/polimero en los tres
sistemas (10 %). En la Tabla 5.2 se muestran las condiciones empleadas en cada grupo de
ensayos.

Tabla 5.2. Cantidad de OVA vy relacion OVA/polimero empleadas en los ensayos de

penetracién en piel humana.

Experiencia OVA OVA OVA
(mg) pollmero (mg) pollmero (mg) pollmero

Ensayos con igual

cantidad de OVA 0.125 0.004 0.125 30 0.125 0.003
Ensayos con igual

relacién OVA/polimero = 1o 0.05 10 4 10

5.3. Resultados y Discusiones

La fase capaz de alojar la proteina, protegerla y liberarla esta compuesta por el mismo
polimero en los tres sistemas (PVCL) y la relacion mondmero/entrecruzante es la misma. En este
contexto, la variable mas destacada entre los sistemas es la estructura y la morfologia. A partir

de este estudio se podra inferir la influencia de estos factores en el desempeno de una plataforma

()

termosensible como sistema de liberacién dermal de proteinas.
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5.3.1. Estructura de las plataformas

La dimension de un sistema de liberacion, asi como también su arquitectura y porosidad
constituyen factores determinantes en la respuesta térmica y en la cinética de liberacion de un
analito. Por este motivo se estudié la composicion estructural de los tres sistemas. La Figura 5.5
muestra imagenes de microscopia SEM para el hidrogel y el parche bifuncional, y de TEM para
los NGs de PVCL. Se puede ver que el hidrogel tiene una estructura reticulada con un tamarno
de poro en el rango de 15-30 ym (Figura 5.5a). Por otro lado, tal como se esperaba, los poros de
NG no son visibles por TEM, pero a pesar de eso puede observarse su morfologia esférica y su
estrecha distribucion de tamafios (Figura 6.5b). La imagen SEM del parche muestra una pelicula
completamente fusionada con pequefos poros en la superficie que no superan un tamafo de
2 um de diametro. Esta imagen evidencia la buena capacidad de formacién de pelicula de los

NGs bifuncionales (Figura 5.5c).

L AW T ey g T

Figura 5.5. Imagenes de microscopia de las plataformas estudiadas: hidrogel de PVCL
(a), NGs de PVCL (b) y parche (c).
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Los tres sistemas estudiados difieren notablemente en sus superficies expuestas. El
tamano pequefo de los NGs de PVCL y bifuncionales, de 157 y 393 nm respectivamente a 37
°C, constituye una ventaja de estos sistemas para la transferencia de masa en el proceso de
carga Yy liberacién de la proteina. Sin embargo, la rapida evaporacién promovida por la gran area
expuesta puede limitar el empleo de estos materiales en una aplicacion dermal donde se necesita
un tiempo de liberacién prolongado, lo que pone en ventaja al hidrogel macroscépico. Por otro
lado, la hidratacién del SC generada por la aplicacién de un material con alto contenido acuoso
constituye el método mas seguro y mas ampliamente utilizado para aumentar la penetracion en
piel de moléculas tanto hidrofilicas'?' como lipofilicas.'??> Ademas, el efecto oclusivo de un
sistema macroscopico como el hidrogel y el parche mejora la penetracion debido a un aumento
de hidratacion.'? Asimismo, el tamafio de poro mas pequeiio en el parche podria conducir a una
oclusién mas eficiente que el hidrogel, cuyo tamafio de poros es considerablemente mayor. En
este contexto, se espera que el parche combine las ventajas de los hidrogeles y NGs, obteniendo
en un mismo sistema una respuesta térmica rapida y un buen control de la liberacion

caracteristicos de los NGs y el efecto oclusivo de un film.

5.3.2. Respuesta térmica de las plataformas

Debido a que la respuesta térmica de un gel estda muy relacionada con la cinética de
difusién de las moléculas de agua dentro de la matriz polimérica, es importante estudiar como
influye la estructura en esta propiedad. Mas aun cuando se trata de sistemas de liberacion
controlada por temperatura, donde la respuesta térmica del sistema es la responsable de que el
sistema sea capaz de alojar y proteger su carga para liberarla a la temperatura oportuna. La
PVCL se encuentra entrecruzada en los tres sistemas y la estructura tridimensional resultante
sufre un cambio de volumen reversible entre los estados hinchado y colapsado. La presencia de
ambos estados en las tres plataformas se puede corroborar en la Figura 5.6, donde se muestra
la variacién del factor @ en funcion de la temperatura, y los valores de VPTT de los sistemas

investigados se muestra en la Tabla 5.3.
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Las tres plataformas presentan una transicion térmica amplia, que corresponde a la
separacion de fases de PVCL a su LCST." Las transiciones practicamente coinciden entre los
sistemas y cubren casi todo el rango de temperatura analizado (de 25 a 45 °C); y la temperatura
de transicién (temperatura a @(T) = 0.5), esta en todos los casos entre 31 y 32 °C. La razén del
amplio rango de transicion puede estar relacionada con la amplia distribucion de pesos
moleculares de las cadenas de PVCL dentro de las estructuras de los geles. Teniendo en cuenta
que la LCST de la PVCL varia con el peso molecular, diferentes longitudes de cadena presentes
en las plataformas producen una contraccion progresiva con el aumento de la temperatura. Este
comportamiento también se puede observar en estudios previos de NGs basados en PVCL,
donde al aumentar el contenido del entrecruzante y emulsificante, se obtuvieron rangos mas

amplios de transiciones®'.

a) b) Hinchado (20 °C) | Colapsado (55 °C)
O Hydrogel PVCL | Hidrogel
. =, 4 NGsPVCL
R— 1 ...... n® ® Parche

l g
0.0 . . . 2 — — @*ﬂ Ini

T (°C)

e

Figura 5.6. Respuesta térmica del hidrogel de PVCL, los NGs de PVCL y del parche (a);

e imagenes de los sistemas en estado hinchado y colapsado (b).

Tabla 5.3. VPTT y capacidad de hinchamiento.

VPTT capacidad de

hinchamiento
Hidrogel 31.7 520 + 10
NGs PVCL 31.4 1887 + 20
NGs bifuncionales 32.0 2079 £ 30
Parche 32.0 446 + 13
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Se puede observar que la capacidad de hichamiento de los NGs bifuncionales es similar
a la de los NGs de PVCL. Esto concuerda con la similitud en la contraccion de ambos sistemas
manifestada mediante DLS (Figura 5.7), con variaciones en el D de 100 nm para NGs de PVCL
y 169 nm para los NGs bifuncionales entre la temperatura ambiente y 37 °C. Por otro lado, la
capacidad de hinchamiento en el parche es similar y comparable a la del hidrogel (alrededor de
4 veces menor que las dispersiones de NGs). Es importante destacar que las temperaturas de
transicion de las tres plataformas son apropiadas para una aplicacion de liberacién transdermal,
ya que la temperatura de la piel es de 32 °C en la superficie y aumenta constantemente con una

profundidad creciente.'?*
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Figura 5.7. Distribuciéon de DLS en intensidad (Int) y volumen (Vol) a 25 y 37 °C de los

NGs de PVCL (a) y los NGs bifuncionales (b).

Durante la transicion de fase volumétrica de las redes de PVCL, los puentes de hidrégeno
formados entre la PVCL y el agua se rompen generando un pico endotérmico detectable por
DSC.'%126 | a presencia de este pico permite determinar la VPTT de los sistemas tanto
macroscopicos como nanométricos empleando el mismo método de caracterizacion. En este

contexto, mediante el analisis por DSC de los tres sistemas hidratados en agua, se estudio
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cualitativamente la velocidad de respuesta térmica de los sistemas. Para ello se realizaron
rampas de calentamiento de 10 a 80 °C, empleando diferentes velocidades (0.5, 1, 3y 5 °C/min).
El valor de la VPTT se considerd como el valor minimo del pico endotérmico. A modo de ejemplo,
en la Figura 5.8 se muestran las curvas de DSC obtenidas para el hidrogel. Se puede ver como
a medida que se aumenta la velocidad de calentamiento, el valor de VPTT aumenta. Esto se
debe a que la estructura polimérica tiene menos tiempo para realizar el cambio volumétrico.
Justamente, esta variacion entre los valores de VPTT con la velocidad de calentamiento dan

informacion de la velocidad de respuesta térmica del material.
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Figura 5.8. Curvas de DSC obtenidas para una muestra de hidrogel de PVCL hidratada,

a distintas velocidades de calentamiento.

En la Figura 5.9 se muestra la VPTT en funcion de la velocidad de calentamiento para los
tres sistemas. El sistema que presentd mayor variacién de la VPTT (pendiente de la recta) fue el
hidrogel, seguido por los NGs de PVCL y el parche. Estos resultados sugieren que el parche
responde frente a los cambios de temperatura con una velocidad similar a los NGs de PVCL,
pero mas rapidamente que el hidrogel de PVCL. Cabe aclarar que al tratarse de un ensayo

dinamico los valores de VPTT no son comparables con lo observado por otras técnicas, donde
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se dej6 a los sistemas un tiempo prudente a cada temperatura para que alcancen el estado de

hinchamiento de equilibrio.

Hidrogel
44- - NGs PVCL
424 -+ Parche
0.4498 + 0.05547

o 401 /’ 1.186 + 0.1837
E 38 0.8711 +0.1827
> 36- o

3] ®

32 . . :
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Figura 5.9. Valores de VPTT en funcién de la velocidad de calentamiento empleada en la

medicion por DSC para los tres sistemas.

5.3.3. Citotoxicidad de las plataformas

Un factor importante que hace a la PVCL muy atractiva para aplicaciones biomédicas es
que presenta mejor tolerancia celular en comparacion con otros polimeros termosensibles.'’
Aunque los tres sistemas estan basados en PVCL, la presencia de cargas superficiales, de los
comonomeros acrilicos en los NGs bifuncionales y de los posibles restos del proceso sintético
(por ej., monoémeros y emulsificante) pueden afectar esta propiedad. En este contexto, se evalué
la citotoxicidad de los tres sistemas en fibroblastos dermales humanos. Para ello, se realizaron
estudios de contacto directo para los NGs (NGs de PVCL y NGs bifuncionales) y de contacto

indirecto en el hidrogel.

La Figura 5.10 muestra los resultados de viabilidad relativa de los fibroblastos luego de
48 hs de incubacion con el extracto de hidrogel (Figura 5.10a) y con los NGs (Figura 5.10b). Los
resultados del ensayo indirecto muestran que cuando se reemplazé el 100 % del medio celular
con el extracto del hidrogel se obtuvo un valor de viabilidad celular de 97 %. Por otro lado, los
porcentajes de viabilidad celular fueron del 99 % y 84 % luego de la incubacion con los NGs de

PVCL (B2) y NGs bifuncionales (S9) respectivamente, cuando se emplearon las concentraciones
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mas altas de NGs (5 mg/mL) (Figura 5.10b). La leve disminucién de la viabilidad celular cuando
se incubd con los NGs bifuncionales es posiblemente debido a la presencia de una mayor
cantidad de carga negativa por la presencia de acido acrilico. Estos resultados confirmaron que
los tres materiales son bien tolerados por los fibroblastos dermales humanos, mostrando todos

ellos una viabilidad celular superior al 75 % en la concentracién mas alta ensayada.
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Figure 5.10. Viabilidad relativa de fibroblastos dermales humanos después de 48 hs de
exposicion a extracto de hidrogel (a) y diferentes concentraciones de NGs de PVCL y NGs
bifuncionales (b).

5.3.4. Carga y liberacion controlada de OVA

En la Figura 5.11 se muestra la capacidad de carga de OVA (LC) y las eficiencias de
encapsulacion (EE) de los tres sistemas. Cabe recordar que la LC se refiere a la masa de OVA
cargada por unidad de masa de polimero. Mientras que la EE cuantifica el porcentaje de masa
de OVA incorporado en el sistema polimérico con respecto a la masa total de OVA afiadida al
momento de la carga. También deben tenerse en cuenta las diferencias entre los procesos de
carga de cada sistema al interpretar estos resultados. En los NGs e hidrogeles de PVCL, la OVA
no encapsulada se separ6 de los sistemas cargados y, por lo tanto, contienen solamente la
proteina incorporada dentro de la matriz termosensible de PVCL. En el caso del parche, la masa
total de proteina afiadida a la dispersion de NGs queda disponible en el parche final, ya que no

hay una etapa de separacion previa al secado (Figura 5.3).
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Como era de esperar, los NGs de PVCL poseen el mayor valor de LC, incorporando casi
toda la OVA anadida (EE = 94 %). Esto se debe a que es el sistema con mayor area superficial
y en el que se emplea la menor cantidad de polimero en la aplicacion. Por otro lado, el parche
demostré un EE de 100 %, debido al método especifico utilizado para cargar OVA en este
sistema. Aqui, la proteina se incubd con la dispersion de los NGs bifuncionales, que luego se
usaron para formar el parche sin separacion de la OVA no encapsulada. Por lo tanto, toda la
proteina cargada permanece en el parche después de la evaporacién del agua, donde una
fraccién de OVA se incorpora dentro de la estructura de los NGs y el resto puede permanecer en

los espacios intersticiales entre los NGs en la pelicula.

Por ultimo, el hidrogel presenté la EE mas baja, probablemente debido a la menor relacion
superficie/volumen del sistema. La concentracién final de OVA por polimero (LC) fue, sin
embargo, similar a la observada en el parche bifuncional. Este resultado se debe a que en los
sistemas macroscépicos se emplean cantidades de polimero muy superiores a las empleadas
en las dispersiones de NGs, y como la cantidad de proteina cargada es similar en los tres
sistemas, el cociente de LC resulta menor para los sistemas macroscépicos y mayor para los

NGs.
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Figura 5.11. Capacidad de carga (LC) y eficiencia de encapsulacién (EE) de OVA de los
diferentes sistemas estudiados.

En la Figura 5.12 se muestra el perfil de liberacion de OVA en PBS de los tres sistemas

a 25y 37 °C. Se observd una mayor magnitud y velocidad de liberacion de OVA a 37 °C,

probablemente como consecuencia de la fuerza impulsora creada por el colapso de la red

(=)
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polimérica de PVCL. Los NGs de PVCL presentaron la mejor retencion de proteinas a 25 °Cy la
mayor liberacion a 37 °C (Efecto On-Off). Por el contrario, la diferencia en la liberacion de
proteina a partir de los hidrogeles a las dos temperaturas fue menos evidente. El parche
bifuncional presentd un comportamiento intermedio, donde la liberacion de OVA es
considerablemente mayor tras el colapso de los NGs provocado térmicamente a 37 °C. Este
comportamiento variable podria ser una consecuencia de la ubicacién de la proteina cargada

dentro de los sistemas investigados.

Como los NGs de PVCL se separaron de la proteina no cargada, la OVA solo estuvo
presente dentro de la matriz de los NGs al momento de la liberacién. En este escenario, la
retencion o expulsion de OVA esta influenciada principalmente por los cambios de volumen que
experimentan los NGs con el cambio de temperatura. Como se describié previamente, en el
parche, la OVA se reparte entre la estructura de los NGs y los espacios intersticiales de la
pelicula. Aqui, la fraccion de OVA cargada dentro de las estructuras de NGs deberia ser mas
susceptible a la liberacion inducida por la temperatura, desencadenada por el colapso de los
NGs. Por su parte, la fraccion de OVA presente en los espacios intersticiales del parche podria
liberarse a 25 °C, ya que no tiene que difundirse a través de las redes PVCL reticuladas. En los
hidrogeles, aunque la OVA no cargada fue separada de los hidrogeles cargados, la liberacién de
proteina fue importante a 25 °C. Esto podria ser un indicio de que una gran fraccién de la OVA
se adsorbe a la superficie del hidrogel, y de esta forma la difusién es independiente de la
temperatura. Este resultado concuerda con el trabajo publicado por Zhang y sus colaboradores,

en el que se investigo la liberacion de BSA a partir de hidrogeles de poli(N-isopropilacrilamida).'?®

Los espectros de CD de la OVA liberada por los tres sistemas se compararon con el
obtenido a partir de la solucion de OVA original (Figura 5.12.d). La estructura secundaria de la
OVA se mantuvo intacta después de la carga y liberacién en todos los sistemas investigados.
Por lo tanto, se espera que la competencia terapéutica de la proteina cargada se pueda mantener

en una aplicacién dérmica.

()
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Figura 5.12. Liberacion de OVA en PBS desde el hidrogel (a), los NGs de PVCL (b), y el

parche (c). Estructura secundaria de la OVA liberada por los tres sistemas (d).

5.3.5. Penetracion en piel de la OVA aplicada con las tres plataformas

Para una aplicacién eficiente en inmunizacion transdermal, los sistemas deben ser
capaces de suministrar agentes terapéuticos a las regiones inmunocompetentes de la piel. Esto
requiere la penetracion mas alla del SC. Por ese motivo, es de interés estudiar la capacidad de

estos tres sistemas para facilitar la penetracion de OVA en la piel humana.

Los resultados de los ensayos se muestran en la Figura 5.13, donde se observan los
cortes transversales de las biopsias luego de la incubacién con los diferentes sistemas y la
posterior tincion. Se presentan dos imagenes para cada ensayo. En la imagen de la izquierda se
muestra el mapa de temperatura donde se ve la distribucién de intensidades de color en funcion
de la concentracion de OVA y en la imagen de la derecha la superposicion de las imagenes de

tincion con DAPI (azul) y anti-OVA (rojo).

Se puede observar en la Figura 5.13a que la aplicacién de la solucion de OVA sobre la

piel intacta no generd penetracion del SC de la proteina; mientras que en la piel tratada con tape
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stripping la OVA quedé retenida en el SC. Al comparar las Figuras 5.13b y 5.13c puede verse en
todos los casos que al aumentar la OVA cargada en los sistemas se produjo un aumento en la

cantidad de proteina liberada en la piel.

En las imagenes de la Figura 5.13b se muestran los ensayos donde se cargé la misma
cantidad de OVA en todos los sistemas. La aplicacion del hidrogel mostré liberar una pequefa
cantidad de OVA en el SC de la piel intacta, mientras que en la piel deficiente de barrera se
observo la penetracion de una pequefia cantidad de OVA en la epidermis tardia (Figura 5.13bi).
Por otro lado, los NGs B2 liberaron grandes cantidades de OVA en todo el SC de la piel tratada
con cinta adhesiva, con una tincion decreciente y mas profunda dentro de la epidermis (Figura
5.13bii). La penetracion de OVA para la piel intacta se limitd en gran parte al SC. En particular,
el SC de estas biopsias parecia alterado (hinchado) en comparacién con otras crio-secciones
tratadas tépicamente. Esto puede deberse a la alta hidratacion local producida por los NGs y su
posible penetracion. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos mediante la
administracion topica de proteinas mediada por otros NGs termosensibles. Por ejemplo, NGs de
poli(N-isopropilacrilamida) o poliglicerol han demostrado ser capaces de suministrar proteinas de
150 kDa mas alla del SC en piel deficiente de barrera, gracias a la liberacion controlada por la
temperatura y la hidratacion local de los NGs que interrumpe la estructura ordenada del SC
haciéndolo mas permeable.%®'"® En el futuro, seria de interés analizar si los NGs de PVCL

inducen interrupciones similares en el SC y si ellos mismos pueden penetrar en la epidermis.

En contraste con los hidrogeles, los parches bifuncionales produjeron una penetracion
significativa de OVA en la epidermis con una tincion muy extensa dentro del SC tanto para las
biopsias de piel intacta como de piel deficiente de barrera (Figura 6.13biii). Esta mejora en la
penetracién en piel de la proteina a partir del parche con respecto a los otros sistemas, podria
corresponder a una liberacion controlada de la proteina con la temperatura sumada a la
naturaleza oclusiva de la aplicacion topica del parche, que ha demostrado mejorar la hidratacion

de la piel y la posterior penetracion de macromoléculas.'??
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El estudio realizado con la misma relacion OVA/polimero dio como resultado una mayor
profundidad de penetracion y cantidad de proteina liberada en los sistemas donde el contenido
de proteinas es mayor: el parche y el hidrogel. Este resultado es evidente en piel deficiente de
barrera, mientras que en la piel intacta puede verse una penetracion mas eficiente empleando el
parche. Finalmente se resalta que estos ensayos demostraron que el sistema que permitié una
mejor penetracion en piel intacta como deficiente de barrera fue el parche formado a partir de los

NGs bifuncionales.

a) OVA en PBS (4mg)

Stripped

b) Cargados con la misma cantidad de OVA (0.125 mg)
Hidrogeles (i) NGs de PVCL (ii) Parche (iii)

/ -

Cargados con la misma relacién OVA/polimero (10 %)

Intacta

Stripped

(2]
~—

Hidrogeles (j) NGs de PVCL (i) Parche (iii)
3,3 mg OVA 0,05 mg OVA 4 mg OVA

Intacta

Stripped

Figura 5.13. Resultados del ensayo de penetracion en piel humana realizado empleando

una solucién de OVA con 4 mg/mL (a), igual cantidad de OVA cargada en los tres sistemas

(b) e igual relacion OVA/polimero en los tres sistemas (c).
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5.4. Conclusiones

En este Capitulo, se comparé el desempeno de los NGs bifuncionales como sistema de
liberacion dermal con el hidrogel y los NGs de PVCL puros. Las tres variaciones estructurales
consistieron en un hidrogel de PVCL con un tamafio de poro en el rango de 15-30 ym, NGs de
PVCL con un diametro colapsado promedio de 157 nm y un parche obtenido a partir de NGs
bifuncionales de PVCL/acrilico con diametro promedio colapsado de 393 nm y con capacidad de
formacion de pelicula. Aunque los tres sistemas fueron sintetizados por diferentes estrategias,
sus parametros de sintesis se ajustaron para otorgarles caracteristicas similares de respuesta
térmica. Los tres sistemas fueron capaces de cargar OVA, siendo los NGs de PVCL los que
mostraron la mayor capacidad de carga debido a su mayor area superficial. También se observé
una liberacién de OVA desencadenada por temperatura, donde se lograron velocidades de
liberacion in vitro mas elevadas cuando la temperatura del medio estuvo por encima de la
temperatura de transicion del sistema estudiado. La integridad estructural de la OVA no se vio

afectada por la carga y la liberacién en los sistemas investigados.

En los estudios realizados sobre la capacidad de entrega de proteinas mas alla del SC
en biopsias de piel humana, se observé que los tres sistemas fueron eficientes en comparacion
con la aplicacion de OVA en solucion en PBS. Los NGs de PVCL solo mostraron una penetracion
de proteinas en la piel deficiente de barrera, siguiendo el comportamiento de otros NGs
termosensibles reportados. La aplicacion de los hidrogeles dio como resultado una pequefa
penetracién de OVA en la epidermis tardia de la piel intacta y deficiente de barrera. Los parches
bifuncionales parecieron lograr una mayor cantidad de administracion de OVA a la epidermis
tanto en la piel intacta como en la piel tratada con cinta adhesiva. Las diferencias en la capacidad
del sistema para administrar OVA a las capas mas profundas de la piel podrian estar
relacionadas con sus areas superficiales y su capacidad para contraer y expulsar la proteina
cargada en respuesta a un cambio de temperatura, generando un estimulo de penetracion
adicional. Estas propiedades favorecen a los NGs y al parche bifuncional, donde las plataformas

de proteinas se basan en un sistema de nanoparticulas, respecto del hidrogel.
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Teniendo en cuenta la alteracion del SC causada por la aplicacion tépica de NGs de PVCL
cargados de OVA y la mayor penetraciéon de OVA en piel intacta que presento6 el parche, se
puede inferir que la plataforma basada en NGs bifuncionales resulta un buen candidato como

sistema de inmunizacién transdérmica.
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6.1. Introduccion

Una vacuna normalmente esta constituida por un inmundégeno (en este caso una proteina
inmunogénica) y un adyuvante. La proteina inmunogénica es la encargada de inducir una
respuesta inmunoldgica especifica y los adyuvantes son sustancias que al administrarlos de
forma simultanea con el inmundgeno generan una respuesta inmunolégica mas efectiva. Ademas
de potenciar la respuesta inmunoldgica, los adyuvantes pueden usarse para redirigirla con el
propodsito de obtener el perfil de respuesta deseado. El analisis de los componentes
inmunoldgicos generados por una vacuna es muy importante para determinar si se indujo una
respuesta solamente humoral, o bien humoral y celular, ya que para cada patogeno los
requerimientos pueden ser diferentes. Es por ello que contar con herramientas que permitan
determinar la participacion de componentes humorales y celulares es esencial para optimizar la

respuesta.

La cuantificacion de los isotipos de anticuerpos IgG1 e IgG2a en ratéon permite realizar
una primera aproximacion sobre la respuesta humoral involucrada. El isotipo IgG1 esta mas
asociado con una respuesta neutralizante no inflamatoria, mientras que el isotipo IgG2a se
relaciona mas con una respuesta inflamatoria con activacion del complemento y de los
fagocitos.'?® De esta manera, conociendo la relacién IgG2a/lgG1 se puede evaluar si la respuesta
estd mas orientada a la generacion de anticuerpos inflamatorios (IgG2a/lgG1 mayor a 1) o

neutralizantes (IgG2a/lgG1 menor a 1).

Para determinar la potencialidad de los NGs bifuncionales desarrollados en esta Tesis
como sistema de vacunacion transdermal es necesario evaluar su capacidad de inducir
respuesta inmunologica en un modelo in vivo. Es por ello, que en este Capitulo se investigo la
aplicacion de los NGs bifuncionales en ratones de la cepa BALB/c, como dispersiéon con
formacion de una pelicula directamente sobre la piel (in situ) y como un parche preformado. Con
estos ensayos se pretende realizar una primera aproximacion del perfil de respuesta generado y
evaluar la posibilidad de redireccion de la respuesta inmunolégica mediante el empleo de un

adyuvante. Se empled OVA como inmundgeno y saponina (SAP) “Quil A” como adyuvante. La
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SAP es un extracto acuoso de la corteza de Quillaja saponaria Molina ampliamente empleado
como adyuvante en vacunas veterinarias,'*'3! e incluso se ha demostrado que su utilizacién

potencia la respuesta de vacunas administradas por las vias mucosales.'?

6.2. Trabajo experimental

6.2.1. Materiales

La Tabla 6.1, contiene la descripcién de los reactivos que se utilizaron a lo largo del
trabajo experimental del presente Capitulo. Todos los reactivos se utilizaron como fueron
recibidos sin ninguna purificacion adicional. El agua empleada a lo largo de todo el trabajo fue

destilada y desmineralizada (DDI).

Tabla 6.1. Descripcion de los reactivos empleados durante el trabajo experimental

Reactivo Abreviatura Funcién Proveedor Pureza
Albumina de huevo OVA Proteina inmunogénica Aldrich 98 %
Saponina (Quil A) SAP Adyuvante Brenntag -
Ketamina KT Anestésico Holliday-Scott -
Xilamina Xi Sedante Farmavet -

6.2.2. Modelo in vivo

Se trabajé con modelo murino empleando a los NGs S9 como plataforma de vacunacion.
Se estudié la influencia de dos parametros sobre la respuesta inmunoldgica: el método de

aplicacion de los NGs bifuncionales y la inclusién de SAP como adyuvante.

Los estudios incluidos en este Capitulo se realizaron en colaboracién con el Laboratorio
de Tecnologia Inmunoldgica (Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas, FBCB-UNL). Se
emplearon ratones hembra de la cepa BALB/c de 6 semanas de edad, adquiridos en la Facultad
de Ciencias Veterinarias-UNL (Esperanza, Santa Fe). Los animales se mantuvieron en el bioterio
de Inmunologia Basica y Laboratorio de Tecnologia Inmunolégica (FBCB-UNL), en condiciones
controladas de luz y temperatura, y con agua y alimento ad libitum. Todos los protocolos

experimentales se llevaron a cabo en conformidad con las normas éticas internacionales para
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animales de experimentacién (“Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” del
National Research Council de los Estados Unidos de Norteamérica, afio 2011) y fueron
aprobados por el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Investigacién (CAESI) de la FBCB-

UNL.

6.2.3. Inoculaciones
El desempefio de la plataforma basada en los NGs bifuncionales de PVCL/acrilicos, como

sistema de vacunacion transdermal, se estudié mediante su aplicacion in vivo de dos maneras:

a) como un parche preformado, donde se formé una pelicula empleando 0.4 mL de la
dispersion S9 en molde de jeringa de 1 cm de didmetro (Figura 4.2); y
b) como pelicula formada in situ, donde se aplicé directamente sobre la piel del ratdén

10 yL de la dispersion S9.

En los dos casos la dispersién S9 se cargdé con 1 mg de OVA. Ademas, en el caso de la
inoculacion mediante el parche preformado se evalud la incorporacién de SAP como adyuvante,

el cual se incorporoé a la dispersién previo a la formacién de la pelicula en el molde.

La inoculacion de los ratones se realizo siguiendo el protocolo expuesto en la Figura 6.1.
En primer lugar, se anestesiaron los ratones con 100 uL por ratén de suero fisioldgico
conteniendo Ketamina (53 %) y Xilazina (13 %) (Figura 6.1a). Una vez dormidos, se utilizaron
tijeras quirurgicas para cortar el pelo de la parte trasera baja (Figura 6.1b). Luego se aplico la
crema depilatoria Depimiel® para remover completamente el pelo, dejando la zona
perfectamente depilada (Figura 6.1c-d). Antes de la aplicacion de los NGs se pas6 un algodon
con alcohol para remover la crema depilatoria sobrante y se realizaron 6 tape stripping para
remover parte del SC y favorecer la penetracion del inmunégeno (Figura 6.1f). Después de 12 hs
de realizada la depilacion, se procedié a inocular los ratones con los parches preformados, los
cuales se aplicaron y se sujetaron con una cinta impermeable Adhesur®, para asegurar la
permanencia en el sitio de liberacion e impedir la evaporaciéon del agua (Figura 6.1g-h). Fue

necesario realizar una segunda aplicacion de cinta para asegurar la permanencia del parche en

=)
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contacto con la piel (Figura 6.1i). Los parches se mantuvieron aplicados durante 24 hs. Por otra
parte, la aplicacion in situ se realizd al momento de finalizar la depilacion aprovechando la
anestesia, para que la inmovilidad de los ratones permita una eficaz formacién del film (Figura

6.1j).

2) Corte de pelo con tijera

1) Inyeccion sedante 7

3) Crema depilatoria

4) Tape-stripping (x6)

5) Aplicacion del Parche
Parche preformado (12 hs después) In situ (en el momento)

Figura 6.1. Metodologia empleada para la inoculacién de los ratones.
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En la Tabla 6.2 se presentan los experimentos de inoculacion, especificando la cantidad
de OVA y SAP empleada para cada grupo, el método de aplicacion del parche (preformado o

formado in situ) y la cantidad de ratones en cada grupo (n).

Tabla 6.2. Experimentos de inoculacién para evaluar la respuesta inmunoldgica in vivo.

Grupo OVA (mg SAP (mg Aplicacion
- Preformado
0.2 Preformado
0.5 Preformado
1 Preformado
- In situ

= In situ

A DD oOob 0=

En el caso del parche preformado, el film obtenido se encuentra seco luego de atravesar
todas las etapas del proceso de formacién de film y, por lo tanto, es necesario hidratarlo antes
de su empleo. Para ello, 2 horas antes de la aplicacion los parches se hidrataron con 100 pL de
PBS y se incubaron a 4 °C. La Figura 6.2 muestra una foto de un parche preformado antes y
después de su hidratacion. Particularmente en el grupo 4, en lugar de PBS, los parches se
hidrataron con 100 pL de una solucién de SAP en PBS de 5 mg/mL (0.5 mg de SAP). De esta
forma, los parches de este grupo se cargaron con 1 mg de SAP, 0.5 mg al momento de formar
el parche (como en el grupo 3) y 0.5 mg durante el proceso de hidratacion (Tabla 6.2). Se espera
que la SAP agregada en el segundo paso esté mas disponible para generar un proceso de

irritacion que facilite la entrada de la OVA.

Figura 6.2. Parche empleado para la inmunizacién antes y después del proceso de

hidratacion.

(=)
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En todos los grupos se aplicé el esquema de inmunizacion presentado en la Figura 6.3,
administrando tres dosis separadas por 15 dias. Cada inoculacion consistié en la aplicacién del

parche durante 24 hs.

lera Inoculacion 2da Inoculacion 3era Inoculacion
| | | | | | |
2 semanas 2 semanas 2 semanas
24 h 24 h 24 h

I ! |

Extraccion de plasma

Figura 6.3. Esquema de inmunizacion empleado.

6.2.4. Extracciéon de plasma

Dos semanas después de cada inoculacion, y antes de la siguiente, se extrajeron
muestras de sangre de cada raton (Figura 6.3) para evaluar la presencia de anticuerpos
especificos mediante ELISA. Para llevar a cabo la extraccién de plasma se anestesiaron los
ratones con isofluorano y se tomaron muestras de sangre mediante puncién retro-orbital con
capilares heparinizados. Estas muestras fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos, se

separaron los plasmas y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

6.2.5. Evaluacion de anticuerpos especificos

La existencia de anticuerpos especificos contra la OVA se determind mediante ELISA
indirecto, utilizando plasma de los ratones vacunados. Se evalud la presencia de los isotipos
IgG1 e IgG2a. A continuacion, se describe el protocolo empleado, el cual se esquematiza en la

Figura 6.4:

Etapa 1 - Sensibilizaciéon de la placa: En esta etapa se busca que la proteina quede

adherida al fondo de la placa. Para ello, una solucion de OVA de concentracién conocida se
agrego a la placa de ELISA de 96 wells, luego se incubd en estufa 1 h a 37 °C, y se dejo en la
heladera una noche. Al dia siguiente, se descarté el contenido de la placa, y se realizaron tres

lavados de la misma. Luego se agregd leche 5 % que sera la encargada de adherirse a todos
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aquellos sitios que no haya ocupado el antigeno (bloqueo), evitando asi reacciones

inespecificas. La placa se incubé en estufa durante 1 h a 37 °C.

Etapa 2 — Agregado del suero: se descartd el contenido de la placa y se realizaron tres

lavados de la misma. Luego se afiadi6 el plasma obtenido de los ratones diluidos 1/100 y se llevd
a estufa 1 h a 37°C. En este paso se espera que si el suero contiene anticuerpos que reconocen
especificamente la OVA (Ac-OVA), éstos queden retenidos en la placa interaccionando con la

OVA que a su vez esta adherida a la placa.

Etapa 3 - Agregado del conjugado/anticuerpo marcado: se descartd el contenido de la

placa, se realizaron tres lavados de la misma. Luego se adicioné una solucién conteniendo un
anticuerpo que reconoce a los Ac-OVA. Cuando se quiere cuantificar IgG1 se adicionan los
anticuerpos que reconocen los IgG1 especificos de la OVA y de la misma forma para el otro

isotipo. Se trabajo con diluciones de 1/20.000, en leche 1 %. Luego se llevo a estufa 1 h a 37°C.

Etapa 4 - Revelado: se descarté el contenido de la placa y se realizaron tres lavados de

la misma. Posteriormente, se coloco una gota de la solucion de revelado, y se dejo desarrollar la
reaccion colorimétrica por 10 min. Esta reaccion se interrumpiéo mediante el agregado de una
gota de acido sulfurico (0.16 M). Finalmente, se mide con un lector de placas a 450 nm la

densidad optica (DO) en cada uno de los Wells.

Marcador
Anti-Ac-OVA Anti-Ac-OVA
Ac-OVA
Y 4 N 4 YN A
Sensibilizacién Agregado del suero Agregado del Revelado
de la placa Ac marcado
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Figura 6.4. Esquema de las etapas del ELISA para deteccion de anticuerpos especificos.
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6.2.6. Respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH)

Para detectar de forma preliminar la presencia de respuesta celular se realiz6é un estudio
de respuesta de hipersensibilidad retardada, DTH por sus siglas en inglés. Esta respuesta
normalmente esta correlacionada con una respuesta celular, ya que se trata de un proceso
inflamatorio. Una vez vacunados los ratones, y pasadas las dos semanas después de la ultima
inmunizacion, se inoculé la pata derecha de los ratones con 20 pL de una solucién de PBS y 50
pg de OVA. A las 48 hs se midié con un calibre el espesor de la pata inoculada y de la pata sin
inocular (Figura 6.5). Una diferencia significativa entre los valores obtenidos en ambas

mediciones es indicativo de la presencia de respuesta celular.

Figura 6.5. Ensayo de evaluacion de DTH.

6.2.7. Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo utilizando el programa Prisma 3.0
Software (GraphPad, San Diego, CA). Para el analisis de los datos se utilizaron los test de Mann-
Whitney (para la comparacion entre dos grupos) y Kruskall-Wallis (para la comparacion entre 3

0 mas grupos). Se considerd una diferencia significativa entre grupos cuando p < 0.05.
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6.3. Resultados y Discusiones

6.3.1. Influencia sobre la respuesta inmunolégica del método de aplicacién
topica de los NGs bifuncionales

Una caracteristica que destaca a los NGs bifuncionales desarrollados en esta Tesis es
que las peliculas o parches termosensibles se pueden formar antes de su aplicacion (es decir,
preformados) o directamente en la superficie de la piel (in situ) donde se persigue la liberacion
del inmundgeno. Con el objetivo de determinar si el método de aplicacion influye en la respuesta
inmunoldgica generada, se analizaron los ensayos donde los ratones se inocularon con la misma

cantidad de OVA, empleando el parche preformado o formando la pelicula in situ.
6.3.1.1. Respuesta humoral

Para evaluar la respuesta humoral generada por la administracion de OVA a partir de los
NGs bifuncionales en sus dos formas de aplicacion (parche e in situ), se estudié la presencia de
anticuerpos IgG1 e IgG2a especificos de la OVA en cada uno de los grupos. Se analizd la cinética
de produccion de anticuerpos para evaluar el aporte de cada dosis administrada. Luego, para
poder comparar la respuesta global generada en los distintos grupos se determind, para cada
animal inoculado, el area bajo la curva (AUC) entre los dias 0 y 42 correspondientes al protocolo
de inmunizacién (Figura 6.3) y se compararon dichas areas con el test One-way ANOVA-

Kruskall-Wallis.

En la Figura 6.6a se muestra la cinética de producciéon de anticuerpos IgG1 anti-OVA en
los grupos inmunizados mediante la aplicacion del parche preformado y del parche formado in
situ, ambos cargados con 1 mg de OVA. Se observa que ambas metodologias de aplicacion
generan a partir de la segunda dosis una produccién de IgG1 anti-OVA con niveles significativos
respecto del grupo control (Mann-Whitney p < 0.05), los cuales permanecen constantes luego de
aplicar la tercera. Estos resultados indican que la aplicaciéon de dos dosis es suficiente para
generar una buena produccion de este tipo de anticuerpos. Ademas, ambos métodos de

aplicacion del sistema de vacunacion basado en los NGs bifuncionales son capaces de inducir
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la produccion de anticuerpos 1gG1, sin diferencia significativa en la respuesta global generada
(Figura 6.6b) de acuerdo al analisis estadistico del AUC (Mann-Whitney p > 0.05). Por otro lado,
se confirma que las dos formas de aplicacion del parche generan una respuesta global, en cuanto

a la produccién de IgG1, que difiere significativamente del grupo control (Kruskall-Wallis

p=0.0005).
a) b -
2.0- lgG1 ) 25 EE Preformado *
* 7 .
15 = Preformado . 2.0 In situ *
T -o- |n situ B9 PBS
o
PBS 1.5
3 1.0 S
Q < 101
Q o5
- 0.5-
0.0 : : T + ]
0 14 28 42 0.0 T
PBS In situ Preformado

tiempo (dias)

Figura 6.6. Evolucion de la densidad optica (DO) de IgG1 (a) y area bajo la curva (AUC)

(b) de los grupos control (PBS), 1 y 5. *Diferencia significativa respecto del grupo PBS
(p<0.05).

En la Figura 6.7. se muestran los resultados de la cuantificacion de los anticuerpos IgG2a

anti-OVA. En ninguno de los dos grupos se observé una produccién de este isotipo de

anticuerpos especificos de la OVA, ya que no hay diferencia significativa con el grupo control

luego de completar el esquema de inmunizacion. Estos resultados indican que la administracion

transdermal de OVA generd una respuesta fundamentalmente basada en anticuerpos IgG1.

1.0- lgG2a
0.84
T PBS
< 0.6 Preformado
3 -o- |Insitu
< 0.4
oo
o
0.2
— e ——F
0.0

0 14 28 42
tiempo (dias)

Figura 6.7. Evolucioén del indice de IgG2a de los grupos control (PBS),1 y 5.
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6.3.1.2. Respuesta celular

En la Figura 6.8 se muestran los resultados de DTH obtenidos para los tres grupos
(control, parche preformado con 1 mg de OVA y pelicula formada in situ con 1 mg de OVA). Los
resultados se reportan en términos de la diferencia de mm entre el grosor de la pata inoculada y
la pata sin inocular (A). Si bien, estadisticamente no se detectd una diferencia significativa entre
los grupos, los resultados sugieren que el tratamiento con el parche preformado podria inducir
respuesta celular, lo cual deberia ser evaluado utilizando un nimero mayor de animales de

experimentacion.

0.25- DTH
0.204 -
‘g 0.15-
E
< 0.104 T
0.054
0.00 T f
PBS In situ Preformado
Grupos

Figura 6.8. Analisis preliminar de la respuesta celular mediante DTH de los grupos control

(PBS), 1y 5.

En su conjunto, los resultados obtenidos indican que la aplicacion de OVA con los NGs
bifuncionales genera importantes niveles de anticuerpos especificos del isotipo 1gG1, tanto
formando el parche previamente, como formando la pelicula directamente en la piel del individuo.
Por lo tanto, la plataforma de inmunizaciéon transdermal aplicada de las dos maneras
investigadas, tiene potencialidad para su aplicacion como sistema de vacunacion transdermal,
para proteger contra patégenos donde se requiere una respuesta de anticuerpos neutralizantes
gobernada por la respuesta humoral. Estos resultados coinciden con lo reportado por Ishii y col.,®
quienes emplearon un parche de hidrogel comercial para la administracion transdermal de OVA,

llegando a la conclusion que la OVA aplicada de manera transdermal solo induce respuestas que

involucran anticuerpos IgG1, sin provocar la produccion de IgG2a.
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6.3.2. Influencia sobre la respuesta inmunolégica de la incorporacion de
saponina como adyuvante

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de la administracién transdermal de
OVA mediante los NGs bifuncionales y lo reportado anteriormente, se estudio la incorporacion
de SAP en la formulacién como adyuvante, y su influencia en el perfil de respuesta inmunolégica
generado. Para ello, se administré de manera conjunta OVA y SAP en diferentes concentraciones

empleando solamente el parche preformado como sistema de administracion.
6.3.2.1. Respuesta humoral

En la Figura 6.9a se muestra la cinética de produccion de anticuerpos IgG1 anti-OVA en
los grupos inmunizados con 1 mg de OVA vy diferentes concentraciones de SAP. Luego de la
primera inoculacion, el grupo 4 (que contiene 1 mg de SAP) fue el Unico grupo que presento un
nivel de anticuerpos con diferencia significativa respecto del control (Mann- Whitney p<0.05). Sin
embargo, luego de la segunda inoculacién todos los grupos presentaron niveles de anti-OVA
IgG1 con una diferencia significativa respecto al grupo PBS (control). Los datos de AUC (Figura
6.9b), permiten observar que la respuesta global generada por todos los grupos fue
significativamente diferente a la del grupo control, y que la respuesta inmunoldgica global del

grupo 4 fue significativamente mayor que las demas (Kruskall-Wallis sin el grupo PBS, p =0 .02).
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Figura 6.9. Evolucion de la DO de IgG1-anti OVA (a) y area bajo la curva (AUC) (b) de
los grupos 1-4 y control (PBS). *Diferencia significativa respecto del grupo PBS (p<0.05).
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Por otro lado, el analisis de la evolucion de la produccion de anticuerpos anti-OVA del

isotipo IgG2a y el AUC muestra que el grupo 4 fue el unico que genero esta clase de anticuerpos

(Figura 6.10). La curva de cinética muestra que el nivel maximo de IgG2a se alcanzé en la

segunda inoculacién, y que la tercera dosis no indujo respuesta inmunoldgica adicional.
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Figura 6.10. Evoluciéon de la DO de IgG2a-anti OVA (a) y area bajo la curva (AUC) (b) de
los grupos 1-4 y control (PBS). *Diferencia significativa respecto del grupo PBS (p<0.05).

6.3.2.2. Respuesta celular

Si bien los resultados de DTH no alcanzaron significacion estadistica, resulta importante
destacar que los grupos de mayor concentracion de SAP (3 y 4) mostraron niveles de DTH
notoriamente mayores al resto de los grupos. En este sentido, seria valioso reevaluar y analizar

en detalle este tipo de respuesta empleando un numero mayor de animales.

DTH
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Figura 6.11. Analisis preliminar de la respuesta celular mediante DTH de los grupos 1-4

y control (PBS).
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En la Figura 6.12 se muestran fotos de dos ratones pertenecientes a los grupos 1y 4,
respectivamente, luego de la primera inoculacion y un instante después de retirar el parche. En
la Figura 6.12a se puede observar que la zona donde estaba ubicado el parche sin SAP no
presenta ninguna alteracion; mientras que en la Figura 6.9b se puede advertir perfectamente que
la zona de aplicacion del parche con SAP se encuentra irritada. Esta irritacion es un indicio de
una respuesta inflamatoria, la cual se suele asociar a respuestas del tipo celular, como
consecuencia de la presencia de SAP a una concentracion suficientemente elevada para
inducirla. Cabe destacar, que si bien en los grupos 2 y 3 no se generé respuesta del tipo celular
significativa mediante la determinacion del isotipo IgG2a, también se observé irritacion en la zona
donde estuvo aplicado el parche. Este resultado podria indicar que si bien no fue posible detectar
una produccion significativa de este isotipo, la incorporacién de SAP favorece la respuesta celular

en concordancia con los resultados preliminares de DTH.

a) Sin SAP b) Con SAP

Figura 6.12. Fotos de los ratones luego de la primera inoculacién (24 hs después de

aplicar el parche), correspondientes a los grupos 1 (a) y 4 (b).

Los resultados obtenidos en esta seccion sugieren que la SAP es capaz de influir en la
respuesta inmune de acuerdo a la dosis empleada. A bajas dosis (0.2 y 0.5 mg), no se observaron
diferencias significativas con el grupo control; en cambio, cuando se empleé 1 mg de SAP, el

grupo 4 mostré produccion temprana de anticuerpos IgG1 e induccion de 1IgG2a, respecto de los
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demas grupos. Debido a que la SAP en el grupo 4 fue cargada de manera diferente, resta analizar
en el futuro si este resultado se debe a que se requiere un minimo de 1 mg de SAP para generar
dicha respuesta, 0 a que la SAP esta mas disponible debido a que una parte de este adyuvante
fue cargarda luego de que el parche fue formado. Por ultimo, cabe resaltar que se logré inducir
la produccion de anticuerpo IgG2a, influyendo en la relacion 1gG2a/lgG1, lo cual sugiere la
generacion de una respuesta inmune mas balanceada, con anticuerpos IgG2a que

complementan a los IgG1.

6.4. Conclusiones

En este Capitulo se evalud in vivo la posible aplicacién de los NGs bifuncionales como
sistema de vacunacion transdermal. En una primera instancia se estudio si la forma de aplicacion
de los NGs bifuncionales influye en la respuesta inmunolégica generada. Los resultados sugieren
que no hay diferencia significativa entre la aplicacion topica de la OVA empleando un parche
preformado o formando la pelicula in situ sobre la piel. La respuesta generada en ambos casos
involucré la produccion de anticuerpos IgG1 anti-OVA, sin induccién de anticuerpos del isotipo
IgG2a y con una respuesta celular que no varié de forma significativa entre ambos grupos.

Por otro lado, se evalué como afecta la inclusién en la formulacién del parche de SAP
como adyuvante. La inclusion de SAP en concentraciones menores a 1 mg no mostré influencia
en la respuesta generada, mientras que el empleo de 1 mg de SAP indujo una produccion
temprana de IgG1, y produccion de IgG2a. Debido a que estos resultados obtenidos pueden
deberse tanto a la mayor cantidad de SAP empleada como a la forma de carga, en trabajos
futuros se debera estudiar como estos parametros son responsables de la mejora en la respuesta
inmunoldgica.

En todos los casos la tercera inoculacion no aumentd la cantidad de anticuerpos
generados, respecto de la alcanzada con la segunda dosis. Este resultado sugiere que en este

sistema la aplicacion de dos dosis es suficiente para generar el maximo nivel de anticuerpos

posible con 1 mg de OVA.
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Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en este Capitulo se puede concluir que
los NGs bifuncionales tienen potencial para ser empleados como sistema de vacunacion
transdermal, tanto aplicando el parche previamente formando o mediante la inoculacion con la
dispersién y formando la pelicula in situ. Se destaca que esta plataforma permite no solo la
penetracion de una proteina inmunogénica como la OVA a la zona inmunocompetente de la piel,
sino también la penetracién de un adyuvante que genera una respuesta inmunolégica mas

balanceada.
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Los NGs termosensibles tienen un futuro muy prometedor en aplicaciones biomédicas
debido a su capacidad para controlar la liberacidon de moléculas activas en un sitio especifico de
accioén, frente a un cambio de temperatura. La facilidad con la que se pueden modificar estas
estructuras poliméricas ha hecho posible el desarrollo de nanomateriales con variadas
aplicaciones. El disefio de estrategias sintéticas que permitan ampliar las propiedades
beneficiosas de estos materiales constituye la clave para optimizar su funcionamiento en la
aplicacion. Dentro de la amplia gama de aplicaciones de los NGs termosensibles, la liberacion
controlada de proteinas a través de la piel constituye un area de estudio naciente y con alto
potencial tanto para tratamiento de enfermedades de la piel como para vacunacion transdermal.
La ruta transdermal presenta la ventaja de producir un efecto sistémico, evitando el metabolismo
hepatico y el paso por el tracto gastroinstestinal, mayor tiempo de accion terapéutica y la
disminucion y control de las dosis. En el caso de la inmunizacién, la utilizacién de la via
transdermal es una propuesta simple, no invasiva, que evita contagios y es capaz de generar
una respuesta a nivel piel, que proteja al individuo desde el instante en que el patégeno entra en
contacto con la piel. Todas estas ventajas hacen de este método de vacunacion un atractivo
reemplazo para la vacunacion convencional por inyeccion.

Con la presente Tesis se pretende contribuir al desarrollo de un sistema de vacunacion
transdermal, en el cual se proyecta que la vacuna se encuentre incluida en NGs y se libere de
manera controlada. Con este objetivo se investigo la sintesis de NGs con doble funcionalidad:
respuesta térmica y capacidad de formacion de pelicula, dos propiedades que no fueron
combinadas anteriormente. Para ello se desarrollé un método de sintesis que permite combinar
positivamente las propiedades de dos polimeros en forma sinérgica. Como resultado se
obtuvieron NGs bifuncionales, los cuales fueron intensamente caracterizados y demostraron
tener un gran potencial para actuar como sistema de vacunacion transdermal.

A continuacion, se resaltan los resultados mas importantes del presente trabajo de Tesis, y

se sugieren futuras tareas de investigacion.
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7.1. Conclusiones generales

Los resultados obtenidos en esta Tesis muestran que es posible sintetizar hidrogeles de
PVCL con tamanos nanométricos (NGs) empleando una concentracion de VCL mayor a la de su
solubilidad, para obtener dispersiones con contenidos de solidos superiores a 5 %. Los NGs
sintetizados poseen una respuesta térmica que implica un cambio volumétrico al variar la
temperatura, como consecuencia del cambio de solubilidad de la PVCL en agua. El empleo de
una estrategia de sintesis semicontinua permitié la incorporacién de BA a los NGs de PVCL,
obteniendo como resultado particulas con dos fases compatibilizadas. Los NGs obtenidos
presentaron una morfologia lobular, donde el nucleo esta formado por PVCL entrecruzada con
BIS y la coraza, en forma de lobulos, esta compuesta por una fase rica en BA. La composicién
de las fases presentes en los NGs, asi como la cantidad de Iébulos y sus tamafios se pudo
modificar mediante la variacion de la composicion de dosificacién y de las velocidades de
dosificacion. Ademas, se demostrd que la cantidad de BA empleada en la sintesis tiene una
fuerte influencia en la capacidad de coalescencia de las particulas, de manera que empleando
un minimo de 50 % de BA, respecto a la VCL, se logra obtener films resistentes a la inmersion
en agua y con buenas propiedades mecanicas. Las peliculas formadas a partir de los NGs
bifuncionales mostraron un comportamiento intermedio entre las peliculas de NGs de PVCL (muy
fragil) y del latex de PBA (muy flexible, y alta capacidad de elongacion), lo que indica una

excelente sinergia entre las fases que las componen.

En cuanto a la capacidad del sistema para actuar como plataforma de vacunacién
transdermal, en primer lugar, se evalué la citotoxicidad de los NGs bifuncionales en fibroblastos
humanos. Los ensayos realizados mostraron que los materiales no presentan toxicidad celular,
obteniendo valores de viabilidad relativa siempre por encima del umbral de toxicidad (75%).
Ademas, se demostré que los NGs bifuncionales son capaces de cargar proteinas con una
eficiencia de encapsulamiento de 100 %, durante la formacion del parche. Los ensayos de
liberacion in vitro mostraron que el parche permite una liberacion diferenciada con la temperatura,

con una velocidad de liberacion mucho mayor a la temperatura corporal que a temperatura
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ambiente (25 °C). La aplicacién topica del parche (formado con los NGs bifuncionales) en piel
humana demostro favorecer la penetracion de una proteina inmunogénica modelo (OVA) hacia
la epidermis, donde se encuentran las células de Langerhans, capaces de iniciar una respuesta
inmune. La debilitacion del estrato corneo (SC) mediante tape stripping permite la penetracién

en la piel de una cantidad de proteina superior y hasta una mayor profundidad.

Adicionalmente, se compard en distintos niveles el desempeno del parche frente al de
NGs e hidrogeles de PVCL, como sistemas de liberacién tépica de proteinas. Los tres sistemas
fueron capaces de cargar OVA, siendo los NGs de PVCL el sistema con la mayor capacidad de
carga en relacion a la cantidad de polimero empleado, y el parche el sistema con mayor eficiencia
de encapsulamiento debido a que toda la proteina queda incorporada en el parche formado. El
perfil de liberacién de OVA en PBS de los tres sistemas mostré una mayor magnitud y velocidad
de liberacién de OVA a 37 °C en todos los casos, como consecuencia de la fuerza impulsora
creada por el colapso de la PVCL a 37 °C. Los NGs de PVCL presentaron la mejor retencion de
proteinas a 25 °C y la importante liberacion a 37 °C. Por el contrario, la diferencia en la liberacion
de proteina desde los hidrogeles fue menos evidente a las dos temperaturas respectivas. El
parche presentd un comportamiento intermedio, donde Ila liberacion de OVA es
considerablemente mayor tras el colapso del parche provocado térmicamente a 37 °C. Un
resultado a destacar es que la integridad estructural de la OVA no se vio afectada por la carga y
la liberacién en los tres sistemas investigados. Por lo tanto, se espera que la competencia
terapéutica de la proteina cargada se conserve después aplicacion dérmica. Por su parte, los
ensayos de penetracion en piel humana mostraron que los NGs de PVCL y el parche formado
por los NGs bifuncionales permiten la penetracion de OVA hasta la epidermis, mientras que la
OVA aplicada con el hidrogel fue capaz de atravesar el SC solo en cantidades muy pequefas y
quedando en la epidermis tardia. Los NGs de PVCL produjeron una alteracion celular del SC,
debido posiblemente a la alta hidratacién local del SC en contacto con esta plataforma. Teniendo

en cuenta esta alteracién y la baja penetracién de proteina provocada por la aplicacion del

()
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hidrogel, el parche formado a partir de NGs bifuncionales surge como un candidato preferencial

para su aplicacién como sistema de inmunizacion transdermal.

Los ensayos in vivo realizados sobre modelo murino sugieren que no hay diferencia entre
aplicar la OVA con el parche preformado o formandolo in situ mediante la aplicacion del latex
sobre la piel. La respuesta que se obtiene involucra la produccién de anticuerpos IgG1 anti-OVA,
sin induccion del isotipo IgG2a y con una respuesta celular que no varia de forma significativa.
Por otro lado, se evalu6 como afecta la inclusidon de un adyuvante, saponina (SAP), en la
formulacién. La inclusién de SAP en cantidades de 0.2 y 0.5 mg no influyé en la respuesta
generada, mientras que la presencia de 1 mg SAP indujo una produccion temprana de IgG1, y
produccion de lgG2a, mostrando una superioridad en la respuesta del grupo tratado con esta
formulacién frente a los demas. En todos los casos una tercera inoculacién no aumentd la
cantidad de anticuerpos generados, respecto de la alcanzada con la segunda dosis, de manera
que los resultados sugieren que en este sistema la aplicacién de dos dosis es suficiente para

generar la maxima respuesta inmunoldgica.

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis sugieren fuertemente que los NGs

bifuncionales tienen potencial para ser empleados como sistema de vacunacion transdermal.

7.2. Sugerencias para trabajos futuros

A partir de los resultados alentadores obtenidos en la Tesis, se propone avanzar en la
adaptacion de los materiales desarrollados a aplicaciones puntuales. Para ello se empleara el
meétodo de sintesis semicontinua para otorgar a los NGs de PVCL diferentes funcionalidades
superficiales que favorezcan una determinada aplicacion. Especificamente se sugieren las

siguientes actividades:

NGs para vacunacion transdermal

» NGs con capacidad de formacion de film para vacunacioén transdermal contra el Mal

de Chagas: La enfermedad de Chagas, principal endemia en Latinoamérica, es causada
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por el parasito Trypanosoma cruzi, cuya infeccion natural se produce a través de la piel, por
lo tanto la administracién transdermal constituye la via éptima para vacunacién contra esta
enfermedad. Ademas, se espera que este medio de inoculacién facilite la ejecucion de
campanas de vacunacion en zonas alejadas de centros de salud, sin la necesidad de
trasladar personal capacitado y minimizando los problemas de traslado y almacenamiento.
Para el desarrollo de esta plataforma se pretende ajustar los parametros de sintesis de los
NGs bifuncionales desarrollados en la Tesis, con capacidad de formacion de pelicula, de
manera que permitan la liberacién tépica controlada y simultanea de una proteina
inmunogénica del Chagas y de SAP como adyuvante. Para ello, se trabajara con diferentes
herramientas que permitan optimizar la capacidad de carga de la proteina inmunogénica y
la SAP y la liberacion simultdnea de ambas moléculas, de manera de despertar la respuesta
inmunoldgica deseada. Se ajustara el grado de entrecruzamiento de los NGs empleando
como entrecruzantes, N,N-metilenbisacrilamida (BIS) y etilenglicoldimetacrilato (EGDM), y
el contenido de cargas de la red reticulada, mediante la incorporacion de monémeros con
funcionalidades especiales (acido acrilico, 3-(Dimethylamino)propyl methacrylate,

DMAPMA) (Figura 7.1a).

NGs para vacunacion por mucosas

Debido a que la mucosa constituye una superficie enorme, aproximadamente 200 veces
mayor que la superficie de la piel, y se estima que el 70 % de los agentes infecciosos entran al
huésped por esta via, se pretende extender la aplicacion de los NGs para vacunacion a través
de mucosas, una via de vacunacion muy prometedora. Para lograr una eficiente administracion
en la mucosa, se desarrollaron dos estrategias que involucran micro y nanovehiculos:
mucoadhesion y mucopenetracion. Los sistemas mucoadhesivos son capaces de adherirse a las
membranas mucosas mediante diferentes interacciones, y de esa manera aumentan el tiempo
de residencia en contacto con la mucosa, permitiendo durante este tiempo la liberacion
controlada de la molécula deseada. Otra estrategia para superar la barrera mucosa y lograr un

mayor tiempo de retencién en la superficie celular es desarrollar un nanoportador que puede
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penetrar con eficacia la capa de mucosidad y acumularse en la superficie epitelial. Una forma de
favorecer la mucopenetracion consiste en agregar cargas negativas a la particula, de manera

que sufran repulsion con las cargas negativas presentes en la mucina, y evitar asi la adhesion.

En este contexto se pretende trabajar en la sintesis de NGs que permitan la vacunacion

por ambas estrategias, muchoadhesion y mucopenetracion.

» NGs para mucoadhesioén: Se pretende funcionalizar superficialmente NGs de PVCL con
poli(acido acrilico), un polimero extensamente utilizado para obtener propiedades de
mucoadhesion. Sobre estos NGs se investigara el efecto de la carga superficial de grupos
carboxilicos y del tamafo de los NGs sobre la mucoadhesion (Figura 7.1b).

> NGs para mucopenetracion y targeting: Para lograr la mucopenetracion se empleara KPS
como iniciador, de manera que los NGs presenten cargas negativas a pH neutro en su
superficie. De esta forma, se pretende evitar la adhesion en la mucina. Por otro lado, se
buscara dirigir la liberacién de la vacuna a las células presentadoras de antigeno (APC).
Para ello, se funcionalizara la superficie de los NGs con manosa, teniendo en cuenta que
las APC de la mucosa tienen receptores de este compuesto (Figura 7.1c). Para lograr su
incorporacion se plantean 2 estrategias: 1) la modificacion previa de la manosa con
glicidiimetacrilato (GMA), para darle funcionalidad vinilica que permitan su incorporacion
durante la polimerizacion radicalaria; o 2) la incorporacién de funcionalidad glicidilo en los

NGs y su posterior decoracion con manosa.
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Figura 7.1. Esquema de la estructura de los NGs propuestos para vacunacion via

transdermal y mucosa.
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Anexo 1
Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

En este anexo se muestran los espectros de H1-RMN obtenidos a distintos tiempos de la
mayoria de las reacciones realizadas en esta tesis, los cuales se emplearon para calcular la
conversion de la VCL. Los espectros fueron obtenidos de las muestras tal cual extraidas de las
polimerizaciones incorporando D20 en la siguiente relacion: 720 yL de muestra de reaccién + 80
ML de D20O. Debido a una gran presencia de agua en las muestras fue necesario el empleo de
una técnica de supresién del pico del agua. Para ello se utilizé la técnica WATERGATE. El pico
a 4.7 ppm corresponde al agua y fue empleado para referenciar todos los espectros. A demas

se utilizé acetato de sodio como estandar interno, cuyo pico aparece a 1.7 ppm.

En la Figura A1.1 se muestra los espectros de H1-RMN de los mondmeros utilizados en
la tesis, obtenidos en las condiciones antes mencionadas. Para la VCL se puede ver que el pico
“a” sale muy junto al pico del agua y se pierde cuando se realiza la supresion del pico del agua.
Por este motivo se utilizé el pico “b” para determinar la conversién que corre a 7 ppm. Por otro
lado, los picos de los enlaces vinilicos de la BIS y el BA salen alrededor de 6 ppm indicando que

pueden observarse sin superposicién cada uno de ellos con la VCL.
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Figura A1.1. Espectro de H1-RMN de VCL (a), BIS (b) y BA (c).
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Polimerizaciones discontinuas
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Figura A1.2. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacién B1.
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Figura A1.3. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacion B2.
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Figura A1.4. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacion B3.

Polimerizaciones semicontinuas
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Figura A1.5. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacién SO.
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Figura A1.6. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacion S1.
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Figura A1.7. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizaciéon S2.
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Figura A1.8. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacion S3.
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Figura A1.9. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizaciéon S4.
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Figura A1.10. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacién S5.
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Figura A1.11. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacién Sé6.

()



Anexo 1: Resonancia Magnética Nuclear (H1-RMN)

t=120 min e
t=60 min

3
t=30 min I J\

A/L\’,J L,/ b :

t=15 min AJ M

1

2 1 10 9 8 7 6 3 2 1 0 1 2 3

5 4
f1 (ppm)

Figura A1.12. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizacién S7.
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Figura A1.13. Espectros de H1-RMN de muestras extraidas a lo largo de la polimerizaciéon S8.
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Anexo 2
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En este anexo se muestran las curvas de DSC obtenidas en la mayoria de las

polimerizaciones realizadas en esta tesis, con sus respectivas Tg.
Las muestras fueron sometidas a tres rampas de temperatura:
Ciclo 1: 10 a 300 °C
Ciclo 2: 300 a-90 °C
Ciclo 3: -90 a 300 °C
Las curvas graficadas en este anexo corresponden al tercer ciclo.

Los valores de Tg estan expresados en rojo.
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Figura A2.1. DSC del material obtenido en B1
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Figura A2.2. DSC del material obtenido en B2.
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Figura A2.3. DSC del material obtenido en B3.
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Figura A2.4. DSC del material obtenido en B4.
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Figura A2.5. DSC del material obtenido en SO.
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Figura A2.6. DSC del material obtenido en S1.
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Figura A2.7. DSC del material obtenido en S2.
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Figura A2.8. DSC del material obtenido en S3.
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Figura A2.9. DSC del material obtenido en S4.
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Figura A2.10. DSC del material obtenido en S5.
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Figura A2.11. DSC del material obtenido en S6.
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Figura A2.12. DSC del material obtenido en S7.
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Figura A2.13. DSC del material obtenido en S8.
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Figura A2.14. DSC del material obtenido en S9.
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Figura A2.15. DSC del material obtenido en S10.



