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Guia del Navegante

Esta tesis presenta una investigacion exhaustiva sobre los hidrogeles poliméricos,
abordando su estudio desde una perspectiva tedrica/computacional. La intencién de
esta guia es ofrecer una vision general de la investigacion realizada, proporcionando al

lector un primer vistazo de lo desarrollado e investigado a lo largo de este doctorado.

En el primer capitulo, nos adentramos en el mundo de los hidrogeles poliméricos,
haciendo énfasis en sus aplicaciones biomédicas. Se presentaran las motivaciones y
objetivos, ademas de mencionar el enfoque utilizado y las herramientas empleadas

para llevar a cabo los estudios presentados.

La investigacion se inicia con una exploracién detallada de films de hidrogeles
poliméricos, subrayando su versatilidad y su papel en la solucion de problemas com-
plejos en diversas areas de aplicacién. Mediante el uso de la teoria molecular, se
examina como la respuesta de estos materiales a diversos estimulos pueden ser mani-
puladas para disenar sistemas maés eficientes y efectivos para aplicaciones especificas.
Este capitulo, inspirado en trabajos publicados [1, 2] y en especial [3], utiliz6 films

para la encapsulacion de farmacos.

Continuando en el mundo de los hidrogeles poliméricos y acercandonos mas a
nuestros objetivos, se confeccioné el capitulo 3, en el cual se presenta un estudio de
la termodinamica de microgeles poliméricos con miltiples estimulos. Los resultados
mostrados forman parte de un trabajo publicado [4], en el cual se plantea el uso de un
modelo robusto con el cual se explican los fenémenos observados experimentalmente
desde la fisicoquimica. Se muestra la capacidad de estos microgeles como encapsu-
ladores de drogas terapéuticas y se predicen las condiciones 6ptimas de laboratorio

para dicha tarea.

En el cuarto capitulo, extendemos nuestra investigaciéon para estudiar cémo la
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estructura que define a los nanogeles poliméricos afecta su respuesta a estimulos
[5]. Este estudio explora el impacto de la funcionalizacién de la red polimérica y la
composicion quimica en el comportamiento de nanogeles poliméricos sensibles al pH
y su adsorcién de proteinas.

Para cerrar esta tesis, en el capitulo 5 se aplican todos los conocimientos adquiri-
dos sobre microgeles y nanogeles poliméricos para el estudio de soluciones compuestas
por particulas con miultiples respuestas a estimulos. En este capitulo nos enfocamos
en el efecto de la concentracién de nanogeles y sus consecuencias sobre la respuesta
a cambios del medio que los contiene.

El propédsito de este prélogo es preparar al lector para una inmersién profunda en
los temas que se trataran. A través de este documento, se busca no solo compartir
los resultados obtenidos, sino también inspirar a futuras investigaciones en el campo

de los hidrogeles poliméricos y sus aplicaciones.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Hidrogeles poliméricos: Aplicaciones biomédi-

cas.

En la ultima década, el interés por los hidrogeles poliméricos ha aumentado signi-
ficativamente debido a la amplia variedad y diversidad de materiales e innovaciones
que se pueden lograr con ellos . Estos sistemas poliméricos, que tienen una estructura
molecular flexible y adaptable, pueden alterar su forma y propiedades de acuerdo
con las condiciones externas. Esta adaptabilidad los convierte en protagonistas in-
dispensables en diversas industrias [13], desde su uso en la creacién de espumas y
adhesivos [14, 15], hasta su aplicacién en la industria cosmética y de pinturas, ofre-
ciendo caracteristicas singulares a productos que enriquecen nuestra vida diaria [16].
En la industria alimentaria, los hidrogeles poliméricos actian como aditivos esen-
ciales, contribuyendo a la textura, preservacion y seguridad de los alimentos que
consumimos [17].

Los hidrogeles tienen aplicaciones significativas en la mejora de la retencion de
agua y nutrientes en el suelo, lo cual es fundamental para incrementar la productivi-
dad agricola y disminuir la dependencia del riego [18]. Estos materiales también son
utiles en la proteccion de plantas contra sequias y plagas. En el campo de la reme-
diacién ambiental, su capacidad para absorber y contener contaminantes es notable
[1, 2], contribuyendo asi a la purificacién de agua y suelo [19]. Ademés, los hidroge-

les facilitan el transporte y la liberacion controlada de agentes remediadores, lo que

20
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acelera los procesos de limpieza ambiental [19]. En resumen, los hidrogeles poliméri-
cos se destacan por su versatilidad y su amplio espectro de aplicaciones practicas.
Su habilidad para adaptarse a diversas condiciones ambientales los posiciona como

herramientas valiosas en multiples sectores industriales.

Uno de los terrenos mas importantes en los que los hidrogeles poliméricos han
causado un impacto significativo es en el ambito médico y farmacéutico. Estos ma-
teriales se han erigido como protagonistas en la biusqueda de transportadores de
farmacos mas avanzados, eficientes, y compatibles con el organismo humano. Sus
propiedades intrinsecas les permiten ser moldeados y adaptados de manera especifi-
ca para cumplir con los requisitos tinicos de la administracion de medicamentos. Esta
capacidad permite disenar hidrogeles que se adapten a las necesidades especificas de
cada paciente. Esta interseccion entre los hidrogeles poliméricos y la medicina no solo
tiene el potencial de revolucionar la forma en que se administran medicamentos, sino
que también puede tener un impacto positivo en la calidad de vida de las personas.
Se estan desarrollando tratamientos mas efectivos y personalizados que minimizan
los efectos secundarios, gracias a la capacidad de estos materiales para interactuar
de manera selectiva con el cuerpo humano. Ademas, lo degradable de estos mate-
riales contribuye a la reduccién del impacto ambiental, lo que es fundamental en
un mundo cada vez mas enfocado en la sostenibilidad. La biodegradabilidad de los
polimeros que componen a estos hidrogeles permite que se eliminen del cuerpo de

manera natural, evitando la necesidad de cirugfas para su extraccién [20].

En aplicaciones médicas los hidrogeles polimérico tienen un creciente interés. Co-
mo resultado, los hidrogeles de polimeros son actualmente candidatos prometedores
para el desarrollo de una variedad de biomateriales con aplicaciones en biosensores
[21, 22], ingenierfa de tejidos [23, 24|, regeneracién ésea [25], materiales biomiméticos
[26, 27], entre muchas otras aplicaciones biomédicas [28]. Por ejemplo, los films de
hidrogeles se pueden utilizar para crear parches transdérmicos que liberen farmacos

de manera controlada y sostenida [29)].

Estos materiales se forman por la uniéon de cadenas largas de moléculas organi-
cas, es decir polimeros, que pueden tener diferentes grados de entrecruzamiento y
solvatacién. En la figura 1.1 se ilustra como a partir de una cadena polimérica es

posible crear una red de la misma y asi obtener un film o micro/nanogel. Estos
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polimeros estan compuestos por monémeros que son quienes otorgan sus cualidades
estimulo-responsivas que resultan en sus multiples posibles aplicaciones. Los films
de hidrogeles son capas delgadas de material polimérico (redes tridimensionales en-
trecruzadas) con variados espesores depositadas o ancladas en superficies. Por otro
lado, los microgeles son particulas con una estructura de polimero entrecruzado que,
al igual que los films, pueden adsorber grandes cantidades de agua u otro solvente.
Los nanogeles, en cambio, son estructuras similares a los microgeles pero de tamano
nanométrico.

En resumen, los hidrogeles poliméricos tienen un gran potencial para revolucionar
una amplia gama de industrias, desde la cosmética y alimenticia hasta la medicina y
la farmacéutica. Su capacidad de adaptarse a diferentes condiciones y necesidades los
convierte en una herramienta versatil y valiosa para el desarrollo de nuevos productos

y aplicaciones.

1.2. Motivacion: Encapsulado y Liberacién de me-

dicamentos

La naturaleza hidrofilica de los hidrogeles los hace, generalmente, biocompatibles
y poseen una gran capacidad para incorporar moléculas huésped o analitos, tanto
organicos como inorganicos, y prevenir su degradacién por el medio externo. El am-
biente acuoso dentro de las redes poliméricas puede proteger a las proteinas de la
desnaturalizacién y la agregacién en el interior de los hidrogeles [30-32], mientras
permanecen activas y estructuradas antes de ser liberadas [33]. Como vehiculos para
el suministro de drogas, los films y micro/nanogeles poliméricos pueden administrar
farmacos de peso molecular bajo, oligonucledtidos, proteinas terapéuticas e incluso
combinaciones de drogas, lo cual es esencial en terapias contra el cancer y las enfer-
medades infecciosas. Estas aplicaciones son posibles gracias a su respuesta a estimulo
que proporciona un mecanismo para el encapsulado y liberacién de analitos.

La respuesta a estimulo de los films y micro/nanogeles esta fuertemente ligada
a la composicion de los polimeros que forman parte de su red tridimensional. Los
hidrogeles compuestos por cadenas poliméricas que contienen segmentos acidos como

el dcido acrilico o metacrilico (AA y MAA, respectivamente), suelen hincharse (swe-
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lling) o deshincharse (deswelling) en respuesta a cambios en el pH de la solucién en la
que se encuentran [34]. Esta respuesta al pH viene acompanada con una regulacién
de carga por parte de la red polimérica, con lo que el material es también capaz de
responder simultdneamente a cambios en la concentracién salina [35]. Andlogamente,
los hidrogeles compuestos por cadenas de polimeros termosensibles experimentan una
transicién de fase de volumen al sobrepasar una temperatura caracteristica [36, 37].
Este comportamiento se origina porque tales polimeros son insolubles en agua por
encima de cierta temperatura minima critica de solubilidad (LCST por sus siglas en
inglés) [38]. En particular, los hidrogeles compuestos por poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAm) poseen una LCST de alrededor de 32°C [39]. En la figura 1.1 se muestran
ejemplos de mondémeros, cuyas cadenas poliméricas tienen este tipo de respuesta a
cambios de pH, concentracién salina y/o temperatura. Acido metacrilico (MAA) y
alilamina (AH) muestran respuesta al pH y a la concentracién salina, el poliméro
de N-isopropilacrilamida (NIPAm) presenta respuesta a la temperatura. En esta te-
sis estudiaremos redes poliméricas compuestas con estos mondémeros, en particular
se investiga si es posible utilizar sus hidrogeles poliméricos como dispositivos para

aplicaciones biomédicas.

En la administraciéon oral de farmacos, los hidrogeles con respuesta de pH se
han investigado como vehiculos funcionales que pueden encapsular y administrar
proteinas, evitando su degradacién por el entorno gastrointestinal [40-42]. Esto se
ilustra en la figura 1.2B en la que se muestran los cambios de pH que ocurren a lo

largo del proceso digestivo.

En este ambito, los cambios de pH presentes a lo largo del tracto digestivo,
desde un medio 4cido en el estémago (pH 1.2-2) hasta uno neutro o moderadamente
alcalino en el intestino delgado (pH 7-8), pueden ser aprovechados para controlar
la liberacion de farmacos. Ademas, algunos compartimentos celulares involucrados
en la captacion de farmacos, como los endosomas tempranos, tienen un pH acido.
La diferencia de pH que existe entre la superficie de la piel y el torrente sanguineo
puede ser aprovechada para la administracion transdérmica de farmacos utilizando
nanogeles con respuesta al pH [43]. Esto se ve esquematizado en la figura 1.2A en
la cual se muestra como la respuesta a estimulo, pH de los nanogeles funciona como

agente liberador de drogas, en este caso por una expansiéon de la particula.
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Figura 1.1: Moléculas que conforman los diferentes monémeros de las redes poliméri-
cas que dan respuesta a los hidrogeles. Con respuesta al pH y concentracion de sal:
alilamina (base), dcido metacrilico y acido acrilico. Con respuesta a la temperatura:
N-isopropilacrilamida. Estas moléculas son las utilizadas para los hidrogeles usados
en esta tesis. Modelado molecular hace referencia a la construccion de modelos que
representen las propiedades moleculares de estos sistemas. En particular se muestra
que cada uno de estos mondomeros se presenta como una esfera. En cada capitulo se
dara detalle de como se da la construccién de este modelado.
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Figura 1.2: Esquema de funcionamiento de nanogeles como transportadores de medi-
camentos. A (izquierda): nanogel cargado con una proteina terapéutica que se libera
en respuesta a un estimulo (cambio de pH). B (lado derecho): se aprovecha los di-
ferentes pHs que hay en el cuerpo humano para el diseno de nanogeles que liberen
drogas terapéuticas en un ambiente especifico.
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El microambiente local alrededor del tejido canceroso puede presentar un pH maés
acido en comparacion con las condiciones fisiolégicas habituales [44-46], por lo que
los nanogeles con respuesta al pH estan siendo evaluados para la administracion de
medicamentos en el tratamiento del céncer [47, 48]. Por ejemplo, se han utilizado
nanogeles de quitina para la administraciéon de doxorubicina en diferentes tipos de

céncer, incluyendo pulmén, mama, higado y préstata [49].

Por otro lado el polimero termosensible, PNIPAm, al tener una temperatura de
transicion de volumen cercana a la temperatura corporal, hace que sus hidroge-
les despierten un gran interés para aplicaciones biomédicas, como la administracién
localizada de anestésicos [29, 50]. Es posible disenar estrategias para controlar la
temperatura de transicion de los hidrogeles termosensibles, las cuales incluyen la
copolimerizaciéon con un mondémero iénico o ionizable [51-54]. Este dltimo enfoque
produce hidrogeles de respuesta multiple que son susceptibles, ademés de a varia-
ciones temperatura, a cambios en el pH y la concentracién de sal. En particular
se ha demostrado que la temperatura de transicién de los microgeles de NIPAm
y AA depende del pH de la solucién y la concentracién de sal [55-58]. Asimismo
la temperatura de transicién de los microgeles de copolimeros de NIPAm y MAA
[59-61] depende de la fraccién de mondémero ionizable en las cadenas de polimero
[55-57, 60, 62-64]. Investigaciones recientes han explorado el uso de microgeles de
poli(NIPAm-MAA) en dispositivos para la encapsulacién y liberacién del farmaco
quimioterapéutico doxorrubicina [65-67]. La adicién de comonémero acido en estos
microgeles introduce un nuevo mecanismo dependiente del pH para la captura y libe-
racion eficiente de moléculas, haciendo estos sistemas de microgeles multifuncionales
especialmente prometedores para el disenio de sistemas avanzados de administracién

de farmacos [68].

En sintesis, el rango de las potenciales aplicaciones biomédicas de los nanogeles
es extenso e incluye desarrollos contra los trastornos neurolégicos, las enfermeda-
des cardiovasculares, oftalmoldgicas, inflamatorias y autoinmunes, asi como también
avances en el diagndstico por imagenes, la ingenieria de tejidos, la reconstruccién dsea
y el manejo de la diabetes y el dolor. Por ejemplo, los nanogeles de acido hialurénico
estan siendo evaluados para inhibir la acumulacién de la proteina beta-amiloide en el

manejo del Alzheimer [69]. En el tratamiento de la diabetes, se investigan nanogeles
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sensibles a la glucosa [27] y nuevos métodos de administracién de insulina basados
en nanogeles [70].

Estas son algunas razones por las cuales los hidrogeles poliméricos son hoy en
dia una de las primeras opciones consideradas al disenar biomateriales con funciones
especificas [71, 72]. El estimulo que dispara la respuesta de los hidrogeles puede
ser suministrado por un gradiente en la composicién fisiolégica, ya sea natural o
inducido por un estado patoldgico. La versatilidad de estas particulas dificilmente
puede ser alcanzada con otro tipo de materiales incapaces de responder a cambios en
las condiciones del medio que pueden ser relativamente moderados. En este sentido
uno de los desafios en la actualidad es aprender a controlar esta respuesta para
canalizarla en diferentes aplicaciones. A lo largo de esta tesis se plantea comprender
la fisicoquimica, que determina el comportamiento de los hidrogeles poliméricos, en
particular films y micro/nanogeles, la cual determina su capacidad de responder a
estimulos y como consecuencia su potencialidad para el desarrollo de dispositivos

para el encapsulado y liberacién de medicamentos.

1.3. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es desarrollar una descripcién comprensiva
del comportamiento y respuesta a estimulos de los micro/nanogeles po-
liméricos mediante el uso de modelos tedéricos y computacionales basados
en interacciones moleculares.

Este objetivo nos lleva a determinar si es posible utilizar hidrogeles poliméricos,
ya sea en forma de films o micro/nanogeles, como dispositivos inteligentes para el
desarrollo de nuevas tecnologias en biomedicina. En particular, el capitulo 2 se dedi-
ca al estudio de films de hidrogeles poliméricos compuestos por mondémeros de acido
metacrilico, enfocandose en la captura de poliaminas y la administracién de drogas
terapéuticas, como la doxorubicina. Se analiza como interactian estos films con di-
versas biomoléculas y/o drogas y como responden a cambios en el pH, concentracién
salina y concentracién de adsorbatos, asi como los mecanismos subyacentes en la
liberacion de biomoléculas capturadas. Para abordar estas cuestiones, desarrollamos

un método mecano-estadistico que denominamos Teorfa Molecular (TM).
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En el capitulo 3, se deriva una teoria termodinamica para estudiar el comporta-
miento de microgeles de P(NIPAm-MAA) en respuesta a cambios de pH, concentra-
cion de sal y temperatura, se evalua la actuacién de estos microgeles para encapsular
y liberar medicamentos en relacién a las propiedades del medio. En el capitulo 4 se
extiende la TM para investigar cémo la distribucién del ménomero con respuesta al
pH condiciona la adsorcién de proteinas terapéuticas en nanogeles de PMAA y PAH.
Finalmente, el capitulo 5 aborda cémo los cambios en la concentracion de nanogeles
de P(NIPAm-MAA) afectan las propiedades de soluciones coloidales, en particular
su respuesta al pH, concentracion salina y temperatura. Para ello, integramos simu-

laciones de Monte Carlo con el modelo teérico desarrollado en el capitulo 3.

Los objetivos especificos de la presenta tesis son los siguientes:

1. Desarrollar un modelo mecano-estadistico utilizando TM para describir la res-
puesta a cambios de pH, temperatura y concentracion de sal en microgeles

formados por homopolimeros.

2. Extender dicho modelo para investigar el comportamiento de microgeles de

copolimeros con respuesta a multiples estimulos.

3. Estudiar los mecanismos de adsorcion de diferentes biomoléculas en los mi-
crogeles en funcién de las condiciones del medio y la estructura/composicién

quimica de las cadenas poliméricas.

4. Desarrollar un modelo combinando simulaciones de TM y Dindmica Molecu-
lar (DM) para estudiar el comportamiento de estos microgeles en soluciones

relativamente concentradas.

1.4. Antecendentes metodoldgicos

Mediante el uso de teoria molecular, se ha logrado estudiar la termodinamica
de hidrogeles de cadenas de polidcido entrecruzadas, incluyendo peliculas delgadas
depositadas en superficies [73, 74] y peliculas de estos mismos films anclados en

superficies sélidas [75, 76]. En estos trabajos, Longo et al. [76] ha investigado el rol
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que cumple los cambios en el pH y la concentracién de sal, en el equilibrio dcido/base
de poliacidos que componen al film. En otros trabajos se ha aplicado este marco
tedrico para considerar la adsorcion de péptidos y proteinas en nanofilms de hidrogel
de cadenas de polidcido entrecruzadas [76-81], observando el trabajo no trivial que
tiene el pH al momento de protonar/deprotonar a los distintos adsorbatos.

Las predicciones de esta teoria han demostrado estar en excelente acuerdo cuan-
titativo con observaciones experimentales para una variedad de sistemas poliméricos
[82, 83]. En estos y otros trabajos se ha buscado comprender cémo la adsorcién en
peliculas de hidrogel depende del pH y la concentracion de sal, tanto en solucio-
nes de proteinas individuales como en mezclas [78, 79, 82]. En este método, la TM,
el estado de protonacion de los residuos de proteinas y de los segmentos de la red
no se asume a priori en funcién del pH de la solucién (el seno o bulk), sino que se

predice localmente como resultado de la posicién del grupo y su entorno local [35, 82].

1.5. Metodologia

Teoria Molecular
En base a los antecendes metodoldgicos, los objetivos planteados en la presente tesis
se abordaran principalmente con el desarrollo de una teoria molecular con la cual
poder describir la termodinamica de los sistemas de interés. Este enfoque tedrico
nos permite describir el tamano, la forma, la distribuciéon de carga, el estado de
protonacion y la conformacién de todas las especies moleculares que constituyen
al sistema. Para tal fin se usa una descripcion molecular de grano grueso de las
diferentes especies quimicas que componen el sistema.

La TM se deriva al escribir la energia libre del sistema como un funcional de las
densidades de las especies en solucién, las conformaciones de la red polimérica y el
potencial electrostatico. La minimizacién de esta energia respecto a sus funcionales
permite describir la termodinamica del sistema. De esta manera, se puede estudiar
como las variaciones en las condiciones de la solucién: la fuerza idnica, el pH, la
temperatura, concentracién de algin andlito de interés, cambian las propiedades

termodindmicas.
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A lo largo de esta tesis se extiende la TM, en primera instancia, para el estudio
de film de hidrogel de polidcido para la captura de poliaminas, las cuales, como
se demostrard, funcionan como estimulo para la liberacién de drogas terapetticas,
en particular la doxorubicina (capitulo 2). El uso de estos film en este capitulo
tuvo la finalidad de comprender los desarrollos teéricos planteados para los sistemas
mencionados en los antecedentes metodoldgicos, seccion 1.4. Comprendidas estas
primeras bases, fue posible el estudio de la adsorcién de proteinas en nanogeles
basados en PAH y PMAA, capitulo 4, el cual necesité de un nuevo desarrollo de
teoria molecular. La complejidad de este nuevo estudio requirié el uso de simulaciones
por dindmica molecular (DM) para la obtencién de las configuraciones de la red

polimérica los nanogeles.

Modelo termodinamico de dos fases
Se han descrito y aplicado teorias y simulaciones moleculares en varios niveles de
resolucion para investigar el comportamiento de los hidrogeles poliméricos sensibles
a estimulos. Quesada-Pérez et al. [84] han simulado el comportamiento de geles
compuestos por polielectrolitos y termosensibles utilizando simulaciones de Monte
Carlo, logrando explicar el comportamiento de hinchamiento de estas particulas.
Por otro lado, Ahualli et al. [85] emplearon simulaciones de grano grueso para el
modelado de geles polielectroliticos. Estos trabajos se han centrado principalmente
en el hinchamiento y otras propiedades de hidrogeles que tienen una red de polimero
permanentemente cargada. Algunos autores han también abordado el efecto de la

temperatura y la calidad del solvente [85-89].

Recientemente, estudios mediante simulaciones computacionales han considerado
la respuesta al pH de microgeles compuestos de polimeros reguladores de carga [90—
94]. Sin embargo, solo unos pocos trabajos teéricos han investigado las propiedades
de los microgeles de respuesta miltiple en funciéon de la temperatura, el pH y la

concentracién de sal [95, 96].

Polotsky et al. [96] basa su teoria en equilibrios osmoéticos, teniendo en cuenta
explicitamente el equilibrio de ionizacién dentro de sus microgeles. Estos estudios
predicen patrones complejos en la dependencia de las dimensiones de las particulas

de microgel, es decir, sus parametros de control: tamano y composicion.

En el capitulo 3 derivamos una teoria de equilibrio entre dos fases y realizamos
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una investigacién sistemaética del comportamiento termodinamico de microgeles com-
puestos por copolimeros aleatorios de NIPAm y un comonémero acido, MAA. Este
modelo describe la quimica-fisica detras de diversos fenémenos: a saber la expansién
del microgel impulsada por el pH, la dependencia del tamano de particula en la con-
centracién de sal, y el efecto de los cambios en la temperatura. La finalidad de esta
metologia es obtener las condiciones, dado el pH, temperatura, concentracién salina,
y tamano del microgel, que minimizan la energia del sistema. Esto se logra a través
de escribir un potencial termodinamico que incluya las diferentes contribuciones que
hacen al sistema: entropia de mezcla, energia libre quimica de las especies protona-
bles, energia asociada a interacciones electrostaticas y del tipo Van der Waals, asi
como también por las repulsiones estéricas.
Metrépolis Monte Carlo

El método de Metropolis Monte Carlo (MCMC) es un método de muestreo estadistico
que se utiliza para generar muestras de una distribucién de probabilidad desconoci-
da. El método es utilizado en el capitulo 5 para el estudio de soluciones coloidales
de nanogeles basados en P(NIPAm-MAA). En cada paso de estas simulaciones un
nanogel de la solucion es seleccionado al azar cambiandolo de posicién en la solucién
seguido de una expansién/compresion del mismo. La probabilidad de aceptar o no
este paso es mediado por la energia total del paso: energia interna del nanogel y
energia de interaccion con los demas nanogeles presentes en la solucion. La energia
interna de estos nanogeles es la energia libre interna obtenida con la metodologia
del modelo termodinamico de dos fases presentada en el capitulo 3. En este capitulo
se desarrolla el estudio de las propiedades coloidales de los soluciones de nanoge-
les y como se ven afectadas a consecuencia de la composicién de la solucién, pH,

concentracion de sal o por la temperatura a la cual se encuentra la misma.



Capitulo 2

Films de hidrogeles poliméricos:
Adsorcion de poliaminas,
encapsulado y liberacién de

farmacos

2.1. Introducciéon

Putrescina, espermidina y espermina son poliaminas que tienen dos, tres y cuatro
grupos amino respectivamente, y que estan presentes en todas las células vivas. Las
poliaminas son indispensables para el crecimiento celular y son necesarias en muchos
procesos intracelulares e intercelulares. Participan en diversas funciones metabdlicas,
como la replicaciéon del ADN, la regulacién de canales ionicos, la fosforilacién de
proteinas y la senalizacién extracelular [6, 97]. Ademds, las poliaminas interactian
fuertemente con los fosfolipidos de las membranas y, por lo tanto, pueden desempenar
un papel importante en la regulacion de las enzimas vinculadas a estas membranas
[98].

En el entorno de las células sanas, las poliaminas se encuentran en concentracio-
nes micromolares a unos pocos milimolares [99, 100]. Sin embargo, cerca de las células
tumorales, su concentracion es relativamente mayor. Numerosos estudios han demos-

trado que los pacientes con cancer presentan concentraciones elevadas de poliaminas

32
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tanto en la sangre como en la orina [101]. La produccién de putrescina comienza
cuando la enzima ornitina decarboxilasa (ODC) la cataliza [6, 8, 102]. Su mayor
actividad es la responsable de las concentraciones elevadas de poliaminas [6, 7, 103].
Concentraciones anémalas de poliaminas pueden indicar la presencia de una célula
tumoral [104, 105], asi como también un exceso de disponibilidad de poliaminas pue-
de aumentar la velocidad a la que los tumores se propagan y metastatizan [6]. Al
mismo tiempo, dicho exceso puede inhibir los mecanismos inmunitarios que las célu-
las tienen para evitar la propagacion del tumor [6, 106]. De hecho, los pacientes con
niveles elevados de poliaminas generalmente tienen un prondstico mas desfavorable
[6, 107]. Actualmente, existe un gran interés en terapias contra el cancer que puedan
regular/reducir la cantidad de poliaminas en las cercanfas de las células tumorales
para evitar su propagacion [6, 108-110]. En este capitulo, proponemos y exploramos
tanto tedrica como experimentalmente el concepto de un biomaterial funcional ca-
paz de capturar poliaminas, pero al mismo tiempo utilizar la concentracién excesiva
de estos marcadores cerca de las células tumorales como un desencadenante para la

liberacion de un medicamento terapéutico.

Los hidrogeles de cadenas poliméricas entrecruzadas actualmente se consideran
para diversas aplicaciones en la investigacién biomédica [111]. Por ejemplo, se han
explorado biomateriales basados en hidrogeles sensibles al pH como vehiculos de
administracion oral de medicamentos que tienen el potencial de encapsular y trans-
portar un agente terapéutico a través del tracto gastrointestinal, protegiendo la carga
del medio acido del estémago y liberandola en el ambiente neutral del intestino delga-
do [112-115]. Estos hidrogeles son sensibles a cambios de pH debido a que contienen
un numero significativo de grupos acidos débiles. En este contexto, consideraremos
un film de hidrogel de dcido poli(metacrilico) (PMAA). Los hidrogeles de PMAA son
capaces de responder a diversos estimulos biolégicos, incluyendo cambios en el pH
fisiol6gico [48]. Nuestra contribucién aborda una pregunta fundamental: ;Es posible
aprovechar las propiedades sensibles al entorno de los hidrogeles de polidcido débil en
el desarrollo de un biomaterial que pueda incorporar y atrapar poliaminas al mismo

tiempo que libera un medicamento terapéutico en respuesta?

La doxorrubicina es una antraciclina que se utiliza comunmente en la quimiote-

rapia debido a su eficacia en la lucha contra una amplia gama de canceres, como
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carcinomas, sarcomas y canceres hematoldgicos [116]. Es uno de los farmacos anti-
neoplasicos mas potentes y tiene la ventaja experimental de que se puede monitorear
mediante fluorescencia y/o absorbancia [117]. Utilizada sola o en combinacién con
otros agentes terapéuticos, la doxorrubicina es actualmente el compuesto de su clase
con el espectro de actividad més amplio [118]. Adema&s, debido a que tiene carga
positiva, la doxorrubicina puede encapsularse en nanogeles aniénicos [115] o inmovi-

lizarse en superficies nanohibridas cargadas negativamente [119].

El objetivo de este estudio es caracterizar los hidrogeles de PMAA como mate-
riales capaces de capturar poliaminas y liberar simultaneamente doxorrubicina en
respuesta. Para lograr este objetivo, aplicamos una teoria molecular desarrollada
para investigar la adsorcion de poliaminas y doxorrubicina en peliculas de hidrogel
de PMAA desde soluciones. Esta teoria se formula sobre la base de un potencial
termodindmico general que tiene en cuenta el costo de energia libre de protona-
cién/desprotonacién de unidades titulables, la pérdida entrépica de confinamiento
molecular, los grados de libertad conformacionales de la capa polimérica como de los
adsorbentes (y sus traslaciones), interacciones electrostéticas y estéricas. Para poder
aplicar esta teoria es necesario contar con un modelo molecular que incluya una des-
cripcion del tamano, la forma, la configuracion y el estado de carga local de todas
las especies quimicas presentes en el sistema (espermidina, espermina, putrescina,
doxorrubicina y la red de PMAA).

Finalmente, se sintetizaron peliculas de PMAA vy, eligiendo un conjunto de con-
diciones representativas de toda la coleccion explorada tedricamente, se lleva a cabo
experimentos de adsorcion de poliaminas y doxorrubicina y monitoreados por técni-
cas de UV-Vis. Estos experimentos demuestran la idoneidad del enfoque tedrico para
explorar nuevos biomateriales y su respuesta en el contexto de aplicaciones relacio-
nadas con el cancer. En resumen, este capitulo presenta el comportamiento fisico-
quimico de los hidrogeles desde una perspectiva tedrica, lo que permite un estudio
sisteméatico de su respuesta a cambios en el pH, la concentracién de sal y poliami-
nas, y también desde una perspectiva experimental para validar las predicciones de

nuestros calculos.
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-

Putrescina

Acido metacrilico

Figura 2.1: Esquema del modelo de film polimérico compuesto por cadenas de MAA.
Se muestra ademads las poliaminas investigadas con su respectivo modelo molecular
de grano grueso.

2.2. Metodologia

El sistema que estudiamos esta esquematizado en la figura 2.1. Consta de una
red de PMAA entrecruzado y anclado en una superficie la cual estd en equilibrio con
una solucién que contiene moléculas de agua, iones hidronio e hidréxido, y cloruro de
sodio, este ultimo estd completamente disociado en iones cloruro y sodio. Ademas,
esta solucién contiene tanto doxorrubicina como una poliamina o ambas especies.
Las poliaminas que hemos considerado son putrescina, espermidina y espermina.

Para estudiar este sistema, aplicamos una teoria molecular que se desarrollé re-
cientemente para investigar la adsorcion en films de hidrogel sensibles al pH de mez-

clas de proteinas [35, 79]. El método empleado aqui es general y se puede extender
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a otros ambitos. Por ejemplo, lo hemos aplicado al estudio de la captura de glifosato
en hidrogeles de poli(alilamina) [1] con fines de remediacién ambiental.

A continuacién, presentaremos una descripcion de la teoria con énfasis en el
modelo molecular introducido para describir la doxorrubicina, la putrescina, la es-

permidina y la espermina.

2.3. Teoria Molecular

El método propuesto consiste en minimizar una energia libre generalizada que
incluye toda la termodindmica relevante que engloba los procesos del sistema po-
limérico con una solucion. Para tal fin usamos una descripcién molecular de grano
grueso de las diferentes especies quimicas que componen el sistema. Dicha descrip-
cién incluye forma, tamano, distribucién de carga y estado de protonacion de cada
componente molecular. Describiremos la fisicoquimica de un film que se encuentra en
equilibrio con una solucién acuosa, la cual tiene una composicion definida externa-
mente (bafo de la solucién). Es decir, el pH, la concentracién de sal y la concentracién

de adsorbatos son variables independientes.

2.3.1. Formalismo Teodrico

Nuestro film que posee distintos tipos de segmentos: un segmento que sirve como
entrecruzante entre las cadenas poliméricas, el cual es considerado electro-neutral,
y una unidad sensible al pH: acido metacrilico. Este film se encuentra en equilibrio
con una solucién a temperatura, pH y concentracion de sal definidas. Ademas vamos
a considerar que en dicha solucién hay un adsorbato, denominado ads, el cual puede
ser la doxorrubicina, o alguna de las poliaminas. La generalizacion del método para
incorporar dos o mas adsorbatos es relativamente sencilla. Considerando los aspectos

anteriores es posible definir la energia libre de Helmholtz:

F = _TSmez - TSconf,net + Fqca,net + Fqca,ads + Uelec + Uste + UVDW (21)

En donde S,,., es la entropia de traslacién (y de mezcla) de las especies libres:
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moléculas de agua (H0), iones: hidronio (H307), e hidréxido (OH™), cationes y
aniones de sal y nuestro adsorbato modelo. Aqui, consideramos una sal monovalen-
te, NaCl, la cual estd completamente disociada en sus iones cloruro (C17) y sodio
(Na™). Sconfnet representa la entropia conformacional que resulta de la flexibilidad
de la red polimérica, la cual viene dada por todas las conformaciones diferentes que
puede asumir. [y, net, €s la energia quimica libre que describe el equilibrio entre las
especies protonadas y desprotonadas de unidades acidas. Provenientes de las cade-
nas de PMAA que forman la red polimérica. De manera similar, Fy., .qs describe
la protonacién de residuos titulables del adsorbato. Uge. v Uge representan, respec-
tivamente, las energias dadas por las interacciones electrostaticas y las repulsiones

estéricas. Las interacciones de Van der Waals son representadas en Uy gy .
Las expresiones explicitas de la ecuacion 2.1 las describimos a continuacion.

Como primer término tenemos la entropia de mezcla de las especies moviles, entre

ellas consideramos a nuestro adsorbato:

=AY [ e 2) (o ) 1+ )
5 (2.2)

+ A;/{; dzpads(97 Z) (hl (pads(e, Z)) — 14 6“2515)

en donde 3 = ,CBLT, y kp es la constante de Boltzmann, 7" es la temperatura absoluta
del sistema. La variable z es la coordenada que mide la distancia a la superficie de
soporte de nuestro film, el drea total de esta superficies es A. p,(z) y ;L?/ es densidad
local, a un z dado, y potencial quimico estadar de la especie v respectivamente, v,
es el volumen de una molécula de agua. El subindice v toma en cuenta la molécula

de agua e iones hidronio e hidréxido, iones sodio y cloruro.

El segundo término de la ecuacion 2.2 corresponde a la entropia de mezcla del
adsorbato. p.qs(0, z) es la densidad local del mismo en la conformacién 6. Es decir,
6 recorre sobre las configuraciones del adsorbato, u,, es el potencial quimco es-
tandar del adsorbato. Esta conformaciones incluyen rotaciones espaciales de la dro-
ga/poliamina. De este modo la densidad local media del adsorbato puede expresarse

COImao:
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pads Zpads 6 Z (23)

donde la notacién () indica promedio de ensamble sobre configuraciones del adsor-
bato. La entropia conformacional que resulta de la flexibilidad de la red polimérica

de nuestro film se representa en:

C"”f’”et— ZP )In P« (2.4)

en donde P(«a) denota la probabilidad de que el film se encuentre en la configuracién
«. Una configuracion viene dada por el conjunto de posiciones de cada uno de los
segmentos de la red polimérica.

El siguiente término de la ecuacion 2.1 describe la energia libre dada por el

equilibrio acido-base de los segmentos de MAA que componen la red.

B peaer = A / "z {paian(2)) 1) (0 £(2) + Biipans)
(1= F() (L = £2)) + Beran)]

(2.5)

en donde f(z) es el grado de carga de los segmentos de MAA entre z y z + dz.
18 aa- Y Mraan son los potenciales quimico estandar de las especies desprotonadas

y protonadas respectivamente. Ademas se define:

(praalz ZP a)paraala, z) (2.6)

donde (parraa(z)) es la densidad local de segmentos de MAA en promedio de ensam-
ble. papraa(a, 2) es la densidad de estos segmentos cuando el polimero se encuentra en
una configuracion a. Esta tultima cantidad es un valor conocido de nuestros calculos
(para cada configuracién) que debe ser suplido por un modelo molecular complemen-
tario al formalismo tedrico.

El equilibrio quimico de las unidades titulables del adsorbato es considerado en
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el siguiente término de la energia libre:

xmmmzAz WZXMW@HM@®%@+M&) .

+(1 = g7(2))(In(1 = gr(2)) + Brza)]

en donde (pqgs.-(2)) representa la densidad local promedio del segmento protonable

7 del adsorbato que se define como:

(Padsr(2)) = A / N d2' paas(0, 2 )0, (0, 2, 2) (2.8)
0 0

en donde n. (0, 2’, z) es el nimero de segmentos 7 entre z y z+dz cuando el adsorbato
se encuentra en la configuracién @ y su centro de masa en la posicién z’.

La unidad titulable puede estar en estado protonado 7p o desprotonado 7d, los
cuales poseen sus potenciales quimicos estandar ugp y Y, respectivamente. g, (z) es
el grado de protonacién de la unidad 7 en z. Si f,(z) es el grado de carga local de la

unidad, entonces:

1. para unidades acidas: g,(z) = 1 — f(z) (las unidades 7 se cargan negativamen-
te)

2. para unidades bésicas: g,(z) = f;(z) (las unidades 7 se cargan positivamente )

La energia electrostatica se define como:

BUelec = A/OOO dz [(Z p’y(z)Q’y + Z f‘r(z) <Pads,7-(2)> qr + f(Z) <pMAA(Z)> QMAA> ﬁ¢(2)

1 2
O
(2.9)

en donde ¥(2) es el potencial electrostatico dependiente de la posicién, € es la cons-

tante de permitividad del medio, ¢, es la carga correspondiente a la especie mévil
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v, ¢- es la carga que adquieren los segmentos titulables del adsorbato. Finalmente

qmaa es la carga que adquiere el segmento de MAA al desprotonarse.

En este contexto, la densidad de carga media es:

(pg(2)) = D py(2)ay + Y fr(2) (Pads,r(2)) 4 + f(2) (prran(2))arran  (2.10)

La contribucion siguiente en la energia libre viene dada por la repulsion estérica
entre todos los segmentos que componen el sistema. Esta contribucion se incorpora

a través de la siguiente restriccion:

1= 0y(2)o3 + D (padsr(2)) va + (paran(2)) varaa |, Vz (2.11)

en donde vy , vy ¥ Uapraa son los volimenes moleculares de los segmentos 7 de las
especies libres, A en el adsorbato y los segmentos de MAA de la red polimérica
respectivamente. (pqqs (%)) es definido de la misma forma que en la ecuacién 2.8.
Cabe destacar que el subindice A considera a todos los segmentos del adsorbato, no

solo aquellos titulables, es decir {7} € {\}.

La energia proveniente de las interacciones de Van der Waals se expresa en el
término Uy 4. En este trabajo se ha considerado que todos los segmentos del sistema
poseen un caracter hidrofilico. Es decir la interaccién entre cada par de segmentos
es similar a su interacciéon con las moléculas de agua. Como resultado la energia
de interaccién de VdW se considera una constante aditiva a la energia libre, por
lo cual puede ser ignorada. En el capitulo 3 mostraremos un ejemplo en donde las

interacciones de VdW son tenidas en cuenta y su efecto es considerable.

En este punto la energia libre, ecuacién 2.1, se puede escribir como una funcio-
nal de la probabilidad de distribucién de segmentos de nuestra red polimérica, las
densidades locales de cada una de las especies libres, incluidas la densidad de con-
formaciones de la droga y/o polimamina, los grados de protonacién/disociacién y el

potencial electrostatico local. Es decir:
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F:Z;/Ooodzf(a,e,z) (2.12)

en donde:

f=F(P(a),{p1(2)}, paas(0, 2), { f-(2)}, [ (2), ¥(2)) (2.13)

de forma mas explicita:

BF =AY /OOO dzpy(2) (In (py (2)vw) — L+ Bpis)

+ A Z /OO dzpads(ea Z) (h’l (pad5(97 Z)) -1+ ﬁ:ugds)
+ Z P(a)In P(a

+ A /0°° dz (prmaa(z)) [f(z)(lnf(z) + Bidran-)
+(1 = f(2)) (In(1 = f(2) + Budraam)]
+A /0 2> {pads+(2)) [9:(2)(In g, (2) + BuL,)

T

+(1 = g,(2))(In(1 = g-(2)) + Bpty)]
/ [(va q7+2f'r padST >QT+f( ) <pMAA(Z)> QMAA> /8¢(Z)

O
(2.14)

El film esta en equilibrio con el bulk de la soluciéon. Esta soluciéon posee una
composicién bien definida (pH, concentracién salina y de adsorbatos) ademds de
una temperatura absoluta de trabajo. Lo que implica que el sistema esta en con-

tacto con un reservorio de particulas libres, lo cual fija los potenciales quimicos de
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estas especies. Estos potenciales corresponden a las especies libres pequenas, p., y
del adsorbato, pi4qs. Al considerar esta condicién de equilibrio quimico el potencial

termodindmico relevante es el gran potencial:

Q=F-— Z,u'nyy - ﬂadsNads

~

=F — ZA/O dzpiypy(2) = padsNads (2.15)

5

—A / " i (Z (Patsr(2)) 9 (2) + (1 = f(2) <pMAA<z>>>

T

N, ¥ Nygs son el nimero total de moléculas de la especie libre v y adsorbato respec-
tivamente. En la ultima linea de la expresién, ecuacién 2.15, se tiene en cuenta los
protones asociados a las especies con segmentos titulables: adsorbato y red polimérica

respectivamente.

Se impone una restriccion fisica adicional a nuestro sistema fluido: las condiciones
de equilibrio deben satisfacer la condicién de incompresibilidad del sistema: ecuacién

2.11. Esta restriccién se incorpora como:

¢ =Q+ A/OOO dzm(z) [Z py(2)vy + Z (Padsp(2)) x + (paraa(2)) varaa — 1

(2.16)

en donde 7(z) es un multiplicador local de Lagrange. Esta funcién puede interpre-
tarse como la presion osmotica local. Finalmente, se obtiene un nuevo potencial

termodinamico para nuestro sistema, el cual se escribe de forma explicita como:
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56 =43 [ dzpr() (o, 2Jow) — 1+ 1)

+ A Z /OO dzpads(ev Z) (ln (pads(ea Z)) -1+ B:ugds)
- Z P(a)In P(a

A / 0z (prraa(2)) [ F(2) + Brdyan )
1= FE)n( = £(2) + Bianm)]
A / 023 (puisr(2)) [9- (=)0 g (2) + Bi,)

T

+(1 = g-(2))(In(1 = g, (2)) + Brizg)]
/ [(Z P4(2)gy + Z Jr(2) (Pads,(2)) @ + f(2) {prraa(r)) QMAA> Bi(z)
O

—i—A/ dzBm(z

Z py(2)vy + Z Pads (%)) Ux + (paraa(2)) vmaa — 1]

_ ZA/ dz B,u,yp7< ) + 6,uads <pads<z)>)

—A/O Blig+ (Z

T

(Pads~(2)) 9-(2) + (1 = f(2)) <pMAA(z)>>

(2.17)

Obtenida la expresion que define el potencial termodinamico del sistema es nece-
sario encontrar las condiciones en las cuales se minimiza el mismo. Para ello se deriva
este potencial respecto a los funcionales que lo componen. A continuacién se mos-
trara la optimizacion de este gran potencial respecto de los funcionales presentados
en la ecuacién 2.13.

En particular la optimizacion respecto a la densidad de las especies libres, p,(z)

resulta en:
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opd
=0 2.18
Ipy(2) ( )
Obteniéndose:
p(2)0w = ay exp [—Bg,(z)] exp [—Pu,m(2)] (2.19)

en donde la actividad de la especie 7 se define como:

a, = exp[f, — Bul] (2.20)

En esta expresion se ve la influencia de los potenciales quimicos de las espe-
cies libres, 1y, los cuales deben estar en equilibrio con el bulk de la solucién. Las
actividades quimicas estdn completamente determinadas por la composicién (pH,
concentracién salina) del seno de la solucion.

Luego de su correspondiente optimizacion el grado de disociacién de los segmentos
de MAA viene dado por:

f(2) N Kg,MAA

1—f(2) ag+

exp[—Banmaat(2)] (2.21)

en donde la constante termodindmica del equilibrio adcido-base para los segmentos
de MAA es:

Kg,MAA = eXP[—ﬁﬂ?WAAH - ﬁﬂgmm - ﬁu%] (2-22)

Del mismo modo para el grado de carga de los segmentos titulables 7, se obtiene:

f(z) (am

1— f(2) Kgﬁ) exp[—Bq-1(z)] (2.23)

la constante termodinamica para el equilibrio de los segmentos 7 se define:
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Kq . = exp[—Bul, — Bigg — Bry+] (2.24)

ademas el exponente,F1, en la ecuacion 2.23, cambia si se trata de segmentos acidos
(—) o bésicos (+).

Optimizando respecto a la probabilidad de las conformaciones de la red polimérica

se obtiene:
Pla) =g e |4 [ puaata. ot f(2)
exp {—A/ PMAA(Oéaz>ﬁQMAA¢(z)} (2.25)
0
exp {—A /OO pMAA(a,z)ﬁvMAAW(z)]
0
en donde:

Q= ; {exp [—A /OOO praale, z) In f(Z)] }
s oo [-4 [ nstepmnssc)] (2.26)
e 3 (o0 [~ [ st ponaarta)]

es la constante con la cual se tiene en cuenta que la sumatoria de las probabilidades

de cada conformacién de la red polimérica sea 1:

Y Pla)=1 (2.27)

Para la densidad local del adsorbato en una conformacion 6 se deriva la siguiente

expresion:
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pads(ea Z)Uw :dads H €xXp |:_A/ dZ,TLT(Q, <, Z/) In fT(Z/):|
" U (2.28)
0

[T exp {—A / d2'nx(8, z, 2 ) [vafm(2)) +@qm<z’>]]

En esta expresion se ha redefinido el potencial quimico estandar del adsorbato:

g]’gals = eXp[ﬁ/J/ads - 6/:Lgds] (229)

en donde se hace la distincién si los segmentos son de naturaleza écida 7, a o basica

T, b:

/Bﬂgds = /Blj/gds + Z On,TﬁM?'d + Z Cn,TB(,uH+ - M?—p) (230>

T,a T,b

se define el nimero de composicion, C, ;, para un segmento j:
Chnj = A/ dzn;i(0,7, z),¥2 (2.31)
0

La variacién del gran potencial respecto del potencial electrostatico que da origen

a la ecuacion de Poisson:

eV2U(2) = — (pg(2)) (2.32)

En esta expresion podemos observar el acoplamiento local entre las interacciones
fisicas, la organizacién molecular, los grados de libertad, conformaciones y equilibrios
quimicos. Para ello hay que tener en cuenta la densidad de carga definida en ecuacién
2.10

Para la resolucion de nuestro sistema, es decir que el mismo se encuentre en equi-

librio, se han impuesto ciertas restricciones, como la incompresibilidad y equilibrio
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de potenciales quimicos ecuaciones 2.11 y 2.15 respectivamente. Otra restriccién que

se impone es la electro-neutralidad global del sistema. Es decir:

|zt =0 (2.33)

Esta restriccidon se satisface en la solucién a la ecuacion de Poisson al considerar

las condiciones de contorno adecuadas, las cuales definimos:

i) lfm 1)(z) = 0

zZ—00
i) dy(z) . (2.34)
i) ——= =
dz z=0
Estas condiciones significan que el potencial electrostatico se desvanece a medida

que nos alejamos de nuestro film polimérico.

En este punto hemos mostrado las expresiones que optimizan a nuestro gran po-
tencial, y cémo cada uno de estas funciones: P(a), py(2), padas(2), f-(2), f(2),¥(2) a
su vez terminan siendo definidos por dos potenciales locales: Electrostético 1(z) y
Presion osmética 7(z), las actividades de las especies libres y algunas otras canti-
dades, que son variables conocidas del sistema. Con las condiciones del bano de la
solucion: concentraciéon de sal, el pH, y concentracion de adsorbato es posible calcu-
lar las actividades de todas las especies libres considerando las incompresibilidad del
sistema y su eletro-neutralidad, asi como también la auto-disociacién del agua. Las
variables conocidas del sistema incluyen el volumen molecular y carga de cada una
de las especies libres presentes, las constantes de disociacién de los segmentos titu-
lables, asi como también la distribucion espacial de todos los segmentos para cada
una de las conformaciones que tome el film y/o adsorbatos. Todas estas cantidades
son provistas por un modelo molecular. Este modelo molecular sera descrito més

adelante en la seccién 2.3.3.

Con esas consideraciones vemos que nuestras funciones desconocidas son 1(z) y
7(z) las cuales pueden ser determinadas por sustitucion en la diferentes ecuaciones

en las que interactian: la densidad de las especies libres ecuacién 2.19, los grados de
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disociacién de los segmentos del film y de los titulables del adsorbato ecuaciones (2.21
y 2.23) respectivamente, la probabilidad de las conformaciones de la red polimérica

ecuacion 2.25 y la densidad local del adsorbato (ecuacion 2.28).

Una vez obtenidos los potenciales 7(2) y 1(z) es posible derivar cualquier canti-
dad termodinamica de interés a partir de la energia libre o haciendo uso de alguna

expresion explicita en base a las funciones definidas anteriormente.

Por ejemplificar la fraccién de volumen local ocupada por un adsorbato puede

ser calculada como:

(Goas(2)) = A / TS pan(0, ) Y ma(0, 2, 2)on (2.35)

0 A

Con esta cantidad es posible cuantificar la adsorcién del adsorbato en el film.

2.3.2. Solucién Bulk

Como mencionamos en la seccion anterior, el sistema de estudio estd en equilibrio
con un reservorio de pH, temperatura y concentracién de las especies libres (incluido
el adsorbato). La composicién de la solucién bulk nos proporciona la informacién de

las actividades de las especies moviles, y con ellas sus potenciales quimicos.

El potencial termodindmico que describe a la solucion bulk puede expresarse de

la siguiente manera:
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b
55 =3 (n () — 1+ )
ol
+ Z Poas(0) (ln (me(@) — 1+ 5ﬂ2ds)
0

) {Poaery [92(ngh + BuL,) + (1 — g2)(In(1 — g2) + Br2,)]
(z a3 1 <pzds,7>qT) w] (2:36)
3+ 3 ) - 1]
7
= (Bt Bt () — B (z (o) gT)

_|_

+ pr’

en donde el superindice b denota el Bulk de la solucién. Las densidades de cada una

de las especies libres es obtenida del limite z — oc:

D6 = pulz > 00)
i)pst = padS(Z — OO)

2.37
i)’ = 7(2 = 00) (2:37)

iii)g? = g-(z — o)

Ademas el promedio de ensamble de la densidad del adsorbato definido en la

ecuacion 2.3 se convierte en:

<p2ds> = Zpst(e) (2.38)
0

en consecuencia para las especies libres ~ resulta:

P = ayexp [~Bayy? — Brbo,) (2.39)
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El grado de disosiaciéon de los segmentos 7 titulables del adsorbato:

b T1
= () el (2.40)

finalmente para la densidad del adsorbato se obtiene:

pads<0)vw =0qqds H €xXp [_Cn'r In fﬂ

T 2.41
H exp [—CTL)\(U)\ﬁWb + Q)\wbﬂ ( )

A

en donde Gq45 y Cnr (v Cpa) son definidos en las ecuaciones 2.29 y 2.31 respectiva-
mente.

Podemos observar nuevamente que estas cantidades quedan en funcién de la
presién osmoética m° y el potencial electrostético 1° del bulk.

Sin embargo si consideramos las condiciones de contorno dada en la ecuacion 2.34
para la ecuacién de Poisson, vemos que en la solucién bulk se debe cumplir: 1° = 0.

Finalmente para nuestro bano de solucién las incognitas a resolver son la presion

osmética, 7, v la electro-neutralidad del medio.

Y o thay+ Y fo(2) (Prass) @ =0 (2.42)

Las cuales es posible obtenerlas por resoluciéon numérica al sustituir las ecuaciones
2.39 y 2.41 y sus respectivas actividades (ecuaciones 2.44 y 2.45 ) en la ecuacién 2.42

y la condicién de incompresibilidad del bulk de la soluciéon dada por:

Z szv + Z <P2ds,>\> vy =1 (2.43)
¥ A

Como se mencioné al inicio de esta seccion la resolucién del bulk de la solucion,
en concreto el célculo de 7°, nos provee la informacién para las actividades de las

especies moviles:



Capitulo 2. Films de hidrogeles poliméricos: Adsorcion de poliaminas, encapsulado
y liberacion de farmacos 51

p’yv’w

y para el adsorbato:

qds :pads(e)vw €xp [Cn‘r In ff] (2 45)

exp [cn,\(v,\ﬁﬂb)]

Hay que tener en cuenta que las densidades en el bulk de la solucién son parame-
tros de entrada en cada calculo. Una vez que se establecen el pH, la concentracién
de sal y de nuestra droga y/o poliamina, estas densidades pueden ser determina-
das (usando la electro-neutralidad de la solucién del bulk y la auto-disociacién de

equilibrio del agua).

2.3.3. Modelo molecular

4r 71
| .=
F 10.8
& b ]
s 2F 1 &
o “F i o
v [ 10.6 3
< [ < ()
°1 =
o [ ] ]
E 047%
= 8
z Of ] ©
- — Putrescina ]
1F — Espermidina ‘\\ 70.2
B — Espermina . ]
— — Doxorrubicina .
)| S U NP NP N U S [ S 0
3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Figura 2.2: Numero promedio de carga neta de la doxorrubicina y las poliaminas
en funcién del pH en soluciones diluidas. El eje derecho muestra el grado de carga
de una unidad de acido metacrilico aislado. La linea vertical punteada indica el pH
fisiologico.

Este formalismo tedrico requiere una representacion molecular de todas las espe-

cies quimicas en el sistema. La figura 2.1 incluye el esquema de grano grueso utilizado
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para el MAA y las especies en solucién. Las poliaminas (putrescina, espermidina y
espermina) se representan utilizando sus diferentes grupos amino (N1 a N5). El mo-
delo de doxorrubicina incluye los anillos (D1, D2 y D4) asi como el grupo carboxilico
(D3). El volumen, pKa y carga de estos grupos, al igual que los de las moléculas de
agua e iones, se presentan en la tabla 2.1. Las geometrias moleculares, asi como los
valores de pKa asignados a las diferentes unidades de grano grueso, se han obtenido
de la literatura [7-9].

La red polimérica estd compuesta por cadenas entrecruzadas de 50 segmentos de
longitud; cada segmento de cadena es una representacién de grano grueso de una
unidad de MAA (ver la figura 2.1). Esta red tiene una topologia similar a la de
un diamante, con las unidades de entrecruzamiento con una coordinacion igual a
cuatro [93, 120-122]. Las conformaciones de la red se generan mediante simulaciones
de dindmica molecular. El set de configuraciones fueron obtenidas de un trabajo
anterior, realizado en el mismo grupo de investigacion. Como puede verse en la
referencia [79].

Con el esquema de pKa descrito anteriormente, la figura 2.2 muestra la carga
eléctrica promedio de cada poliamina y la de la doxorrubicina. El grafico también
muestra el grado de carga de un monémero de MAA aislado en una solucién diluida.
La fuerza impulsora para la adsorcién, de nuestros adsorbatos en el film, son las
atracciones electrostaticas entre la poliamina/droga y el MAA. La carga positiva de
todos los adsorbatos disminuye con el aumento del pH. El polimero incrementa su
carga eléctrica negativa a medida que aumenta el pH. Por lo tanto, esperamos que
la adsorcién sea una funcién no monotoénica del pH de la solucién. Ademas, el punto
isoeléctrico de la doxorrubicina se encuentra alrededor del pH neutro, lo que implica
que el farmaco es neutro en cuanto a carga en condiciones fisiolégicas y tiene carga

negativa a valores de pH mas altos.

2.4. Validacion experimental

Con el fin de respaldar la teoria y el modelado molecular, se prepararon films
de hidrogel poliméricos de PMAA y se llevaron a cabo experimentos de carga y

liberacion de doxorrubicina en presencia de espermina y espermidina. Los resulta-
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CG unit pKa ¢q v (nm?)

N 99 (+1) 0.051
Ny 109 (+1) 0.051
N; 84 (+1) 0.063
Ny 7.9 (+1) 0.063
Ns 101 (+1) 0.051
Dy - 0 0085
D, 7.34 (-1) 0.085
D; 846 (-1) 0.035

Dy 946 (+1) 0.085
MAA 465 (-1) 0.065

H>O - 0 0.03
H;0t - 41 0.03
OH~ - - 0.03
Na*t - 41 0.033
Cl~ - -1 0.033

Cuadro 2.1: Modelo de grano grueso. Los valores de pKa asignados a las diferentes
unidades de grano grueso se obtuvieron todos de la literatura [7-9], y los voliimenes
moleculares corresponden a los valores de Van der Waals. Valores entre paréntesis ()
indican la carga de las especies quimicas ionizadas.

dos experimentales, aqui presentados, fueros realizados por colaboradores de nuestro

grupo de investigacién: Juan A. Allegretto, Victor Nosthas Aguiar, Juan M. Giussi

2.4.1. Crecimiento controlado de peliculas delgadas de PMAA.

Los films de PMAA se obtuvieron mediante la técnica de Polimerizacion Radical
por Transferencia de Atomo (ATRP por sus siglas en inglés ), que permite la po-
limerizacion iniciada en la superficie. La sintesis completa de la pelicula de PMAA
consta de tres pasos principales, como se representa en la figura 2.3. Estos pasos son
los siguientes: 1) Inmovilizacién del iniciador de ATRP en los sustratos (portaob-
jetos de vidrio y obleas de silicio de un solo pulido). 2) Procedimiento de ATRP
utilizando ter-butil metacrilato (t-BMA) y N,N’-Metilenbisacrilamida (BIS) como
agente de entrecruzante 3) Hidrélisis de los films resultantes de ter-butil metacrilato
entrecruzado con acido trifluoroacético para obtener las peliculas de PMAA.

1) Inmovilizacion del iniciador de ATRP en los sustratos. Después de limpiar con
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Figura 2.3: Pasos de la sintesis de la pelicula delgada de PMAA, representados co-
mo: A) Iniciador ATRP en sustratos; B) Crecimiento de la pelicula de t-BMA; C)
Hidrolisis del t-BMA.

agua jabonosa, etanol y acetona en un bano ultrasénico, los portaobjetos de vidrio
y las obleas de silicio se modificaron mediante inmersién en una solucién al 2%
v/v de 2-bromo-2-metil-N-(3-(tri-etoxisilil)propil)propenamida (preparada segin lo
informado previamente en la referencia [123]) en etanol seco durante 1 hora a 30°C'.
Luego, los sustratos se lavaron con etanol y se curaron durante 2 horas en un horno
60°C bajo vacio. El dngulo de contacto medido (goniémetro de angulo de contacto
Ram-Hart modelo 290) utilizando agua fue de alrededor de 63.6°£0.1° sin cambios

con el tiempo, ligeramente menor que el del portaobjetos de vidrio (64.7°+ 0.2°).

2) Crecimiento de la pelicula de ter-butil metacrilato. Las polimerizaciones de
ATRP se llevaron a cabo de acuerdo con la referencia [124]. Se prepard una solucién
de t-BMA (15 ml, 92 mmol, Aldrich 98 %), BIS (422 mg, 2.76 mmol, Aldrich 99 %),
CuBr; (4.1 mg, 0.018 mmol, Aldrich 99.999 %), y N,N,N,N,N-Pentametildietilentriamina
(PMDETA, 0.12 ml, 0.55 mmol, Aldrich, 99 %) disuelta en DMSO (15 ml) y se des-
gasificé mediante burbujeo de Ny durante una hora a temperatura ambiente. Luego,
se agreg6 CuBr (26.5 mg, 0.18 mmol, Aldrich 99.999 %) y la mezcla se dejé bajo
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N, durante 15 minutos. Simultaneamente, los sustratos con iniciador se sellaron en
tubos Schlenk y se desgasificaron mediante ciclos de vacio/N,. Luego, la mezcla de
reaccién se inyecté en estos tubos Schlenk para cubrir completamente las muestras.
La mezcla se dejé reposar durante 24 horas bajo N, y luego se retiraron los sustratos
y se lavaron con DMSO, acetona y se secaron con Ny. El angulo de contacto medido

fue de 89.3°+ 0.1° sin cambios con el tiempo.

3) Hidrdlisis del ter-butil metacrilato entrecruzado obtenido. Las peliculas entre-
cruzadas de PtBMA se sumergieron en una solucién de dcido trifluoroacético (Aldrich
99 %) en CHyCly (50 % v/v) durante una hora a temperatura ambiente. Luego, los
sustratos se lavaron varias veces con agua y se dejaron sumergidos en agua durante
10 minutos antes de secarlos con Ny. El dngulo de contacto medido utilizando agua
disminuyé con el tiempo, desde un valor inicial de alrededor de 69° hasta 63°; este
comportamiento indica una exitosa hidrolisis de la pelicula de PtBMA en una pelicula
de PMAA mas hidrofilica, exponiendo grupos carboxilicos, que se hinchan/hidratan

con el tiempo.

g(?
\

0%

Liberacion DOXO

V-

Figura 2.4: Esquema que muestra la carga de doxorrubicina en el film de hidrogel de
PMAA vy su liberacién en presencia de espermidina.
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2.4.2. Captura y liberacién de doxorrubicina en presencia

de poliaminas

La carga de doxorrubicina (Doxo, Aldrich 98.0-102.0 % en clorhidrato de doxorru-
bicina) se realizé sumergiendo las peliculas de PMAA en una solucién de la droga al
1072 M en agua ultrapura Milli-Q (18,2M 2 cm) durante 24 horas en el refrigerador
(ver figura 2.4). Se utilizaron las bandas de absorcién de Doxo en el rango de 450-550
nm para caracterizar su carga en el film utilizando un espectrofotémetro Lambda 35
de Perkin Elmer. Para ello, después de la carga, los sustratos se sumergieron durante
unos segundos en agua ultrapura para eliminar las moléculas adheridas a la superficie
y se secaron con un flujo de Ny. Finalmente, los sustratos se colocaron verticalmente
en el camino optico del espectrofotéometro y se realizaron los andlisis, abarcando el
rango de 200-800 nm, con una velocidad de escaneo de 480 nm/min y un ancho de
ranura de 1 nm.

La liberacion se realizé sumergiendo los sustratos cargados en agua o en solucio-
nes de espermidina (Aldrich> 99 %) o espermina (Aldrich > 97 %), cada una al 2.8 %
en peso/volumen (ver figura 2.4) en diferentes momentos. La liberacién se sigui6 de
la misma manera que la carga. Estas soluciones de poliaminas se neutralizaron con
hidroxido de sodio al 0.1 M, lo que aumenté la fuerza idénica desde el agua pura y
llevé a un pH final de 7. Todos los experimentos se realizaron utilizando agua ultra-
pura Milli-@). La concentracién de poliamina se eligié para explorar un régimen de
saturacion, equivalente al extremo de la region explorada en las predicciones tedricas
(ver en secciones siguientes). De esta manera, se pueden comparar cualitativamente

las cantidades de carga de amina equivalentes.

2.5. Resultados

2.5.1. Resultados teodricos

La primera pregunta que abordamos es cémo responden los hidrogeles de PMAA
a las soluciones de poliaminas. El enfoque termodinamico permite considerar la ad-
sorcion dentro de la red polimérica a partir de soluciones que contienen estas aminas.

Definimos la adsorcién como:
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Tods = / (Pads(2) — plu)dz (2.46)
0

Donde la coordenada z mide la distancia desde la superficie que sostiene al film,
y el subindice ads se refiere al adsorbato de interés. La funcion local puqs(z) es la
densidad del adsorbato, y PZdS = lim, o padas(2) es la densidad en la solucién bulk,
lejos del film de hidrogel.

Esta definicion de I' cuantifica la masa de moléculas adsorbidas por unidad de
area en exceso de la contribucion impuesta por la soluciéon bulk en equilibrio con el
film.

La expresién dada por la ecuacién 2.46 describe la adsorcién de cada una de las

aminas, pero también es valida para la doxorrubicina.
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Figura 2.5: Gréfico de la adsorcién, I', de espermina (A), espermidina (B) y putres-
cina (C) en funcién de su concentracién en la solucién bulk. Las diversas curvas en
cada panel corresponden a diferentes valores de pH (alrededor de 7) y condiciones de
sal fisiologica, [NaCl] = 100 mM. Las regiones sombreadas indican el rango de con-
centraciones saludables de poliaminas [6]. No hay doxorrubicina en estas soluciones.

La figura 2.5 muestra las isotermas de adsorcién para cada una de las poliaminas
en funcion de su concentracién en la solucién en el bulk. Debido a que existen infor-
mes que indican que los alrededores de las células tumorales son acidos [45, 125-129],
se incluyen isotermas de adsorcién para diferentes valores de pH. Enfatizamos que
el primer objetivo es investigar la capacidad de los hidrogeles de PMAA para se-
cuestrar poliaminas en condiciones fisiolégicas; luego, los resultados de la figura 2.5

corresponden a soluciones en ausencia de doxorrubicina y con 100 mM de [NaCl].
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La adsorciéon aumenta con la concentracion creciente de poliaminas.

En la cercania de las células sanas, la concentracion de poliaminas se encuentra
en el rango de 10™* a 1072 M, lo que puede aumentar en un orden de magnitud més
alrededor de los tumores [6]. Los resultados de la figura 2.5 sugieren que los hidroge-
les de PMAA pueden responder a estas condiciones capturando cantidades crecientes
de aminas. En particular, la putrescina muestra un comportamiento aparentemente
de encendido/apagado en torno a la transicién entre las concentraciones saludables
a patoldgicas. No hay adsorcién apreciable hasta concentraciones por arriba de 1073
M. Ademds, excepto para las soluciones més acidas (pH 5), este comportamiento de
adsorcién se mantiene para diferentes valores de pH en torno a las condiciones fi-
siologicas, lo que senala la capacidad del hidrogel para adaptarse a pequenos cambios

de pH causados por células danadas.

Las poliaminas adsorbidas se distribuyen de manera més o menos homogénea
dentro de la pelicula de hidrogel. Sin embargo, esta distribucion esta correlacionada
con la densidad del polimero: se encuentran concentraciones mas altas de poliamina
en las regiones de fraccion de volumen localmente alta de PMAA. Por lo tanto, las
poliaminas tienen una mayor probabilidad de encontrarse cerca de las intersecciones
de la red, donde ocurre la mayor densidad de polimero. Un comportamiento similar
ha sido predicho por Sai et al. [130] mediante simulaciones de dindmica molecular,
quienes sugirieron que los anfifilos de croméforos se autoensamblan en los nodos de

hidrogeles polielectroliticos entrecruzados quimicamente.

En condiciones similares, el hidrogel adsorbe mas espermina que espermidina y
putrescina (compare los paneles A, B y C de la fig. 2.5, respectivamente), lo que
se puede explicar sobre la base de la carga positiva neta de las poliaminas: cuanto
mas cargada se encuentre la amina, mas se adsorbera en el film porque una carga
positiva més alta reduce el costo entropico de la confinacién del contraién al tiempo

que permite las atracciones electrostaticas con el polimero de MAA.

Schimka et al. [131] han estudiado la interaccién entre microgeles de polimero
y surfactantes fotosensibles con poliaminas sintéticas como grupos principales. Es-
tos surfactantes tienen diferentes niimeros de grupos amino con cargas entre +1 y
+3. Los microgeles aniénicos se deshinchan cuando se exponen a una concentracion

suficientemente alta de surfactante (dependiendo del estado de isomerizacién del sur-
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factante). Su estudio muestra tanto experimental como tedricamente que se necesita
una mayor concentraciéon de surfactante para desencadenar el deshinchamiento de
los microgeles cuando se reduce la carga del grupo principal de poliamina. Este com-
portamiento indica que aumentar el niimero de grupos amino facilita la captacién del

surfactante por parte del microgel, en acuerdo con los resultados aqui presentados.

Adsorcion de DOXO (mg/m?)
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Figura 2.6: Mapa de color que muestra la adsorcién de la doxorrubicina (ver ecua-
cién 2.46) en funcién de la composicién de la solucién, es decir, el pH y [NaCl]; la
concentracién del farmaco en la solucién es [Doxo] = 1 mM.

[NaCl] (

A continuacion, consideramos la capacidad de las peliculas de hidrogel de PMAA
para incorporar doxorrubicina (Doxo). Los hidrogeles de cadenas de polidcido entre-
cruzadas son sensibles a cambios en la fuerza iénica de la solucion o la concentracién
de sal [132]. Este comportamiento puede no ser relevante en entornos bioldgicos con
una concentracion de iones altamente regulada. Sin embargo, controlar la concen-
tracion de sal es fundamental en el laboratorio para aumentar la carga del agente
terapéutico dentro del material. Por lo tanto, hemos considerado la adsorcién de do-
xorrubicina en condiciones de laboratorio tipicas, abarcando un amplio rango de pH
y [VaCl].

La figura 2.6 muestra la adsorciéon en exceso de Doxo, calculada utilizando la
ecuacion 2.46. Esta figura resalta el efecto de la disminucién de la salinidad para
aumentar la adsorcién del farmaco. Debido a que la carga de la doxorrubicina es +1

(a bajo pH), su adsorcién compite con la de los iones de sodio para neutralizar la
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carga del polimero. Por lo tanto, las mejores condiciones para su incorporacién en la

pelicula corresponden a la reduccion de la disponibilidad de iones de sal.
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Figura 2.7: Grafico que muestra el niimero de carga de la doxorrubicina dentro de
la red de PMAA en funcién del pH, para diferentes concentraciones de sal (lineas
sélidas), asi como la carga promedio de la molécula en la solucién bulk (linea dis-
continua); [Doxo] = 1 mM.

En nuestro modelo, la doxorrubicina tiene su punto isoeléctrico (pI) a pH 7.8.
Se puede observar que en la figura 2.6 se muestra que las condiciones éptimas para
la adsorcién impulsada electrostaticamente ocurre en valores de pH cercanos al pl.
Este resultado se puede explicar considerando que el pH disminuye dentro del film,
un efecto que se ha predicho para el interior de una variedad de sistemas poliméricos
cargados, desde cadenas individuales, capas de polimero injertado, polielectrolitos
con estructura de estrella, hasta geles con diferentes topologias [74, 96, 133-135].
Este efecto resulta en una regulacion de la carga, especialmente por parte del grupo
difendlico de la doxorrubicina (ver D2 en la fig. 2.1 con pKa 7.3), que se protona al
adsorberse. Dentro del film , las moléculas de Doxo adsorbidas estéan, en promedio,
més cargadas positivamente que en la solucién; este comportamiento se describe
en la figura 2.7. A un pH fijo, el efecto de reducir las concentraciones de sal de la
solucion es aumentar la carga promedio de las moléculas adsorbidas. En particular,
el pl aparente (en donde la carga del adsorbato es cero) de la Doxo adsorbida, puede
aumentar varias unidades de esta manera.

A continuacién, evaluamos si la doxorrubicina puede liberarse del hidrogel cuan-



Capitulo 2. Films de hidrogeles poliméricos: Adsorcion de poliaminas, encapsulado

y liberacion de farmacos

61

0.20

T
[Espermina] = 0 mM

0.15

0.10

0.05

Adsorcién de DOXO (mg/m?)

0.00

—-0.05

— 1mM Pa
- —— 0.1 mM /
— 0.01 mM 4

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

—0.05

T
[Espermidina]

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

T
=== [Putrescina]

6
pH

—0.05

4 5 6
pH

Figura 2.8: Grafico de la adsorcién de la doxorrubicina (ver ecuacién 2.46) en funcién
del pH para soluciones que contienen espermina (A), espermidina (B) y putrescina
(C). En cada panel, las diversas curvas sélidas corresponden a soluciones con dife-
rentes concentraciones de poliamina, mientras que la curva discontinua corresponde

a una solucion sin poliaminas. Todos los resultados corresponden a soluciones de 1
mM de Doxo y 100 mM de NaCl.

do el material esta en contacto con soluciones de poliaminas. La figura 2.8 muestra la
adsorcion de Doxo en el film a partir de soluciones que contienen diferentes concen-
traciones de poliaminas. Como referencia, los graficos también incluyen la adsorcién
de doxorrubicina a partir de soluciones que no contienen poliaminas. Nuevamente,
consideramos una concentracion de sal fisiolégica de 100 mM, pero ampliamos el
rango de valores de pH para describir las condiciones que podrian ocurrir alrededor
de tejidos enfermos acidos. La adsorcion de doxorrubicina es una funciéon no mo-
notoénica del pH de la solucion, con un maximo entre 6 y 7. Este comportamiento no
monoténico era de esperar, ya que la carga neta negativa del polimero es una fun-
ci6én creciente del pH de la solucién (ver figura 2.2), mientras que la carga positiva
promedio de la Doxo disminuye hasta volverse negativa eventualmente a valores de

pH lo suficientemente altos (ver figura 2.7).

La cantidad de doxorrubicina en el film disminuye cuando las poliaminas estan
presentes en la solucién (compare las diferentes curvas de linea sélida en la figura
2.8 con la curva de linea discontinua en cada panel), lo cual se debe a la captura de
poliaminas como se describe en la figura 2.5. Esta disminucién en la adsorciéon de
Doxo en comparacion con las soluciones sin el farmaco se puede interpretar como
una liberacion del material. Dado que la espermina es la eléctricamente mas cargada,

es la més eficiente en fomentar la desorcién de Doxo (ver panel A de la figura 2.8).
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Figura 2.9: Gréfico que muestra la retencién de Doxo, I',; (ver ecuacién 2.47), en
funcion de la concentracién de aminas para soluciones con 100 mM de NaCl y un
pH de 6 (panel superior) y pH de 7 (panel inferior).

Para cuantificar atiin méas como el farmaco se desorbe de la pelicula de hidrogel
cuando se incorporan aminas en la solucién, definimos la reduccion relativa en la

adsorcién de doxorrubicina:

['boxo ([Aminal)
Fret - FO

Doxo

(2.47)

donde T',; es la retencién de Doxo, I'peyo([Aminal) es la adsorcién de doxorrubicina
: . , e 0o _
para soluciones de amina (ver curvas de linea sélida en la figura 2.8), y I'} ., =

Iboxo ([Amina] = 0) es la adsorcién en soluciones sin poliaminas (ver la figura 2.6 y

las curvas de linea discontinua en la figura 2.8).

La figura 2.9 muestra la retencion de Doxo en presencia de cada una de las
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Figura 2.10: Carga de doxorrubicina en films de PMAA y liberacién de las mismas
en agua, representada como el cambio en la absorbancia (a A = 490 nm) en relacién
con la carga inicial en diferentes tiempos de liberacién. Inset: Grafico de los espectros
UV-Vis de los films después de 24 horas en contacto con Doxo (rojo; ¢ = 0). Las
diversas curvas ilustran la liberacién del farmaco después de diferentes tiempos de
liberacion en agua. La curva negra se incluye como referencia y corresponde a la
senal del soporte de vidrio desnudo. A,: Absorbancia del sustrato de vidrio; Ay:
Absorbancia del hidrogel completamente cargado. (Resultado experimental)

poliaminas en condiciones fisiologicas y a un pH de 6. Si todo el farmaco se mantiene
dentro de la pelicula para una solucién de poliamina, entonces I',.; ~ 1; mientras
bl b
que 'y, = 0 indica que todo el farmaco ha sido liberado. Los valores negativos
de T',e; pueden ocurrir porque 'poyo([Aminal), que es una cantidad en exceso en el
bulk, puede tomar valores negativos, lo que indica que en esas condiciones las aminas
) bl

evitan la adsorcién de Doxo en la pelicula.

La retencion de doxorrubicina en el hidrogel disminuye a medida que aumenta
la concentraciéon de poliamina. Esto es cierto para todas las aminas y para pH 7 y 6
(ver figura 2.9). Como se mencioné anteriormente, la espermina es la mas eficiente en
promover la liberacion de Doxo del hidrogel. Sin embargo, a altas concentraciones de
amina, todas las poliaminas pueden impulsar la liberacion de cantidades significativas

de doxorrubicina.
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Figura 2.11: (A) Representacién esquemadtica de la liberacién de Doxo mediante la
adsorcion de poliaminas. Carga y liberacién de doxorrubicina en los films de PMAA
en soluciones de espermina (B) y espermidina (C), representadas como el cambio en
la absorbancia (a A = 490 nm) en relacion con la carga inicial en diferentes momentos
de liberacion. Ag: Absorbancia del sustrato de vidrio; Ap: Absorbancia del hidrogel
completamente cargado. (Resultados experimentales)

2.5.2. Espectro UV-Visible

La carga de doxorrubicina en el hidrogel se caracteriz6 mediante experimentos
de UV-Vis, analizando la absorbancia a A = 490 nm. Para abordar la liberacion de
Doxo después de la exposicién al agua, los datos de absorbancia se normalizaron en
consecuencia, restando la absorbancia del sustrato de vidrio (A;) y luego dividiendo
por la absorbancia del hidrogel completamente cargado (Ag), también con la resta de
A,. La figura 2.10 muestra el cambio relativo en la absorbancia después de un tiempo
de liberacién dado para un hidrogel previamente cargado durante 24 h. El inset
muestra los espectros UV-Vis después de diferentes tiempos de liberacion en agua.
Los resultados experimentales en t = 0 (El espectro en rojo mostrado en el inset de la
figura 2.10) evidencian que las peliculas de PMAA incorporan doxorrubicina dentro

de su red polimérica. La absorbancia a A = 490 nm para ese espectro corresponde a
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la barra roja en la figura principal. Después de un tiempo de exposicion al agua lo
suficientemente largo, la liberacién de las peliculas es solo parcial, lo que demuestra
la afinidad del farmaco por la pelicula. Sin embargo, existe una clara y significativa
liberacién inicial del farmaco en los primeros 10 minutos, un comportamiento que
no se observa en las etapas posteriores de liberacion, donde las medidas se reducen

a los mismos espectros (ver el inset de la figura 2.10).

La liberacién de Doxo puede ser desencadenada al exponer la pelicula de hidrogel
a poliaminas, como se representa en la figura 2.11A. Para evaluar este comporta-
miento, se realizaron experimentos de liberacion utilizando espermidina y espermina
como poliaminas modelo. La figura 2.11 muestra los cambios en la absorbancia rela-
tiva para las peliculas de PMAA cargadas con Doxo y su liberacién en contacto con
soluciones de espermidina (panel B) y espermina (panel C) en diferentes tiempos
de exposiciéon. La putrescina no se considerd en los experimentos debido a su baja
adsorcién en comparaciéon con la espermina y la espermidina (ver figura 2.5). Los
resultados muestran que la liberacion del farmaco en presencia de estas poliaminas
es mas rapida que en agua, lo que respalda las predicciones de nuestra teoria y mode-
lado molecular: los hidrogeles de PMAA actiian como plataformas de adsorcion para
las poliaminas, y tal incorporacién puede desencadenar la liberacién de un farmaco

previamente cargado.

La figura 2.11, paneles B y C, muestran que la liberacién en presencia de espermi-
na es mas rapida que con la incorporacién de espermidina: después de una exposicién
de 15 segundos a la espermina, ya no hay senal UV de Doxo, mientras que se requiere
un contacto tres veces mas largo con espermidina para alcanzar la misma etapa de
liberacién. Ademas, la magnitud de la liberacién de Doxo utilizando espermidina es
menos significativa en comparacion con la liberacién casi completa inducida por la
espermina. Estos resultados indican que el nimero de grupos amino determina su
retencién en la pelicula de hidrogel, lo que concuerda con las predicciones de nuestra

teoria molecular (ver figura 2.9) y el trabajo de Schimka et al. [131].

Después de la carga de poliaminas y la liberacién concomitante de Doxo, las
peliculas de PMAA se expusieron a una nueva solucién de Doxo para evaluar si la
adsorcién de poliaminas impediria en la readsorcion de doxorrubicina, como se mues-

tra en la figur 2.12A. Estos experimentos tienen como objetivo responder si una vez
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Figura 2.12: (A) Representacién esquemadtica de la recarga/liberacién de Doxo des-
pués de la adsorcién de poliaminas. (B) El cambio en la absorbancia (a A = 490 nm)
en relacién con la carga inicial de Doxo en el film de hidrogel (linea discontinua). Ay:
Absorbancia del sustrato de vidrio; Aj: Absorbancia de la carga inicial de Doxo en la
pelicula de hidrogel (antes de la absorcién de poliaminas: se muestra la espermidina).

liberada por la adsorcién de poliaminas, la doxorrubicina se vuelve a adsorber en el
hidrogel, disminuyendo su concentracién en el medio. En linea con el comportamiento
esperado, la retencién de espermina por la pelicula de hidrogel dificulta significati-

vamente la readsorcién de Doxo dentro de la red polimérica. Por otro lado, los films
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de hidrogel cargados con espermidina en contacto con Doxo muestran la posibilidad
de recargar el farmaco, lo que sugiere una interaccién diferente, dependiendo de la
poliamina. Como se muestra en el panel B de la figura 2.12, la espermidina permite
una recarga inicial de Doxo en el film, pero esta carga se libera facilmente al medio,
en comparacion con los resultados de la figura 2.10, donde incluso después de 1 hora
de exposicion al agua, el Doxo no se libera. Estos resultados también resaltan la
interaccién mas fuerte de la espermina (en comparacién con la espermidina) con la
red polimérica.

En resumen, nuestros resultados experimentales y tedricos muestran el potencial
de los films de hidrogel basadas en PMAA para cargar farmacos terapéuticos, que
se exploré utilizando la Doxorrubicina como farmaco modelo. Si bien el hidrogel
funciona como una plataforma de liberacién controlada, la presencia de altas con-
centraciones de poliaminas en el medio circundante puede desencadenar la liberacién

del farmaco al interactuar con la red polimérica.

2.6. Conclusiones

Las poliaminas son esenciales para el metabolismo celular, ya que estan involu-
cradas en diferentes procesos celulares y sirven como nutrientes para el crecimiento
celular. En células danadas que muestran un crecimiento descontrolado, como los
tumores, hay un aumento en la necesidad de nutrientes, lo que provoca un exceso
medible en las concentraciones de poliaminas en los compartimentos extracelulares.
Este aumento en la concentracion de poliaminas juega un papel clave en la aceleracién
de la diseminacién de tumores y puede servir como indicador de células cancerosas.
Concentraciones anémalas de poliaminas pueden ser la base para terapias que se
centren en la eliminacion de nutrientes y la prevencién de metastasis, asi como para
evaluar el avance de la quimioterapia.

En este contexto, nuestro objetivo en este capitulo fue demostrar el siguiente
concepto: los hidrogeles basados en PMAA se pueden emplear para desarrollar bio-
materiales capaces de capturar poliaminas y liberar un farmaco terapéutico en res-
puesta. Hemos desarrollado un modelo molecular de grano grueso para describir la

doxorrubicina, la putrescina, la espermidina y la espermina. Utilizando este modelo
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molecular y una teoria termodinamica, nuestros resultados proporcionan informacién

sobre la adsorcién de poliaminas y doxorrubicina en peliculas de hidrogel de PMAA.

Estos resultados predicen la capacidad de los hidrogeles de PMAA para captu-
rar cantidades crecientes de poliaminas a medida que aumenta la concentracion del
medio en condiciones de sal fisiolégicas. Esta adsorcién aumenta con el nimero de
grupos amino; la espermina muestra la preferencia mas fuerte por el hidrogel. Este
comportamiento resulta de la interaccion entre la carga positiva de los grupos amino

y los segmentos de MAA desprotonados (cargados negativamente).

Hemos considerado la carga de un farmaco contra el cancer como la doxorrubicina
en el hidrogel de PMAA. Las condiciones 6ptimas de encapsulacion en el laboratorio
corresponden a una baja concentraciéon de sal y un pH entre 6 y 7. Este resultado es
contrario a la intuicién, ya que el punto isoeléctrico de la doxorrubicina se encuentra
alrededor de pH neutro. Este enfoque puede explicarse por la protonacion del farmaco

al adsorberse en el hidrogel en el medio de pH mas bajo.

Cuando tanto la doxorrubicina como una poliamina estan presentes en la solucion
en contacto con el hidrogel, las poliaminas dificultan significativamente la adsorcion
del farmaco (en comparacion con las soluciones que contienen solo doxorrubicina).
Este efecto se intensifica a medida que aumenta la concentracién de poliaminas en
la solucion. La eficiencia para excluir el farmaco de la pelicula aumenta con la carga
eléctrica de la poliamina (es decir, el nimero de grupos amino); la espermina es
la mas eficiente de las tres aminas consideradas para lograr esta respuesta. Como
hemos demostrado, este comportamiento se puede interpretar como la liberacion de

doxorrubicina al capturar poliaminas.

Los films de PMAA se sintetizaron mediante polimerizacion radical de transferen-
cia de dtomos y se caracterizaron en condiciones especificas para respaldar nuestras
predicciones tedricas. La adsorcion y liberacién de doxorrubicina en agua, soluciones
de espermidina y espermina se estudiaron mediante espectroscopia UV-Vis. Estos
resultados experimentales respaldan claramente el concepto propuesto de encapsula-
ciéon de doxorrubicina dentro de estos films y la liberacion de farmacos dependiente

de poliaminas.

En resumen, nuestros estudios combinados tedricos y experimentales indican que

los hidrogeles basados en acido polimetacrilico tienen un gran potencial para ser-
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y liberacion de farmacos

vir como componente funcional en biomateriales que pueden capturar poliaminas y

liberar un farmaco terapéutico en respuesta.



Capitulo 3

Microgeles poliméricos: Respuesta
a estimulo y
encapsulado/liberaciéon de

farmacos

3.1. Introduccion

Los microgeles son particulas blandas formadas por cadenas de polimero entrecru-
zadas que pueden mostrar tanto un comportamiento coloidal como macromolecular
[136, 137]. Inmersos en soluciones acuosas, estas particulas incorporan y retienen
grandes cantidades de agua dentro de su estructura polimérica. Sus diametros varian
desde decenas de nanémetros (nanogeles) hasta varios micrones (macrogeles). La
caracteristica mas sorprendente de estas particulas es su capacidad para absorber
o liberar solvente y cambiar de tamano en respuesta a una variedad de estimulos
externos. Este comportamiento sensible a estimulo es reversible y depende de la
composicion quimica de la red polimérica.

Los microgeles compuestos por cadenas de polimero que contienen segmentos aci-
dos como 4cido acrilico o metacrilico (AA y MAA, respectivamente) se hinchan o
deshinchan en respuesta a cambios en el pH de la solucién [34, 138]. El pH particular

que marca el inicio y caracteriza esta transicién es el pKa aparente del microgel, que

70
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depende de la concentracion de sal en la solucion y a menudo difiere del pKa intrinse-
co del monomero acido. Estos microgeles también ajustan su tamano en respuesta a

cambios en la concentracién de sal en la solucién [34].

Analogamente, los microgeles de algunos polimeros termosensibles experimentan
una transicién de fase volumétrica (VPT, por sus siglas en inglés) cuando se ca-
lientan por encima de una temperatura caracteristica (VPTT o T,;) [36, 37]. Este
comportamiento se origina porque estos polimeros son insolubles en agua por encima
de cierta temperatura critica minima de solucién (LCST, por sus siglas en inglés)
[38]. Normalmente, la LCST del polimero y la VPTT de la red entrecruzada son
aproximadamente idénticas. Este es el caso de las particulas de microgel de poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAm) [36], cuyo colapso de volumen ocurre por encima de
32°C', que es la LCST del polimero lineal [39].

Dado que la VPTT de los microgeles de PNIPAm se encuentra alrededor de la
temperatura corporal, sus microgeles han generado un gran interés en aplicaciones
biomédicas [50]. Las estrategias para controlar la VPTT de los microgeles incluyen
la sintesis de nuevos monémeros termosensibles [51, 52|, asi como la copolimeri-
zacién con un mondémero iénico o ionizable [53, 54]. Este tltimo enfoque produce
microgeles multiresponsivos que son susceptibles a cambios en la temperatura, pH
y concentracién de sal [34, 139]. Los microgeles de N-isopropilacrilamida (NIPAm)
y acido acrilico (AA) han sido ampliamente estudiados [55-58]; también se han in-
vestigado microgeles de copolimeros de NIPAm y dcido metacrilico (MAA) [59-61].
La VPTT de estos microgeles multiresponsivos depende del pH de la solucion, la
concentracion de sal y la fraccion de mondmero ionizable en las cadenas de polimero
[55-57, 60, 62-64]. Ademas, la incorporacién del co-monémero acido proporciona un
mecanismo controlado por el pH para la adsorcién/liberacién de moléculas de carga
de signo opuesto, lo que hace que los microgeles multiresponsivos sean atractivos

para el disefio de sistemas de administracion de medicamentos [68].

Las aplicaciones basadas en microgeles de polimero estan volviéndose cada vez
més diversas y de mayor importancia en diferentes dreas de la tecnologia [136]. Na-
nocompuestos hechos de microgeles de poli(NIPAm-co-MAA) que incorporan nano-
particulas de oro o plata o estructuras metal-organicas tienen aplicaciones potenciales

en el desarrollo de materiales con actividad catalitica ajustable para la degradacién
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de contaminantes industriales [140-142]. Estos microgeles también se pueden aplicar
en el desarrollo de emulsiones sensibles al pH, salinidad y temperatura [143-146],
o como plantillas para el ensamblaje de nanomateriales [63]. Los nano/microgeles
de polimero multiresponsivos son excelentes candidatos para el desarrollo de apli-
caciones biomédicas minimamente invasivas, incluyendo bases estructurales para la
ingenieria de tejidos [28]. Culver et al. [147] han utilizado nanogeles funcionalizados
de poli(NTPAm-co-MAA) para la deteccién de diferentes proteinas. Recientemente,
se han investigado dispositivos basados en microgeles de poli(NIPAm-co-MAA) para

la encapsulacién/liberacién del farmaco quimioterapéutico Doxorrubicina [65-67].

En este contexto, en este capitulo derivamos una teoria de equilibrio de dos fa-
ses y realizamos una investigacién sistematica del comportamiento termodinamico
de microgeles compuestos por copolimeros aleatoriamente dispuestos de NIPAm y
un co-monémero acido. Este modelo describe la quimica y fisica detras de todos los
siguientes fenomenos: la hinchazon de los microgeles impulsada por el pH, la depen-
dencia no mondétona del tamano de particula con la concentracion de sal y el colapso
de la red al aumentar la temperatura por encima de la VPTT. Estas predicciones
proporcionan una imagen clara de los efectos de la composicién de la solucién (pH,
concentracién de sal) y la quimica del polimero (contenido de MAA, grado de en-
trecruzamiento) en la VPT. También se muestran las mejores condiciones para la
encapsulacién de Doxorrubicina y Daunorubicina dentro de estos microgeles. Los
calculos son especificos para el dcido metacrilico con un pKa = 4.65, pero el compor-
tamiento fisicoquimico reportado puede describir cualitativamente una variedad de
microgeles basados en NIPAm que han sido modificados con otros monémeros acidos

que tienen diferentes pKa y diferentes solubilidades a pH bajo.

El comportamiento de los microgeles de poli(NIPAm-co-MAA), incluyendo su
VPT y la interaccion con polimeros de carga opuesta, ha sido descrito utilizando una
variedad de técnicas experimentales [59-61, 65, 148-150]. También se han estudiado
tedricamente mediante simulaciones moleculares de grano grueso para investigar el
comportamiento de microgeles de polimeros sensibles a estimulos [84, 85, 151]. Es-
tos trabajos se han centrado principalmente en el swelling y otras propiedades de
particulas que tienen una red de polimero permanentemente cargada [86-89, 152—

160], y algunos han abordado el efecto de la temperatura y la calidad del solvente
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[85-89, 156]. Recientemente, algunos estudios utilizando simulaciones han conside-
rado la respuesta al pH de los microgeles compuestos por polimeros reguladores de
carga [90, 92-94, 161]. Sin embargo, solo unos pocos trabajos tedricos han investiga-
do las propiedades de microgeles multiresponsivos en funcién de la temperatura, el

pH y la concentracion de sal [95, 96].

3.2. Metodologia

3.2.1. Teoria: Fase Microgel

Consideremos un modelo de dos fases: un microgel de poli(NIPAm-co-MAA)
(P(NIPAm-MAA)) (la fase 1, denotada por M G) en contacto con una solucién acuosa
(fase 2, denotada por s). Externamente, podemos controlar la temperatura 7', el pH
y la concentracién de sal de esta solucion, en estas condiciones el microgel asume un
radio R y con ello un volumen V = %WR3 . El potencial termodinamico cuyo minimo
produce las condiciones de equilibrio dentro de la fase de microgel es un semi gran

potencial, Qy/q.

H
0 O OH O, 0

X=H, Daunorrubicina OH
X= OH, Doxorrubicina NH,

Figura 3.1: Microgel polimérico en solucion. En el mismo se observan las dos fases
que componen al sistema, la fase microgel y la fase solucién. A la derecha se muestra
la droga utilizada, asi como el modelo usado para incorporar la informacion quimica
que las definen.
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QMG = — TSmez + Fqca7MAA + Fela
+ Uelec + Uste + UVdW - Z ,U»VN,Y

o

(3.1)

En donde S,,.. es la entropia de traslacién (y mezcla) de las especies libres en la fase
del microgel: moléculas de agua (w), hidronio (H30") e iones de hidréxido (OH ™),
y cationes de sal (4) y aniones (—). Hemos considerado una sal monovalente, KC1,

completamente disociada en iones de potasio y cloruro.

Smez
— o = Zp,y (ln (pyvw) — 1+ ﬂ,ug) (3.2)

en donde 8 = kBLT ,

tzmann. La densidad numérica de la especie v es p, y ug es su potencial quimico

T es la temperatura del sistema y kp es la constante de Bol-

estandar, v, es el volumen de una molécula de agua. Ademds vy € {w, H;OT,OH~,+, —}.

Fyeamaa es la energia quimica libre que describe la protonacién de equilibrio de
las unidades de MAA.

¢MAA
5Fqca,MAA = v

W [f(lnf + Buan-) + (1= f)(In(1 — f) + B/LJO\/[AAH)} (3.3)

donde ¢pra4 es la fraccién de volumen que ocupan estos segmentos, vyr44 €s el vo-
lumen de este segmento, y f es el grado de disociacion del mismo. La fraccién de
volumen de los segmentos MAA cargados es fopraa, v la de las unidades protona-
das (o sin carga) es (1 — f)@araa. Los potenciales quimicos estandar son pf, , .- v
1%, 447 Para las especies desprotonadas (cargadas) y protonadas, respectivamente.

Utilizamos el término segmento para identificar las unidades quimicas que componen
las cadenas poliméricas (MAA y NIPAm).

F., es la energia libre elastica que explica la libertad conformacional de la red

polimérica.



Capitulo 3. Microgeles poliméricos: Respuesta a estimulo y encapsulado/liberacion
de farmacos 75

3 Nieg
2 Teh

BFela = (34>

R\? R
) —ln——1
<RO) "R

Esta expresién es descrita por Moncho-Jorda and Dzubiella [88] quienes usaron el

modelo de elasticidad del caucho, donde N, es el numero total de segmentos en la
red de polimero y n., es el nimero de segmentos por cadena de polimero o longitud

de cadena. La constante de elasticidad en esta energia es proporcional al cociente

N,
*9 que representa el niimero (total) de cadenas de polimero en el microgel. El
Nep,

radio del microgel seco es Ry, lo que satisface con la expresion:

4
-7

3 RS = Vo = Nyeg <$MAAUMAA + $N1PAmUNIPAm> (3.5)

donde Vj es el volumen de la particula seca; Tpyjaa vV Tnrpam son la fraccién de
los segmentos MAA y NIPAm en el microgel, respectivamente. Entonces, el nimero
total de segmentos MAA es 2p144Nseq ¥y €l de unidades NIPAm es 2 n7pam Nseg, €stos

ultimos con un volumen vxrpan,. Los microgeles que consideramos aqui satisfacen

TNIPAm = 1 — Taraa.

Ueciee v Ugte Tepresentan respectivamente las energias que resultan de las interac-

ciones electrostaticas y las repulsiones estéricas.

BUctec = (Z P~y + f¢ a4 QMAA> BYma (3.6)

M
UMAA

donde g, ¥ garaa son la carga eléctrica de las molculas «y y de los segmentos de MAA,
respectivamente. El potencial electrostdtico dentro de la fase de microgel es ¥y q.

Fuera de esta fase el potencial es nulo ¥; = 0

Se impone una restriccion de electro-neutralidad del microgel, que puede expre-
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sarse Comao:

¢
Z Pyt + 2 qaran =0 (3.7)
. UmAA

Las interacciones estéricas se incorporan como una segunda restriccion al sistema,
la cual consiste en que el volumen de la fase microgel estd completamente ocupado

por los segmentos de la red y las especies quimicas libres.

Z PyUy + Prraa + Onrpam =1 (3.8)

v

donde v, es el volumen molecular de la especie v, y la fracciéon de volumen de cada

componente de la red son:

TMAAUMAA

¢MAA — Nseg %71'R3 (39)
TNIPAMUNIPAm
¢NIPAm = Nseg éﬂ'RS (310)

3

Uy aw es la contribucién que describe las interacciones efectivas polimero-solvente;

para este trabajo se ha realizado la siguiente aproximacion:

Uvaw = Un1pam—w + Unaa—w (3.11)

en donde Uynjpam—w incorpora la transiciéon hidrofilica-hidrofébica de PNIPAm al
aumentar la temperatura por encima de su temperatura de transicion critica. Del
mismo modo Up;aa_, hace cuenta de la interaccién entre los segmentos de MAA y
agua. Los resultados presentes en este capitulo consideran a los segmentos de M AA

completamente hidrofilicos y por tanto Upaa_, = 0

BUvaw = Unipam—w = XL ON1PAM) Pu@NIP Am (3.12)

Este término explica la respuesta de PNIPAm a los cambios de temperatura
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a través de un parametro de interaccion polimero solvente, x, que depende de la
temperatura y la fraccién de volumen de NIPAm, ¢nypanm. Segin Afroze et al. [162],

este parametro de Flory-Huggins se puede expresar como:

X(T, onipam) = 90(T) + g1(T)dn1PAm

) (3.13)
+ 92(T)ON 1P Am
con
a(T) = gro + % + giaT (3.14)

para k = 0,1, 2, los coeficientes son: gog = —12,947, goo = 0,044959 K™, 10 = 17,920,
g12 = —0,056944 K1 gog = 14,814, g9y = —0,051419K ! y g1 = 0 [162]
Finalmente, la suma sobre v expresa el equilibrio quimico con la fase de solucion,
donde p, y N, son el potencial quimico y el nimero de moléculas de la especie
v, respectivamente. Aqui, el subindice ~ identifica las especies quimicas libres, v €
{w, H3O0",OH~,+, —}. Hay que tener en cuenta que ;¢ es un semi-gran potencial
porque la fase de microgel puede intercambiar cada una de estas moléculas con la

fase de solucion, mientras que la red de polimero esta confinada dentro de la primera.

UMmAA

Z Nvﬂv = prﬁpw + BMH+<1 - f) el (315>
Y Y

Esta contribucién muestra el equilibrio quimico entre el microgel y la fase de

solucion, donde el segundo término en la derecha representa a los protones asociados

a unidades de MAA; a saber, uy+ = pp,0+ se conjuga con el nimero total de
protones,
_ drman
Nuyo+ + Nyaan =V ( paso+ + (1= f) (3.16)
UMAA

Con todo esto la forma explicita del potencial termodinamico es:
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Quc(R)
57 =
Z P (1n (p'va> -1+ Bﬂg)
>
+ fMAA [f(n f + Bulyan-)
MAA

+(1 = f)(In(1 = f) + /BM(])MAAH)}

3 N, R\? R
2l (E) Ty !
+ (Zp'yq'y“'f

+ Brma [Z PyUy + Oaraa + ONTPAM — 1]

~

(3.17)

OMAA
qumaa | BYua
UpAA

+ X(T, On1PAm) PwPNIPAm
=S pyBy — e (1 — ) 22144
”

UmAA

En donde my¢ es la presién osmética de la fase de microgel, introducido como un
multiplicador de Lagrange para imponer la restriccién de incompresibilidad, ecuacién
3.8.

Nuestro potencial termodinamico esta escrito explicitamente en funcién de las
densidades de todas las especies, el grado de carga del MAA y el radio del microgel,
Que(R) = Qua({py}, f, R). Para obtener las expresiones de {p,} vy f de tal forma
que sean consistentes con el equilibrio termodindmico, minimizamos §2y; respecto a
estas cantidades, y sujeto a las restricciones ecuaciones 3.8 y 3.7; dicho procedimiento

conduce a:

PyVw = ay exp(—BTucvy — BYmcdy) (3.18)
KO
1 f i aAf]fA exp(—BYmaqmaa) (3.19)

donde a, = ePrr=his s la actividad de la especie 7. La constante de equilibrio
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Species  pKa ¢ (e) v (nm?)
H>0 (w) 0.03
H30" +1 0.03
OH~ -1 0.03
K+ (+) 1 0.04
Cr (-) a0 0.047
MAA 4.65 -1* 0.09
NIPAm 0.12

Cuadro 3.1: Propiedades moleculares de las diferentes especies quimicas consideradas.
(*Para la especie desprotonada).

termodindamico que describe la protonacién/desprotonacion MAA es

KJ(\)/[AA — 65#9\4AAH*5N(1]\4AA*5N?{+ (3_20)

Esta cantidad es posible calcularla directamente a partir del pKa del acido.

Si se considera un valor de R, las unicas incognitas restantes para determinar
Que(R) son la presién osmética, my e v el potencial electrostético, ¥yq. Estas dos
cantidades se pueden calcular resolviendo numéricamente la incompresibilidad y la
electro-neutralidad de la fase de microgel, ecuacion 3.8 y ecuacion 3.7, respectiva-
mente. Para resolver estas ecuaciones utilizamos un método hibrido de Powell sin
jacobiano y un cédigo FORTRAN desarrollado en el grupo de investigacion. En re-
sumen, es posible calcular la variacién de Q¢ (R) en funcién del radio del microgel
R, y con ello calcular el valor del radio éptimo del gel para unas condiciones dadas

(pH, temperatura, concentracion de sal). Esto se ilustra en la seccién 3.2.3.

Todas las demés cantidades involucradas en el célculo de Q¢ (R) son valores de
entradas, incluidas las propiedades de las diferentes especies quimicas consideradas,
que se resumen en la tabla 3.1. Usamos pK,, = 14 para describir el equilibrio de
disociaciéon del agua. Las actividades de todas las especies quimicas libres se pueden
calcular a partir de la concentracién de estas moléculas en la fase de solucion, como

se analiza a continuacion.
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3.2.2. Fase solucién

En la solucién, el potencial termodinamico es:

Q,
b =
5 (] s w -1 0 _
;pv(n(pw) + Bl — By 3.21)
+ By Zpivﬂy—l
v

el superindice/subindice s indica las densidades en la fase solucién. Al escribir la
ecuacién 3.21, hemos considerado un volumen de referencia igual al del microgel,
V', y se ha considerado, como se mencioné con anterioridad, cero el potencial elec-
trostatico en la fase de solucién. Ademas en la ultima linea de la ecuacién 3.21 se ha
incorporado la restriccién para la incompresibilidad del sistema como un multiplica-
dor de Lagrange, con 74 como la presién osmotica en la fase solucion.

Una vez que se establece la composicién de la solucién (pH y concentracién de
sal), conocemos las densidades de todas las especies quimicas en esta fase, que deben
satisfacer tanto las restricciones de incompresibilidad asi como también de neutrali-

dad de carga:
> piv, =1 (3.22)
gl
> pa, =0 (3.23)
.

con

P30 = @y eXp(— [0y (3.24)

para v € {w, H3O",OH~,+,—}. Al solucionar la ecuacién 3.22 y 3.23 se puede co-
nocer 7, con ello podemos determinar las actividades de todas las especies quimicas
libres, y con las mismas resolver el sistema de la fase microgel. Los resultados de
la minimizacién de la energia con un dado valor de R es presentada en la siguiente

seccion.
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3.2.3. Minimizacion grafica

T T T
(C) MG100-50

T T T
(B) MG100-35
1 40f 40F

T T T
(A) MG100-10
40F pH 4.65

[KCl]= 0.01M

i ssfF 35fF
1 30k 30fF

1 25k 1 2sfF

BQ/Vo (nm~3)

1 20f 1 20f
— T=25°C ]
— 30°C

10fF — 35°C 1 10f 1 1w0f
— 40°C

15fF 1 sk

T00 200 500 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700 5-"f00 500500 400 500 600 700
Radio (nm) Radio (nm) Radio (nm)

Figura 3.2: Potencial termodindmico en funciéon del radio del microgel a diferentes
temperaturas, pH de 4.65 y [KCI] = 1072M. Cada panel corresponde a un microgel
MG100 diferente (longitud de cadena, n., = 100) con 10% (A), 35% (B) y 50 % (C)
MAA. Las curvas presentan el potencial termodindmico en exceso de la contribucién
de la solucion, 2 = Qe — s, en unidades convenientes, donde V, = %WR% es
el volumen de la particula polimérica seca. En el panel B, los puntos marcan el
radio 6ptimo para cada temperatura, que es el minimo global/local de la curva
correspondiente (ver tabla 3.2).

Como mencionamos en la seccién 3.2.1 es posible determinar completamente la
energia libre de la fase de microgel para cualquier R dado. Las variables independien-
tes en este cédlculo son la temperatura, el pH y la concentracion de sal de la solucién
en contacto con la fase microgel. El nimero de segmentos en la red de polimero Ny,
la longitud de la cadena n., y la fraccion de segmentos MAA, x44, caracterizan
completamente a nuestro microgel, es decir son variables de entrada pre-establecidas.

Consideramos microgeles con Ng., = 107 segmentos y n., = 50, 100 y 200, que
tienen xpr44 = 0.1, 0.35 0 0.5. En la figura 3.2 mostramos el efecto de aumentar o
reducir la cantidad de mondémero acido teniendo como referencia a los microgeles de
poli(NIPAm-co-MAA) que poseen 35% MAA.

Estos microgeles estan etiquetados como MGnep-paraa, donde ppraa es el por-
centaje de MAA. Por ejemplo, MG100-10 corresponde a un microgel con n., = 100
vV Tpaa = 0.1.

Para determinar el tamano del microgel para un conjunto dado de condiciones,
recurrimos a una minimizaciéon grafica de su potencial termodinamico. Para cada
conjunto de condiciones (pH, sal y T'), obtenemos Q(R) = Qua(R) — Qs(R). En esta
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expresion obtenemos el potencial termodinamico en exceso de la contribucién de la
solucién. Con ella podemos encontrar el R, siendo este el radio 6ptimo, tal que la
curva tenga un minimo global (y local). Como ejemplo, este procedimiento se ilustra
en la figura 3.2 para microgeles M(GG100. Los resultados obtenidos de la minimizacién

de las curvas figura 3.2 se resumen en la tabla 3.2.

Radio éptimo (nm)(MG100)
25 °C 30 °C 35°C 40 °C Gel seco, Ry
10% MAA 215 184 75 74 65
35% MAA 213 193 84 76 64
50% MAA 213 199 172 85 63

Cuadro 3.2: Minimizacion de las curvas de la figura 3.2. Esta tabla resume los radios
6ptimos de tres microgeles MG100 a diferentes temperaturas, pH 4.65 y [KCl] =
1072M.

3.2.4. Incoporacion de adsorbatos: Modificacion del método

tedrico

Nuestro objetivo es caracterizar estos microgeles como dispositivos inteligentes,
en el transporte de medicamentos. Para ello es necesario analizar la adsorcion de
algunas drogas terapéuticas. En el presente capitulo realizamos el andlisis usando
como droga modelo a la Doxorrubicina y un derivado de ella: Daunorrubicina. Ambas

drogas son empleadas frecuentemente en tratamientos contra el cancer.

Para describir la adsorcién de un analito a la fase de microgel, al potencial ter-
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modinamico de la ecuacién 3.17 se le adicionan los siguientes términos:

Qua(R)
e

+ Pa (ln (pavw> —1 + ﬂ,ug)
+pa Y 1 [g-(Inge + Bpl,)

B

+(1— g)(n(1 = g,) + Buy)] (3:25)

+ (pa ZanTQT> 5¢MG

— paBlta = Blir+pa Y Nrgs

en donde la primera linea (lado derecho) representa los grados de libertad de trasla-
cién, donde p, es la densidad numérica del analito y u su potencial quimico estdndar.
Las siguientes dos lineas describen el equilibrio acido-base de las unidades titulables
del analito; el subindice 7 recorre dichas unidades moleculares que tienen un grado
de protonacién g, y un volumen v,. El analito tiene n, de estos segmentos; /ﬂp y
12, son el potencial quimico estdndar de las especies protonadas y desprotonadas,

respectivamente, que se relacionan con la constante de disociacién acida:

Kg,r _ eﬂu(ipfﬁu?dfﬁu‘}ﬁ (3.26)

La siguiente linea en la ecuacién 3.25 describe la contribucién del analito a la
energia electrostatica, donde f, es el grado de carga de las unidades 7, que es igual
a gr si 7 es un grupo bésico, o (1 — g,) si la unidad es acida; ¢, es la carga de las
especies ionizadas. Los dos ultimos términos dan cuenta del equilibrio quimico entre

el microgel y la fase de solucién, donde p, es el potencial quimico del analito.

Ademas, la ecuacién 3.8 debe incorporar la fraccion total de volumen ocupada
por el analito: p, Y, n\vy, donde A recorre todos los tipos de segmentos que forman
la molécula, incluyendo unidades titulables {7} € {A}. La presencia del analito
en la fase de solucién también representa contribuciones adicionales al potencial
termodindmico €); de ecuacién 3.21, que contienen los mismos componentes que

ecuacion 3.25.
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Con todo lo anterior se puede reescribir:

Para la fase gel:

Oua(R)
M -

ZP’Y (In (pyvw) = 1 + ﬁ,ug)

y
+ Pa (hl (pavw) -1 + ﬁ#g)

+ ijAA [f(lnf + Buran-)
MAA

+(1 = f)(In(1 = f) + Blug/[AAHﬂ
+pa > 1 [g-(Ingr + Bul,)

8

3 Nue (R>2_1 R
2naV [\Ro) " R

2 nchV
Prraa
+ (Z PGy + fquAA + Pa Z nrf-q- | BYmc
Y T

+ Brma [Z PyUy + Orraa + ONIPAm + Pa Z NAU) — 1]

v \
+ X(T, ON1PAm) PwPNIPAM

= pBiy = paBita — B+ (1 — f)(b

MAA
— Blm+pa ) _negr
UMAA Z:

En las cuales las restricciones fisicas para la fase gel son incompresibilidad:

1= Z PyUy + Grran + ONIPAm + Pa Z NAUA (3.28)
o A

y electro-neutralidad:
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¢MAA
Z P~dy + f—QMAA + Pa Z n‘r.f‘rQT =0 (329)
S UMAA -

Para la fase solucién:

57 = o4 (ln(pwvw) -1+ 5#2 - 5#7)
27 (3.30)
+ 5 (In piow — 1+ Bug — Bria)

y sus respectivas restricciones:

1= Z PyUy + Pa Z NAU) (3.31)
vy A

> ity +pa Y nrfrge =0 (3.32)
vy T
De la optimizacion de nuestro nuevo gran potencial (2,c se obtiene:
fx aH+ o —BYmacq
= 1Gqr 3.33
1- fT K70— ‘ ( )

para el grado de carga de las unidades 7, donde el signo F diferencia el caso de un

grupo acido (—) de uno bésico (+). Para la densidad del analito obtenemos:

a
PaVy ==—————-exp | —f7 NV (3.34)
I ( o X )

donde esta ultima ecuacién requiere una re-definicion de la actividad del analito a,.
(De forma similar como se hizo con los adsorbatos del capitulo 2 en la ecuacién 2.29).

Expresiones similares a la ecuacién 3.34 y ecuacion 3.33 se derivan para la fase
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H
0 O OH O, 0

X=H, Daunorrubicina OH
X= OH, Doxorrubicina NH,

Figura 3.3: Estructura quimica (arriba) y modelo de grano grueso (abajo) aplicado
para describir daunorrubicina y doxorrubicina. Los segmentos de grano grueso D1 —
D4 se describen en la tabla 3.3.

CG unit pKa q(e) v (nm?)
D1 - 0 0.085
D2 734 -17 0.085
D3 946 417 0.085
D4 (Doxo) 846 -1°  0.035
D4 (Dauno) - 0 0.035

Cuadro 3.3: Propiedades moleculares para las distintas unidades de grano grueso
usadas para el modelado de las drogas Daunorrubicina y Doxorrubicina. (ver figura
3.3). (* Para unidades ionizables.)

de solucién; y con ellas se puede obtener las actividades de los analitos y especies

libres.

Consideraremos la adsorcién de los farmacos quimioterapéuticos Daunorrubicina
(Dauno) y Doxorrubicina (Doxo) en nuestros microgeles P(NIPAm-MAA) en diferen-
tes condiciones. El modelo molecular aplicado para describir estos analitos se ilustra

en la figura 3.3 y la parametrizacién se presenta en la tabla 3.3 [3].
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Respuesta al pH y la concentracion de sal

400 T T T T T
— [KCl]=10"2M
— 1073 M
350F — 107 M
— 107°M

E (A) MG100-35
F T=25°C

375F

325

300

275

Radio (nm)

250

225

200

175.

Grado de carga

Figura 3.4: Tamano de microgel (A) y grado de carga (B) en funcién del pH para
soluciones que tienen diferentes concentraciones de sal y T = 25 °C'. Las cadenas de
polimero en el microgel MG100-35 tiene n., = 100 segmentos de largo y 35 % MAA.
La curva punteada en el panel B es la disociacién ideal del dcido metacrilico (pKa =
4.65). Los circulos de color en las curvas del panel A marcan el pKa aparente del
microgel.

En esta seccion, describiremos el comportamiento de los microgeles en respuesta
a cambios en la composicién de la solucion. En primer lugar nos enfocaremos en
temperaturas por debajo de la temperatura critica del PNIPAm, donde el microgel
experimenta un colapso. El efecto de la temperatura se evaluara en la seccién 3.3.2.
La Figura 3.4A muestra el tamafio del microgel (radio, R) en funcién del pH para

diferentes concentraciones de sal. Los microgeles de P(NIPAm-MAA) se hinchan al
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aumentar el pH. A medida que el pH se incrementa, un niimero creciente de unidades
de MAA se desprotona y, por lo tanto, se cargan eléctricamente. La Figura 3.4B
muestra cémo la fraccién de MAA cargados (f: grado de carga; ver ecuacion 3.19)
depende del pH de la solucién. El hinchamiento observado en el panel A, que surge
al aumentar el pH, es una respuesta a las crecientes repulsiones dentro del microgel,
resultado del aumento de la carga eléctrica en la red polimérica, como se observa en
el panel B.

El inicio de la transicién de este swelling se desplaza a valores de pH més altos
cuando se reduce la concentracién de sal (ver Figura 3.4A). Las curvas de disocia-
ciéon de protones del panel B presentan el mismo desplazamiento a pH maés altos,
en comparacion con el comportamiento ideal de un monémero de MAA aislado en
solucion diluida.

El pKa aparente es el pH en el cual la mitad de los segmentos de MAA se
desprotonan, y este valor cuantifica el comportamiento de carga del microgel (ver
Figura 3.4B), asi como la transicién de expansién (como se observa en el panel
A, marcado con circulos en pH = pKa). Los pKa aparentes de la Figura 3.4B se

muestran en la Tabla 3.4.

[KCl] (M) pKa apa. (25°C)
10-° 8.10
1074 7.15
1073 6.15
1072 5.35
ideal (pKa) 4.65

Cuadro 3.4: pKa aparente de la fig. 3.4 para un gel MG100-35 a 25°C.

Una concentracion relativamente alta de iones de sal dentro del microgel da co-
mo resultado el apantallamiento de las repulsiones electrostaticas entre los segmentos
MAA cargados; estas interacciones repulsivas se vuelven de corto alcance. Cuando
el pH de la solucién aumenta, la disociacién de los segmentos de MAA sucede sin
un costo energético alto originado por las repulsiones electrostaticas. En estas condi-
ciones, la desprotonacién de MAA, inducida por la energia quimica libre (equilibrio
acido-base), se aproxima al comportamiento ideal o de una solucién diluida (com-
parandose los casos de alta concentraciéon salina con la curva de linea punteada en
la Figura 3.4B).
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Por el contrario, a bajas concentraciones de sal, el efecto de apantallamiento
se debilita y las repulsiones electrostaticas dentro de la red son de mayor alcance.
Incluso si hay pocas cargas y distantes en la red, interactuaran entre si. Para reducir
la contribucion energética de tales repulsiones electrostaticas hay una disminucion
significativa en la carga de las unidades de MAA a estas condiciones de baja salinidad;
en consecuencia, el pKa aparente aumenta. El precio a pagar es aumentar la energia
quimica libre, cuya contribuciéon se minimiza cuando el grado de protonacion es el

ideal.

T T
350F (A) MG100-10 — pH=31 350F (B) MG100-35 1
T=25°C — 4.65
325 —6 E 325F J

300F E 300

275F 275

Radio (nm)
Radio (nm)
Radio (nm)

250F 250

225 /\: 225

200 1 200

175

173 10T 10 10 To1 1R 10T 16 10 0! (g3 10T 16 16 10-1
[KCI] (M) [KCI] (M) [KCI] (M)

Figura 3.5: Grafico del tamano del microgel en funcién de la concentracion de sal
para diferentes soluciones de pH y T' = 25°C. Los paneles corresponden a microgeles
MG-100 (longitud de cadena, n., = 100) que tienen fracciones MAA: 10% (A), 35%
(B) y 50% (C).

La Figura 3.5 ilustra cémo el tamano de los microgeles de P(NIPAm-MAA) de-
pende de la concentracién de sal para diferentes valores de pH. A una salinidad
relativamente alta, estos microgeles se expanden con el aumento de la concentracién
de sal, lo que es consistente con los resultados de dispersién de luz dindmica (DLS)
reportados por Wong et al. [63] para microgeles P(NIPAm-MAA) y concentraciones
de KCI en el rango de 0.1-0.5 M.

Las curvas de la Figura 3.5 muestran un comportamiento reentrante. El tamano
del microgel incrementa en una primera instancia y luego disminuye al aumentar
la concentracion de sal. Esta respuesta no monotonica es mas acentuada cuando
la carga del polimero aumenta debido a un mayor contenido de unidades de MAA
(observado en los diferentes paneles de la Figura 3.5).

Se han informado transiciones de expansion-compresion en diversas concentra-

ciones de sal en una variedad de sistemas poliméricos con regulacién de carga. El
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grosor de las capas de poliacidos débiles anclados es una funcién no monoténica de
la concentracion de sal de la solucion segin lo predicho mediante la teoria del campo
medio autoconsistente [163-166], lo cual ha sido confirmado por resultados experi-
mentales [83]. De manera similar, los resultados tedricos predicen que el tamano de
los polielectrolitos débiles ramificados en forma de estrella muestra un maximo en
funcién de la concentracién de sal de la solucién [167, 168]. También se ha predi-
cho que el espesor de las peliculas de poliacidos débiles entrecruzados mostrara este

comportamiento de expansion reentrante [169].

En este mismo sentido, se ha predicho una transiciéon de compresion a expansion
impulsada por la concentracién de sal para los nanogeles de polielectrolitos fuer-
tes [155]. Este comportamiento, en el caso de los polielectrolitos “quencheados”, se
atribuye a los efectos de volumen excluidos de los iones absorbidos a altas concen-

traciones salinas.

Mas relevante para nuestro estudio, son los resultados tedricos de una transicion
reentrante de hinchazon a colapso para microgeles sensibles al pH y la temperatura
[96]. Polotsky et al. [96] explica que el aumento de la concentracién de sal promueve
inicialmente la disociacién de carga de los grupos acidos débiles hasta alcanzar la
saturacion, momento en el cual el grado de disociaciéon alcanza el valor ideal. Mas
alld de este punto, el aumento de la concentracion de sal en la solucién solo favorece
el apantallamiento de las repulsiones electrostaticas y, por lo tanto, el microgel se
deshincha.

Experimentalmente, Capriles-Gonzdlez et al. [95] informaron sobre el swelling no
monotonico de los microgeles de poli(NIPAm-co-AA) (P(NIPAm-AA)) en funcién

de la concentracion de NaCl utilizando técnicas de DLS.

El aumento de la concentracion de sal de la solucién tiene dos efectos opuestos
sobre las propiedades del microgel. Por un lado, aumenta el apantallamiento de in-
teracciones de carga elétrica a medida que se incorporan los iones dentro del gel;
las repulsiones electrostaticas entre los monémeros de MAA cargados estan cada vez
mas apantalladas. El alcance efectivo de estas repulsiones se acorta, favoreciendo
el deshinchamiento. Por otro lado, este apantallamiento permite una mayor despro-
tonacion de los monémeros de MAA, promovida por el equilibrio acido-base. La

disociacion de carga por el contrario, favorece el hinchamiento de la particula para
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Figura 3.6: Curvas del grado de carga MAA (A) y la longitud de Debye (B) dentro
de los microgeles MG100-35 en funcién de la concentracion de sal para diferentes
valores de pH. Estos resultados corresponden a las mismas condiciones de la figura
3.5B.

reducir las repulsiones electrostaticas.

La figura 3.6 ilustra este doble efecto de aumentar la concentracién de sal en la
solucién, lo que conduce al comportamiento de hinchamiento-deshinchamiento. El
panel A muestra que la carga del microgel aumenta mondtonamente con la concen-
tracion de sal. En el panel B, usamos la longitud de Debye, calculada con la ecuacion
3.35, para cuantificar la extensién de las interacciones electrostaticas. El alcance efec-
tivo de estas interacciones se acorta dentro del microgel a medida que aumenta la
concentracion de sal. Se puede observar en la figura 3.6 que en condiciones de pH 3
la carga dentro del microgel es insignificante, lo que resulta en un hinchamiento muy

poco apreciable en la figura 3.5B.
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El célculo de la longitud de Debye A5 se obtuvo con:

Aot = [4mls Y padd (3.35)
vy

en donde I es la longitud de Bjerrum, p, y ¢, es la densidad y carga de la especie
libre v respectivamente.

Esta teoria requiere que el interior del microgel sea de carga neutra. La con-
gujacién de cargas poliméricas y contraiones debe estar equilibrada. Claudio et al.
[153] demostré que esta es una aproximacién razonable cuando el microgel es mas
grande que R = 125nm y tiene un 50 % de mondmeros cargados. Los microgeles
P(NIPAm-MAA) aqui planteados son més grandes que ese tamafio en la mayoria de
las condiciones, particularmente cuando el pH esta por encima del pKa aparente y

la mayoria de los grupos MAA estan desprotonados.

3.3.2. Respuesta a la Temperatura

P T T mane P 2 T T T T T T T 205

— [KCl]=10"*M

— 1073 M
104 M 1 200F 4 200f

— 10°M

200
175F 1 175F 1 175p

150 1 150f 1 150f

Radio (nm)

125F (8 MG100-10 1 1258 ® MG100-35 J1125F () MG100-50

100} 1 100 4 100f

75 75 L L L L n 75 . L L L L L L
26 28 30 32 34 36 38 40 26 28 30 32 34 36 38 40 26 28 30 32 34 36 38 40

T(°C) T(°CO) T(°C)

Figura 3.7: Grafico del tamano del microgel en funciéon de la temperatura para di-
ferentes concentraciones de sal en soluciéon y pH 4.65. Los paneles corresponden a
microgeles MG-100 (longitud de cadena, n., = 100) que tienen diferentes fracciones
de MAA: 10% (A), 35% (B) y 50% (C).

Discutido el efecto del pH y la concentracion de sal, ahora nos enfocaremos en
mostrar la respuesta de los microgeles de P(NIPAm-MAA) frente a cambios en la
temperatura. En cada panel de la figura 3.7 se muestra el tamano de tres particulas
MG-100 como funcién de la temperatura a distintas concentraciones salinas. A ba-

ja temperatura, estos microgeles muestran un estado relativamente hinchado (baja
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densidad de poliméro) , mientras que a altas temperaturas se encuentra en un estado

colapsado (alta densidad de polimero).

Esto tltimo ocurre dado que el PNIPAm adquiere un comportamiento hidrofébi-
co por encima de su LCST, expulsando el solvente de su interior y colapsando su
estructura [170]. El tamano de la particula en este estado es independiente de la
concentracion salina o el pH y posee un radio relativamente cercano al del microgel
seco (ver tabla 3.2).

Por otro lado, el estado hinchado del gel estd dominado por las repulsiones elec-
trostaticas entre los segmentos de MAA cargados y los contraiones adsorbidos, como
fue descrito en la seccién 3.3.1. El tamano y la carga del microgel son funciones

monoténicamente decrecientes de la temperatura.

48 T T
— [KCl]=107%M

46F _ kci1=103M
44f — [KClI=107*M
— [KCl] =10"°M

42 (A) MG100-35

38F

36

Temperatura de Transicién (° C)

34E

32
3

pH
1.0 T T T
(B) MG100-35
0.8fF
o
o
2 0.6}
(&}
[}
=
o
T 0.4fF
g
Q
02f
.
0.03 7} 5 5 7 ) 9
pH

Figura 3.8: Graficos que muestran la temperatura de transicion de volumen Tpr
(A) y la fracciéon de MAA cargado a esta temperatura (B) en funcién del pH para
diferentes concentraciones de sal. Este microgel P(NIPAm-MAA) tiene una longitud
de cadena de n., = 100 y un 35 % de MAA.
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En la mayoria de las condiciones, pero no en todas, la transiciéon entre estos
dos estados del microgel es brusca y ocurre en un rango estrecho alrededor de una
temperatura bien definida, que definimos como Temperatura de Transicién de Fase
(Tpr por sus siglas en inglés). Comparando los diferentes paneles de la figura 3.7,
vemos que aumentar el contenido de MAA de los microgeles conduce a una transicién
mas suave alrededor de Tpr.

La figura 3.8A muestra que la Tpyr aumenta con el pH y la concentracién de
sal. Estos resultados son consistentes con los experimentos de DLS que muestran
que la temperatura de transicién volumétrica de los microgeles P(NIPAm-MAA)
aumenta con el pH [148], lo que también se ha observado experimentalmente para
los microgeles P(NIPAm-AA) [95]. En este trabajo se ha definido Tpr como el punto
de inflexién de las curvas R(7T') de la figura 3.7 entre los estados hinchado y colapsado
[171].

El panel B de la figura 3.8 muestra el grado de carga de los segmentos de MAA
en su Tpr. Existe una clara correlacion entre la dependencia de Trr con el pH y la
salinidad, y el estado de carga del microgel en las condiciones Tpr. La temperatura
de transicién aumenta con el pH y la concentracion de sal, al igual que la carga de
la red de polimeros.

A diferencia de este comportamiento, la Tpr, de los microgeles basados en PNI-
PAm y co-mondémeros permanentemente cargados, disminuye con la concentracién
de sal [54]. En este caso, la carga del polimero permanece constante, mientras que
la incorporacion de iones de sal solo debilita las repulsiones electrostaticas entre las
cargas.

Los resultados de la figura 3.8 muestran que la temperatura de transicion esta
controlada por la cantidad de carga dentro del microgel. De hecho, aumentar el
contenido de MAA tiene el mismo efecto de desplazar la Tpy a valores mas altos,
como se observa en la figura 3.9A. Una vez més, este comportamiento resulta de una
estructura polimérica mas cargada.

Para comparar el estado de carga de microgeles con diferentes contenidos de

MAA, utilizamos la fraccién total de mondémeros cargados:

Norsa
Typaa- = %AA = frmaa (3.36)
seg




Capitulo 3. Microgeles poliméricos: Respuesta a estimulo y encapsulado/liberacion
de farmacos 95

70 T T T T T T T T T T

65F (A)MG100
I [KCI=0.01 M
| — 10% MAA

—35%
S5 —350%

Figura 3.9: (A) Gréafico de temperatura de transicién Tpr en funcién del pH para
microgeles MG-100 (longitud de cadena de polimero, n.,, = 100 segmentos) que
tienen diferentes contenidos de MAA; [KCI] = 0.01 M; (B) Fraccién de segmentos

Nopaa ., . ..
cargados Ty 44— = % en funcion del pH para las mismas condiciones del panel

A (Por ej. , enlaTpr); xpraa- €s proporcional a la carga total del polimero; Ny, es
el mismo para todos los microgeles.

Donde Njy;44- es el nimero de segmentos MAA desprotonados, todas las demas
cantidades se han definido en la seccién 3.2.1. xy;44- es proporcional a la carga
total de la red de polimero, y debido a que todos los microgeles tienen el mismo
numero total de segmentos, la constante de proporcionalidad es la misma para todos
los porcentajes de MAA considerados. La figura 3.9B muestra que existe una clara
correlacion entre Tpr v la carga total del microgel (dada por zy;44-) al cambiar el

pH o el contenido de MAA del polimero.
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Figura 3.10: Grafico del tamano del microgel en funcién de la temperatura, la con-
centracion de sal y el pH (paneles A, B y C respectivamente). Diferentes curvas co-
rresponden a microgeles con segmentos de 50 (MG050), 100 (MG100) y 200 (MG200)
por cadena de polimero, todos con 35 % MAA.

3.3.3. Efecto del grado de entrecruzamiento

En esta instancia vamos a analizar cémo el grado de entrecruzamiento de la red
polimérica afecta el comportamiento previamente descrito de nuestros microgeles.
Consideramos microgeles con segmentos de 50, 100 y 200 por cadena, manteniendo
el mismo numero total de segmentos. A medida que la cantidad de segmentos por
cadena disminuye, aumenta el grado de entrecruzamiento en el microgel. La figura
3.10 muestra la respuesta de los microgeles con un porcentaje de MAA del 35 % ante

cambios de temperatura (panel A), concentracién de sal (panel B) y pH (panel C).

Los microgeles con menor grado de entrecruzamiento (mayor nimero de segmen-
tos por cadena) presentan un mayor grado de hinchamiento, a iguales condiciones
este comportamiento de los microgeles P(NIPAm-MAA) ha sido confirmado expe-
rimentalmente [172]. Cualitativamente, la respuesta a la concentracién de sal y al
pH es similar para todas las longitudes de cadena consideradas (paneles B y C de la
figura 3.10, respectivamente). Una observacién interesante es que la disminucién del
grado de entrecruzamiento conduce a una transiciéon de volumen mas brusca a me-
dida que aumenta la temperatura (figura 3.10A), y ademas, la Tpy aumenta. Estos
resultados son consistentes con los trabajos de Li and Tanaka [173] y Wu and Zhou
[174], quienes informaron un cambio en la transicién de volumen de PNIPAm de
continua a discontinua a medida que disminuye la concentracion del entrecruzante

en la sintesis.
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En la figura 3.10, también se observa que el aumento de la longitud de la cadena
(disminucién del grado de entrecruzamiento) desplaza la temperatura de transicion
(Tpr) hacia valores més altos. Esto concuerda con los resultados de la espectroscopia
UV obtenidos por Lee et al. [62] para los microgeles P(NIPAm-AA). Este compor-
tamiento se observa en todo el rango de condiciones exploradas en este capitulo.

La constante de fuerza de la contribucion elastica a la energia libre es inversa-
mente proporcional a la longitud de la cadena n., (ver ecuacién 3.17). Al reducir el
grado de entrecruzamiento, el microgel se vuelve més flexible y en consecuencia se
hincha, lo que permite la apariciéon de una mayor carga eléctrica en la red de polime-
ro. En consecuencia, se requiere una temperatura mas alta para inducir el colapso
de la red de polimero cargado. Hemos demostrado que la temperatura de transicién
esta fuertemente correlacionada con el grado de carga del polimero.

La presencia de unidades acidas acentia la dependencia de la Tpy con la longitud
de la cadena, ya que incorpora el equilibrio de protonacién al balance del potencial
termodinamico. Sin embargo, esta respuesta es intrinseca a la interaccion entre las
propiedades hidrofébicas y la elasticidad de la red polimérica. De hecho, la tempe-
ratura de transicién de los microgeles de PNIPAm puros también aumenta con la
longitud de la cadena, aunque el efecto es significativamente mas débil en ausencia de
segmentos de MAA. Esto puede observarse en la figura 3.11 en la cual se muestra el
cambio de la temperatura de transiciéon como funcién del nimero de segmentos por
cadena dentro de la red polimérica. Estos geles estan compuestos enteramente por
mondémeros de NIPAm, con un total de Ny, = 107 segmentos en todo el microgel.

El pH es de 4.65 y la concentracién salina de 0.01 M.

3.3.4. Adsorcién de drogas

Los microgeles poliméricos son investigados como vehiculos inteligentes para el
transporte de medicamentos debido a sus propiedades tinicas. Estos sistemas nano-
estructurados (en este caso microestrucutrados) ofrecen una plataforma versatil para
la encapsulacion, proteccion y liberacidon controlada de sustancias bioactivas. Los mi-
crogeles pueden responder a estimulos externos, como se ha mostrado en las secciones
anteriores, con cambios de pH, temperatura y concentraciéon de iones, lo que les per-

mite liberar su carga terapéutica de manera selectiva y especifica en el sitio deseado.
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Figura 3.11: Gréafico de la variacion de la temperatura de transicion como funcién de
los segmentos por cadena que componen la red polimérica. El polimero que compone
el microgel esta compuesto puramente por NIPAm. La concentracién de sal es de
0.01 M y el pH de 4.65. La red polimérica esta compuesta por Ny, = 107 segmentos.

Por ejemplo, se sabe que el pH extracelular del tejido tumoral es més bajo que el
del tejido sano [175], lo que hace que los microgeles con respuesta al pH sean idéneos

para la administracion local de medicamentos contra el céancer [176].

Peppas et al. [177] han estudiado ampliamente los microgeles sensibles al pH
basados en MAA como transportadores inteligentes que pueden operar utilizando
los diferentes niveles de acidez que ocurre a lo largo del tracto digestivo y prevenir

la degradacién de farmacos en el estémago [178-181].

En esta seccién, evaluamos la capacidad de los microgeles P(NIPAm-MAA) pa-
ra incorporar farmacos quimioterapéuticos. En particular, investigamos las mejores
condiciones para la encapsulacion de farmacos en condiciones de laboratorio. Con-
sideramos la doxorrubicina (Doxo) y la daunorrubicina (Dauno) las cuales son dos
de las antraciclinas méas importantes y ampliamente utilizadas en la quimioterapia
para tratar una gran gama de tejidos cancerigenos [116, 118, 182, 183]. Estas drogas
se pueden seguir utilizando fluorescencia y absorbancia, lo que las hace atractivas
desde el punto de vista de la investigacién [3, 117, 184]. Ademds, estos farmacos tie-
nen carga eléctrica positiva, lo que puede facilitar su encapsulaciéon en microgeles de
polimeros aniénicos [115]. Serpe et al. [117] han estudiado la captacién y liberacién

termicamente activadas de Doxo a partir de peliculas capa por capa de microgeles de
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Figura 3.12: Mapas en color que muestran el niimero de moléculas de daunorrubicina
(A) y doxorrubicina (B) adsorbidas por microgel en funcién del pH de la solucién y la
concentracion de sal. La concentracion de farmaco en solucién es 1 mM y T' = 25°C.
el microgel de P(NIPAm-MAA) tiene n., = 100 de longitud de cadena y 35 % MAA
(MG100-35).

P(NIPAm-AA) y poli(clorhidrato de alilamina). Més recientemente, utilizando reso-
nancia magnética nuclear de lapso de tiempo, Martinez-Moro et al. [66] han descrito

la interaccién entre Doxo y microgeles P(NIPAm-MAA) a diferentes condiciones.

La figura 3.12 ilustra el nimero de moléculas de Dauno (panel A) y Doxo (panel
B) dentro del microgel en relacién con la concentracién de sal y el pH de la solucién.
Se observa que las condiciones éptimas para la encapsulacién de estos farmacos
terapéuticos corresponden a una baja concentracién de sal y un pH de 6 a 8. La
reduccion en la concentracion de sal favorece la adsorcién. Tanto Dauno como Doxo

presentan una carga neta de +1 a pH &cido y neutro (ver la figura 3.13).
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Figura 3.13: Numero de carga de las drogas estudiadas: Doxorrubicina y Daunorru-
bicina. La interseccién con la linea punteada muestra el punto isoeléctrico de las
mismas. Pasado este punto se da una inversiéon en la carga de las drogas lo que
conlleva a una respulsién electrostatica con los segmentos de MAA cargados del
microgel.

Como resultado, la adsorcién de Dauno/Doxo tiene que competir con la adsor-
cién de iones de potasio para neutralizar la carga negativa de la red del polimero
(Pérez-Chavez et al. [3]). En la figura 3.6, se observa que en ausencia de un farmaco
disuelto, la carga del microgel disminuye a medida que se reduce la concentracién
de sal, lo que aparentemente entra en conflicto, dada la baja carga eléctrica que
adquieren, con la mejora de la adsorcién observada en la figura 3.12 bajo estas con-
diciones. Sin embargo, después de la adsorcién del farmaco, el grado de carga de
los segmentos de MAA aumenta significativamente, especialmente en condiciones de
baja concentracion de sal. Ademas, es importante destacar que este comportamiento
estd particularmente asociado con la relativamente alta concentraciéon de farmaco
considerada en estos resultados (1 mM).

La fraccion de segmentos de MAA cargados negativamente en el polimero aumen-
ta con el pH, lo que explica por qué también aumenta la adsorciéon de Dauno/Doxo
en condiciones dcidas. Sin embargo, en condiciones alcalinas, la carga neta positiva
de estos farmacos disminuye con el aumento del pH, lo que desfavorece su adsorcién.
Por lo tanto, la adsorcién de Dauno/Doxo es una funcién no monoténica del pH.

En nuestro modelo, los puntos isoeléctricos de Dauno y Doxo son 8.4 y 7.9,

respectivamente ver fig. 3.13. La figura 3.12 muestra que la adsorcion de ambas
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Figura 3.14: Mapas de color que muestran el cambio en el pH dentro del microgel,
ApH = pH —pHggy, en funcién de sal y el pH de la solucién para daunorrubicina (A)
y doxorrubicina (B). Estos cambios son reportados para las mismas condiciones dela
figura 3.12, es decir: la concentracién de farmaco en soluciéon es 1 mM y T' = 25°C,
el microgel de P(NIPAm-MAA) tiene n., = 100 de longitud de cadena y 35 % MAA
(MG100-35).

moléculas puede ser significativa alrededor y por encima de estos valores de pH.
En otras palabras, hay una adsorcion considerable de moléculas con carga negativa
en soluciéon dentro de la red de polimero con carga del mismo signo. Aunque estas
moléculas estan cargadas negativamente en la fase de solucion, la adsorcién ocurre
porque el pH disminuye dentro del microgel, lo que permite que los farmacos regulen
su carga eléctrica y permanezcan cargados positivamente dentro del microgel (fig.
3.14).

El punto isoeléctrico mas bajo de la doxorrubicina, respecto a la daunorrubicina,

se debe a la desprotonacién de su grupo hidroxilo sustituyente (véase el segmento
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D4 en la figura 3.3 y tabla 3.3). Como resultado de esta carga negativa adicional en
condiciones alcalinas, el rango de pH de adsorcion es ligeramente méas amplio para

la daunorrubicina.

3.4. Conclusiones

En este capitulo mostramos una teoria termodindmica para un sistema compuesto
de dos fases con el cual se describe la respuesta de diferentes nano/microgeles de
P(NIPAm-MAA) a los cambios en el pH, la concentracién de sal y la temperatura
del medio. Estas particulas blandas se hinchan con el aumento del pH, lo cual es
resultado de las repulsiones electrostaticas entre los segmentos cargados de MAA a
medida que se disocian. Este comportamiento de hinchamiento esta controlado por
la carga eléctrica del polimero [185]. El inicio de esta transicién impulsada por el pH
se puede caracterizar adecuadamente utilizando el pKa aparente de los segmentos
de MAA, que se desplaza a valores de pH més altos a medida que disminuye la
concentracion de sal en la solucion.

A pH constante y por debajo de la LCST del PNIPAm, el tamano de estos
microgeles es una funcién no monétona de la concentracién de sal. El aumento de
la salinidad de la solucién puede provocar tanto expansion como compresién de la
red polimérica, dependiendo del rango de concentracion de sal. Esta transicion de
hinchamiento-deshinchamiento reentrante surge como resultado de la competencia
entre los efectos opuestos del aumento de la concentracion de sal en los sistemas de
polielectrolito débil, que tanto promueve la disociacion de la carga como mejora el
apantallamiento de las repulsiones electrostaticas.

A medida que aumenta la temperatura, se produce una transicion de fase vo-
lumétrica diferente que esta asociada a la hidrofobicidad intrinseca del PNIPAm por
encima de su LCST. La temperatura de transicion de fase de estos microgeles de-
pende de la cantidad de MAA en el polimero, el grado de entrecruzamiento, el pH
de la solucién y la concentracién de sal. Cambiar estas variables independientes y/o
los parametros de disefio son formas de modificar el estado de carga del microgel. El
mensaje principal de este capitulo es que la cantidad de carga en la estructura del

polimero controla la temperatura de transicién de fase volumétrica de los microgeles
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multiresponsivos.

También se ha evaluado la capacidad de estos microgeles para encapsular dos
farmacos quimioterapéuticos tipicos, de carga eléctrica positiva. El éptimo enfoque
para mejorar la particién de estos farmacos en el microgel es reducir la concentracion
de sal en la solucién. Las condiciones de encapsulacion corresponden a valores de pH
alrededor o por encima de los puntos isoeléctricos de estos farmacos, donde estas

moléculas tienen carga negativa en la soluciéon de encapsulacién.



Capitulo 4

Impacto de la funcionalizacién de
la red polimérica en la adsorcién
de proteinas en nanogeles

poliméricos.

4.1. Introduccion

El diseno de vehiculos funcionales para la encapsulacién, transporte y liberacion
dirigida de agentes terapéuticos es uno de los principales desafios actuales de la bio-
nanotecnologia [186]. A pesar de estar formulados para tratar especificamente cier-
tas enfermedades, muchos medicamentos no logran aprovechar su potencial debido
a interacciones no deseadas con el entorno que rodea el objetivo [187]. Las nano-
particulas son exploradas como una solucién para evitar estas limitaciones, sirviendo
como portadores inteligentes que pueden proteger los medicamentos contra factores
de cambios. Se han investigado diversos nanotransportadores, incluyendo liposomas,
micelas poliméricas y particulas inorganicas, por su potencial para transportar y li-
berar eficazmente cargas moleculares [188, 189]. Estos nanotransportadores pueden
aumentar el tiempo de circulacién mientras confieren propiedades que ayudan a eva-
dir los sistemas inmunitarios o digestivos [190]. Ademads, al aumentar el tiempo de

circulacion de los medicamentos, estos nanotransportadores también pueden ayudar
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a abordar otro problema y reducir la necesidad de dosificaciones frecuentes.

Los nanogeles, en particular, son nanoparticulas blandas con didmetros menores
de 200 nm que pueden absorber y liberar cantidades relativamente grandes de sol-
vente en respuesta a cambios en su entorno. Dependiendo de la composiciéon quimica
del polimero entrecruzado que forma el esqueleto del nanogel, estas particulas pue-
den expandirse o comprimirse de manera reversible como resultado de cambios en
la temperatura [191], el pH [192], la concentracién de sal [193] y una variedad de
otros estimulos externos [136, 194, 195]. Estas propiedades tinicas de los nanogeles
de polimero se pueden aprovechar para dirigir la entrega de medicamentos a micro-
ambientes especificos, como los entornos acidos de los tumores [196] o tejidos heridos
o inflamados con temperaturas més altas [197]. Ademés, se pueden incorporar grupos
en su superficie polimérica, lo que permite que el nanogel se ligue selectivamente a
receptores en el objetivo y aumente la especificidad de la entrega [198-201]. La capa-
cidad de los nanogeles para liberar medicamentos de manera controlada en entornos

especificos también puede ayudar a prevenir la resistencia a los medicamentos [199].

Una fraccion significativa y creciente de los nuevos medicamentos desarrollados
para tratar diferentes enfermedades son proteinas [202]. La estabilidad de estas pro-
teinas es un problema préactico, ya que son facilmente desnaturalizadas por cambios
en el pH o la temperatura [203]. Se ha demostrado que los hidrogeles y nanogeles
de polimero ayudan a prevenir la desnaturalizacién de las proteinas y la pérdida de
actividad bajo las condiciones mencionadas anteriormente [177, 204]. La capacidad
de mantener la conformacion nativa de las proteinas, combinada con el comporta-
miento sensible a estimulos de los nanogeles, los convierte en candidatos adecuados
para desarrollar vehiculos funcionales para la encapsulacion, transporte y liberacién
dirigida de proteinas terapéuticas. Ademsds, la red de polimeros de los nanogeles se
puede adaptar con diferentes grupos funcionales para controlar simultaneamente las
interacciones especificas y no especificas con las proteinas, aumentando asi la eficacia

de la encapsulacién y entrega.

A pesar de sus muchas ventajas, el desarrollo de sistemas de entrega de me-
dicamentos basados en nanogeles todavia estd en sus primeras etapas, y hay mu-
chas cuestiones que deben abordarse antes de que esta tecnologia pueda desarro-

llarse extendidamente. En particular, dado que se requiere que funcionen en fluidos
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biolégicos, comprender como se comportan e interactian los nanogeles con las pro-
teinas en términos de la composicion de su red de polimeros y la de la solucion de
proteinas en la cual estén presentes es crucial para su aplicacion exitosa. En este
capitulo, utilizamos un enfoque tedrico para estudiar como la identidad quimica y
la distribucion espacial de los grupos funcionales en la red de polimeros modifican
la respuesta del nanogel y su interacciéon con proteinas especificas, con el foco en
la adsorcién/desorcién de proteinas impulsada electrostaticamente. El objetivo es
desarrollar una mejor comprensién de los factores que influyen en el rendimiento de
estos sistemas e identificar estrategias para mejorar su efectividad en el contexto de

los nanovehiculos para la entrega de medicamentos.

Se consideraran nanogeles compuestos por redes de copolimeros que contienen
tanto un mondémero hidrofilico y cargado-neutralmente como uno sensible al pH, y
sus interacciones con proteinas globulares pequenas, como el citocromo ¢, la insulina
y la mioglobina, que tienen diferentes puntos isoeléctricos. La interaccién de estas
proteinas con microgeles poliméricos idnicos o sensibles al pH ha sido estudiada
previamente [192; 205-207]. Por ejemplo, Smith y Lyon [206] demostraron que la
reduccion de la concentracion de sal mejora la unién del citocromo ¢ a microgeles
basados en acido acrilico. Estos sistemas también se han abordado utilizando teoria
y simulaciones moleculares [79, 208]. Ademds, los microgeles poliméricos sensibles
al pH se evalian en la bisqueda de medios méas efectivos y menos invasivos para la
administracién de insulina [112, 209], lo que tiene una importancia inmensa en la

investigaciéon biomédica actual [210] .

Estudiamos nanogeles basados en copolimeros de alcohol vinilico (VA) y dcido me-
tacrilico (MAA; donante de protones) o alilamina (AH; aceptor de protones). Debido
a su biocompatibilidad, estos monémeros se utilizan ampliamente en aplicaciones de
administracién de medicamentos [112, 211, 212]. Con el objetivo de obtener una
comprensién mas profunda de los factores que afectan el rendimiento de estos siste-
mas e identificar estrategias para ajustar sus interacciones con diferentes proteinas,
desarrollamos y aplicamos una teoria termodinamica estadistica que permite una
descripcion a nivel molecular de todas las especies quimicas. Este método incorpora
una descripcién explicita de las conformaciones de la red cuyo resultado es la capa-

cidad de expandirse/comprimirse eldsticamente, confinamiento entrépico de iones y
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solventes, quimica de equilibrio dcido-base, asi como interacciones electrostaticas y
repulsiones estéricas. Especificamente, investigamos el efecto de la distribucion espa-
cial de unidades sensibles al pH en toda la red de polimeros en el swelling del nanogel

y la adsorcion de proteinas.

4.2. Teoria Molecular

Para el estudio de estos nanogeles se desarrollé un formalismo similar al descrito
en el capitulo 2 para el estudio de films de hidrogeles poliméricos con respuesta a
estimulo. En este formalismo buscamos minimizar una energfa libre del sistema. Se
incorpora una caracterizacion molecular usando un modelo de grano grueso de las
diversas especies quimicas presentes. El sistema en estudio es un nanogel aislado
en equilibrio con una solucién acuosa que tiene una composiciéon de bulk definida
externamente. Es decir, el pH, la concentracion de sal y la concentracién de pro-
tefna son nuestras variables independientes. La red polimérica que da estructura al
nanogel contiene dos tipos de segmentos: una unidad sensible al pH, ya sea acida
(MAA) o bésica (AH), y un segmento neutro (VA); los segmentos que describen al
entrecruzante en la red se describen como segmentos de carga neutral.

El potencial termodinamico que describe el sistema es:

QNG = - TSmez - TSconf,net + Fqca,net + Fqca,pro
+ Uelec + Uste + UVdW - Z ,u'yN'y - y'proNpro

Y

(4.1)

donde S,,., es la entropia de traslacién (y de mezcla) de las especies de la solucién:
moléculas de agua (H50), iones de hidronio (H3O™), iones de hidréxido (OH™), ca-
tiones de sal, aniones de sal y proteina. Consideramos una sal monovalente, NaCl
completamente disociada en iones de sodio (Na*t) y cloruro (C17). Sconf.net representa
la entropia conformacional que resulta de la flexibilidad de la red de polimeros, que
puede asumir muchas conformaciones diferentes. Fieqner €5 la energia quimica libre
que describe el equilibrio entre las especies protonadas y desprotonadas de unidades

funcionales (4cidas/bésicas) en el polimero. De manera similar, F., o describe la
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protonacion de residuos titulables de la proteina. Uge. v Uge representan, respec-
tivamente, la energia asociada a las interacciones electrostaticas y las repulsiones
estéricas. Uy gy contiene las interacciones de Van der Waals entre los distintos seg-
mentos y el solvente. Finalmente, la suma de v expresa el equilibrio quimico entre
el sistema y la soluciéon bulk que representa un reservorio de pH, concentraciones
y temperatura para las particulas libres, donde p, y N, son el potencial quimico
y el nimero de moléculas de especie 7, respectivamente; el subindice v recorre las
especies quimicas libres. El siguiente término tiene en cuenta el equilibrio quimico
entre sistema y solucién para la proteina.

Las expresiones explicitas de cada uno de estos componentes, asi como la mini-

mizacién del potencial termodindmico, es descrita en la siguiente seccion.

4.2.1. Formalismo teorico

A continuacion describiremos la forma explicita de cada uno de las contribuciones
a Qng, donde los segmentos protonables del polimero seran considerados como uni-
dades de acido metacrilico (MAA). Sin embargo, las expresiones analogas se aplican
para el caso de nanogeles que tienen segmentos basicos.

En primera instancia tenemos la entropia de traslacion y de mezcla de las especies

moviles, incluida la proteina:

Smez >
S S [ Gl 0) (o () — 1+ 600)
oo (42)
£ 30 [ drG 6.1 (0 (pol6.1)) ~ 1+ )
PRRAL
donde 8 = kBLT, kp es la constante de Boltzmann y 7' la temperatura absoluta del

sistema, p,(7) y 1, son la densidad local, a una distancia r del origen de coordenadas,
y potencial quimico de la especie v respectivamente. El subindice v toma en cuenta
las moléculas de agua y sus iones (hidronio e hidréxido), y los iones disociados de
la sal (Na*, CI7). G(r) = 47r? es la constante de simetria de nuestro sistema. Para
escribir la ecuacion 4.2 hemos asumido que nuestro sistema tiene simetria esférica

donde el origen de coordenadas se encuentra en el centro de masa de la red polimérica.
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En el segundo término de la entropia de mezcla donde se considera el aporte de
la proteina, p,.(6,r) es la densidad local de la proteina en conformacién ¢. Una
conformacién de la proteina esta definida por la posicion relativa de sus unidades o
por diferentes rotaciones espaciales de la misma estructura. La densidad local total

de proteina es:

{ppro(r prro (0,7) (4.3)

Seconfnet Tepresenta la entropia conformacional resultante de la flexibilidad de la
red polimérica que forma al nanogel. Estas conformaciones son denotadas por el set
{a}.

CO"f’”et = ZP )In P (4.4)

En donde P(«) es la probabilidad que el nanogel se encuentre en la configuracién .
Una conformacién « viene especificada por la posicion de todos los segmentos de la

red polimérica. La fraccién en volumen de estos segmentos puede expresarse como:

(6(r)) = ﬁ S P(a)i(a,7) (4.5)

En donde el superindice i indica el tipo de segmento (i = M AA/V A/crosslink),
y la notacién entre brackets, (), hace referencia al promedio de ensamble sobre las
conformaciones de la red polimérica. % nos proporciona la fraccién de volumen
que ocupan los segmentos de tipo ¢ entre las esferas concéntricas de radio r y v+ dr,
cuando la red esta en la configuracion a.

El siguiente término describe la energia quimica libre originada por el equilibrio

acido-base de los segmentos de MAA presentes en el nanogel.

ﬁFqca,net - /OOO dTG(T)% [f(?")(h’l f(T') + ﬁ:u%AA*) (46)

+(1 = f(r))(In(1 — f(r)) + 5#9\4,4,4}1)]
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donde f(r) es el grado de carga de los segmentos MAA en la capa esférica entre r y
r—+dr. u(])\/[ aa-Y 19, 4.4z son los potenciales quimicos estdndar de las especies despro-
tonadas y protonadas respectivamente. vjr44 es el volumen molecular del segmento
de MAA.

El equilibrio quimico de las unidades proteicas titulables se considera en el si-

guiente término del potencial termodinamico:

Focapro = OodTG r wror (1)) |9+ (1) (In g, (7 ’
& / <>2<p (1) [9-(r)(in g (r) + B2, .

+(1 = g7(m)(In(L = g+ (r)) + Br2y)]

en donde (ppo.-(r)) representa la densidad local promedio del segmento titulable 7
de la proteina.

El cual es definido como:

/

(omar) =3 [t 00, (18)

en donde m,(0,r",r)dr nos da el nimero de segmentos 7 de una proteina en su
conformacién 6 con su centro de masa en ', que ocupan el volumen entre las esferas
concéntricas de radios r y r + dr.

Noétese que el subindice 7 hace referencia a las unidades/residuos titulables de la

proteina, pero estas expresiones son validas para todos los segmentos de la proteina:

/

T
pprc))\ Z/ d/ 7“ pPT0<97T/>mA(97T/7T) (49)

donde A\ describe un segmento arbitrario de la proteina ({7} € {\}).

Los subindices p y d de la ecuacién 4.7 representan estados protonado y desproto-
nado respectivamente de un segmento 7. De este modo ,ugp y 2, son los potenciales
quimicos estandar de estos estados respectivamente.

Utilizando el grado de asosiacién local de protones a los segmentos 7 , g,(r),
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podemos definir el grado de carga local del segmento f,(r) como:

1. Para unidades acidas: ¢.(r) = 1 — f.(r) (los segmentos T se cargan negativa-

mente)

2. Para unidades bésicas: g,(r) = f-(r) (los segmentos T se cargan positivamente)

La energia electrostatica se define:

BUelec _/ er
0

p'y Q'y + fT ppro~r )) qr + f(r)—QMAA 5¢(T)
(Z Z <¢J\U4AA(7”)> )

MAA

5PV
(4.10)

donde 9 (r) es el potencial electrostético dependiente de la posicién, y € la permiti-
vidad del medio, ¢, es la carga de la especie mévil v, ¢, corresponde a la carga del
segmento titulable de la proteina y qara4 es la carga de un segmento de MAA.

En este contexto, podemos definir la densidad local de carga:

MAA r
ZP’Y q’Y_I_ZfT pproT )> qT+f(T)MQMAA (411)

UMAA

El siguiente término en el potencial termodindmico se debe a la repulsion estérica,

el cual se incorpora a través de la siguiente restriccion fisica.

L= |20y + 3 (o (M) ox + 3 (9 () |, ¥r (4.12)

en donde vy es el volumen molecular de cada segmento A que compone a la proteina.
Uvaw es la energia de interaccion de Van der Waals (VdW). En este sistema
se ha asumido que todos los segmentos tienen un caracter hidrofilico. Es decir, las

interacciones de VdW entre diferentes pares de segmentos y éstas con moléculas de
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agua son similares. Como resultado, la energia de interacciéon neta VdW representa
una constante aditiva a la energia total del potencial y esta contribucion puede ser

ignorada.

Para completar el gran potencial de la ecuacion 4.1, se tiene en cuenta el equilibrio

quimico de las especies moviles:

Z Py (r) 1ty + Bro (Ppro(T))

Y

s D Gr (Poro (1) + s (1= f(r))

e
0

<¢MAA(T)>

UMAA
(4.13)

Los primeros dos términos del lado derecho de la ecuacion explican el equilibrio
quimico de las especies moviles v y de las proteinas dentro de la solucién. Los dos
ultimos términos consideran los iones de hidrégeno ligados a segmentos protonados

de la proteina y a segmentos de MAA de la red polimérica.

Finalmente la forma explicita de nuestro gran potencial es expresado:
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BQNG =

2 /ooo drG(r)py (r) (In (py (r)u) — 1+ 512

+§:/mmam%am®@m@m%wﬁ+m&9
+ZP In P«

MAA P
+/ mavﬁf—llivwxmﬂm+ﬁﬁMk>
0 UMAA
H(1 = FE) (1 = F() + Birann)]
[ a6 S () Lo 1)) + )

+/ drG(r
0

+(1 = g-(r)(In(1 = g-(r)) + Buly)]

MAA r
p’y Q'y + fT ppror dr + f —4dMmAA Bw r
(E: 2 ) <><¢v ) ) (r)

MAA

1 2
BTV

+ /OOO Br(r)drG(r) <Z py(r)oy + Z (Pproa(r))ur + Z (¢'(r)) = 1)

—/ drG(r
0

Z Py (1) Biey + Blipro (Ppro(r)) + Brin+ Z 97 (1) (Ppro,r (1))

+ﬁuﬂ+<1—-fov>9?———9321

UpmAA

(4.14)

Para esta expresion, 4.14, se ha introducido la restricciéon de la incompresibilidad
del volumen (ecuacién 4.12 ),y se incorpora un multiplicador de Lagrange 7(r) para

garantizar su cumplimiento , el cual representa la presién osmotica del sistema.

El siguiente paso es la busqueda de las condiciones que minimizan el potencial

termodindmico. Esto se logra al derivar respecto de las densidades locales p,(r), el
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potencial electrostético ¥ (r), el grado de carga, tanto de los segmentos provenientes
de la proteina; f,(r) como del polimero, f(r), ademds de la probabilidad de las
diferentes conformaciones de la red polimérica P(«) y la densidad local de la proteina
Ppro(0,7)

En particular la expresién de optimizacién para el grado de carga, f(r) de los

segmentos titulables de la red polimérica que compone al nanogel:

0BNa
of(r)

—0 (4.15)

Obteniéndose:

1—f(r) kg,MAA

f(r) :( apt >_ e~ Bl aa-¥(r) (4.16)

0 .
En donde ag+ = €#utHu+) eg la actividad del H*.
En la expresién anterior, ecuacién 4.16, KY,,,, es la constante termodindmica

del equilibrio acido-base:

kg,MAA = exp (ﬁﬂg/lAA - Bﬂgr - BM%H) (4'17>

Similarmente para los segmentos titulables 7 de la proteina:

Fr) (@ \T g

a,T

El exponente F 1 hace la diferencia sobre segmentos dcidos (—) o béasicos (+).
Con la constante termodindmica para el equilibrio dcido/base de los segmentos

T es:

ko = exp (Bpd, — Budy — Bu) (4.19)
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Para las especies libres, su densidad localizada se expresa como:

P (1)U = ay exp (—BY(1)gy) exp (—Bm(r)vy,) (4.20)

En el mismo sentido, para la proteina p(6,r),

IBQNe
Ip(0,r)

~0 (4.21)

obtenemos:

ppm(e, T)Uw :&pro H exp |:— / dr’mT(Q, T, 7“/) In f,,.(r/):|
0

T o (4.22)
<o [ [ arma(0.rr) (0 0s-+ 50700
X 0
en donde se ha redefinido la actividad de la proteina como:
dpro = €XP (Bupm - ﬁﬂgm) (4.23)
Con
Bitdyo = Blipro + Y CurBuly+ Y CorBlpr — 1)) (4.24)

T, T,b

T,a y T,b suman sobre segmentos acidos o basicos respectivamente. Ademds se ha

definido el nimero de composicién para un segmento k, C), x:

/ dr'mx(0,r,r") = Cpx V7 (4.25)
0

La optimizacion con respecto a la probabilidad de una configuracién « de la red
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de polimero

aﬁgzNG
9P(a)

—0 (4.26)

resulta en:

P(a) = éeXp [— Z/OOO drﬂﬂ(r)%(&ﬂ”)]

X exp {— / h drﬁw(r)¢yAA(a’r) (4.27)

0 UMAA

X exp [— /OOO dr 1n(f(r))w1

UMAA

QMAA:|

Donde @ es una constante que asegura que »_  P(a) = 1.

La variacién de €y con respecto al potencial electrostatico da lugar a la ecuacion

de Poisson:

VA (r) = — (pg(r)) (4.28)

Considerando la simetria de nuestro problema:

o (5) =t (1.29)

Otra restriccion fisica a tener en cuenta en este punto es la electro-neutralidad

del sistema, que es:

/000 drG(r) (py(r)) =0 (4.30)

Esta restriccion se satisface imponiendo las condiciones de contorno adecuadas



Capitulo 4. Impacto de la funcionalizacion de la red polimérica en la adsorcion de
proteinas en nanogeles poliméricos. 117

al resolver la ecuacién 4.29. Estas condiciones de contorno son:

Tlirgo W(r)=0 (4.31)
dp(r)|
o | 0 (4.32)

Ahora todas las funciones que componen el potencial termodinamico 2yg se han
expresado en términos del potencial electrostatico local (), la presién osmotica
dependiente de la posicién 7(r) y algunas cantidades de entrada que incluyen las
actividades de las especies libres. Dada la concentracion de sal, el pH y la concen-
tracién de proteinas en la solucién bulk, todas estas actividades se pueden calcular
imponiendo la incompresibilidad y la neutralidad de carga a dicha solucién y utili-
zando la condicién de equilibrio de la auto-disolucién del agua. Entonces, las tinicas
incégnitas restantes son ¥(r) y m(r) para cada valor de r. Estas funciones locales se

calculan resolviendo numéricamente las ecuaciones 4.12 y 4.29.

4.2.2. Solucion Bulk

La composicion quimica de la solucion bulk se encuentra en equilibrio termo-
dindamico con el nanogel. Es decir los potenciales quimicos de las especies con movi-
lidad son iguales en cualquier punto del sistema. El calculo de estas actividades nos
proveen las condiciones de entrada o contorno para la soluciéon de nuestro problema.
En esta seccién, expresamos esas actividades en términos de la composicién quimica

de la solucién bulk.

La solucién bulk puede considerarse como el limite r — oc:

i)pz = p(r — 00)
i)’ = w(r — o) (4.33)

N
iti) f7 = fr(r — o0)
Ademas, las condiciones de contorno expresadas en la ecuacién 4.32 implican que:

P’ =(r — 00) =0 (4.34)
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En este contexto, para las especies libres (excluyendo la proteina):

vaw = ave_ﬁwb”w (4.35)

El grado de carga f, de los segmentos de la proteina puede escribirse como:

b L\
- f 7 = (?{fg ) (4.36)

la densidad de la proteina p?,,(6) es:

T (4.37)

donde C), 5 es el numero de composicién para el segmento A, definido en la ecua-
cion 4.25.

Para la solucién bulk, la restriccion de incompresibilidad esta dada por:

L= oy 43 (Phror) 02 (4.38)
¥ A

y la electro-neutralidad del sistema:

() =" phay + D £ ppror) 4 = 0 (4.39)
Yy T

Observamos que las expresiones que definen al bulk de la solucién quedan defi-
nidas por la presién osmética del bulk 7°. Dicho potencial puede obtenerse con la

resolucion de las restricciones dadas por las ecuaciones 4.38 y 4.39.
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4.2.3. Modelo Molecular: Proteinas

Consideramos la interaccién del nanogeles de P(MAA-VA) o P(AH-VA) con tres
proteinas diferentes: citocromo c, insulina y mioglobina. Para describir estas molécu-
las, utilizamos un modelo de grano grueso donde cada residuo de aminoacido se
representa mediante una tnica particula centrada en la posicién del carbono «. La
secuencia y posicion de todos los carbonos a se toman de la estructura cristalografica
obtenida de la base de datos de proteinas [213]: 2B4Z para el citocromo ¢ [11], IZNI
para la insulina [214] y 3RGK para la mioglobina [12].

A cada particula de grano grueso en este modelo se le asigna un volumen y un
pKa (si la unidad es titulable) segin el aminodcido que representan; esto se muestra
en la Tabla 4.1. Estos pKa se toman de datos experimentales y representan valores
promedio sobre un gran nimero de proteinas [10]. En la mayoria de los casos, el pKa
de un residuo no se desvia significativamente del valor promedio. Sin embargo, en
casos especificos, algunos residuos muestran un pKa diferente.

Utilizando este modelo molecular, la figura 4.1 muestra la carga (ntimero) de las
tres proteinas en solucién diluida en funcién del pH. El punto isoeléctrico (pI) es el
pH en el cual la carga neta de una proteina es cero. A partir del grafico, obtenemos
los valores 9.65 (9.6 [215], 5.5 (5.3 [216]), 7.15 (7.2 [217]) para el pI del citocromo c,
insulina y mioglobina respectivamente; los valores entre paréntesis son los pl de las

proteinas reportados experimentalmente.

4.2.4. Modelo Molecular: Red polimérica

Ademas del modelo de proteina presentado en la seccion anterior, necesitamos
especificar un modelo molecular para describir la red que compone a nuestro nano-
gel. Este modelo debe proporcionar un conjunto representativo de configuraciones
moleculares de la red polimérica. Una conformacion particular de la red se da por
la posicién espacial de todos sus segmentos. La red del nanogel estd compuesta por
cadenas poliméricas entrecruzadas de 25 segmentos de longitud. En total, esta red
contiene 10054 segmentos. Cada segmento es una representacion simplificada de una
unidad neutra (VA), un mondémero acido/bésico (MAA/AH) o un segmento entrecru-

zante. La tabla 4.1 incluye el volumen y el pKa (si la unidad es titulable) utilizados
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grupo v (nm?) pK, grupo v (nm?) pK,

Ala 0.067 Met 0.124
Arg 0.148  12.5(+) | Phe 0.135
Asn 0.096 Pro 0.09
Asp 0.091 3.5 (=) | Ser 0.073
Cys 0.086 6.8 (—) | Thr 0.093
Cys* 0.086 Trp 0.163
Gln 0.114 Val 0.105
Glu 0.109 4.2(=) | N-t - 7.7(4)
GluA4*  0.109  2.62 (=) | C-t — 33 (-)

GluB13*  0.109  2.20(—) | Heml  0.172 3.8 (=)
GluB21*  0.109 3.71 (=) | Hem2  0.138

Gly 0.048 AH 0.068  9.5(+)
His 0.118 6.6 (+) | MAA 0085  4.65(—)
His18* 0118 24 (+) | VA 0.085
His26*  0.118 29 (+) | HbO  0.033
His33*  0.118  6.35 (+) | OH™  0.033
Ile 0.124 H;0" 0.033
Leu 0.124 Na™ 0.043
Lys 0135  105(+) | CIm  0.047

Cuadro 4.1: Parametros de las particulas de grano grueso(residuos de aminodcidos,
iones pequenios, moléculas de solvente y segmentos poliméricos) considerados en el
modelo molecular que describe a nuestro sistema. se diferencias grupos en los cuales
experimentalmente, se ha observado que estos residuos tienen un pK, que difiere
significativamente del valor promedio [10]: C'ys* representa un residuo de cisteina en
un puente di-sulfuro. Las histidinas con niimero y * se encuentran en el citocromo c,
donde el niimero indica el orden en la secuencia en la proteina. De manera similar,
las glutaminas indicadas de la misma manera y con diferentes pK, ocurren en la
secuencia de la insulina [10]. N-t y C-t denotan los grupos terminales de la secuencia,
que anaden un pK, adicional a los primeros y ultimos segmentos, respectivamente.
El complejo hemo, presente tanto en el citocromo ¢ como en la mioglobina [11, 12], se
describe utilizando las unidades de grano grueso Hem1 y Hem2. El complejo contiene
dos de cada una de estas unidades.

para describir estas unidades.

La red del nanogel posee una topologia tipo diamante, donde los segmentos en-
trecruzantes se colocan en la posicion original de los &tomos de carbono. Los entre-
cruzantes se conectan a 4 cadenas poliméricas. La construccién de esta red se realizo

en primera instancia por la traslacién tridimensional de la celda unidad en donde
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— Citocromo ¢ ]
—— Insulina
—— Mioglobina
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Figura 4.1: Izquierda: Ntumero de carga de las proteinas en una solucion diluida
en funcién del pH (curvas sélidas); los circulos llenos marcan el punto isoeléctrico,
donde la carga neta de la proteina es cero. La representacion de grano grueso de las
proteinas se ilustra a la derecha, donde los residuos de aminoacidos se representan
mediante una esfera tnica (rojo: residuo acido; azul: residuo bésico; gris: residuos de
carga neutral).

todas las cadenas poliméricas se encuentran alargadas, como segundo paso se realizo
un corte esférico de radio R.,; medido desde el centro de masa de la estructura. El
valor de R, se hace de tal manera de obtener aproximadamente 10000 segmentos

en total.

Originalmente, todas las cadenas poliméricas se conectan a dos entrecruzantes,
pero como resultado de este procedimiento, el corte esférico, algunas cadenas quedan
lindantes en la superficie de la red, es decir conectadas a un solo entrecruzante. La
mayoria de estas cadenas colgantes superficiales son mas cortas que 25 segmentos.
En conjunto, estas cadenas contienen el 22 % del nimero total de segmentos. Pa-
ra generar las diferentes conformaciones moleculares de la red del polimero, se ha

realizado simulaciones de dindamica molecular usando GROMACS 5.1.2 [218].

Consideramos diferentes nanogeles sensibles al pH que contienen grupos acidos
(MAA) o basicos (AH), y evaluamos tres topologias diferentes para la distribucién
espacial de estos segmentos funcionales, que se esquematizan en la Figura 4.2: (i)

una estructura aleatoriamente funcionalizada ( Random Functionalization: RF) don-



Capitulo 4. Impacto de la funcionalizacion de la red polimérica en la adsorcion de
proteinas en nanogeles poliméricos. 122

o
o

Grado de carga
o
i~
T

o
)

o
o

A N U T
pH

Figura 4.2: A: Los nanogeles estan formados por cadenas de copolimeros entrecruza-
das con un segmento de carga neutral (VA: alcohol vinilico) y una unidad funcional
(ya sea MAA: dcido metacrilico o AH: alilamina). Este esquema ilustra las tres
distribuciones de los co-mondémeros consideradas; de izquierda a derecha: RF: una
distribucién aleatoria de grupos funcionales en toda la red; CF: las unidades funcio-
nales ocupan el centro/nicleo de la red; SF: solo las cadenas colgantes libres en la
superficie de la red estan funcionalizadas con unidades sensibles al pH. B: Grafico del
grado de carga ideal dependiente del pH de la unidad funcional aislada en solucién
diluida.

de los segmentos sensibles al pH se distribuyen aleatoriamente en toda la red, (ii)
una estructura funcionalizada en el nicleo (Core Functionalization: CF), donde las
unidades sensibles al pH ocupan el centro del nanogel, y (iii) una estructura funcio-
nalizada en la superficie (Surface Functionalization: SF) en la cual solo las cadenas

colgantes en la superficie de la red son ionizables.

4.3. Resultados y discusién

4.3.1. Caracterizacion del nanogel

En esta primera instancia, se examinara el comportamiento (la respuesta) de los
nanogeles en funcion del pH en ausencia de proteinas.
Para cuantificar el tamano de un nanogel, utilizaremos el radio medio de la

particula, R, que se puede calcular utilizando la siguiente féormula:

_ A4y drGr)r(g(r)

B3 0 6 (o)

(4.40)

donde r es la distancia desde el centro de masa de la red polimérica (como se ha
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mencionado en la seccién 4.2.1 se asume simetria radial); (¢(r)) es la fraccién de
volumen local de la red polimérica; los corchetes angulares indican el promedio de
ensamble sobre las diferentes conformaciones de la red (ver ecuacién 4.5); G(r) =

47r? es el area de la superficie de una esfera de radio r.

22% AH
1 s50f [NacCl] = 1mM

[ 1 a8 ]

3 4 46} _
— RF 22% MAA

4 [NaCl] = 1mM 1 4 1

— CF

— SF

L L L " " s L L L L L L " L L L

2 3 4 5 6 7 8 9 10 42 3 4 5 6 7 8 9 10
pH pH

Figura 4.3: Radio promedio, R, en funcién del pH para nanogeles de copolimero
MAA-VA (panel A) y AH-VA (panel B). Se consideran tres estructuras diferentes en
cada caso donde las unidades funcionales (MAA/AH) se distribuyen aleatoriamente
a lo largo de la red polimérica (RF), ocupan el centro de la red (CF), o modifican
las cadenas colgantes dentro del polimero, interfaz de solucién (SF). En todos los
casos, el 22 % de los segmentos de estas redes son sensibles al pH; La concentracién
de NaCl es 1073 M.

La Figura 4.3 muestra la relacién entre el radio promedio (R) y el pH para las
tres estructuras diferentes: RF, CF y SF. En el panel A, se describe un nanogel con
segmentos ionizables de MAA, mientras que en el panel B se presenta un nanogel
basado en AH. En ambos casos, la concentracién de sal es de 1 mM y la fraccion
de monémero funcional (MAA o AH) es del 22 %. Los nanogeles basados en MAA,
funcionalizados al azar (RF) y en el nicleo (CF), se hinchan a medida que aumenta
el pH (panel A). Esto se debe a que los segmentos MAA se desprotonan y adquieren
carga eléctrica a medida que el pH aumenta (ver Figura 4.2B), lo que resulta en
repulsiones electrostasticas dentro de la red. Para reducir estas interacciones repulsi-

vas, la distancia entre las unidades cargadas de MAA debe aumentar, lo que provoca
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un aumento en el tamano de la red para separar estos segmentos cargados. En resu-
men, la expansién neta de la red ocurre debido al aumento de la distancia espacial
entre las unidades cargadas de MAA, como resultado de la necesidad de disminuir
la repulsion entre ellas.

Por otro lado, la red funcionalizada en su superficie con MAA muestra un com-
portamiento de expansion completamente diferente, como se puede observar en la
Figura 4.3A. Este nanogel se deshincha a medida que las unidades titulables se car-
gan al aumentar el pH. Para explicar este comportamiento contrario a lo esperado,
hemos examinado la distribucién local de segmentos dentro de estas estructuras en
diferentes condiciones. Hemos utilizado la distribucion radial de los monémeros fun-

cionales para los nanogeles MAA. Esta cantidad se define como:

Maa(r) = dar? (M4 (r) (4.41)

en donde (¢araa(r)) da la fraccion de volumen local de los segmentos de acido me-
tacrilico (ver ecuacién 4.5) Hay que tener en cuenta que Apra4(r)dr da el nimero
de segmentos MAA en la capa esférica entre r y r 4+ dr medido desde el centro del
nanogel. Ademas, la integral fooo Anraa(r)dr da el nimero total de monémeros MAA
en la red.

La Figura 4.4 muestra la distribucion radial de los segmentos de MAA para las
diferentes redes consideradas. En cada caso, se incluyen resultados para una solu-
cién de pH 3, donde los segmentos MAA tienen carga neutra, y pH 7, donde estan
completamente cargados (ver Figura 4.2B). Para una funcionalizacién de tipo alea-
toria (Panel A), la distribucién de los segmentos MAA se desplaza hacia la interfaz
de solucion del nanogel a medida que la red se carga eléctricamente al aumentar el
pH. Este desplazamiento ocurre para reducir las repulsiones electrostaticas entre los
segmentos MAA cargados.

Como resultado, toda la distribucién del polimero también se extiende, incluidas
las unidades VA de carga neutra (ver Figura 4.5). El mismo comportamiento tiene
lugar para una funcionalizacién central (Panel B), aunque por diseno, los segmentos
MAA en esta red, ya sea que estén cargados o no, es mas probable que ocurran a

distancias més cortas del centro del nanogel en comparacion con las otras estructuras.
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Figura 4.4: Distribucién radial de segmentos MAA, Apraa(r), apH 3y 7,y 1073 M
NaCl; cada panel corresponde a un nanogel de MAA-VA diferente que tienen una
funcionalizacién de red particular y 22 % MAA. Estos grupos funcionales estdn com-

pletamente protonados (sin carga) a pH 3 y completamente disociados (cargados) a
pH 7.

El desplazamiento de segmentos a valores méas altos de r observado en los paneles A
y B de la Figura 4.4 explica el aumento del tamano promedio del nanogel con pH

observado en la Figura 4.3A para las estructuras RF y CF.

Por otro lado, la Figura 4.4C muestra que la distribucién superficial de segmentos
de MAA se desplaza hacia el interior cuando la red se carga con el aumento de pH.
Para reducir las repulsiones dentro de la red, las cadenas libres (de la superficie) de
PMAA, que se asientan en la superficie del nanogel a un pH bajo, también intentan

ocupar el volumen dentro de la red cuando estan cargadas. Este desplazamiento hacia
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el interior de la distribucién de polimero (Figura 4.5C) explica el comportamiento de
compresion del nanogel tipo SF con el aumento del pH observado en la Figura 4.3A.
Notese, sin embargo, que a pesar de este desplazamiento parcial hacia el interior
de la red, la posicion mas probable de los segmentos MAA siempre es la interfaz
polimero-soluciéon para soluciones de pH alto y bajo. Al empujar toda la estructura
hacia el interior del nanogel, los segmentos de MAA quedan igualmente expuestos a

la solucién.

El comportamiento de los nanogeles compuestos por AH es analogo al de las
redes basadas en MAA, pero en respuesta al cambio de pH en la direccion opuesta.
Los grupos AH se protonan y se cargan positivamente con la disminuciéon del pH
(ver figura 4.2B). Para nanogeles de AH funcionalizados aleatoriamente y en su
nucleo, este aumento en la carga eléctrica con la disminuciéon del pH provoca un
desplazamiento hacia afuera de la distribucion del segmento. Del mismo modo que
se observé para los nanogeles compuestos por MAA, lo que explica la expansion
observada en la figura 4.3B; mientras tanto, para la estructura tipo SF, el deswelling
con la disminucién del pH (figura 4.3B) es consistente con un desplazamiento hacia

adentro del polimero.

La figura 4.5 muestra la distribuciéon de todos los segmentos que componen la
red polimérica de los diferentes nanogeles. Al igual que en la figura 4.4 presentamos
la distribucién para dos diferentes valores de pH. Que corresponden a los estados
protonado (pH 3) y desprotonado (pH 7) de los segmentos de MAA. En los paneles
A y B se observa un mayor niimero de segmentos a valores mas altos de r al cargarse
el nanogel. Observandose el swelling reportado en la figura 4.3A para lo nanogeles
tipo RF y CF. En cambio, el desplazamiento hacia dentro de los segmentos de la
red polimérica al transicionar de un estado cargado a uno descargado en la distri-
bucién superficial (SF) (figura 4.5C) explica la disminucién del tamano del nanogel

observada en la figura 4.3A.

El comportamiento de los nanogeles compuestos por AH es analogo al de las
redes basadas en MAA, pero en respuesta al cambio de pH en la direccion opuesta.
Los grupos AH se protonan y se cargan positivamente con la disminuciéon del pH
(ver Figura 4.2B). Para nanogeles de AH funcionalizados aleatoriamente y en su

nucleo, este aumento en la carga eléctrica con la disminuciéon del pH provoca un
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desplazamiento hacia afuera de la distribucién del segmento, similar a lo observado
para los nanogeles compuestos por MAA. Esto explica el comportamiento del nanogel
observada en la Figura 4.3B. Por otro lado, para la estructura tipo SF, la disminucién
del tamano del nanogel con la disminucién del pH que se observa en la Figura 4.3B
es consistente con un desplazamiento de los segmentos que componen la red hacia el
interior del nanogel.

En la figura 4.5 se muestra la distribucién de todos los segmentos que componen
la red polimérica de los diferentes nanogeles (en este caso basados en MAA). Al
igual que en la Figura 4.4, presentamos la distribucion para dos valores diferentes de
pH, correspondientes a los estados protonado (pH 3) y desprotonado (pH 7) de los
segmentos de MAA. En los paneles A y B se observa un aumento en la cantidad de
segmentos a valores mas altos de r a medida que el nanogel se carga eléctricamente.
Este comportamiento es consistente con el aumento del radio del nanogel observado
en la figura 4.3 para las estructuras RF y CF. Por otro lado, el desplazamiento hacia
el interior de los segmentos de la red polimérica al transicionar de un estado cargado a
uno descargado en la distribucion superficial (SF) explica la disminucién del tamano

del nanogel observada en la figura 4.3B.

4.3.2. Adsorcién de proteinas en nanogeles basados en MA A

En la seccién anterior, se evalud el impacto de la funcionalizacién de la red y la
composicion quimica en la respuesta del nanogel a las variaciones de pH en ausencia
de proteinas. La reorganizacién de los segmentos de la red polimérica es resultado
de los cambios en el pH, con una dependencia en la eleccién de diseno, es decir, la
distribucién de unidades funcionales dentro de la red.

En esta parte, se mostrara el impacto de esta reorganizacion de la red polimérica
en el nivel de adsorcién de proteinas en diferentes nanogeles, asi como la distribucién
espacial de las proteinas adsorbidas. En particular, se presentard el andlisis de la
adsorcién del citocromo ¢ y mioglobina en las diferentes estructuras de nanogeles
basados en MAA. Ademas, se realizardn estudios de adsorcién de insulina, pero en
este caso con nanogeles que contienen AH como segmento protonable.

Para estos estudios, se considerard un nanogel polimérico con centro de masa

centrado en r = 0 en contacto con una solucién acuosa de proteina con concentracién
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Figura 4.5: Distribucién radial de todos los segmentos que componen la estructura
del nanogel a pH 3y 7, y 1073M NaCl; cada panel corresponde a una funcionalizacién

diferente de la red polimérica. Los nanogeles estan funcionalizados con MAA.

definida. El nimero de proteinas adsorbidas dentro de la capa esférica entre r y r+dr

se define como la cantidad en exceso.

(N(r))dr = 4mr® ({p(r)) — poun) dr

(4.42)

en donde (p(r)) y %, = Tlirgo {p(r)) son respectivamente la densidad (en nimero)

local y en el bulk de la proteina. La integracién de (N(r)) produce la adsorcion en

exceso (en adelante, simplemente la adsorcién) que cuantifica el nimero de proteinas

incorporadas a la red polimérica.
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r= /0 T NG (4.43)
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Figura 4.6: Gréaficos de la adsorcién en exceso I' de citocromo ¢ (paneles A y B) y
mioglobina (paneles C y D) a nanogeles MAA-VA en funcién del pH. La concentra-
cién de sal es 1072 M en los paneles de la izquierda (A y C) y 1072M en los paneles
de la derecha (B y D); En los paneles B y C Se muestra en el inset un zoom de la
adsorcién. Estos nanogeles tienen 22 % MAA; la concentracién de proteina es 107
en cada caso.

La Figura 4.6 muestra la adsorcién de soluciones, en dilucién infinita, de cito-
cromo ¢ (paneles superiores, A y B) y mioglobina (paneles inferiores, C y D) en
nanogeles de MAA-VA con diferentes funcionalizaciones en su red. El pH se utilizé
como variable independiente en estos calculos, y también se evaluo el efecto de la
concentracion de NaCl al comparar diferentes paneles en la misma linea. Los na-

nogeles de la Figura 4.6 contienen un 22 % de MAA, lo que implica que todos los
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segmentos en las cadenas superficiales de la red son MAA.

Se puede observar que la adsorcion de proteinas muestra un comportamiento no
monotoénico en funciéon del pH, alcanzando un maximo en la regién entre pH 5 y
7. Este comportamiento estd influenciado por la concentraciéon de sal y la proteina
especifica considerada. Esta respuesta se puede explicar mediante las interacciones
electrostaticas y el comportamiento de protonacién de los segmentos de MAA y de
las proteinas. A medida que el pH aumenta por encima del pKa intrinseco de MAA
(4.65), las unidades dcidas del polimero se disocian, cargando negativamente la red.
Por encima del pKa del MAA, pero por debajo del punto isoeléctrico de cada pro-
teina, esta adquieren carga positiva. En estas condiciones, las interacciones atractivas
entre las proteinas y la red polimérica promueven la adsorcién. Sin embargo, en am-
bos extremos de la escala de pH, estas interacciones son bajas: a pH bajo, el MAA
estd protonado y tiene carga neutra, mientras que a pH alto, las proteinas tienen
carga negativa. En ambos casos, esto conduce a una ausencia de adsorcién (I' = 0)

o incluso a una desorcién (I' < 0).

En general, la adsorciéon de citocromo ¢ y la de mioglobina son cualitativamente
similares. Sin embargo, existen dos diferencias principales: (i) la magnitud de la
adsorcién el citocromo ¢ se adsorbe significativamente més y (ii) el rango de pH
en el que ocurre la adsorcién (el citocromo ¢ se adsorbe en un rango de pH més
amplio debido a su punto isoeléctrico mas alto, 9.65 en comparacién con 7.15 para
la mioglobina). Esto implica que, bajo condiciones similares, el nivel maximo de

adsorcién de citocromo ¢ se alcanza a un pH ligeramente mas alto.

En cuanto a las otras configuraciones, la Figura 4.6 muestra que la distribucion
central de los segmentos MAA conduce a una adsorcién significativamente mayor en
la mayoria de las condiciones. Este comportamiento se debe a que dicha distribucién
de segmentos MAA permite una incorporacion mas efectiva de la proteina adsorbida
con carga eléctrica opuesta. Por otro lado, el comportamiento de adsorcién en las
redes funcionalizadas aleatoriamente y en la superficie es sorprendentemente similar
en el rango de pH y concentraciones de sal estudiadas, tanto para las diferentes
proteinas como entre si. Aunque las distribuciones de unidades funcionales entre las
estructuras RF y SF difieren significativamente a pH bajo, se vuelven relativamente

similares entre si después de la reorganizacion del nanogel a un pH mas alto cuando
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las unidades MAA se cargan. Esto explica la adsorcién comparable de proteinas

observada en los nanogeles RF y SF (comparece los paneles A y C de la Figura 4.4).
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Figura 4.7: Panel A: Grafico de la distribucion radial de las moléculas de citocromo
¢, (N(r)), en funcién de su posicién, para los nanogeles MAA-VA con diferentes
funcionalizaciones. Estas particulas tienen 22 % MAA, el pH es 7, la concentracién
de proteina es de 10790 y la concentracién de NaCl es de 1073 M. El panel B muestra
el potencial de la fuerza media, PM F(r), que actia sobre el citocromo ¢ para las
mismas condiciones que el panel A.

Para explicar el mejor rendimiento de los nanogeles MAA funcionalizados en su
nucleo para la incorporacién de proteinas, se muestra en la Figura 4.7A la distribucién
radial de las moléculas de citocromo c en funcién de la distancia r al centro de masa
del nanogel. La solucién tiene un pH de 7 y una concentracién de NaCl de 1 mM,
que corresponden aproximadamente a las condiciones de maxima adsorcién de esta
proteina en la Figura 4.6A. Existe una clara correlacién entre la distribuciéon de los
grupos funcionales a lo largo de la red polimérica y la ubicacién del citocromo c

adsorbido.
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Cuando el centro de la red esta funcionalizado, la mayor probabilidad de encontrar
las proteinas ocurre en el interior del nanogel, entre 20 y 30 nm. En la figura 4.7A,
el nimero maximo de proteinas adsorbidas se produce a r = 28 nm para 1 mM de
NaCl. Coherentemente, el perfil de distribucion de los grupos MAA cargados muestra
un maximo suave en esta regién espacial (ver Figura 4.4B, curva roja). Es decir, las
proteinas adsorbidas se ubican donde pueden estar rodeadas de segmentos de la red
con carga eléctrica opuesta. Curiosamente, el mismo fenémeno ocurre en la adsorcién
a los nanogeles RF y SF. Las distribuciones de MAA cargados muestran un maximo
pronunciado cerca de la superficie del nanogel, entre 45 y 50 nm (ver curvas rojas en
la figura 4.4, paneles A y C). La figura 4.7A muestra que el citocromo ¢ se adsorbe
preferentemente en estas regiones de alta densidad de MAA, y por ende una alta
densidad de carga eléctrica.

Al comparar las distribuciones de citocromo ¢ dentro de los nanogeles RF y SF
en la Figura 4.7A, observamos que los perfiles son relativamente similares entre si.
Como era de esperar, si solo se funcionaliza la superficie, el perfil de la proteina se
desplaza hacia la interfaz polimero-solucion.

Para cuantificar aiin mas la interaccién con los nanogeles, utilizamos el potencial
de fuerza media (PMF) que actiia sobre una proteina a una distancia r desde el

centro de la red polimérica. El PMF se define como:

PMF(r) = —kpTIn ﬁf? (4.44)

donde lim PMF(r) = 0, lo que indica que la interaccién nanogel-proteina des-
aparece cu%?lfiloo estan suficientemente lejos.

La Figura 4.7B muestra el PMF que actia sobre el citocromo ¢ en las mismas
condiciones que en el panel A, pero para las tres diferentes funcionalizaciones de
nanogeles. En el interior del nanogel, la interaccion de la proteina con la estructura
CF es la mas fuerte, aproximadamente —8kgT en el rango espacial de r = 0 a 30 nm.
Esta interaccion es de relativo corto alcance, ya que disminuye significativamente por
encima de r > 40 nm.

Por otro lado, las interacciones del citocromo ¢ con los nanogeles RF y SF se

extienden mas lejos, hasta 55 — 60 nm. En el interior del nanogel, estas interacciones
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son mas débiles que aquellas de la estructura CF. La energia libre de adsorciéon es
aproximadamente —6kgT', y se mantiene casi constante dentro del nanogel RF.
Para el nanogel funcionalizado en la superficie, sin embargo, el minimo del PMF
también es de alrededor de —6kgT', y ocurre junto a la interfaz polimero-solucién a
r =~ 50 nm. A diferencia de la estructura RF, esta interaccion no es constante dentro

del nanogel.
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Figura 4.8: Gréfico de la adsorcion en exceso I' del citocromo ¢ en funcién de la con-
centracién de sal a pH 7 para nanogeles MAA-VA con diferentes funcionalizaciones
de red que contienen un 22 % de MAA; la concentracién de proteina es de 1076\

Una caracteristica de la adsorcion de proteinas que nos falta discutir es el efecto de
la concentracién de sal. Tanto para el citocromo ¢ como para la mioglobina, la figura
4.6 muestra que la incorporacion de proteinas dentro de los diferentes nanogeles se
ve significativamente mejorada al disminuir la concentracion de sal en la solucién.
Para caracterizar mejor este comportamiento, la figura 4.8 presenta la adsorcion de
citocromo c en funcién de la concentracién de NaCl a pH 7. Este grafico muestra que
todas las funcionalizaciones de la red presentan un comportamiento cualitativamente
similar, con una disminucion drastica en la adsorciéon entre 1 y 10 mM de NaCl. A
100 mM, todos los nanogeles muestran una adsorcion cercana a cero o negativa, dado
que es una adsorcién por exceso esto ultimo significa que hay menos proteina en el
interior del nanogel que en la solucién bulk.

Cuando la concentracién de sal en la solucién es alta, tanto los iones Na™ co-

mo los iones Cl~ se encuentran en altas concentraciones dentro del nanogel. Estos
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iones opacan las atracciones electrostaticas entre las cargas positivas de la proteina
y las cargas negativas del nanogel, que son la fuerza impulsora para la adsorcién
de proteinas. En efecto, estas atracciones se vuelven de corto alcance y no son lo
suficientemente fuertes como para dar lugar a una adsorcién significativa, de ocurrir
dicho fenémeno. Por otro lado, si la concentracién de NaCl es menor, estas interac-
ciones electrostaticas se ven menos apantalladas y efectivamente tienen un alcance
mayor, lo que favorece la adsorcién de proteinas. Por lo tanto, la disminucién de la
concentracion de sal mejora la adsorcion. Este comportamiento ha sido observado en
experimentos; los brushes de polielectroliticos muestran un aumento en la adsorcién
de proteinas a baja concentracion de sal [219-222].

Al considerar vehiculos para aplicaciones de liberacion de proteinas, nuestros re-
sultados sugieren que las mejores condiciones para la encapsulacion corresponden a
una baja concentracion de sal. Los perfiles de adsorcion de la figura 4.8 son cuali-
tativamente similares para las tres funcionalizaciones, pero el nimero de proteinas
dentro del nanogel siempre es significativamente mayor para la estructura CF. Esta
caracteristica puede ser critica en el diseno de vehiculos de liberaciéon para un objeti-
vo que tenga una concentracién de sal intermedia. El CF incorpora més proteinas en
las mismas condiciones, pero puede no ser capaz de liberarlas si el objetivo tiene una
concentracion de sal intermedia. Para estas condiciones, la funcionalizacién aleatoria

podra liberar toda su carga.

4.3.3. Adsorcién de insulina en nanogeles basados en AH

La insulina no se adsorbe a los nanogeles de MAA de la seccién 4.3.2 Esto se debe
a que el punto isoeléctrico de la insulina y el pKa del MAA estan cerca entre si (5.5
y 4.65 respectivamente), lo que significa que para soluciones donde la proteina tiene
carga positiva, el nanogel tiene carga neutra, y si el nanogel tiene carga negativa,
también la tiene la proteina. En este contexto, se investiga la adsorcién de insulina
en un nanogel de alilamina, que tiene carga positiva por debajo de su pKa de 9.5,
superponiéndose con el rango donde la insulina tiene carga negativa. Aparte de los
mondémeros funcionales, la estructura de estas redes de copolimero AH-VA es la
misma que la de los nanogeles de MAA-VA descritos anteriormente.

La figura 4.9A muestra la adsorcion de insulina en nanogeles basados en AH con
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Figura 4.9: Graficos de las moléculas de insulina adsorbidas, I', en funcién del pH
para nanogeles AH-VA con diferentes funcionalizaciones. El contenido de AH es del
22 % para las redes poliméricas del panel A y del 35% para las del panel B (este
ultimo grado de funcionalizacién no se alcanza para el nanogel SF). La concentracién
de sal es 107® M de NaCl y [Insulina] = 107% M.

diferentes funcionalizaciones espaciales. Una vez mas, hemos considerado redes con
un 22 % de mondmeros sensibles al pH para poder incluir resultados para el nanogel
SF', cuyas cadenas colgantes estan completamente compuestas de AH. Las principales
caracteristicas de este grafico son cualitativamente similares a las de la adsorcién de
citocromo ¢ y mioglobina en los nanogeles de MAA (ver figura 4.6). Es decir, la
insulina muestra una adsorcién no monotdnica en funcién del pH de la solucién.
Ademas, observamos que la distribucion central de los segmentos de AH captura
mas insulina que las funcionalizaciones aleatorias o superficiales. Los nanogeles RF
y SF muestran perfiles de adsorcion dependientes del pH relativamente similares.
Finalmente, una mayor concentracion de sal tiene un efecto critico en la magnitud
de la adsorcién de insulina, que disminuye significativamente debido al aumento del
apantallamiento de las atracciones electrostaticas entre la red y la proteina por los

iones moviles.

La figura 4.9A muestra que los nanogeles basados en AH son efectivos para encap-
sular insulina. Sin embargo, a pesar de las similitudes cualitativas entre los perfiles
de adsorcién de esta figura y los de citocromo ¢ y mioglobina (4.6A y C), vemos que
la cantidad de moléculas de insulina capturadas por los nanogeles de AH es significa-
tivamente menor que la de las otras proteinas capturadas por los nanogeles basados

en MAA. Por esta razon, también hemos evaluado el efecto del grado de funcionali-
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zacion de la red de polimero para mejorar la adsorcion de proteinas. La figura 4.9B
presenta la adsorcién de insulina para nanogeles con un 35 % de segmentos de AH.
En este caso, la estructura funcionalizada en la superficie no se incluye porque no
hay suficientes segmentos en las cadenas colgantes para llegar a ese porcentaje. Un
mayor contenido de AH promueve una mayor adsorcion, como se puede observar al
comparar ambos paneles de la figura 4.9. Una vez mas, el nanogel CF adsorbe mas
insulina que la red RF (mds del doble de proteinas para las condiciones de estos
célculos).

3.5 T T T T T T T

— RF
340-A

— CF ]
—— SF
[Insulina] = 1 uM ]
[NaCl] = 1 mM
AH 22%
pH 7.5

2.5F

2.0
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Proteina/nm

1.0

0.5

0.0

B Insulina

PMF (kgT)

_8 L L 1 L L L L
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Figura 4.10: A: Grafico de la distribucién local de moléculas de insulina, (N(r)), en
funcién de la posicién para nanogeles AH-VA con un 22 % de segmentos sensibles al
pH en diferentes configuraciones de red. El pH es 7.5, la concentracién de insulina
es de 107 M y la de NaCl es de 1073 M. B: Potencial de fuerza media, PM F(r)
actuando sobre la proteina, en funciéon de la posicion para las mismas condiciones
que el panel A.

A continuacion, describimos la distribucién de moléculas de insulina dentro de los

nanogeles basados en AH. La figura 4.10A muestra como se disponen espacialmente
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las proteinas adsorbidas dentro de los diferentes nanogeles basados en AH con un
grado de funcionalizacién del 22 %; utilizamos ese grado de funcionalizacién para
comparar los resultados de los nanogeles CF, RF y SF. El pH de estos resultados
corresponde al maximo de adsorcion de la figura 4.9A. La adsorcion de insulina en el
nanogel CF no solo es significativamente mayor que la adsorciéon en los nanogeles RF
y SF, sino que también ocurre en una posicién mas profunda dentro de la estructura.
La posicién mas probable de una molécula de insulina se encuentra alrededor de
r = 25 nm para el nanogel CF, mientras que esta posicién se desplaza a alrededor
de 40-45 y 50 nm para las estructuras RF y SF, respectivamente.

Para los nanogeles basados en MAA, la figura 4.7A muestra diferencias relati-
vamente menores entre las distribuciones de citocromo ¢ en los nanogeles RF y SF.
Estas diferencias se acentian ligeramente al observar la adsorcién de insulina en los
nanogeles AH-VA, como se muestra en la figura 4.10A. La distribucién de insuli-
na se desplaza hacia el interior de la red en el nanogel modificado aleatoriamente
en comparacion con la funcionalizacién superficial, donde las proteinas tienen mas
probabilidades de ocupar la vecindad inmediata de la interfaz nanogel-solucién. Los
perfiles de distribucién de insulina siguen siendo relativamente similares para estas
dos estructuras.

El panel B de la figura 4.10 muestra el potencial de fuerza media que actiia sobre
las moléculas de insulina en las mismas condiciones que el panel A. La interaccién
atractiva en la insulina adsorbida varia desde —8 hasta —6kgT en el interior de la
estructura CF y desde —5 hasta —4kpT en el nanogel RF. En el nanogel SF, el
potencial presenta un minimo de —4kgT en la superficie y luego aumenta mondéto-
namente a medida que r disminuye dentro del gel. En general, los resultados de esta
seccién muestran, una vez mas, que el disenio de la red (mediante la sintesis del na-
nogel) proporciona una herramienta para controlar la distribucién y localizacion de

proteinas dentro del nanogel.

4.4. Conclusiones

En este capitulo investigamos la adsorcion de proteinas en nanogeles poliméricos

con diferentes funcionalizaciones espaciales y sensibles al pH. Se desarrollé y aplicé
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una teoria termodinamica basada en un modelo molecular. El enfoque se centré
en la influencia de las interacciones electrostaticas, por lo cual se describieron tres
proteinas con diferentes puntos isoeléctricos (insulina, mioglobina y citocromo c) uti-
lizando un modelo molecular basado en sus estructuras cristalograficas. Exploramos
las propiedades de los nanogeles sensibles al pH modificados con ménomeros de acido
metacrilico o de alilamina. Se consideraron tres configuraciones diferentes, con los
segmentos sensibles al pH distribuidos al azar, en el centro o en la superficie de la

red del nanogel.

Se examiné el comportamiento de estos nanogeles en funcién del pH cuando
no hay proteinas presentes en la solucién. Los resultados muestran que, para los
nanogeles basados en acido metacrilico, tanto los estructurados con distribucion al
azar como los funcionalizados en el nucleo se expanden con el aumento del pH, debido
a la desprotonacion y carga de los segmentos de acido metacrilico, lo que conduce
a repulsiones electrostaticas intra-red. Por otro lado, la red de acido metacrilico
funcionalizada en la superficie se comprime a medida que las unidades titulables
se cargan con el aumento del pH. Este comportamiento contra-intuitivo se puede
explicar al observar la distribucién local de los segmentos que componen la red dentro
de estas estructuras en diferentes condiciones. La reorganizacion de la red del nanogel
en respuesta a cambios en el pH depende de la funcionalizacion espacial especifica.
Se realizo el mismo andlisis para los nanogeles basados en alilamina y se obtuvieron
resultados analogos, con la direccion de los estimulos invertida; la diferencia clave
radica en el comportamiento de sus unidades sensibles al pH: mientras que el acido

metacrilico es acido, la alilamina esta cargada a pH bajo y es neutra a pH alto.

Se evalud la adsorcion de citocromo ¢ y mioglobina en las diferentes estructuras
de nanogeles basados en MAA, y se encontré que la adsorcién de proteinas es una
funciéon no monoténica del pH. Los detalles cuantitativos de los perfiles de adsorcién
dependen de la concentracion de sal y de la proteina especifica. La respuesta al pH
puede explicarse en términos de las interacciones electrostaticas y el comportamiento
de protonacién tanto de los segmentos de MAA como de los residuos de proteina.
La reorganizacion de los segmentos de las cadenas poliméricas en los nanogeles como
resultado de los cambios de pH depende de la configuracion espacial de las unidades

funcionales dentro de la red, lo que también regula el nivel y la localizacion de
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las proteinas adsorbidas. También hemos investigado la adsorciéon de insulina en
nanogeles de alilamina. Los resultados muestran que los nanogeles basados en AH
son eficaces para encapsular insulina, y un mayor grado de funcionalizacion resulta
en una mayor adsorcion.

En el contexto del uso de nanogeles sensibles al pH para la liberacion de proteinas,
los resultados enfatizan la importancia de considerar la distribucion espacial de las
unidades funcionales en la red de nanogeles durante la sintesis. Este factor de diseno
no solo afecta la respuesta mecanica macroscopica del nanogel y su nivel de adsorcién
de proteinas, sino que también influye en la localizacion de las proteinas adsorbidas
dentro del nanogel. La funcionalizacién interna cerca del centro de la red polimérica
conduce a una mayor encapsulacién de proteinas, pero estos adsorbatos son menos
accesibles para las interacciones superficiales con un determinado target. Por otro
lado, la distribucién aleatoria de unidades sensibles al pH ofrece un mejor rendimiento
si la entrega requiere interacciones proteina-objetivo. La funcionalizacién superficial
del nanogel proporciona una mejor disponibilidad de proteinas en la interfaz nanogel-
objetivo, aunque potencialmente puede implicar una sintesis mas compleja.

La dependencia de la adsorcién de proteinas de la concentracién de sal puede
aprovecharse en el diseno de portadores funcionales para la entrega de proteinas.
Estos hallazgos indican que es mejor encapsular proteinas a bajas concentraciones
de sal y liberarlas a altas concentraciones salinas, donde interactuan mas débilmente
con el nanogel. Si el entorno objetivo tiene una concentraciéon de sal intermedia,
un nanogel con una distribucién aleatoria de monémeros sensibles al pH es més
adecuado. En conclusién, los resultados de este capitulo demuestran el papel critico
que desempena la funcionalizacion de la red y la composiciéon quimica en el control
de la respuesta del nanogel a las variaciones de pH y en la adsorcion de proteinas
en estos materiales. Esta informacion es valiosa para el disefio de nanogeles sensibles
al pH como vehiculos para la encapsulacion, el transporte y la administracién de

proteinas.



Capitulo 5

Nanogeles poliméricos: Soluciones

coloidales

5.1. Introduccion

Las soluciones coloidales de nanogeles poliméricos han ganado creciente atencion
recientemente debido a sus propiedades y aplicaciones en varios campos. Los na-
nogeles son particulas poliméricas reticuladas con dimensiones en el rango coloidal
[223]. Estas particulas combinan las propiedades de los polimeros y de los coloides,
como su capacidad de dispersar la luz, adquiriendo propiedades épticas 1inicas, o su
capacidad de absorber cierta cantidad de solvente en el que se encuentran, en parti-
cular en medios biolégicos les permite ser utilizados en aplicaciones biomédicas [137].
Los nanogeles son particulas blandas, deformables y permeables con una estructura
formada por una red polimérica. [137]. En solucién, pueden absorber el solvente y
expandir su volumen significativamente hacia un estado de baja densidad de polime-
ro [4, 224]. La concentracién de particulas de estas soluciones posee influencia en su
estabilidad, modificando su solubilidad en agua y tamano [225].

Las soluciones coloidales de nanogeles son capaces de responder a diversos estimu-
los externos como la temperatura, la presion, el pH, la fuerza iénica y la presencia
de biomoléculas. La intrincadeza de esta respuesta genera una mayor complejidad
en cualquier dispersiéon compuesta por las mismas [137]. En este sentido, ademé&s

de conocer como responden los nanogeles a diversos estimulos, es necesario estudiar

140
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céomo se ve modificada la respuesta de estas particulas cuando forman soluciones

coloidales relativamente concentradas.

La capacidad de responder a diferentes estimulos externos esta definida por la
composicion de la red polimérica. Los nanogeles compuestos por cadenas de polime-
ro que contienen segmentos acidos como acido acrilico o metacrilico (AA y MAA,
respectivamente) se expanden o comprimen en respuesta a cambios en el pH de la
solucién [34, 138]. Por otro lado nanogeles compuestos polimeros termosensibles, por
ejemplo PNIPAm, experimentan una transicion de fase volumétrica cuando se calien-
tan por encima de una temperatura caracteristica [36, 37]. Este comportamiento se
origina porque estos polimeros son insolubles en agua por encima de su temperatura

critica minima de solubilidad (LCST, por sus siglas en inglés) [38].

Este tipo de transiciones, tanto en respuesta al pH como a la temperatura, son
reversibles. Es decir, si se aplica el estimulo externo en una direccién provocando la
expansion de la particula (swelling), la aplicacién del estimulo en direcciéon opuesta
resulta en la compresién del nanogel (deswelling). La incorporacién de co-mondéme-
ros termosensibles y con respuesta al pH a la red polimérica permite la obtencién
de nanogeles multi-responsivos, los cuales son atractivos para el disefio de sistemas
inteligentes que funcionen en diferentes dreas de la tecnologia [136]. Se han estu-
diado microgeles de copolimeros de NIPAm y acido metacrilico (MAA) [59-61], en-
contrandose que su temperatura de cambio de fase depende del pH de la solucién, la
concentracion de sal y la fraccion de mondmero ionizable en las cadenas de polimero
[55-57, 60, 62—64]. La incorporacién del co-monémero de MAA proporciona un me-
canismo controlado por el pH para la adsorcién/liberacién de moléculas de carga de
signo opuesto, lo que hace que los microgeles multiresponsivos sean atractivos para

el disenio de diversos sistemas, entre ellos la administracién de medicamentos [68].

Las soluciones coloidales de nanogeles han sido estudiadas mediante simulaciones
computacionales considerando particulas esféricas que interactian tnicamente con
un potencial de esferas duras [224]. Alziyadi [226] hizo uso de simulaciones de dindmi-
ca molecular con una teoria de Poisson-Boltzmann para estudiar microgeles cargados
superficialmente. En otros estudios se ha hecho énfasis en soluciones con concentra-
ciones altas de microgeles, en las cuales las particulas se empaquetan densamente y

forman una fase cristalina o amorfa [227, 228]. La capacidad de comprimirse y formar
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diferentes fases de los nano/microgeles se convierte en un aspecto clave que influye
en sus interacciones. Todas estas propiedades, incluida su estabilidad coloidal, con-
vierte a los nanogles poliméricos en candidatos prometedores para una amplia gama
de aplicaciones tales como biosensores [21, 22], ingenieria de tejidos [23, 24], rege-
neracion é6sea [25], materiales biomiméticos [26, 27], entre muchas otras aplicaciones
biomédicas [28].

El capitulo 3 se dedico al desarrollo de una teoria termodinamica para el enten-
dimiento de microgeles con respuesta a la temperatura, pH y concentracién de sal.
Los resultados presentados en dicho capitulo describen la fisicoquimica detras de los
fenomenos del swelling de estos microgeles impulsada por el pH y la dependencia
no monétona del tamano de particula con la concentracién de sal. En este capitulo
damos un paso adelante mostrando un estudio sistematico de soluciones coloidales
compuestos por nanogeles de P(NTPAm-co-MAA). Para este propdsito se hard uso
de una metodologia basada en simulaciones Monte Carlo en el cual se combinan po-
tenciales de interaccién particula-particula y de la termodindmica de intra-nanogel

desarrollada en [4].

En este nuevo capitulo se incorporan potenciales entre particulas de la solucion
de tal forma de estudiar la respuesta a estimulo de las soluciones de nanogeles como
funcién de la concentracién de sus particulas. Estos potenciales buscan incorporar
la naturaleza de los nanogeles de trabajo: su permeabilidad, capacidad de absorber

solvente y adquirir carga eléctrica.

5.2. Metodologia

Se realiz6 un estudio sistematico de la comportamiento de soluciones de nanogeles,
variando la concentracion salina, el pH y la concentracion de particulas. Ademas, se
estudioé el efecto de la temperatura sobre los nanogeles. En las siguientes secciones se
describen los potenciales de interaccion entre particulas y el potencial termodinamico

que da origen a la energia libre intramolecular.
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5.2.1. Potencial termodinamico intramolecular

La energia libre interna de cada nanogel se calcula mediante el potencial termo-
dindmico desarrollado en [4], en el cual se tiene en cuenta la elasticidad de la red
polimérica, la energia libre quimica dada por los segmentos titulables (segmentos de
MAA), la energia libre asociada a la entropia de mezcla de los iones que componen
la solucion, la energia por interacciones electrostaticas internas o con el solvente, asi
como la energia obtenida por efectos de repulsion estérica. Es decir, la fisicoquimica
relevante del nanogel en condiciones de solucién diluida.

Para obtener este potencial termodinamico, desarrollamos un modelo de dos fases.
La primera fase esta ocupada por nuestro nanogel, cuya red polimérica es compuesta
por poli(NIPAm-co-MAA) (P(NIPAm-MAA)). Esta fase se denota por NG. La fase
nanogel se encuentra en contacto con una solucién acuosa (fase 2, denotada por
s), en la cual estdn presentes las moléculas de agua, hidronio e hidréxido, asi como
también los iones de prevenientes de la sal del medio (K y Cl17). En este modelo, las
variables externas como la temperatura Ty la composicién de la solucién, es decir,
el pH y la concentracién de sal son impuestas externamente. Bajo estas condiciones,
un nanogel aislado asume un radio R y, con ello, un volumen V' = %FR?’. El potencial
termodindmico cuyo minimo produce las condiciones de equilibrio del nanogel aisldo

es un semi gran potencial.

QNG = - TSmez + Fqca,MAA + Fela
+ Uelec + Uste + UVdW - Z M7N7

o

(5.1)

En donde S,,., es la entropia de traslacién (y mezcla) de las especies libres en la fase
del nanogel: moléculas de agua (w), hidronio (H30™) e iones de hidréxido (OH ™),
y cationes de sal (+) y aniones (—). Hemos considerado una sal monovalente, K C1,

completamente disociada en iones de potasio y cloruro.

Smez
ks

=Yy (In(pyv0) — 1 + i) (5.2)
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en donde g = kBLT , T es la temperatura del sistema y kg es la constante de Bol-

tzmann. La densidad numérica de la especie 7y es p, y ug es su potencial quimico

estandar, v,, es el volumen de una molécula de agua. Ademads, v € {w, H30T,OH~,+, —}.
Fyeamaa es la energia libre quimica que describe la protonacién de equilibrio de

las unidades de MAA.

¢M AA

BEcanran = [f(lnf + Bﬂg/[AA*) + (1= f)(In(1 - f) + B/L[J)WAAH)} (5.3)

UMAA

donde ¢pr44 es la fraccién de volumen que ocupan estos segmentos (dentro del vo-
lumen del nanogel aislado), siendo vpr44 su volumen, y f es el grado de disociacién
del mismo. La fracciéon de volumen de los segmentos MAA cargados es fonraa, v la
de las unidades protonadas (o sin carga eléctrica) es (1 — f)¢ppraa. Los potenciales
quimicos estandar son 419, , ,- v u;44x para las especies desprotonadas (cargadas) y
protonadas, respectivamente. Se define como segmento a las unidades quimicas que
componen las cadenas de la red polimérica (MAA y NIPAm).

La energia libre elastica que describe la libertad conformacional de la red po-

limérica es Fj,:

3 N
BFela: 5 g

R\? R
— —In——1 5.4
(RO) s (5.4)

En donde N4 es el nimero total de segmentos en la red de polimero y n., es

2 Neh

el niimero de segmentos por cadena de polimero o longitud de cadena. La constante
Nseg

de elasticidad en esta energia es proporcional al cociente , que representa el
ch
numero total de cadenas de polimero en el nanogel. El radio del nanogel seco es Ry,

que satisface:

4

gﬂRg = Vo = Nyeg <£L“MAA’UMAA + CCNIPAmUNIPAm> (5.5)

donde Vj es el volumen de la particula seca; Tpjaa v Tnrpam son la fraccién de

los segmentos MAA y NIPAm en el nanogel, respectivamente. El nimero total de
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segmentos MAA es xar44Nseq ¥ €l de unidades NIPAm es 2 n7pam Nseg, €stos ultimos
con un volumen vyypan,. Los nanogeles que consideramos aqui satisfacen xnrpam =
I —2Zpaa.

Ucee v Uge Tepresentan, respectivamente, las energias que resultan de las inter-

acciones electrostaticas y las repulsiones estéricas.

Paah QMAA> BYma (5.6)
UMAA

ﬁUelec = (Z P~y + f

donde ¢, ¥ qaraa son la carga eléctrica de las molculas v y de los segmentos despro-
tonados de MAA, respectivamente. El potencial electrostatico dentro de la fase de
nanogel es ¥nyg. En la fase solucién el potencial electrostatico es nulo ¢¥s = 0

Se impone una restriccién de electro-neutralidad del microgel, que puede expre-

sarse comao:.

Prraa
Z Pyt + F2 2 qaran = 0 (5.7)
. UMAA

Las interacciones estéricas se incorporan como una segunda restriccion al sistema,
la cual consiste en que el volumen de la fase nanogel estd completamente ocupado

por los segmentos de la red y las especies quimicas libres.

2:/)7117 + Ormaa + Onrpam =1 (5.8)
.

donde v, es el volumen molecular de la especie v, y la fracciéon de volumen de cada

componente de la red es:

TMAAUMAA
¢MAA — Nseg %ﬂ'Rg (59)
INIPAMUNIPAm
¢NIPAm = Nseg 47TR3 (510)

3

Uy aw es la contribucién que describe las interacciones efectivas polimero-solvente;

para este trabajo se ha realizado la siguiente aproximacion:
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Uvaw = Unrpam—w + Unmaa—w (5.11)

en donde Uyjpam—w incorpora la transiciéon hidrofilica-hidrofébica de PNIPAm al
aumentar la temperatura por encima de su LCST. Del mismo modo Up;a4_., hace
cuenta de la interaccién entre los segmentos de MAA y agua. Para el presente po-
tencial intramolecular se ha considerado a los segmentos de MAA completamente

hidrofilicos y por tanto Upraa_ = 0

BUvaw = Unipam—w = X(T, ON1PAM) Pu@NIP Am (5.12)

Este término modela la respuesta de PNIPAm a los cambios de temperatura
a través de un parametro de interacciéon polimero solvente, x, que depende de la
temperatura y la fraccién de volumen de NIPAm, ¢nypam. Segin Afroze et al. [162],

este parametro de Flory-Huggins se puede expresar como:

X(T, ¢n1pam) = 9o(T) + g1(T)dn1PAm

; (5.13)
+ 32(T)ON1PAm
con
a(T) = gro + % + giaT (5.14)

para k = 0, 1,2, los coeficientes son: goo = —12,947, go2 = 0,044959 K1, g10 = 17,920,
g12 = —0,056944 K1, g9 = 14,814, gop = —0,051419K " y gpy = 0. [162]
Finalmente, la sumatoria sobre v, en ecuacién 5.1 expresa el equilibrio quimico
con la fase de solucién, donde 1, y N, son el potencial quimico y el nimero de
moléculas de la especie «, respectivamente. Hay que tener en cuenta que (¢ es un
semi-gran potencial porque la fase del nanogel puede intercambiar cada una de estas
moléculas con la fase de solucion, mientras que la red de polimero estd confinada

dentro de la primera.
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Z N'y;“'y = Z Vp'yﬂﬂ'y + BNH*(l - f)v(bMAA (5'15>

UMAA

El segundo término en la derecha de la ecuacién 5.15 representa a los protones

asociados a unidades de MAA; a saber, pig+ = p1g,0+ se conjuga con el numero total
de protones,

Nuyo+ + Nyaan =V (PH30+ +(1— f)f]\]jjj) (5.16)

Con todo esto la forma explicita del potencial termodinamico es:

Ona(R)
ﬁT -

Z Py (ln (vaw> -1+ ﬂﬂg)

7
¢M AA

+ == [f(In f + Biiaraa-)
MAA

+(1 = f)(In(1 = f) + /BMMAAH)]

3 Nseg
=1
2nchV ( > Il
+ (Z Prqy + ) BYna
Y

+ Brng [Z PyUy + Orraa + ONTPAM — 1]

Y

(5.17)

+ X(T, ON1PAM) Pw®NIPAM
- Zp'yﬁ,u'y - BNH‘*‘(l - f) Paras
>

UMAA

En donde myg es la presion osmotica de la fase nanogel, introducida como un mul-

tiplicador de Lagrange para imponer la restriccién de incompresibilidad, ecuacién
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5.8.

Finalmente, el potencial termodinamico esta escrito explicitamente en funcién
de las densidades de todas las especies, el grado de carga del MAA y el radio del
nanogel, Qng(R) = Qna({p,}, f, R). Para obtener las expresiones de {p,} vy f de
tal forma que sean consistentes con el equilibrio termodindmico del nanogel aislado,
minimizamos )¢ respecto a estas cantidades, y sujeto a las restricciones ecuaciones

5.8 y 5.7; dicho procedimiento conduce a:

PyVw = ay exp(—BrNcry — BYnGay) (5.18)
KO
] i 7 = a]\;jA exp(—BYncamaa) (5.19)

donde a., = PPy es la actividad de la especie 7. La constante de equilibrio ter-
modindmico que describe la protonacién/desprotonacién de los segmentos de MAA

es:

KJ?/[AA — eﬂﬂ%fAAH_B“(?\{AA_BN?{-s- (5'20)

Esta cantidad es posible calcularla directamente a partir del pKa del acido.

Si se considera un valor de R, las unicas incognitas restantes para determinar
Qne(R) son la presién osmética, Ty v el potencial electrostatico, ¥y¢. Estas dos
cantidades se pueden calcular resolviendo numéricamente la incompresibilidad y la
electro-neutralidad de la fase nanogel, ecuacién 5.8 y ecuacion 5.7, respectivamente.
Para resolver estas ecuaciones utilizamos un método hibrido de Powell sin jacobiano
y un codigo FORTRAN desarrollado en nuestro grupo de investigacion. En resumen,
es posible calcular la variacion de Qyg(R) en funcién del radio del nanogel R, y
encontrando su minimo calcular el valor del radio éptimo del nanogel para unas

condiciones dadas (pH, temperatura, concentracion de sal).

Una descripcion mas detallada del calculo del potencial termodinamico intramo-

lecular puede encontrarse en la referencia [4] y en el capitulo 3
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5.2.2. Enmergia intermolecular: Interaccién entre nanogeles.

Potencial de Hertz

Este potencial cuantifica las interacciones eldsticas efectivas entre cada par de
particulas. La energia atribuida a la deformacién de los nanogeles. El potencial de
Hertz permite que los nanogeles puedan deformarse al momento de interaccionar
entre ellos, en nuestro modelo implica un pequeno solapamiento de las particulas, lo
cual hace al sistema mas flexible respecto a un modelo de esferas duras. El potencial

de Hertz entre dos particulas puede expresarse como:

1—7r 5/2
Bull(r) = ( ) « by (5.21)

ai+aj

En donde a; y a; corresponde a los radios de las particulas ¢ y j respectivamente y
siendo r la distancia entre sus centros de masas. b;; es la constante de interaccion

entre las particulas ¢ y j. Esta constante se define para cada par de particulas:

8§ [1—v2 1—02]"
= E |: le + % ]:| X (CLZ‘ + aj)Q,/aiaj (522)
i J

en donde v; y v; es el radio de Poisson para cada nanogel. El radio de Poisson es
una medida de cémo se contrae un material cuando se estira. Se define como la
razon entre la deformacion transversal y la longitudinal, y generalmente oscila entre
0.3 y 0.5. Un valor de v de 0.5 indica que el polimero no experimenta cambios de
volumen al ser estirado [229]. Por otro lado el médulo de Young Y es un pardmetro
que mide la rigidez de un material y se define como la razén entre el esfuerzo y
la deformacién longitudinal cuando el material estd sometido a una carga [230].
La teorfa de escalado para geles poliméricos en buenos solventes [231, 232] predice
que este modulo es proporcional a la temperatura, el tamano y composicion del gel

(nimero de segmentos, densidad de entrecruzante,etc).

TN*

Y ~
a3

(5.23)
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en donde T es la temperatura del sistema a el radio del nanogel y N* hace referencia

al nimero de segmentos/densidad de entrecruzamiento.

Potencial de Yukawa

El potencial de Yukawa describe las interacciones electrostaticas considerando la
composicion del medio, en particular de la fuerza iénica. El potencial de Yukawa
fue previamente utilizados para el estudio de las propiedades estructurales de sus-
pensiones de microgeles i6nicos Weyer and Denton [233] y polimeros estrellas [234].
Para nuestro sistema el potencial de Yukawa cuantifica las repulsiones electrostaticas
originadas por la carga adquirida de los nanogeles debido a la desprotonacion de los

mondémeros de MAA que componen cada particula.

De forma explicita se define el potencial de Yukawa en dos particulas como:

en(ai—&-a]-—r) e kT

1+ ka;)(1+ ka;) r

ﬁug(r) = quiqj( (5.24)
En donde ¢; y ¢; son las cargas efectivas que poseen los nanogeles 7 y j respecti-
vamente. a;, a; y r se definen de la misma forma que en la ecuacién 5.21. El valor
k corresponde a la constante de apantallamiento de Debye, y g a la constante de
Bjrrum, siendo estas ultimas dos variables las que consideran las propiedades del
medio en la que se encuentran inmersos los nanogeles. En particular, la constante de
apantallamiento de Debye nos dice que una concentracion alta de sal se traduce en
un mayor apantallamiento de las cargas eléctricas interactuantes de los nanogeles.
Obteniéndose interacciones de menor alcance efectivo. De forma contraria, a meno-
res concentraciones de iones, las interacciones entre nanogeles se vuelven de mayor

alcance efectivo, debido al menor apantallamiento.

Energia intermolecular

Al incorporar la naturaleza de los potenciales de interaccion entre nanogeles des-
criptos anteriormente, la energia de interaccion intermolecular puede ser expresada

COImo.
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Np

1 inter
Uinter = 5 Z Uy (525)

ij

donde ug?t” es la interaccion entre particulas i, j.

inter _ Jum sir <a;+a;
uij - uinter(r) -

(5.26)

uy SIr > a; + aj

en doénde r;; es la distancia entre las particulas con radios a; y a;, respectivamente.
El potencial de Hertz solo actia e casos de superposicién de particulas (r;; < a;+a;),

mientras que Yukawa lo hace para interacciones a distacia (r;; > a; + ;).

5.2.3. Simulaciones Monte Carlo

El modelado de las soluciones se realizé utilizando el método de Monte Carlo.
Este se basa en la evaluacion de diferentes estados o configuraciones del sistema de
trabajo a través de la generacién de nimeros aleatorios. En este capitulo, se trabaja
con soluciones de nanogeles en las cuales un cambio de configuracion consiste en
el desplazamiento y cambio de tamano (un aumento o disminucién del radio) de
una particula seleccionada al azar. Este esquema de trabajo puede visualizarse en la
figura 5.1 en la cual se muestra un paso del algoritmo propuesto. Una particula, en el
estado del sistema A, de todas las presentes en la solucién es cambiada de posicion,
y en este caso, se disminuye su tamano, obteniéndose el estado B de la solucién. Los

cambios de energia libre entre el estado A y B que se originan son:

AQintra = Q(RB> - Q<RA) (5 27)
AUinter — UYinter,B — Uinter,A

en donde Q(Rg) y Q(R4) es la energfa intramolecular para un nanogel con radio Rp
y radio R4 provenientes de los estados B y A respectivamente. Del mismo modo se
define AU, e, como la diferencia de energia intermolecular de los estados A y B.

La probabilidad de aceptar o no dichos cambios en el sistema viene dado por:
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P = min{e~(OUumter %) 1}
A < » B
Al L4

Figura 5.1: Esquema de un paso en el algoritmo de Metropolis-Monte Carlo. El
paso de un estado A a uno B esta mediado por el cambio de energia entre ambas
configuraciones.

PA—)B — m,l'n{e_(/BAUinter+5AQintra) , 1} (528)

De la ecuacién 5.28 puede notarse que, si el cambio de energia libre es negativo,
es decir, se pasa a un estado mas estable, este paso es aceptado automaticamente.
Se obtiene una probabilidad de uno.

Si por el contrario el cambio de energia libre es desfavorable, es decir, SAU;uzer +
BAQ;nira > 0, la probabilidad de aceptar el paso es menor a uno. En este caso, se
sortea un nimero aleatorio y, si este es menor o igual a la probabilidad de aceptacién,

el paso se acepta. De lo contrario, se rechaza.

5.3. Nanogel de P(NIPAm-MAA) en solucién di-

luida: fluctuaciones de volumen

El estudio de las soluciones de nanogeles necesita una caracterizacién previa y
comprension de los sistemas aislados, en particular nos interesa caracterizar la fluc-
tuacion en volumen que pueden tener estos sistemas al varias las condiciones de su

entorno. Es posible sustraer esta informacion a partir del potencial termodinamico
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de un nanogel aislado en solucién.

La respuesta a estimulo se estudié en detalle en la referencia [4], donde ademés
de observar los cambios en el pH, temperatura y concentracion de sal, se estudia
cémo son modificadas sus propiedades con la estructura del microgel, es decir la ar-
quitectura de la red polimérica: distribucion de los mondémeros que poseen respuesta

a estimulo.

El nanogel considerado en este estudio posee Ny, = 5 x 10* segmentos con
ne, = 500 segmentos por cadena, las cuales tienen un 35 % de MAA en su estruc-

tura polimérica, x4 = 0,35. El 65 % restante estd compuesto por mondémeros de

NIPAm.

En la figura 5.2, se observa el potencial termodindmico asociado a un nanogel
aislado en funcién de su radio. Las curvas presentadas corresponden a tres concen-
traciones salinas. El pH del sistema es 4.65, el cual coincide con el pKa intrinseco del
monoémero de MAA aislado. La temperatura para este sistema es de 25°C'. De cada
una de las curvas se obtiene el minimo local/total de la energia intramolecular de
un nanogel aislado. Este minimo energético corresponde al radio 6ptimo del nanogel
aislado. Se puede notar que hay un aumento en el radio 6ptimo del nanogel a medida

que disminuye la concentracion salina.

Bajo condiciones de pH 4.65, hay una fracciéon de segmentos de MAA cargados
eléctricamente dentro de la red polimérica; en consecuencia, esta se expande para
disminuir las repulsiones electrostaticas. Dicho efecto se magnifica con la disminucion
de la concentracién de sal, la cual proporciona contraiones que apantallan las cargas
del polimero. Este resultado fue reportado en [4] y discutido en el capitulo 3 sobre el

rol que cumple la concentracién salina como estimulo de los hidrogeles poliméricos.

La figura 5.2 nos muestra la energai libre interna de un nanogel aislado para
diferentes concentraciones salinas, el pH corresponde al pKa aparente del MAA, 4.65.
La energia libre es obtenida a través de un potencial termodindmico descrito en la
seccién 5.2.1, el mismo serd usado para el calculo de las fluctuaciones en volumen

que presente sistema: nanogel aislado.
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Figura 5.2: Energia libre de un nanogel aislado en funcién del tamano del mismo.
Las curvas corresponden a diferentes condiciones salinas. El pH de la solucion es de
4.65 y la temperatura 25°C'". {254, esta en unidades convenientes, donde V; = %WR%

1

es el volumen de la particula polimérica seca y § = T

5.3.1. Fluctuaciones en volumen

La fluctuacion de volumen es una variacién del volumen de un sistema, son una
medida de la estabilidad del tamano de un nanogel. A menor fluctuacién, mayor es

la estabilidad. Se puede calcular la fluctuacion en volumen mediante [235]:

AV kpT
> BTHT (5.29)

en donde AV es la varianza del volumen del nanogel que se define como:
AV = /(V?) = (V)2 (5.30)

Ademis, V es el volumen medio y (V2) es el volumen cuadrético medio del nanogel y
k7 es la incompresibilidad isotérmica del sistema. Es una medida de la resistencia a la
compresion del sistema. A mayor kr, mayor rigidez. Se define como la relaciéon entre
la variacion de presion y volumen de un fluido a temperatura constante, considerando

nuestro potencial termodinamico, 2y¢, se puede obtener la siguiente forma:
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Figura 5.3: Gréfico de la fluctuacién en volumen de un nanogel aislado. El nanogel
esta compuesto por 5 x 10 segmentos (mondémeros) repartidos en cadenas de 500
segmentos cada una

__l/ov
="y \or),

1 /0*Qne\ "
:v< e >T (5.31)
0nc\
or = 127R, (_)
! OR? T,R=Req

en la cual R, hace referencia al radio de equilibrio, es decir al minimo de las curvas
de la energia €2y, presentadas en 5.2. Todas las demés variables fueron previamente

definidas en la seccién 5.2.2

En la figura 5.3 se observa la fluctuacién de un nanogel aislado en funcién del
pH de la solucién. Se presentan curvas correspondientes a tres condiciones salinas:
1, 10 y 100 mM en KCI. La temperatura es de 25°C, condiciones en las cuales el
PNIPAm posee un comportamiento hidrofilico. Es decir, en estas condiciones, las
fluctuaciones de tamano no se ven afectadas por el rol critico de la hidroficidad. En
términos generales, se observa que la fluctuacion relativa del sistema a las diferentes
condiciones presentadas es del orden de 1072, Sin embargo, dentro de estos valores,

se puede notar un aumento de la fluctuaciéon al aumentar el pH hasta estabilizarse
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en valores de pH mayores a 6. A bajos valores de pH, el nanogel no posee carga
eléctrica, ya que los monomeros de MAA que componen la red polimérica se en-
cuentran protonados (estamos por debajo del pKa intrinseco del MAA). En estas
condiciones, un cambio en el tamano del nanogel requiere cambios en la energia libre
dada por la adsorcién de solvente y de los iones presentes en el sistema, ademas de
la contribucion elastica que conlleva el cambio de radio. Con el aumento en el grado
de carga de la red polimérica se esperaria una entrada de contraiones. A valores por
debajo del pK, intrinseco del MAA la red polimérica que compone al nanogel no po-
see carga eléctrica, en consecuencia las fluctuaciones son bajas. A pH alto se obtiene
el mayor grado de carga posible, sin cambios en la carga eléctrica del polimero, las

fluctuaciones de volumen se estabilizan.

En particular, una alta concentracion salina promueve la desprotonacion de los
segmentos de MAA para pequenos aumentos de pH. Esto se debe a que los iones
presentes en la solucion pueden apantallar la carga eléctrica adquirida por los gru-
pos carboxilicos de los monémeros de MAA. Como resultado, la entrada de iones
favorece la fluctuacion en volumen del nanogel. A medida que aumenta el pH, mas
unidades de MAA adquieren carga eléctrica, por lo cual un cambio en su volumen
se ve favorecido. Para minimizar las repulsiones eléctricas de la red polimérica, el
nanogel puede expandirse o adsorber mas cantidad de contraiones presentes en la
solucion. Como resultado, se observa un aumento en la fluctuacion del volume de la

particula, el cual se intensifica con el aumento de la concentracién salina.

A pH 7, el nanogel se encuentra completamente desprotonado, cargado eléctrica-
mente. La fluctuacion del sistema es mayor y se estabiliza como consecuencia de que
no es posible un cambio en el grado de carga eléctrica del nanogel. En una situacion
de pH intermedios, la desprotonacion es incompleta y el nanogel puede expandirse o

contraerse, por lo cual la fluctuacién en el sistema es la mayor de todas.

En la figura 5.4 se muestra el efecto de la temperatura en las fluctuaciones en
el volumen del nanogel. Se presentan tres curvas correspondientes a tres valores
caracteristicos de pH: por debajo y por encima del pK, intrinseco del MAA, pH 3 y
7, respectivamente, y pH 4.65, igual al pKa del MAA aislado.

A pH 3 el nanogel no posee carga eléctrica, y como mencionamos antes, las fluc-

tuaciones son bajas. El aumento de éstas es por efecto del cambio de la temperatura,
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Figura 5.4: Gréfico de la fluctuacién en volumen de un nanogel aislado. El nanogel
esta compuesto por 5 x 10° segmentos (mondémeros) repartidos en cadenas de 500
segmentos cada una.

en particular por el cambio en la hidroficidad de PNIPAm. Sin embargo, no se ob-
servan cambios apreciables a medida que se aumenta la temperatura del sistema,
incluso cerca de la temperatura de transicion del PNIPAm, alrededor de los 32°C.
Por arriba de esta temperatura, el nanogel adopta un estado colapsado y no hay

ninguna fuerza impulsora que promueva un cambio en su volumen.

En la misma figura, 5.4, a valores de pH 4.65 y 7, los monémeros de MAA se
encuentran desprotonados, la red polimérica adquiere carga eléctrica. A temperatura
baja las fluctuaciones son mayores que a pH 3 por efecto de la desprotonacion de
la red polimérica. En particular las fluctuaciones son mayores a pH 4.65 dado que
es posible una regulacion de carga eléctrica, a pH 7 todos los segmentos de MAA
se encuentran mayormente desprotonados. Con el aumento de temperatura hay un
aumento de las fluctuaciones del sistema. Esto ocurre hasta llegar a la temperatura
caracteristica de transicién volumétrica del PNIPAm, al seguir aumentando la tem-
peratura se origina un colapso en la estructura del nanogel, siendo las interacciones
entre los segmentos de NIPAm las predominantes y estabilizando un tamano especifi-
co del nanogel. Las fluctuaciones en este cambio de fase volumétrico son las mayores.

Pasada la transiciéon las fluctuaciones decaen a los valores mas bajos posibles.

El estudio de las fluctuaciones en volumen de estos sistemas aislados nos muestran

la baja magnitud de las mismas. No hay una fuerza impulsora significativa para que
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los nanogeles cambien su volumen. Esto puede traducirse en que en una solucién
coloidal, diluida, la poblacién de tamanos de nanogeles sea tnica o con muy poca

dispersién.

En la siguiente seccién se mostraréan los resultados de soluciones de nanogeles,
desde concentraciones diluidas hasta concentradas. Se vera cudl es el rol de las inter-
acciones entre las particulas y si se mantiene o no la tendencia de las fluctuaciones

en volumen encontrada en esta seccion.

5.4. Resultados: Soluciones de nanogeles poliméri-

COSs

En esta seccion mostraremos los resultados obtenidos en el estudio sistematico
de tres soluciones de nanogeles compuestos por segmentos de N-isopropilamina y
acido metacrilico. La red polimérica, P(NIPAm-MAA), posee un 35% de MAA.
Para cada una de estas soluciones, se estudiaron su respuesta a cambios en el pH, la
temperatura y la concentracion salina. En cada caso, se comparara con un nanogel
a dilucién infinita, como lo discutimos en el capitulo 3 de esta tesis. Las soluciones
consideras corresponden a 0.10 mg/ml, 1.0 mg/ml y 5.0 mg/ml de nanogeles las
cuales fueron seleccionadas para representar una solucién de nanogeles diluida, una

relativamente concentrada y una muy concentrada.

Como mencionamos en la seccién 5.2.3, la metodologia utiliza simulaciones Monte
Carlo. Estas se componen de 5 x 10° pasos; cada paso de simulacién se compone de
una compresion/expansion y cambio de posicién espacial de una particula que com-
pone la solucién. La caja de simulacién contiene 100 particulas. Los parametros de
construccién de cada nanogel han sido especificados en la seccion 5.3: Nanogeles con
Ny = 5 x 10* segmentos y ng, = 500 segmentos por cadena. Un estudio sistemdtico
de las fluctuaciones en volumen de estos nanogeles mostraron que sus fluctuaciones

de volumen son muy pequenas (= 0.1 %).
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Figura 5.5: Densidad de probabilidad de tamano para tres diferentes soluciones de
nanogeles 0.1, 1.0 y 5.0 mg/ml. Cada panel corresponde a un pH de trabajo diferente:
3, 4.65, 5.50 y 7 para los paneles A, B, C, y D respectivamente. Otras condiciones
de trabajo son: temperatura 25°C y 1 mM [KCI].

5.4.1. Efecto de la concentracién de nanogeles

En la figura 5.5 se muestra la densidad de probabilidad de tamanos (radios) de
tres soluciones de nanogeles. Las condiciones del bulk de cada una de las soluciones
corresponden a una temperatura de 25°C y una concentracién de [KCl| de 1 mM, en
cada panel se muestra un pH de estudio distinto, 3, 4.65, y 5 y 7 para los paneles A,
B, C y D respectivamente. Estos valores son considerados por estar por debajo (pH
3) y por arriba (pH 5) del pKa intrinseco de los monémeros de MAA (pH 4.65) y
condiciones de neutralidad (pH 7), que son condiciones cercanas al pH fisiologico. Las
diferentes curvas dentro de cada panel representan una concentracién de nanogeles
diferente, 0.10, 1.0 y 5.0 mg/ml.

La figura 5.5 nos muestra, de forma general, que los perfiles de densidad de
probabilidad en tamano de los nanogeles varia con su concentracion y el pH del
medio. Se puede observar que el aumento del pH desplaza las curvas hacia valores
mayores de radio. Esto se puede explicar por el aumento en el niimero de segmentos
de MAA que se desprotonan a medida que se aumenta el pH. En la seccién 5.4.2
daremos una explicacién mas detallada de este fenémeno.

Observando la figura 5.5A notamos que todas las concentraciones de nanogeles
exhiben picos definidos, lo que sugiere una distribucion de tamano méas uniforme. La
dispersion de radios es de 2 nm aproximadamente (el ancho de la distribucién). Bajo
estas condiciones no se aprecia ninguna fuerza impulsora que modifique significati-
vamente el tamano de los nanogeles, de hecho no se puede apreciar una diferencia

importante entre cada una de las soluciones de las particulas.
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A medida que el pH aumenta a 4.65, figura 5.5B, la distribucién correspondiente
a una concentracién de 5 mg/ml se diferencia de las otras dos. El desplazamiento
es hacia menores valores de radio. Esta separacion es aun mayor a medida que se
aumenta el pH, panel C. Finalmente en la figura 5.5D a pH 7, las diferencias entre
las concentraciones se incrementan hasta observar una separacién entre todas las
concentraciones de nanogeles consideradas. Esta disminucién del tamano se expli-
ca al considerar los potenciales de interaccion entre particulas. Para disminuir la
energia dada por estas interacciones, los nanogeles buscan disminuir su tamano, si
bien esto conlleva un aumento en la energia libre interna del nanogel, ver figura 5.2,
el aumento de la energia libre interna es menor que el producido por las interaccién
intermoleculares. A medida que disminuimos la concentracién de nanogeles el espacio
disponible en solucién aumenta, teniendo mayor libertad para aumentar su tamano
y de esta forma acercarse mas a su radio ideal. A dilucion infinita las interacciones
entre particulas son exactamente cero y el radio optimiza el potencial termodinamico

interno.

La capacidad de fluctuacién de tamano de los nanogeles es fuertemente afectada
por la capacidad de los nanogeles de interactuar con vecinos, lo cual estd interre-
lacionado con la concentracién de la solucion. En ese sentido, la figura 5.6 muestra
la distribucién radial para las tres diferentes soluciones de nanogeles. Consideramos
las mismas condiciones del bulk de la figura 5.5B, es decir, pH 4.65, temperatura de

25°C y concentracion salina de 1 mM.

Observamos que la solucién con concentracién més alta de nanogeles (p = 5.0
mg/ml) exhibe un perfil de distribucién radial caracteristico de sistemas liquidos,
donde se pueden distinguir picos marcados en la distribucién que indican una es-
tructura ordenada a corta distancia, lo que sugiere una disposicién uniforme de las

primeras particulas vecinas dentro de la solucion.

Por otro lado, las soluciones més diluidas (p = 0.10 y 1.0 mg/ml) muestran un
perfil que alcanza un méximo y manteniéndose asi con pequenas variaciones. Este
comportamiento es tipico al de un sistema gaseoso (diluido), donde la distribucién

de particulas es aleatoria y menos estructurada.
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Figura 5.6: Funcion de distribucion radial para las tres soluciones de nanogeles. Las
curvas corresponden a las tres concentraciones de naogeles consideradas: 0.10, 1.0,
5 mg/ml. Las condiciones del bulk de la solucién son pH 4.65, [KCl] = 1 mM, la
temperatura del sistema es 25°C. En el eje x se ha usado el valor de radio seco,
Ry = 10 nm, de los nanogeles para usar unidades reducidas en la distancia nanogel-
nanogel.

5.4.2. Respuesta a estimulos: pH, concentraciéon salina y tem-

peratura.

Respuesta a cambios en pH

En esta seccién estudiamos la influencia de la concentracion de los nanogeles
en su respuesta a estimulos, en particular los resultados que mostramos mas abajo
surgen de los cambios en el pH, la concentracién salina y la temperatura. En primera
instancia, veremos céomo se comportan las soluciones con la variacion del pH.

La Figura 5.7 ilustra la respuesta de las soluciones cuando son sometidas a cam-
bios en el pH. Se destacan el tamano promedio (R), el grado de disociacién (f) y la
fraccién en volumen (@), correspondientes a los paneles A, B y C, respectivamente.
A una temperatura de 25°C y con una concentracién de [KCl] de 1 mM, se observa
principalmenteel efecto de la desprotonacion de los segmentos de MAA, dado que
las unidades de NIPAm son hidrofilicas bajo estas condiciones. El calculo del radio

medio de los nanogeles se realizé a través de :

(R) — / RO(R)R (5.32)
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en donde, R es el radio de la particula de nanogel. La densidad de probabilidad de
tamarnio es §(R), la cual es obtenida de la figura 5.5. La cantidada (¢) se define como

la fraccion en volumen de la solucién ocupada por los nanogeles.

Se han analizado tres concentraciones distintas de nanogeles, p = 0.10, 1.0 y 5.0
mg/ml, para estudiar el efecto de la concentracion. En los paneles A y B, las curvas

punteadas representan el comportamiento en un sistema de dilucién infinita.

El radio medio de los nanogeles crece con el aumento del pH, independientemente
de la concentracién contemplada en nuestro estudio. Esto se explica por la influencia
del pH en la carga eléctrica de los segmentos de MAA: a un pH mas elevado, més
segmentos de MAA se desprotonan, incrementando la carga eléctrica negativa del
nanogel. En el panel B (5.7B), se observa que el aumento del pH también eleva
el grado de disociacién de los segmentos de MAA. Este crecimiento en tamafio es
resultado de las repulsiones electrostaticas en la red polimérica de los nanogeles, como
reportaron Pérez-Chévez et al. [4], donde se indica que estas repulsiones disminuyen

al distanciar los centros de carga de la estructura del nanogel.

El efecto de la concentracién de los nanogeles se evidencia al examinar las distintas
curvas en cada pane. El comportamiento de la solucién mas diluida, 0.10 mg/ml, es
similar al del sistema aislado en todo el rango de pH. La concentracion intermedia, 1.0
mg/ml, presenta un comportamiento parecido, aunque muestra diferencias alrededor
de pH 6. En contraste, la solucién més concentrada, 5.0 mg/ml, solo se asemeja al

sistema aislado a pH inferiores a 5, en ausencia de carga eléctrica.

En términos generales, al aumentar la concentracion de nanogeles, se observa una
reduccion en la respuesta esperada de un sistema aislado, con una disminucién de
mas del 40 % para la solucién mas concentrada. A diferencia de un sistema aislado, las
soluciones de nanogeles presentan interacciones energéticas intermoleculares, dadas
por los potenciales de Hertz y Yukawa. Estas diferencias en tamano o grado de carga
se explican por las interacciones entre ellos. Esto se hace evidente al observar la
figura 5.7C, en la cual se muestra como cambia la fraccién en volumen con respecto
al cambio de pH, aumentando rapidamente con este y atin més para concentraciones
mas altas. Una fracciéon en volumen mas alta implica una mayor interaccion entre
las particulas, con las particulas ocupando una mayor fraccién en volumen de la

solucién, la proximidad entre ellas disminuye, lo que intensifica su interaccion.
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Figura 5.7: Variacion de las propiedades medias de la solucién de nanogeles en funcién
del pH de trabajo. El panel A muestra el tamano (R), el B el grado de carga (f) y el
C la fraccién en volumen (¢). La temperatura es de 25°C y la concentracién salina
de 1 mM en [KCI]. Cada curva corresponde a un grado de empaquetamiento. Los
nanogeles aislados se muestran en los paneles A, B y C.

Los potenciales de Hertz y Yukawa, detallados en la seccién 5.2.2, nos modelan

la capacidad de deformarse, por solapamiento, y las interacciones de largo alcance,

respectivamente y son los responsables de la energia de interaccion entre los nanogeles
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de la solucién. Aumentando la energia con la concentracion de las soluciones. Para
reducir esta energia de interaccion, a concentraciones altas, las particulas adquieren
un tamano menor al esperado en un sistema aislado. Esta diferencia con respecto al
sistema aislado conlleva un incremento en la energia libre interna de los nanogeles,
pero se compensa con una disminucién en la energia de interaccién. Este efecto se
amplifica con el aumento en la concentracién, como se observa en las diferentes curvas
de la figura 5.7A. Adicionalmente la disminucién en el tamano de los nanogeles afecta
su grado de carga, generando un efecto entrépico que impulsa a los iones a salir de los
entornos confinados de los nanogeles de menor tamano hacia la solucién, lo que a su
vez reduce el apantallamiento en los segmentos de MAA desprotonados. La energia
libre quimica necesaria para desprotonar los segmentos de MAA es mayor, lo que se
traduce en un desplazamiento hacia valores mas altos de pH para alcanzar el mismo

grado de carga que un sistema ideal.
Respuesta a cambios en la concentracién salina

La figura 5.8 exhibe el comportamiento del tamano medio (R) de los nanogeles
en funcion de la concentracion salina a un pH de 4.65 y 7, paneles A y B respectiva-
mente, la temperatura del sistema es de 25°C. Las curvas sélidas representan las tres
concentraciones de nanogeles p = 0.1, 1.0 y 5.0 mg/ml, mientras que la linea pun-
teada muestra la respuesta de un nanogel aislado. En ambos paneles se observa una
transicién reentrante caracteristica, donde inicialmente el tamano de los nanogeles
aumenta con la concentracién salina hasta un méximo, antes de disminuir el tamano
de las particulas. Este fenémeno se atribuye a la interaccion entre los mondémeros
cargados y la adsorcién de contraiones provenientes del KCI. Bajo estas condiciones
de pH (ya sea 4.65 o 7) hay una proporcién de los segmentos de MAA que se en-
cuentran desprotonados, vease la figura 5.7B, con mayor magnitud a pH 7. A bajas
concentraciones salinas, el apantallamiento sobre estos segmentos cargados eléctrica-
mente es insuficiente, lo que conlleva a un aumento del tamano de los nanogeles para
minimizar las repulsiones electrostaticas. Si se aumenta la concentraciéon de contra-
iones, en primera instancia se favorece la protonacién de los segmentos de MAA [4],
provocando un aumento del swelling de los nanogeles presentes en la solucion. Con
una mayor concentracion de sal, el incremento en la adsorcion de contraiones condu-

ce a un mejor apantallamiento de los contraiones, reduciendo las repulsiones entre
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Figura 5.8: Variacién del radio medio ((R)) con la concentracion de sal para diferentes
concentraciones de nanogeles. El pH es 4.65 y 7 para el panel A y B respectivamente.
La temperatura del sistema es de 25°C. Las curvas sélidas corresponden a p = 0.10,
1.0 y 5.0 mg/ml de nanogeles, y a trazos se incorpora la respuesta de un nanogel
aislado.

los segmentos de MAA desprotonados. En este punto se esperaria que este aumen-
to en el apantallamiento de las cargas permita que méas segmentos se desprotonen
y se aumente ain mas el radio de las particulas, sin embargo, el efecto observado
es el contrario: compresion de la estructura de los nanogeles. El exceso de contra-
iones en el interior de los nanogeles tiene como consecuencia que las interacciones
electrostaticas se vuelvan de menor alcance efectivo, permitiendo que los centros de
carga puedan acercarse mucho mas, lo que facilita una relajacion y disminucién en
la energia elastica de los nanogeles. Esta transicién reentrante es mas evidente a pH
7 donde los segmentos de MAA desprotonados (con carga eléctrica) son mayoria.
En la figura 5.8 se puede observar que a medida que aumenta la concentracion de
nanogeles, menor es la respuesta de estas particulas a cambios en la concentracién
salina. Esto ultimo se evidencia mejor en la figura 5.8B a un pH de 7. En estas
condiciones, el tamano y grado de carga de estas particulas estan bien diferenciados,
figura 5.7A y B. La diferencia se puede atribuir al costo energético de las interacciones
entre nanogeles, el cual es compensado con un menor tamano de los mismos. Una
mayor vecindad de nanogeles, (ver figura 5.6), hace que interactien atin més entre

ellos, aumentando la energia intermolecular del sistema. Al igual que en la figura
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5.7, es la energia libre interna de los nanogeles la que aumenta como consecuencia
de poder reducir la energia atribuida a las interacciones que nos explican losgit p
potenciales de Hertz y Yukawa. A medida que se diluye lo suficiente la solucién, nos
acercamos al comportamiento ideal, es decir, un nanogel aislado donde las particulas
pueden aumentar su tamano para reducir su energia libre interna sin mayor costo en

las interacciones intermoleculares.
Respuesta a cambios de temperatura

A continuacién presentamos el analisis sobre la respuesta de nuestras soluciones de
nanogeles cuando se les aplica cambios en la temperatura. En este sentido, en la figura
5.9 se muestra la energia libre interna de un nanogel aislado en funcion de su tamano.
A su vez las diferentes curvas corresponden a diferentes temperaturas. En el panel
A se trabaja con un pH de 4.65, en esta primera figura podemos observar cémo al
aumentar la temperatura se origina un nuevo minimo en la energfa libre a valores més
pequenos de radio. Un desplazamiento de radios alrededor de los 60 nm hacia valores
de 12 nm. Este cambio se explica por el efecto de hidrofobicidad del PNIPAm que
compone la red de los nanogeles. El minimo global se va profundizando al aumentar la
temperatura, por lo que es de esperar un estado colapsado bien definido al aumentar
la temperatura de las soluciones de particulas consideradas en este estudio. Por otro
lado, en el panel B se considera un pH de 7, a diferencia del panel A, vemos que la
aparicion de un minimo a bajos radios coexiste con un estado expandido del nanogel.
A temperaturas bajas, el minimo energético correspondiente al estado colapsado es
un minimo local, y su estado expandido correponde al minimo global de la energia
libre. Al aumentar la temperatura se observa un intercambio gradual entre estos
dos estados. Esta coexistencia de minimos de la energia libre se debe a que a pH 7
existe una buena proporcion de segmentos de MAA desprotonados, con lo cual las
repulsiones electrostaticas entre estos segmentos favorecen, a bajas temperaturas, un
estado expandido, mientras que a temperaturas altas las interacciones del PNIPAm

conducen a una estructura colapsada.

En este sentido, la figura 5.10 muestra la respuesta a los cambios de temperatura
de las soluciones estudiadas considerando el comportamiento de la energia libre in-
terna de los nanogeles, es decir la posible cohexistencia de entre nanogeles en estado

expandido y colapsado. El panel A corresponde a un pH de 4.65, mientras que el
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Figura 5.9: Energia libre interna de un nanogel aislado como funcién de su radio.
Las diferentes curvas muestran el cambio de la energia al aumentar la temperatura,
la concentracion salina es 1 mM en KCI. Los paneles A y B corresponden a pH 4.65
y 7 respectivamente.

panel B muestra la respuesta a la temperatura a pH 7, la concentracién salina es 1
mM en KCI. Las diferentes curvas corresponden a las diferentes concentraciones de
nanogeles: 0.10, 1.0 y 5.0 mg/ml, y a trazos se presenta la respuesta de un nanogel
aislado.

En ambos paneles se puede apreciar cémo, superando cierta temperatura, los
nanogeles colapsan. Esto es causado por el efecto de la temperatura sobre el PNIPAm
que conforma la estructura de las particulas estudiadas. Esta caracteristica es propia
de los polimeros de PNIPAm [4], los cuales poseen una temperatura critica minima de
solucién, que siendo superada aumenta la hidrofobicidad del PNIPAm observandose
un colapso en la estructura de la que forman parte. Se puede observar que una vez
superada esta temperatura critica todas las concentraciones contempladas tienden
al mismo estado colapsad. El radio, de aproximadamente 12 nm, que adquieren las
particulas es tan pequeno que el efecto de las interacciones entre pares desaparece,
predominando fuertemente solo la energia libre intramolecular de los nanogeles.

En la figura 5.10A vemos que a condiciones de pH 4.65 no hay diferencias apre-
ciables entre las distintas concentraciones de nanogeles y una particula aislada. La
diferencia en la temperatura de transicion de estos sistemas es insinificante. Bajo

estas condiciones, pH 4.65, no hay diferencias apreciables para las tres soluciones
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consideradas. (véase las figuras 5.7A y B). El estado de carga eléctrica de los nano-
geles en estas condiciones es el mismo. En este sentido, la fuerza impulsora, es decir,
la hidrofobicidad del PNIPAm, no tiene ningtin impedimento para llegar al deswelling
del sistema y al disminuir el tamano de cada particu, y en consecuencia reduciendo
las interacciones entre nanogeles. Estos resultados son consistentes con la existencia
de un solo minimo en la energia libre de los nanogeles, ver figura 5.9A. Es decir, hay

una predominancia en el estado de la estructura colapsada de las particulas.
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Figura 5.10: Radio medio de los nanogeles en solucién como funcién de la temperatura
de la solucién. pH 4.65, [KCI] 1 mM. Curvas sélidas corresponden a concentraciones

p = 0.10, 1.0 y 5.0 mg/ml de nanogel, a trazos se presenta un sistema con una
particula polimérica aislada.

Continuando con nuestra descripcion del efecto de la temperatura, vemos en la
figura 5.10B el comportamiento de las soluciones cuando el pH de la solucién tiene
un valor de 7. La construccion estas curvas se realizé considerando la competencia
entre los dos minimos que surgen de la energia libre interna, ver figura 5.9B. Por
este motivo y para poder obtener un buen barrido de los dos minimos energéticos
se plantearon dos simulaciones para cada temperatura, cuya diferencia recae en la
condiciones iniciales de las mismas. en una simulacién se considera como prioritario
el minimo de energia libre dado por el estado colapsado y en la segunda simulacién se

considera el estado expandido. Finalmente el radio medio (R) para cada temperatura
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es obtenido:

e_BEs e_ﬁEc

(R) = () o—FF. & o—BE. | (Re) ¢—BEs 1 o—PBE.

(5.33)

en donde, (R;) y (R.) corresponden a los radios medios de los estados expandidos y
colapsado. Ademas F corresponde a la energia libre total (energia libre interna +
energia intermolecular) del estado expandido, del mismo modo se define E. para el

estado colapsado.

Los resutlados obtenidos, en el panel B, muestran una respuesta cualitativamente
similar al panel A, el paso de un estado expandido a uno colapsado al superar una
temperatura critica. No obstante podemos destacar que el estado inicial, hinchado,
de las particulas disminuye con el aumento de la concentraciéon de los nanogeles.
Este comportamiento se asocia a las interacciones intermoleculares descriptas por
los potenciales de Hertz y Yukawa, para los cuales un aumento de la concentracién
significa una mayor energia de interacciéon de a pares a medida que aumenta el
tamano por efecto del pH (véase figura 5.7A) con lo cual, para minimizar la energia
total del sistema, las particulas adquieren un menor tamano respecto al esperado
en un sistema aislado. Por otro lado, vemos que nuevamente el estado colapsado
es igual para las tres soluciones, siendo este el mismo que para un sistema aislado.
Otro efecto causado por la concentracion de particulas poliméricas es la disminucién
en la temperatura de transiciéon con el aumento de la nanogeles en la soluciéon. En
particular se puede apreciar que a una concentracién de 5 mg/ml se obtiene una
temperatura de transicion menor al del sistema aislado, alrededor de 3°C menos.
El menor tamano medio de las particulas en esta solucion concentrada permite al
sistema requerir menor temperatura, para alcanzar el estado colapsado. La cercania
del PNIPAm es debida al menor tamano por la alta densidad de nanogeles en la
solucién de 5 mg/ml, lo que origina interacciones mas efectivas entre los segmentos
de NIPAm, las interacciones hidrofobicas se ven activadas por el aumento de la
temperatura, alcanzando el colapso de la estructura de los nanogeles més facilmente

respecto al nanogel aislado.
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5.5. Conclusiones

En este capitulo se investigd el comportamiento de soluciones compuestas por
nanogeles poliméricos a diferentes concentraciones. Se aplicé metodologia basada en
simulaciones Monte Carlo. El enfoque se centrd en la influencia de la concentracién
de particulas sobre la respuesta a estimulos de nanogeles compuestos por P(NIPAM-
MAA). Se consideraron tres estimulos diferentes: cambios en el pH, la temperatura y
la concentracién de sal. Ademsds, se estudio el efecto de la concentracién de nanogeles
en la solucion ante estos estimulos.

Los perfiles encontrados para las distintas concentraciones de trabajo nos indican
el comportamiento de un sistema relativamente diluido (concentraciones de 0.10 y 1
mg/ml), mientras que a una concentraciéon de 5 mg/ml se observa un comportamiento
mas cercano a un liquido condesado. Para las concentraciones més bajas, observamos
que sus propiedades se desvian minimamente del sistema a dilucién infinita. En
general, el comportamiento reportado es cualitativamente similar a un sistema con
dilucién infinita. En particular, la respuesta a cambios de pH también conlleva un
aumento en el pKa aparente de la solucion en concentraciones altas.

La respuesta a la temperatura sigue los mismos lineamientos reportados en la res-
puesta al pH y concentracion salina, es decir, un comportamiento cualitativo similar
al sistema en dilucién infinita. En particular, a pH 4.65 no se encontré diferencia
alguna sobre un nanogel aislado, pero a pH 7 se reporta un comportamiento depen-
diente de la cantidad de nanogeles en solucién. Una concentracién mas alta permite
una transiciéon de fase a menores temperaturas, asi como también la obtencién de
menores tamano de particulas a medida que aumenta la concentracién en su esta-
do expandido como un mecanismo para reducir la energia de interaccién entre los

nanogeles.



Capitulo 6
Conclusiones generales

Esta tesis ha abarcado un estudio exhaustivo sobre los hidrogeles poliméricos
y su capacidad para responder a diversos estimulos, entre ellos cambios en el pH,
concentracion salina y temperatura, abordando desde la adsorcién de poliaminas
y la liberacién de farmacos hasta el comportamiento de soluciones coloidales de
nanogeles bajo diferentes condiciones y concentraciones de los mismos. A través
de una combinacién de enfoques tedricos y computacionales hemos contribuido a

entender la fisicoquimica involucrada en la funcionalidad de estos materiales.

En el primer capitulo, demostramos cémo los hidrogeles basados en PMAA pue-
den ser disenados para capturar poliaminas, y ademéas aprovechar este mecanismo
para la liberacion de drogas terapéuticas. La capacidad de estos materiales para li-
berar farmacos en respuesta a concentraciones especificas de poliaminas subraya su

potencial como sistemas inteligentes de entrega de medicamentos.

El estudio de microgeles poliméricos con multiple respuesta a estimulo reveld
como su respuesta a cambios en el pH, la temperatura y la concentracion de sal
puede ser manipulada mediante la composicién y la estructura del polimero. Este
conocimiento es crucial para el diseno de sistemas de entrega que requieren control
en la liberacion de sus cargas bajo condiciones fisiologicas especificas.

En este mismo sentido, la investigacion sobre la funcionalizacién de la red po-
limérica en la adsorcién de proteinas en nanogeles resalta la importancia de la dis-
tribucion espacial de los segmentos funcionales. Esta funcionalizacion no solo influye

en la capacidad de los nanogeles para adsorber y liberar proteinas sino también
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en la localizacion de estas proteinas dentro de la red, lo que es fundamental para
aplicaciones que requieren interacciones especificas con objetivos celulares.

Por dltimo, el andlisis de soluciones coloidales compuestas por nanogeles po-
liméricos a diferentes concentraciones proporciona una vision detallada de cémo las
interacciones entre particulas afectan su comportamiento colectivo en respuesta a
estimulos diversos. Este conocimiento es vital para el desarrollo de formulaciones
coloidales con propiedades ajustadas para aplicaciones especificas.

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis ofrecen un avance signifi-
cativo en nuestro entendimiento de los hidrogeles poliméricos y su potencial para
revolucionar el campo de los biomateriales. La capacidad de estos materiales para
responder de manera precisa a estimulos externos abre nuevas posibilidades para su

aplicacién en el encapsulado y transporte de medicamentos.



Apéndice A

Generacion de configuraciones

A.1. Configuraciones de la red polimérica de un

nanogel

La red de polimeros entrecruzados que forma el nanogel estudiado en el capitulo 4
tiene una topologia similar a la del diamante, donde los puntos de entrecruzamientos
se colocan en la posicién original de los dtomos de carbono y se conectan a cuatro

cadenas de polimeros.

Para construir esta red, primero definimos una estructura tridimensional donde
todas las cadenas de polimeros se alargan. Luego, solo conservamos aquellos segmen-
tos contenidos dentro de una esfera de radio R.,; colocada en el centro de masa de
la estructura. R.,; se elige de manera que la red resultante tenga aproximadamente

10* segmentos. En total, la red que resulta de esta estrategia tiene 10026 segmentos.

Originalmente, todas las cadenas de polimeros conectan dos entrecruzamientos,
pero como resultado del procedimiento mencionado anteriormente, algunas cadenas
quedan pendientes en la superficie de la red y se conectan solo a un entrecruzamiento.

Estas cadenas colgantes contienen el 22 % del nimero total de segmentos.

Para obtener configuraciones de esta estructura, hemos realizado simulaciones
de Dindmica Molecular utilizando GROMACS 5.1.2 [218]. Para describir las inter-
acciones no enlazantes entre los segmentos de la red, utilizamos un potencial de

Leonard-Jones puramente repulsivo con un desplazamiento.
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Expansion celda

unidad Corte esférico

Figura A.1: Estrucutra base para la generacién de configuraciones de nanogeles

i U (OB ON R, (A1)

0 de otro modo.

Donde € = 1kgT y 0 = 0.5 nm, y 74 es la distancia entre los segmentos ¢ y j.
Para generar una variedad de configuraciones compactas de la estructura polimérica,
en algunas simulaciones también aplicamos una restriccion de posicion radial. Este
potencial se utiliza para restringir particulas (en nuestro caso, los segmentos entre-
cruzadores de la red) a una regién esférica especifica del volumen de simulacién. Esta
region esférica esta delimitada por un radio rf,. De manera simplificada, la energia

potencial asociada con esta fuerza externa tiene la siguiente forma:

0 siTy < T
Vis(ri) = 9, ) (A.2)
skpy (ri —7p)”  de otro modo.
Donde r; es la distancia entre la posicion del segmento entrecruzante 7 y el centro

de masa de la red, y ks, es la constante de fuerza.

Un enfoque similar puede utilizarse para generar conformaciones de red elonga-
das (hinchadas). En este caso, aplicamos un potencial arménico que restringe las
particulas fuera de una region esférica especifica. Esta situacion se describe utilizan-
do valores negativos de ry,, y este potencial solo se aplica a los entrecruzamientos
mas superficiales de la red. Méas detalles sobre estos potenciales con fondo plano se

pueden encontrar en la referencia [236].
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Para generar conformaciones compactas, hemos realizado simulaciones de Dindmi-
ca Molecular utilizando 7y, = 17.5, 20, 22.5 y 250.

Para conformaciones hinchadas, hemos utilizado valores de 7, desde —80c hasta
—500 con un paso de 50; y luego desde —500 hasta -27.50 con un paso de 2.50.
Estos valores se referencian a la red libre (sin la restriccién potencial) que tiene un

radio aproximado de 26c. Se ha utilizado ky, = 505.

Figura A.2: Diferentes configuraciones (a escala) con simulaciones donde se aplican
diversos potenciales armoénicos de restriccion.

En cada simulacién de DM, el sistema se equilibré durante 5 ns y luego la simu-
lacién continué durante otros 10 ns. Durante este tiempo de produccion, se registro
una configuracion cada 20 ps, lo que resulta en un total de 500 configuraciones por

simulacion y un total de 10000 configuraciones para la estructura del nanogel



Apéndice B

Resolucion numeérica: Teoria

Molecular

B.1. Films poliméricos: simetria plana

La obtencion de resultados a partir de la teoria planteada en los capitulos 2 y 4
requiere la solucién numeérica de ecuaciones integro-diferenciales. Para tal propdsito
es conveniente pasar de un sistema continuo a uno discreto. Todas las cantidades
planteadas en este anexo son definidas en el capitulo 2, seccién 2.3, siendo trabajas
aqui en un sistema discreto. La discretizacién de nuestro problema se realiza en capas
de espesor 0. En particular, para el capitulo 2, la suma sobre cada uno de estas capas
reemplazan a las integrales a lo largo del eje z, esto se debe a la simetria sobre los
ejes x e y que se ha utilizado para el desarrollo de la TM para hidrogeles de films
poliméricos.

Por ejemplificar este cambio, la ecuacion de incompresibilidad expresada en ec.

2.11 es reescrita como:

1= § pfy(iz)v'y + § <pads,/\(7;z>> Uy + <pMAA(Zz)> UpAaAl, €ON Z.z = 17 27 3"7 n,
¥ A
(B.1)

Esta expresién nos permite resolverla en cada una de las capas ., cuya posicion
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es descrita usando la coordenada z; = (i, — 0,5)d, lo cual las ubica en el centro de
cada capa. i, toma los valores de 1 a n,, donde se toma a n, lo suficientemente grande
para que las densidades de cada una de las especies involucradas, asi como también
el potencial electrostatico, converjan a sus valores en el bano de la solucién (el bulk
de la solucién). Es decir: p,(n,) = pg, Pads(0,m2) = pl,.(0) v ¥(n,) = ¢ = 0. Para

valores de n, > 500 es posible obtener estas condiciones.

Reescribiendo las expresiones de los funcionales de la seccion 2.3, obtenemos para

la densidad discreta de las especies libres:

p’y(iZ)Uw = G C€Xp [_5QV¢(Zz)] exXp [_vaw(izn (B.2)

El grado de disociacion para los segmentos de MAA que componen la red po-

limérica de nuestro film, de la ecuacion 2.21:

f(Zz) _ ag+

) exp[—Bamaat(iz)] (B.3)

0
Ka,MAA

Anélogamente, para unidades del adsorbato, ecuacion 2.23:

fili) (H

1-— f‘r(lz) KO ) eXp[_ﬁcfrw(iz)] (B4)

en donde 7 hace referencia a los segmentos del adsorbato. Y en la que se tiene en

cuenta que el exponente —1, para segmentos acidos y +1 para los béasicos.

La densidad de los segmentos que compone la red polimérica se expresa como:

(prraali ZP a)pmaala,iy) (B.5)

En donde se redefine P(«):
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P(a) _L exp | —Ad Z pruaalesiz)In f(i.)

Q Py
exp | —Ad Z praale, i) Bauaat(iz) (B.6)

iy=1

exp | —Ad Z prraale, i) Boyraam(i.)

i=1

en donde 9 (i,) y 7(i.) son los valores discretos de estos potenciales de interaccién.
Ademas paraa(a,i,) es la distribucién discreta para una conformacion «, la cual es
provista por el modelo molecular a usar.

La densidad discreta del adsorbato se expresa como:

—Ad Z TLT(Q, imjz) In fT(JZ)]

Jjz=1

pads(ea Z'z)vw :&ads H exp

e
A

) (B.7)
—Ad Z n)\(97 iz, jz)[v)\ﬁﬂ(jz) + Q)\w(]z)]]

Jj==1

Finalmente discretizando la ecuacion de Poisson, para el pontencial electrostatico,

obtenemos:

= — (pyli) (5.3)

en esta expresion se ha reemplazado la derivada segunda del potencial electrostéatico

por su diferencia finita. Ademas la densidad discreta de carga se define:

ali)) = 3 ity + 3 F2l02) uaer (i)} 4 + £(1)\22240ED (g g)

UMAA

Asi como fueron definas las condiciones de contorno en la ecuacién 2.34 es nece-
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sario redefinirlas para el sistema discreto. Estas condiciones deben satisfacer el des-
aparicion del potencial electrostético en el bulk, lejos del film polimérico, 1 (n,) = 0.
Ademas se debe cumplir que la derivada del potencial electrostatico entre la super-
ficie de soporte y el film se anule. Para ello es necesario agregar una capa i, = 0,

resultando en:

¥(1) — ¥(0)

=0 (B.10)

lo que implica que ¥(0) = ¥(1).

En resumen, dadas las condiciones del bulk de la solucién, o condiciones de la-
boratorio, compuestas por el pH, concentracién de sal y adsorbatos, temperatura,
restaria conocer las cantidades 1(i,) y m(i,) para cada capa i,. Cantidades que pue-
den ser obtenidas al resolver en cada capa las ecuaciones B.1 y B.8. De esta forma
el nimero de ecuaciones totales a resolver es 2n, (dos por cada capa). el numero de
términos de cada ecuacién es dependiente de la cantidad de especies involucradas
con sus respectivas conformaciones. Este sistema de ecuaciones es resuelto usando
un método de Newton-Krilov donde el jacobiano es calculado numéricamente, im-

plementado en cédigos FORTRAN desarrollados en el grupo de trabajo.

B.2. Teoria molecular de nanogeles poliméricos:

simetria esférica

Para obtener resultados de la minimizacién de la energia, las ecuaciones integro-
diferenciales no lineales descritas en el capitulo 4 secciones 4.2.1 y 4.2.2 deben resol-
verse numéricamente. Para lograr esto, el volumen del sistema se divide en coronas

de espesor § =0.5. En esta divisién se ha considerado una simetria radial

En las ecuaciones presentadas, las sumas sobre capas reemplazan las integrales
a lo largo de la coordenada r, mientras que las diferencias finitas reemplazan las

derivadas.

Reescribiendo, la restriccién de incomprensibilidad se expresa como:
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1= 00 (i)vy + > (pproalis)) v + Z (@iliy)) Vr (B.11)

Lo que nos da una ecuacién para cada corona ¢,, en donde cada posicién es
descrita por la coordenada r; = (i, — 0,5)0. La variable i, toma valores de 1 a n,,
en donde n, es un nimero suficientemente grande de capas para que se satisfagan

las restricciones impuestas en nuestro sistema. Entre ellas p,(n,) = p2, ppro(6, 1) =
ohol8) ¥ ) ~ 0P = 0.

Con estas consideraciones podemos reescribir:

fGr)  [(an+ - — By 4a(ir)
1—f<jr>‘<k2,j> ‘ (12

Para las especies libres, sin considerar la proteina, ecuacion 4.20:

poin)v = @ exp [~ B (i), ] exp [~ B (i o] (B.13)

La densidad local de la proteina se escribe, ecuacién 4.22:

ppro<07 ir)vw :a'pro H exXp LZ mT(ea Z.Ta ]r) ln fT(]T)]
T =t (B.14)

X Hexp li: mx(0, 1y, Jr) (BT(r)va + 5¢(jr)%)]

=1

La probabilidad de las configuraciones de la red polimérica P(«):
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- %gri[exp |—B(r)r(er)]

I (’Z;MAA(
xHexp —B(rj)—

a,rj)

Y QMAA] (B.15)

o O )
X lr_j[exp In(f(r;)) . ]

donde:

ri+d/2

quAA(a,ri) = / dr qb,{wAA(a,r) (B.16)

7‘1'75/2

La ecuacion de Poisson se escribe:

¢(2r+1) —2¢(@r)+¢( ) +

K (r—5)52 = —(pi))  (BAT)

en donde la densidad de carga se define:

¢ i
(Pq(ir)) Z P~ (ir) qy + Z fr () {ppro+(ir)) - + f(“)%QMAA (B.18)
Nuestras condiciones de contorno se reescriben:
Y(n,) =0 (B.19)
Y(1) = ¥(0) (B.20)

Definiendo el pH, concentracion de sal y proteina, temperatura, es posible calcular
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las variables restantes (i) y ¢ (i,) para cada corona i,. Cantidades que pueden ser
obtenidas al resolver en cada capa las ecuaciones B.11 y B.17. De esta forma el
numero de ecuaciones totales a resolver es 2n, (dos por cada capa). Este sistema
de ecuaciones es resuelto usando el método de Newton-Krilov en donde el jacobiano
se aproxima numéricamente, implementado un cédigo FORTRAN desarrollado en el

grupo de trabajo.
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