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RESUMEN

En los dltimos afios la mayoria de los farmacos producidos por la industria farmacéutica
innovadora presentan problemas de solubilidad acuosa, lo que reduce la biodisponibilidad de estos
y dificulta su formulacion. Una opcion para vehiculizar estos farmacos es mediante el uso de la
nanotecnologia utilizando matrices poliméricas. Para la generacion de nanoparticulas poliméricas,
el método de nanoprecitacion es una opcién interesante, ya que es simple, rapido, escalable y
utiliza materiales poco téxicos. Sin embargo, su principal limitante es la facilidad con que se

generan agregados.

El objetivo de este trabajo es encontrar las condiciones para la generacién de nanoparticulas
poliméricas de reducido tamafio (menores a 150 nm), con distribucion de tamafios monodispersa

y monomodal, en un solo paso, de forma reproducible y sin la necesidad de utilizar filtros.

La primera parte de este trabajo corresponde al desarrollo experimental para encontrar las
condiciones adecuadas de produccién. Aqui, se busca desarrollar un protocolo para obtener una
poblacion de nanoparticulas monodispersa a partir de los polimeros Eudragit® RS, Eudragit® RL
y policaprolactona, polimeros de propiedades variadas. Esto permitira tener un mayor espectro de
nanovehiculos disponibles para encapsular farmacos con propiedades fisicoquimicas diversas. La
segunda parte de este trabajo emplea la quimica computacional, especificamente la dinamica
molecular, para realizar modelos que permitan comprender el fendmeno en la escala de &tomos y
moléculas, dificil de observar con los equipos disponibles. De este modo, se desarrolla un modelo
de policaprolactona Coarse Grain para dindmica molecular que permite realizar simulaciones en

tiempos acotados y ofrezca la posibilidad de complejizarse sin elevados costos computacionales.

Dentro de los principales hallazgos de este trabajo, se encuentra la generacion de nanoparticulas
monodispersas de polimeros hidrof6bicos, con estructuras variadas a través de la sistematizacion
diferentes estrategias. En lo que respecta a la dinamica molecular, el modelo Coarse Grain de

policaprolactona precipita en medio acuoso y es capaz de reducir el tiempo de simulacion 20 veces.

Este trabajo logra generar de forma répida y reproducible un espectro de nanovehiculos
monodispersos para futuras aplicaciones, ademas de facilitar el disefio de nuevas formulaciones
considerando el protocolo establecido. Estas nanoparticulas serian Gtiles para realizar posteriores

estudios biolégicos con mayor trazabilidad.



ABSTRACT

In the last few years, most innovative drugs produced by the pharmaceutical industry exhibit
aqueous solubility problems, impairing their formulation and reducing their bioavailability. An
option for drug delivery is the use nanotechnology based on polymeric matrices. For the generation
of these nanoparticles, the nanoprecipitation method is an interesting option, being simple, fast,
scalable and susceptible to formulate using less toxic materials. Nevertheless, the main limitation

of this technigue is the nanoparticle tendency to aggregate.

The aim of this work is, firstly, to find the conditions for the generation of polymeric nanoparticles
of reduced size (less than 150 nm), in a single step, with a monodisperse and monomodal size
distribution, and without the use of filters. We used the polymers Eudragit® RS, Eudragit® RL
and polycaprolactone (polymers with different physicochemical characteristics), to obtain a wide
spectrum of nanoparticles for drug encapsulation. Secondly, to understand the process at a
molecular and atomic scale (both difficult to observe with the available equipment), we explored
the use of computational chemistry, specifically molecular dynamics. Thus, a polycaprolactone
molecular dynamics Coarse Grain model was developed to simulate in short time lapses, and with

the potential to enhance the complexity without high computational costs.

Among the principal findings of this thesis, conditions for monomodal nanoparticles of
hydrophobic polymers were found, with diverse structures through the systematization of different
strategies. Regarding molecular dynamics, the polycaprolactone Coarse Grain model showed the
polymer precipitation in aqueous medium and was capable of reducing the simulation time 20-
fold. These findings could be used in formulating nanoparticles that could allow achieving more

traceable biological studies.



INTRODUCCION

Las nanoparticulas poliméricas (Nps) se aplican en entrega de farmacos (drug delivery) con el fin
de mejorar la biodisponibilidad, farmacocinética y biodistribucion de los fa&rmacos, ademas de
reducir efectos adversos y permitir direccionar con selectividad a los sitios de accién (targeting).t
% Dependiendo del material y método de fabricacion, se obtienen Nps de variados tamafios y
formas ofreciendo propiedades y potenciales terapéuticos Unicos. Sin embargo, los efectos

adversos y mecanismos de toxicidad también se modifican.*®

La nanoprecipitacion es un método de fabricacion de especial interés debido al uso de solventes
poco toxicos, rapidez y simpleza.® Este método ocurre en un solo paso y es escalable para
aplicaciones industriales.” Experimentalmente, consiste en agregar una solucién organica (de un
solvente miscible con agua) de un polimero (insoluble en agua) sobre un volumen acuoso, para
lograr la precipitacion del polimero. Este método es principalmente (til para encapsular farmacos
hidrofébicos, aunque existen trabajos que han logrado encapsular otras moléculas tales como,
farmacos hidrofilicos y proteinas.® La metodologia es simple, pero su principal limitante es la

facilidad con que se generan agregados y poblaciones de tamafios de particula polidispersas.®

Particulas de distinto tamafio presentan distintos comportamientos de biodistribucion, excrecion y
acumulacién entre otros, dificultando las conclusiones de los estudios.® Preguntas como ¢quién
produce el efecto terapéutico?, ¢las particulas de 100 nm?, ¢las de 500 nm?, ;los agregados? son
dificiles de responder en producciones de particulas con mas de una poblacién de particulas y PDI
>0,3.

Por esto, es relevante determinar las condiciones adecuadas para la generacion de nanoparticulas
poliméricas de reducido tamafio, con distribuciones de tamafio monodispersas y monomodales
para aplicaciones biolégicas.'® Esto permite relacionar de manera adecuada los efectos observados

en estudios de aplicacion bioldgica, con las caracteristicas de la Unica poblacion de nanoparticulas.

Polimeros hidrofébicos como matrices para nanoprecipitacion
Este trabajo se enfocd en la elaboracion de un protocolo que permita generar nanoparticulas
homogéneas en un solo paso y sin la necesidad de utilizar filtros u otro método de separacién. Se

trabajo con polimeros de variadas caracteristicas como Eudragit® RS (ERS), Eudragit® RL (ERL)



y policaprolactona (PCL) a dos pesos moleculares diferentes. ERS y ERL son copolimeros
biocompatibles sintetizados de los ésteres acidos del acrilato y metacrilato. Estos polimeros son
insolubles en agua y solubles en solventes organicos como etanol y acetona.™* Las estructuras de
estos polimeros difieren solo en la cantidad de amonios cuaternarios presentes en sus unidades
monoméricas, encontrandose en doble proporcion en el ERL. El hinchamiento es independiente
de pH, pero el agua es capaz de permear mas facilmente por ERL que por ERS, por la mayor
cantidad de grupos amonio cuaternarios.> La policaprolactona (PCL) es un polimero
biodegradable, un poliéster alifatico obtenido por la polimerizacién de anillo abierto de
caprolactona. PCL es insoluble en agua y soluble en solventes organicos como acido acético,
acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, entre otros.*® El principal producto de biodegradacion de
PCL es el acido 6-hidroxicaproico que es removido por el metabolismo;'* por esta razén, PCL se

considera biocompatible y se ha utilizado en variadas aplicaciones biomédicas.*®

Dindmica molecular, el microscopio virtual

Para profundizar en los fenémenos que rigen la nanoprecipitacion y la encapsulacién de farmacos,
se puede hacer uso de la Dindmica Molecular (MD, Molecular Dynamics). Algunos plantean que
la MD es una especie de “microscopio virtual” que permite observar fendmenos en escalas de
tiempo y tamafio imposibles con los equipos actuales.’® La MD se encarga de resolver las
ecuaciones de Newton (ecuaciones de movimiento) de un sistema. De las trayectorias de los
movimientos de los &tomos y moléculas es posible calcular una gran cantidad de propiedades (e.g.
entalpia de vaporizacion, coeficiente de difusion, densidad).!” El objetivo final es relacionar de
forma directa propiedades microscopicas (masas de 4&tomos, interacciones, geometria molecular,
etc.) con las propiedades macroscopicas (cambios de entalpia, coeficientes de difusion, viscosidad,
etc.).®® Un modelamiento atémico representa de forma detallada el sistema en cuanto a enlaces
quimicos, angulos de enlace, angulos de torsién, interacciones electrostaticas y de Van der Waals
entre otras caracteristicas.'® Una limitante de estas simulaciones son las bajas escalas de tiempo y
de longitud que se pueden modelar, por los elevados costos computacionales.?® Para acceder a
escalas de tiempo y longitud mayores se pueden utilizar modelos de Coarse-Grain (CG), muy
populares para aplicaciones de modelamiento biomolecular.?* En CG, una agrupacién de atomos
se representa como una particula o bead, reduciendo el nimero de interacciones que se deben

calcular y los costos computacionales.?



Con todo lo anterior, este trabajo plantea que es posible optimizar un método para la obtencién de
nanoparticulas poliméricas monodispersas, Utiles para drug delivery, por medio de un andlisis
sistematico de las variables que determinan el proceso de nanoprecipitacion por antisolvente de

ERS, ERL y PCL, ademas de explorar el uso de la dindmica molecular.



HIPOTESIS

Es posible generar nanoparticulas poliméricas de reducido tamafio, monodispersas Yy
monomodales por el método de nanoprecipitacion en un solo paso y de forma reproducible,

modificando variables de produccion y formulacién.

OBJETIVO GENERAL

Identificar las variables mas importantes que determinan la obtencion de nanoparticulas
monodispersas, utilizando el método de nanoprecipitacion por antisolvente de los polimeros ERS,
ERL y PCL.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar un método estandarizado de fabricacion de nanoparticulas de ERS y ERL por el
método de nanoprecipitacion por antisolvente e identificar las variables mas relevantes del
proceso.

2. Desarrollar un método estandarizado para fabricar nanoparticulas de PCL por el método de
nanoprecipitacion por antisolvente.

3. Generar un modelo Coarse Grain de PCL para futuras aplicaciones en dindmica molecular.

4. Explorar la incorporacién de un farmaco con baja solubilidad acuosa dentro de formulaciones

seleccionadas.



MATERIALES

Eudragit® RS (ERS) (Evonik Industries, Essen, Germany)

Eudragit® RL (ERL) (Evonik Industries, Essen, Germany)

Acetona (Merck, Darmstadt, Germany)

Metanol (Merck, Darmstadt, Germany)

Acetonitrilo (Merck, Darmstadt, Germany)

Agua MiliQ (Millipore,SaoPaulo,Brazil)

Poloxamero 188 (P188) (SpectrumChemical,NewBrunswick,NJ)
Poloxamero 407 (P407) (SpectrumChemical,NewBrunswick,NJ)
Policaprolactona 10.000 Mn (PCL) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
Policaprolactona 80.000 Mn (hPCL) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
Tween 20 (J.T. Baker, Phillipsburg, USA)

Lycoat RS 720 EXP (Roquette, Lestrem, Francia)

Alginato de sodio de baja viscosidad (Sigma Aldrich, St. Louis)
Quitosano de bajo peso molecular (Sigma Aldrich, St. Louis)
Polivinilpirrolidona K15 (PVP) (ISP Technologies, Inc, NJ, USA)
Dodecilsulfato de sodio (SDS) (Merck, Darmstadt, Alemania)
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Sigma Aldrich, St. Louis)

Loperamida-HCI (Lop) (AK Scientific, Inc., San Francisco, USA)



METODOS EXPERIMENTALES

Seccion experimental de ERS/ERL
Nanoprecipitacion de ERS/ERL

Soluciones de ERS o ERL en acetona (o metanol) forman la fase solvente u organica. Esta fase se
mezclé por diferentes metodologias con la fase antisolvente u acuosa compuesta de agua MiliQ
con/sin el estabilizante estérico poloxamero 188 o 407. Luego la fase solvente se retird de la

mezcla a través de rotavaporacion.

Metodologias de mezclado

Metodologia 1 (M1)

La fase solvente se inyectd de forma manual al centro del vortex generado por la agitacion
magnética del antisolvente como muestra la Figura 1. El diametro interno de la aguja (DIA) fue
una variable modificable.

Metodologia 2 (M2)
Similar a la M1, pero se verti6 la fase solvente sin la utilizacion de agujas, ofreciendo un mezclado

méas homogéneo en un corto intervalo de tiempo.

Metodologia 3 (M3)

Similar a la M2, pero en este caso se vertid la fase antisolvente sobre la fase solvente.

p -

Centro del vortex

|
-

Agitacion magnética
Fase antisolvente &

Figura 1. Dispositivo de mezclado utilizado en la metodologia 1. En la parte superior se encuentra la fase
solvente que se inyecta sobre la fase antisolvente por medio de agujas (intercambiables). El sistema se
encuentra bajo agitacion magnética.



Caracterizacién de las Nanoparticulas de ERS/ERL

La distribucion de tamafios, tamafio promedio, polidispersidad (PDI) y potencial zeta fueron
determinados en un Malvern Zetasizer Nano ZS por dispersién dinamica de la luz y electroforesis

doppler con laser.

La morfologia de las particulas se analiz6 por microscopia de transmision electronica (TEM) y
microscopia electrénica de barrido (SEM) con el equipo Inspect F50 (FEI). Para TEM, se sembrd
una gota de muestra en una rejilla de cobre (grid) durante 2 minutos. Posteriormente, se lavé la
rejilla con agua por un minuto. Luego se depositd una gota de acido fosfotungstico 0,5% durante
2 minutos para tefiir la muestra, se retird el exceso y se dejé secar durante la noche. En el caso de
SEM, las formulaciones fueron liofilizadas y el s6lido resultante fue recubierto con una mezcla de

oro/paladio.

Seccion experimental de PCL

Nanoprecipitacion de PCL

Soluciones de PCL en acetona forman la fase solvente u orgéanica. Esta fase se mezclé por
diferentes metodologias con la fase antisolvente u acuosa compuesta de agua MiliQ (con/sin el
estabilizante). Para el proceso de mezclado, se utilizé6 M1 descrito con anterioridad. Luego la fase
solvente se retird de la mezcla a través de rotavaporacién. Se utilizd Policaprolactona de Mn
10.000 Da y de 80.000 Da. La fase solvente fue intercambiable con acetonitrilo y mezclas
acetonitrilo-acetona. Los estabilizantes utilizados fueron: Tween 20, Lycoat RS 720 EXP,
poloxamero 188 y 407, alginato de sodio de baja viscosidad, quitosano de bajo peso molecular,

polivinilpirrolidona K15, dodecilsulfato de sodio y bromuro de hexadeciltrimetilamonio.

Para la encapsulacion de un farmaco con baja solubilidad acuosa, se escoge Loperamida-HCI
(Lop) como farmaco modelo (clase Il del sistema de clasificacion biofarmaceutica), esta se
incorpord en la fase solvente como una solucion en metanol. La cuantificacion de Lop se realiz6
por HPLC-UV/Vis PerkinElmer Flexar a una longitud de onda de 210 nm.

Caracterizacion de las Nanoparticulas de PCL

De forma similar a las nanoparticulas de RS/RL, se caracteriz6 distribucion de tamafios, tamafio

promedio, polidispersidad, potencial zeta y morfologia.



METODOS COMPUTACIONALES

Los equipos disponibles en laboratorio no permiten observar qué sucede a nivel molecular en
escala de tiempo en que ocurre la nanoprecitacion, escala en rango de los nanosegundos.?*?* En
busca de acceder a la escala molecular, se hace uso de herramientas de la quimica computacional

donde una de ellas es la dinamica molecular.

Se utilizé un cluster de 16 nodos, cada uno compuesto por 16 CPU. Las CPU tenian 4 GB de
memoria RAM disponible y el sistema operativo es ROCKS basado en CENTOS. Se instal6 el

Software Gromacs version 5.1.2,% para realizar la dindmica molecular.

Dinamica molecular atomistica

La simulacion atomistica utiliz el campo de fuerza OPLS,? especial para modelamientos de
moléculas organicas.’® Di Pasquale et al.?* realizaron una dindmica molecular de PCL utilizando
el mismo campo de fuerza (OPLS), por lo que se utiliz6 este trabajo como base para la generacion

del modelo atomistico control.

El modelo de PCL utilizado fue de 20 mondmeros y los extremos de la cadena fueron metilados.
Para generar la cadena de PCL se utilizaron 3 tipos de residuos, los residuos LII, LIG y LIF que
se muestran en la Figura 2. LIl y LIF son los residuos con extremos metilados inicial y final,

respectivamente. El residuo LIG se repite 18 veces dentro de la cadena.
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Figura 2. Representacion de los tres residuos utilizados para la construccion de la cadena polimérica con
20 unidades monomeéricas. Los residuos LIl y LIF son los iniciales y terminales respectivamente, que se
conentan por 18 residuos LIG.

Las cargas asignadas a cada atomo utilizando el campo de fuerza OPLS para cada residuo se
muestran en la Tabla Al., Tabla A2. y Tabla A3 (ver Anexo Il). Los potenciales no-enlazantes
utilizados fueron del tipo Lennard-Jones 12-6%" y Gromacs los calcula de acuerdo a la Ecuacion
1.

no=1ef(2)"- (2]

Ecuacion 1. Potencial de Lennard-Jones 12-6. Donde Uy, es el potencial de Lennard-Jones, ¢ es la
profundidad del potencial, ¢ es la distancia finita en que el potencial entre las particulas es cero y r es la
distancia entre las particulas. Los términos r =12y r~¢ dan cuenta del potencial de repulsion y atraccion
respectivamente.

Se utilizé el modelo de agua SPC?® y el tiempo de cada paso fue de 1 fs. Las simulaciones se
realizaron con el termostato Berendsen,?® con una constante de acoplamiento de 7= 0,1 ps para
mantener la temperatura del sistema cercana a 300 K. Para estabilizar la presion a 1 bar, se utilizo

el barémetro Berendsen con una constate de acoplamiento de 7p= 0,5 ps.



Dinamica molecular Coarse Grain

Los modelos atomisticos complejos requieren de elevados costos computacionales. Una forma de
reducirlos es utilizando modelos de Coarse Grain que pueden acelerar las simulaciones entre 2,5
a 5 mil veces.*® Para el modelo CG de PCL se uso la estructura del modelo atomistico. Se
generaron 3 tipos de beads para PCL y una para el agua (Figura 3.). La composicion de cada bead

se especificaen la Tabla 1.

Figura 3. Mapping utilizado para la conversion del modelo atomistico en Coarse Grain. Cada residuo de
PCL se separd en tres Beads. El agua se representé como tres moléculas por Bead.

Tabla 1. Detalle de la composicion de cada Bead utilizada en el modelo Coarse Grain.

Mondémero de CG Estructura quimica
S CH;CH,CH,CH, —/—CH,CH,CH, —
A —CH,CO —
B —0OCH, —/—0CH;
W (H,0)3

Se requirié modificar el script backward.py®! para que reconociera los fragmentos del polimero y
formara las beads. Los valores de la interacciones polimero-polimero y polimero-W son del
trabajo de Loverde et al.,* las interacciones W-W son del trabajo de Shinoda et al.* Se utilizaron
dos tipos de interacciones de Lennard-Jones, las LJ 9-6 y las LJ 12-4, las que se describen por la

Ecuacion 2. y Ecuacion 3. respectivamente.
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o= e{(2) - (£)]
r)= —ejl —) — ( —
L 4 T T
Ecuacion 2. Potencial de Lennard-Jones 9-6. Donde Uy, es el potencial de Lennard-Jones, ¢ es la

profundidad del potencial, o es la distancia finita en que el potencial entre las particulas es ceroy r es la
distancia entre las particulas.

3V3 o 12 o 4
vy =S ¢(3) - (7))
Ecuacion 3. Potencial de Lennard-Jones 12-4. Donde U, es el potencial de Lennard-Jones, ¢ es la

profundidad del potencial, o es la distancia finita en que el potencial entre las particulas es ceroy r es la
distancia entre las particulas.

Dado que se usaron potenciales de Lennard-Jones distintos a las L J 12-6, el procedimiento es
distinto en Gromacs. Fue necesario generar tablas y calcular los valores de Ay C (Figura 4.) para
cada tipo de potencial de Lennard-Jones, en vez de utilizar los valores de 6 y €.

L] 12-4 L] 9-6
3v3 27
=T£O'12 A=T-£ a’
3v3 27
=T€64 C=—-c¢ o®

Figura 4. Ecuaciones utilizadas para calcular las constantes Ay C de los potenciales de Lennard-Jones
12-4y 9-6.

Los valores de 6, €,A y C de las interacciones no-enlazantes utilizadas en el modelo CG se

muestran en la Tabla 2., asi como su tipo de potencial de Lennard-Jones.
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Tabla 2. Valores de de o, ¢, Ay C de las interacciones no-enlazantes entre las beads utilizadas en el modelo

Coarse Grain .

Pares Tipo o (nm) | € (kJ/mol) C A
W-S LJ9-6 0,423 2,13384 | 0,08251024 | 0,00624495
S-S LJ9-6 0,41 2,42672 | 0,07780842 | 0,00536263
S-A LJ9-6 0,48 1,92464 | 0,15889151 | 0,01757213
S-B LJ9-6 0,35 1,29704 | 0,01609405 | 0,00069003
A-A LJ9-6 0,4585 1,962296 | 0,12305644 | 0,01186103
A-B LJ9-6 0,4033 1,8292448 | 0,05313063 | 0,00348522
B-B LJ9-6 0,3713 | 1,87911808 | 0,03323591 | 0,00170131
W-W LJ12-4 0,4371 3,74468 | 0,35513201 | 0,00047319
W-A LJ12-4 0,4478 1,50624 | 0,15735568 | 0,00025442
W-B LJ12-4 0,395 2,9288 0,18523796 | 0,00010978

Los parametros de Stretching y Bending se encuentran en la Tabla A4. y Tabla A5.
respectivamente (ver Anexo I1l). Las interacciones se limitaron hasta una distancia de 0,15 nm. Se
utilizo el termostato V-rescale con una constante de acoplamiento de 7= 1,0 ps para mantener la
temperatura del sistema cercana a 300 K. Para estabilizar la presion a 1 bar, se utilizé el barémetro

Parrinello-Rahman con una constate de acoplamiento de 7= 12,0 ps.
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RESULTADOS
Resultados de Eudragit® RS

En busca de nanoparticulas de Eudragit® RS (NpERS) para posteriores estudios bioldgicos, se
requirié experimentar distintas variables para generar Nps con una distribucion de tamafios
monomodal (una poblacion) y monodispersa (PDI < 0,1). Esto permite relacionar de manera
adecuada los efectos observados en estudios biolégicos, con las caracteristicas como tamafio y
potencial zeta. Particulas de distinto tamafio presentan distintos comportamientos de

biodistribucion, excrecién y acumulacion entre otros.°

Estudio de las variables determinantes en la produccion de NpERS

Estudios previos sirvieron de base para generar la metodologia de mezclado (M1). En esta
investigacion se estandarizé la velocidad de mezclado, la inyeccion de la fase solvente sobre la
antisolvente, rangos de concentraciones, entre otras variables. Se lograron formulaciones con un
tamafio promedio de hasta 50 nm, pero sistematicamente con alta polidispersion (PDI > 0,3) y
poblaciones de agregados sobre los 4000 nm. La técnica DLS es simple y rapida, pero el modelo
de célculo detras ocupa muchas suposiciones, entre ellas la esfericidad de las particulas.®*> No se
recomienda informar resultados solo por la técnica DLS sin contrastar la informacion con técnicas
microscépicas, sobre todo para muestras polidispersas y/o con agregados.'® No fue factible realizar
TEM/SEM a cada una de las muestras de este trabajo, por lo que se empled mayoritariamente la
técnica DLS para ver las tendencias generales de todas las variables investigadas. La distribucion
de tamafios se representd por intensidad para enfatizar la presencia de agregados.*® Las
formulaciones con distribuciones de tamafio monomodal observadas por DLS fueron confirmadas

por técnicas microscaépicas.

Reduccidén del tamafio promedio y PDI por aumento de la Razon S/A

Para eliminar la poblacion de agregados y reducir la PDI se intent6 modificar la razén volumen
solvente/antisolvente (razon S/A) utilizadas en el proceso de nanoprecipitacion. En la Figura 5.
los datos muestran que cuando la razén S/A es entre 2,0/6,0 a 4,0/6,0 existe una pequefia reduccion
del tamafio promedio y luego a S/A mayores aumenta el tamafio promedio. En general la PDI
siempre se encontrd cercana a 0,25. Se considerd que una razén S/A de 4,0/6,0 seria la condicion

Optima, por permitir agregar masas mayores de polimero (mayor volumen de fase organica a igual
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concentracion), sin un aumento del tamafio ni PDI. En el trabajo de Bilati et al.® también se
modificé la razon S/A desde 0,05 a 0,6 y no encontrd un efecto negativo en la formacion de Nps
de PLGA y PLA, llegando a la conclusion de que esta variable es mas modificable que la
concentracion de la fase solvente para aumentar la concentracion de Nps en la suspension final. El
aumento de tamarfio promedio sobre la razén 5,0/5,0 se deberia a la pérdida de supersaturacion y

un aumento en el 7,,;, por el mayor volumen de fase solvente.3"38

90 0.4

® Tamafio promedio @ PDI
0,35
0,3
025 O
2
0,15
0,1

2.0/8.0 3.0/7.0 4.0/6.0 5.0/5.0 6.0/4.0
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Tamafo promedio (nm)
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Figura 5. Tamafio promedio y PDI de las NpERS a distinta razon S/A.

Reduccién del potencial zeta por parte del agente estabilizante
Se pensd que agregar un agente estabilizante del tipo estérico como P188 podria ayudar a evitar la
agregacion, como lo visto en Seremeta et al.*®* donde reportaron NpERS con distribucion de

tamafios monomodales, en una metodologia que poseia un paso de filtrado.

Este experimento consistié en modificar la fase antisolvente a distintas concentraciones de P188,
y nanoprecipitar ERS a una misma concentracion. Los resultados mostraron que los tamafios
promedios y PDI se mantuvieron sin variaciones apreciables. Este efecto fue quizas por una
tension superficial constante ya que todas las muestras se encontraron sobre la concentracién
micelar critica de p188 (1,5 x 10~ g/100 mL).* Bilati et al.2 observaron que al nanoprecipitar PLA
y PLGA no hubo un cambio en los tamafios de particula. En este trabajo, se observé que la
estabilidad de almacenamiento de las NpERS con P188 al 0,5% fue menor al guardar las muestras

por un mes; en cambio, las muestras hechas sin P188 permanecieron estables (datos no mostrados).
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Al aumentar la concentracién de P188 se observo una reduccion del potencial zeta como muestra
la Figura 6. La estabilizacion electrostatica seria mas relevante que la estérica en estas particulas,
ERS presenta grupos amonios cuaternarios capaces de estabilizar por si solos las particulas por
medio de fuerzas electrostaticas.!* De aqui en adelante se abandond la utilizacion de P188 por
desestabilizar las particulas, y otras variables fueron estudiadas en busca de eliminar la poblacion
de agregados.

60
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45 l ! 1
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40 L.
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30
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Figura 6. Reduccion del potencial Zeta a medida que la concentracion de P188 aumenta. Los tamafios y
PDI fueron similares en todas las formulaciones (datos no mostrados).

Eliminacion de agregados por aumento del flujo de adicién y reduccion
del T,y

A continuacion se investigo si esos agregados se generaban en un primer momento del contacto
del solvente con el antisolvente, donde la hidrodinamica es relevante para la transferencia de
masas, como se reporta en trabajos de precipitacion con antisolvente utilizando fluidos
supercriticos,**? aun cuando este corresponde a un sistema distinto, sus principios son similares

a los de este trabajo.

El experimento consto en ver el efecto del diametro interno de la aguja (DIA) usada para la inyectar

solvente sobre el antisolvente. Es importante mencionar que el aparato de la Figura 1. es manual,
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en este caso un mayor calibre aumenta la turbulencia que se manifiesta como un flujo continuo al
caer el solvente sobre el antisolvente (reduce t,y,;,) (ver Anexo I). Por el contrario, una reduccion
se manifiesta como un fino goteo, este flujo discontinuo que enlentece el mezclado (aumenta
Tmix-). EN la Tabla 3. se muestra las velocidades lineales y t,,;, al inyectar con diferentes DIA.

En el Figura 7. se gréfica el aumento exponencial del 7,,,;,, con la reduccion del DIA.

Tabla 3.Efecto del Needle Gauge (NG) y su diametro interno (DIA) en el tiempo de mezclado y la velocidad
lineal de la inyeccion de 4 mL de fase solvente.

NG (G) DIA (mm) Volumen fase Tonix (5) Velocidad
solvente (mL) Lineal (mL/s)
18 0,838 4 11401 3,5+ 0,32
21 0,514 4 2,7+04 1,5+ 0,19
25 0,260 4 6,3+ 0,3 0,6 + 0,02
27 0,210 4 13,4+ 0,5 0,3+ 0,01
0,9
0,8
0,7
0,6
E 05 [
<04
)
0,3
koA
0,2 = -
0,1
0
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Figura 7. Efecto del DIA en el tiempo de mezclado (ver Anexo I). A medida que se reduce el DIA el tiempo
de mezclado es menor.

El resultado del experimento (Figura 8.) mostro que al aumentar el DIA, la poblacién de agregados
se redujo hasta su desaparicion, aumentando las particulas de la poblacion menor a 100 nm. La
poblacion monomodal de NpERS medida por DLS (DIA de 0,838 mm), se confirmé utilizando

microscopia electronica de barrido (Figura 9.), tal como se recomienda en el trabajo de Gaumet et
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al.’® En la micrografia se observan NpERS homogéneas con morfologia esférica. Esto se deberia
a que una reduccion del t,,;, Y un flujo turbulento aumentan la transferencia de masa y la

consecuente supersaturacion homogeénea del polimero, aumentando la velocidad del proceso de
nucleacion, y reduciendo la de agregacién y crecimiento.®3843
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Figura 8. Distribucién de tamafio de particulas de NpERS a distintos DIA. Se aprecia que a medida que se
aumenta la poblacion de agregados se reduce en tamafio hasta desaparece y aumentar la poblacidn de
particulas de ~50 nm.

Figura 9. Micrografia SEM de NpERS realizadas con DIA de 0,838. La flecha y circulo rojo destacan una
NpERS. La barra blanca representa 2 pm.
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Cambios en la metodologia de mezclado reduce PDI de las NpERS

Con los resultados de la Figura 8., surgio la idea de verter sin utilizar agujas y se desarroll6 la M2.
La M3 surge al revisar el trabajo de Tan et al.* en el cual agregan la fase solvente sobre la

antisolvente.

En la Figura 10. se observa que el utilizar la M1 con calibres mayores (reduccion del ., Y
aumento de turbulencia) conduce a una disminucién del tamafio promedio y una reduccion de la
PDI, por un aumento de la supersaturacion y velocidad de nucleacion. La presion extra lograda a
calibres mayores ayudaria a dispersar estos nlcleos y reduciria el crecimiento de las particulas.®’

Tanto M1 (0,838), M2 y M3 generaron NpERS con distribucion de tamafios monomodales.

Cuando se realiz6 la metodologia M2, los tamafios promedio aumentan con una reduccion de la
PDI, en comparacion con la metodologia M1 usando la aguja de 0,838 mm (mayor DIA).
Utilizando M2 se pierde turbulencia, pero la trayectoria de la transferencia de masas alcanza zonas
mas profundas dentro de la fase antisolvente con mayor homogeneidad y un bajo 7,,,;,, generando
particulas mas monodispersas con un tamafio levemente mayor debido a una leve reduccion de la
supersaturacién en comparacion con M1. En el caso de M3, existe un aumento gradual de
supersaturacion a medida que ingresa el medio acuoso sobre el organico. El t,,;, €s mayor que
M2 debido a que es necesario verter un volumen mayor (mL fase antisolvente > mL fase solvente).
El aumento de la supersaturacion es menor que M2, pero ain mas homogéneo, conduciendo a
particulas mas monodispersas y de mayor tamafio que M2.% En otros trabajos que compararon M2
con M3 también se observo una reduccion de tamafio y mayor PDI al usar M2; sin embargo, M3

produce una significativa reduccion de la PDI a pesar del aumento de tamafio.*+4

El principal problema de las metodologias M2 y M3 es el aumento de variabilidad entre lotes

(datos no mostrados) por una mayor dependencia del proceso con el operario.
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Figura 10. Tamafio promedio y PDI a distintas metodologias. Se observa que a medida que el DIA con

M1 se reduce el tamafio promedio y PDI. La M2 Y M3 a pesar que aumentan el tamafio promedio por

perder turbulencia, reducen la PDI por una dispersion del solvente mas homogénea en una escala de
tiempo menor. Sélo M1 (0,838), M2 y M3 fueron monomodales.

Reduccién de la PDI por aumento de la concentracion de ERS

Una vez lograda la obtencion de una distribucién de tamafios monomodal, el siguiente objetivo
fue observar el efecto de la concentracion de ERS en la produccion de NpERS, que junto a larazén
S/A son variables relevantes para el limite de Ouzo (ver Anexo 1). La variacion en la
concentracion de ERS también incorpora el efecto de la viscosidad en la fase solvente, su
resistencia a la transferencia de masa, y la supersaturacién lograda en el momento de la

nanoprecipitacion.*’

En el experimento se hizo un barrido de la concentracion de ERS entre 5-40 mg/mL. En la Figura
11. se observa como cambia la distribucion de tamafios a diferentes concentraciones, se aprecia en
la figura que luego de cierta concentracion el proceso de nanoprecipitacion conduce a la formacion
de particulas homogeéneas sin la presencia de agregados. Luego de 20 mg/mL la distribucion de

tamafios es similar hasta 40 mg/mL.
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Figura 11. Distribucién de tamafios de NpERS a distintas concentraciones del polimero. Se observa que a
medida que aumenta la concentracion las poblaciones de agregados se van reduciendo y forman una
distribucién de tamafios monomodal. El perfil de 40mg/mL es similar a los logrados después de 20
mg/mL, por razones de la representacién grafica se omiten.

En la Figura 12. Los datos muestran que el tamafio promedio siempre se encuentra entre los 40 a
60 nm sin grandes cambios, a pesar de la distribucion de tamafios distinta (Figura 11.). Es relevante
reportar la distribucién de tamafios de particula, ya que guiarse sélo por la informacién de tamafio
promedio puede conducir a conclusiones erréneas.'® La PDI se reduce por la desaparicion de los
agregados luego de los 20 mg/mL, pasando de una distribucion bimodal a una monomodal. Este
cambio en la distribucion de tamafios se deberia a que se alcanzd la concentracién lo
suficientemente alta como para separar los procesos de nucleacion y crecimiento por un aumento
en la supersaturacion, sin tener un efecto negativo en la difusién de las cadenas poliméricas por
un aumento de la viscosidad. Lepeltier et al.® reporté que en un bajo 7,,;,, l0s tamafios tienen a
hacerse independientes de la concentracion del polimero. Trabajos que utilizan diagramas de fases

como el de Stainmesse et al.*® presentan el mismo comportamiento.
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Figura 12. Tamafio promedio y PDI a distintas concentraciones de ERS. Se aprecia que el tamafio promedio
no varia apreciablemente en el rango estudiado, a pesar que las distribuciones de tamafio son muy
diferentes.

Mezcla de solvente reduce el tamario de particulay PDI

Luego de ver el efecto de la concentracion del polimero en las NpERS obtenidas, se decidié
determinar la relevancia del solvente utilizado en el proceso de nanoprecipitacion. Segin Galindo-
Rodriguez et al.* las interacciones entre la fase solvente y antisolvente afectan en las
caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas, formas de cuantificar esa interaccion pueden ser la
Ads_4 (Ecuacion A8.) y el x,_, (Ecuacion A9.). A menor valor de ambos, se esperaria una mayor
interaccion entre el solvente y antisolvente, manifestandose como una mayor miscibilidad y una

mejor difusion del solvente en el antisolvente.

En los experimentos hasta ahora mencionados la fase solvente usada fue acetona, que posee una
Abs_ 4 de 34,4 MPa'? calculada por la Ecuacion A8. (Tabla 4.). Se probd metanol, solvente en el
cual ERS es soluble y que posee un menor Ads_4 (22,5 MPa'’?). Se realizaron mezclas con acetona
en distintas proporciones, a una concentracion de ERS de 20 mg/mL. No se intent6 trabajar a
mayores concentraciones de ERS, debido a que posee una menor solubilidad en metanol. El

experimento se realiz6 utilizando la metodologia de mezclado M2.
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Tabla 4.Molumen molar de los solventes y valores calculados de parametros de solubilidad e interaccion.
Los datos utilizados para los calculos provienen de Van Krevelen et al.>°

Solvente 4% o Xs_a Abg_4
(cm? /mol) (MPa'?) (MPa'?)
Acetona 73,3 20,25 22,78 34,37
Metanol 52,4 29,45 7,28 22,50
Agua 18 48 - -

Se aprecia en la Figura 13. que metanol reduce el tamafio promedio de las NpERS, por su menor
Abs_4 Y X,_, (Tabla 4.). Esto se traduce en que metanol difunde mas rapido en el agua, lo que
concuerda al comparar la Razén de Intercambio (R) calculada con la Ecuaciéon A10, de los sistemas

acetona-agua y metanol-agua (Tabla 5.).

Tabla 5. Valores de los coeficientes de difusién mutua y razén de intercambio calculada de los sistemas
solvente-agua. (*)Datos extraidos de Derlacki et al.>! () Datos extraidos de Kim et al.#’

Solvente D,_, D, ¢ R
(cm?/s) (cm?/s)

Acetona 1,040 x 1075: 6,201 x 1075: 0,1677:

Metanol 1,563 x 1075* 2,190 x 10~ 5* 0,7134

La mayor difusion del solvente en el antisolvente arrastra consigo las cadenas poliméricas,
aumentando la nucleacion, reduciendo el crecimiento y agregacion, generando particulas de menor

tamafio y mas homogéneas.®
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Figura 13. Tamafio promedio y PDI de NpERS a medida que la fase solvente se enriquece en metanol. Se
observa que a medida que aumenta el contenido de metanol el tamafio de particula es menor. El Gltimo
punto tiene un aumento significativo de PDI porque ERS no es totalmente soluble y se nanoprecipitd
utilizando una dispersién opaca.

Otras variables investigadas

Se modificé la razon S/A variando solamente el volumen de agua (volumen fase solvente
constante). El mayor volumen de antisolvente permitié aumentar la velocidad de agitacion usando
M1 a razbn S/A de 4,0/6,0; 4,0/8,0 y 4,0/10,0 con velocidades de 550, 650 y 800 rpm
respectivamente. Los tamafios obtenidos en el rango de estudiado son practicamente los mismos,
pero la PDI tuvo una pequefia disminucién de 0,239 a 0,185 a partir de la razén 4,0/8,0. En el
mismo rango hubo una modesta reduccidn del potencial zeta de 5 mV, probablemente por la mayor
dilucién del medio. Lo mas relevante es que se redujo la probabilidad de aparicién de agregados

al aumentar el volumen de antisolvente, por un aumento de la supersaturacion.

También en la misma linea se estudio el efecto de nanoprecipitar a distintas temperaturas, se probd
con las temperaras de 4, 20 y 50°C. Solo se observo diferencias notables a los 50°C donde las
particulas fueron 20 nm més grande, con una PDI de 0,22 a 0,167 y un leve aumento en el potencial

zeta de aproximadamente 5 mV.

23



Resultados de Eudragit® RL

Estudio de las variables determinantes en la produccion de NpERL

Continuando el trabajo previo de generacion de nanoparticulas poliméricas monodispersas por el
método de nanoprecipitacion, se probo utilizar el polimero ERL. Este polimero es practicamente
idéntico a ERS, salvo por que el grupo amonio cuaternario se encuentra en doble proporcion en la
unidad mondmerica de la Figura 14.

(0] (0]
CHs \ \
| CHs
%lm CH3 C2H5
|

— CHj ==

Figura 14. Estructura de ERS/ERL, ambos polimeros poseen el peso molecular de 32.000 g/mol. Se
diferencian en la proporcién de los grupos x : y : z, ERS posee una proporcion de 0,1 : 2 : 1, mientras que
ERLes0,2:2: 1

Al extrapolar la metodologia desarrollada para ERS, se prob6 el efecto de la razén S/A,
concentracion de ERL, DIA, metodologia de mezclado, velocidad de agitacion y concentracién de
agente estabilizante (P188 y P407). En cada uno de los experimentos desarrollados, las tendencias
fueron similares a las logradas con ERS; sin embargo, las NpERL fueron entre 5 a 15 nm mas
pequeiias que las NpERS. Trabajos como el de Legrand et al.? observaron que mientras mayor sea

la hidrofilia de un polimero, menor es el tamafio de particula.

La diferencia mas notable de ERL con respecto a ERS, es la concentracion en la cual se forma una
distribucion de tamafios monomodal. ERS alcanzé esta distribucion a los 20 mg/mL (Figura 11.),
en cambio ERL recién a los 40 mg/mL presenta una sola poblacion de particulas como muestra la
Figura 15. El polimero ERL por poseer mayor cantidad de grupos amonio cuaternario (mayor
hidrofilia), interaccionaria mas con la fase antisolvente y requeriria concentraciones mayores para

alcanzar una supersaturacion adecuada.
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Figura 15. Distribucion de tamafios de NpERL a distintas concentraciones del polimero. Se observa que a
medida que aumenta la concentracion las poblaciones de agregados se van reduciendo y se forma una
distribucién de tamafios monomodal a los 40mg/mL de ERL.
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Resultados de Policaprolactona

Estudio de las variables determinantes en la produccion de NpPCL

Generadas las nanoparticulas poliméricas monomodales de los polimeros ERS y ERL, se utilizé
el polimero policaprolactona (PCL) por ser neutro, biodegradable y biocompatible* a diferencia
de ERS/ERL. Al extrapolar la metodologia desarrollada para ERS, se generaron agregados y
poblaciones polidispersas. Se experimentd variando la concentracion de PCL y razén S/A, pero
sistematicamente se generaron agregados visiblemente apreciables (AVAS) no medibles por DLS,
concepto que se puede relacionar con el de “rendimiento de fabricacién” en literatura.>#84°525% Un
aumento de AVAS implica una menor cantidad de nanoparticulas (menor rendimiento de

fabricacion) generadas en el proceso de nanoprecipitacion.

Aumento del tamafio por Razon S/A creciente

Se observé que un aumento en la razén S/A aumentd el tamafio promedio de las NpPCL a una
concentracion de 1 mg/mL (Figura 16.) producto de una reduccion en la supersaturaciéon y un
aumento del 7,,;,.5"% (ver Anexo 1). Se eligieron la razén S/A de 0,125y 0,5 para comparar el
efecto a distintas concentraciones por presentar el menor tamafio y PDI respectivamente. Se
aprecia en la (Figura 17.) que a medida que aumenta la concentracion de PCL, la diferencia de
tamafio entre ambas razones S/A se va reduciendo porque la pérdida de supersaturacion por el
aumento de la razon S/A se compensa con el aumento de la concentracion del polimero. En
concentraciones mayores los agregados no se pueden eliminar a pesar de una disminucion de la

razon S/A.2
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Efecto del didmetro interno de la aguja en Tamafio y PDI

Al igual que en ERS se prob¢ con diferentes DIA para inyectar la fase solvente. La variacion del

DIA influye en la turbulencia y 7,,;,,>"® pudiendo modificar la morfologia, tamafio de particula
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Figura 16. Tamafio promedio de NpPCL a distintas razones S/A.
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En la Figura 18. se aprecia el efecto de la variacion del DIA utilizando PCL a 6 mg/mL en

acetonitrilo. Una reduccion de DIA provoc6 una disminucion del tamafio promedio, efecto similar
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al observado en el trabajo de Lengsfeld et al.*? Sin embargo, aumento el tamafio de los AVAS con
la consecuente reduccion del rendimiento de fabricacion, lo que origind suspensiones menos
opalescentes. Al igual que con ERS, el DIA de 0,838 mm se escogio para los experimentos

posteriores por generar una menor cantidad de AVAS.

Este aumento en la polidispersion (no observable por DLS) al reducir el DIA, es producto de un

aumento del 7,,,;, y una reduccion de la supersaturacion y turbulencia.®%*
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Figura 18. Efecto del didmetro interno de la aguja (DIA) en el tamafio y PDI de las NpPCL.

El uso de un agente estabilizante adecuado produce NpPCL

monodispersas

A diferencia de ERS, PCL no presenta grupos cargados que otorguen estabilidad electrostatica al
coloide. Todas las muestras realizadas generaron particulas con bajo potencial zeta (-5 mV) y con
grandes agregados que fueron imposibles de evaluar por DLS (el equipo reporté PDI < 0,1, a pesar
de los agregados). Estos potenciales no son recomendados para almacenamiento, Mohanraj et al.®
recomiendan potenciales con magnitud superior a los 30 mV para una adecuada estabilidad
coloidal. La eleccion del agente estabilizante adecuado aumentaria el 7,..;, Y reduciria el Da
(Ecuacion A6.), aumentando la supersaturacion y velocidad de nucleacién en relacion a la
velocidad de crecimiento. Se decidié agregar agentes estabilizantes de tipo estérico y del tipo

i6nico (Figura 19.).
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Figura 19. Estructuras moleculares de los agentes estabilizantes de tipo estérico y de tipo idnico
utilizados para estabilizar las NpPCL.

Se observé que los agentes estabilizantes de tipo estérico (P188, P407, PVP y Tween 20) fueron
incapaces de estabilizar las NpPCL realizadas con una concentracion de PCL de 1 mg/mL en
acetona. En el trabajo de Molpeceres et al.>* utilizaron P188 para estabilizar NpPCL. En su
metodologia, los autores diluian las muestras antes de medir y reportaron particulas monodispersas
con PDI menores a 0,1, sin mostrar la distribucion de tamafios de particula ni potencial zeta.

Resultados similares se obtuvieron en este trabajo al medir por DLS luego de separar los AVAS.

Solamente el estabilizante estérico Lycoat (un almidén modificado) logré generar particulas
monodispersas a la concentraciéon investigada. Posiblemente porque las particulas generadas

poseian un potencial zeta aproximado de -20 mV.

Al utilizar los agentes estabilizantes de tipo idnico, quitosano generd un notable aumento de los
agregados sobre los 1000 nm (poblacién mayoritaria) y un aumento de la PDI > 0,3. Alginato, otro
polisacérido logro eliminar los agregados de PCL. Al igual que quitosano se observé un aumento
del tamafio promedio y PDI al aumentar la concentracion. Aumento el tamafio promedio desde los
100 nm hasta los 220 nm al aumentar la concentracién desde los 0,02 a 0,2% p/v (datos no
mostrados). Ambos polimeros aumentaron la PDI con un incremento en la concentracion del

agente estabilizante como muestra la Figura 20. Estos resultados se explican por el aumento de la
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viscosidad de la fase antisolvente que produce un polimero de gran peso molecular como quitosano

y alginato.®® Este aumento de la viscosidad dificulta la velocidad de difusion del solvente y de las

cadenas poliméricas de PCL.*®
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Figura 20. Efecto de la concentracion de quitosano y alginato en la PDI. Un aumento en la
concentracion, aumenta la PDI, por un incremento en la viscosidad de la fase antisolvente.

Los estabilizantes CTAB y SDS, detergentes de tipo idnico, fueron eficaces en eliminar los

agregados visibles, reducir el tamafio promedio y PDI. De ambos estabilizantes SDS tuvo

resultados mas reproducibles desde concentraciones a 0,05% a 0,5% p/v (Figura 21.), un aumento

en la concentraciéon de SDS aument6 la magnitud del potencial zeta, pero el tamafio permanecid

constante similar a lo visto en el trabajo de Bilati et al.® Una vez estabilizadas las particulas, estas

serian independientes de la concentracién del agente estabilizante, similar al comportamiento de

ERS con P188. El detergente CTAB en cambio, logrd eliminar los AVAS, pero en algunas

mediciones por DLS aparecieron agregados sobre los 1000 nm (datos no mostrados).
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Figura 21. Efecto de la concentracion de SDS en el tamafio promedio y potencial zeta. No se observan
cambios significaticos en los resultados al aumentar la concetracion de SDS.

Se decidio probar el mejor resultado de agente estabilizante de tipo i6nico y de tipo estérico para
nanoprecipitar PCL a 5 mg/mL (concentracion 5 veces mayor). Se generaron NpPCL con Lycoat
y con SDS, ambos coloides no presentaron AVAS y tuvieron distribuciones de tamafio
monomodales en DLS. Al dia siguiente de la medicion las NpPCL realizadas con Lycoat se
encontraron agregadas, probablemente por la baja magnitud de potencial zeta (-20 mV).*® Se
decidié continuar utilizando SDS a pesar de su toxicidad,® por resultar en distribucién de tamafios
monodispersas y monomodales. Esto permitié determinar el efecto de modificar variables y sus

efectos en tamafio promedio, potencial zeta y PDI.

Se determind que en el proceso de nanoprecipitacion para evitar la agregacion de las particulas es
relevante la estabilizacion eléctrica de las particulas en una primera instancia, para reducir las
interacciones polimero-polimero en el proceso difusivo de las cadenas, ademas de evitar la

agregacion de ndcleos ya formados (aumenta 7,,¢ip,)(Ver Anexo ).

Efecto de la Razon S/A en NpPCL estabilizadas con SDS

La Figura 22. muestra el efecto de larazon S/A en las NpPCL estabilizadas con SDS y distribucion
de tamafios monomodal. Se utilizé PCL a una concentracion de 1 mg/mL, SDS a 0,5 %p/v y razén
S/A creciente. Se determind que, en el rango estudiado, el aumento en el T, por la

estabilizacion de SDS, y el bajo 7,,;, por la metodologia de mezclado hacen la nanoprecipitacion
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independiente de la razén S/A. En el trabajo de Bilati et al.® también modificaron la razén S/A

desde 0,05 a 0,6 y no encontraron un efecto negativo en la formacién de Nps de PLGA y PLA.
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Figura 22. Efecto de la razén S/A en el tamafio promedio y la PDI. Se observa que las variables permanecen
constantes con el aumento de la razon S/A.

Efecto de la concentracion de la fase solvente en NpPCL estabilizadas
con SDS

Se determiné el efecto de la concentracion de PCL (Figura 23.), el experimento se realizd
utilizando una concentracion de SDS al 0,5% p/v y una razén S/A de 0,5. Dado las diferencias tan
sutiles en la concentracion no se observé un marcado aumento del tamafio promedio con el
aumento de la concentracion de PCL. Nuevamente un bajo 7,,;, Y Un gran Tp,..¢;, Provocaron que
los tamafios tiendan a hacerse independientes de la concentracién del polimero,® con una leve
tendencia al aumento por un aumento en la viscosidad de la fase solvente.* La variabilidad por
inyeccion seria mas relevante que el leve aumento en la viscosidad de la fase solvente en la NpPCL

resultantes.
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Figura 23. Efecto de la concentracion de PCL en la fase solvente en términos de tamamafio promedio y
PDI. Se observa que no existen grandes variaciones en las concentraciones investigadas.

Efecto de la concentracion de la fase solvente a diferente razon S/A en
NpPCL estabilizadas con SDS

Se repitio el experimento para determinar el efecto de la razén S/A a distintas concentraciones de
PCL. Se utiliz6 PCL a 1 y 6 mg/mL (Figura 24.), y en todas las razones S/A una mayor
concentracién condujo a un aumento en el tamafio promedio. EI aumento de la concentracion
incrementaria la viscosidad de la fase solvente, dificultando su difusién a través de la fase
antisolvente.*+545¢ Se volvi6 a confirmar que los tamarios tienden a hacerse independientes de la

razén S/A con NpPCL estabilizadas a determinada concentracion.?
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Figura 24. Comparacion del efecto de la razon S/A en el tamafio promedio a distintas concentraciones de
PCL. Se observa que en todos los casos una mayor concentracion provoca un aumento en el tamafio de
las particulas.

Efecto del peso molecular de PCL en las NpPCL

Para estudiar el efecto del peso molecular del polimero a precipitar, se compar6 con la
policaprolactona de 10.000 g/mol (PCL) una de 80.000 g/mol (hPCL). Se utiliz6 hPCL a una razo6n
S/A de 0,5; con concentraciones de 1 mg/mL hasta 6 mg/mL y SDS con una concentracién de
0,5% p/v (Figura 25.). Solamente la concentracién PCL a 1 mg/mL generé NpPCL en ausencia de
agregados, mientras que a concentraciones mayores se generaron AVAS que incluso eran capaces
de recubrir el agitador magnético. A pesar de eso, las mediciones por DLS arrojaron distribuciones
de tamafio de particula monomodales y monodispersas. Se determindé que aumentar la
concentracion hPCL aumenta el tamafio promedio y PDI de las pocas NphPCL que se formaron.
Los AVAS aumentaron y bajo el rendimiento de fabricacién, comportamiento similar al observado
en los experimentos de Legrand et al.? y Bilati et al.® En hPCL los cambios de concertacion
implican una variacion considerable de la viscosidad segun la ecuacion de Mark-

Houwink®>°(Ecuacién 4.).
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[n] = KM*

Ecuacidn 4. Ecuacién de Mark-Houwink, Donde 7 es la viscosidad intrinseca, M es el peso molecular del
polimero, a y K son los parametros de Mark-Houwink, que dependen del sistema polimero-solvente y de
la temperatura.

De la ecuacion se deduce que un aumento en la masa molecular del polimero conlleva un aumento
en la viscosidad de la fase solvente a igual concentracion de PCL y hPCL. Legrand et al.?
utilizando &cido polilactico (PLA) observé que un aumento del peso molecular conduce a un
aumento de la viscosidad, y mientras mayor sea el peso molecular, el incremento de la viscosidad

es mas pronunciado al aumentar la concentracién del polimero.

El aumento de la concentracién provocaria que en el proceso de difusién, las cadenas poliméricas
tiendan a mantenerse asociadas por un aumento de las interacciones polimero-polimero,

aumentando el tamafio de las particulas.*
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Figura 25. Efecto de la concentracion de hPCL en el tamafio promedio y PDI. Se observa que un aumento
en la concentracion provoca un marcado aumento de ambas variables. Solamente la formulacién de 1
mg/mL no presentd AVAS.

Se intentd reducir la razén S/A utilizando hPCL a 6 mg/mL (Figura 26.). Al reducir la razon S/A
desde 0,5 se observd una reduccién del tamafio promedio a un valor aproximadamente constante,
posiblemente por la viscosidad constante de la fase solvente. La cantidad de AVAS aument6 al
incrementar la razon S/A, por un aumento de la masa de polimero.

35



250 0,2
® Tamafio promedio ® PDI

. T 0,18
L

~ 200 0,16

=

£ 0,14

i)

S 150 012

S 01 2

o

o 100 0,08

T

e 0,06

©

F 50 0,04
0,02

0 0
0,125 0,25 0,375 0,5
Razon S/A

Figura 26. Efecto de la Razdn S/A en tamafio de particula y PDI de las NphPCL, utilizando una
concentracion de 6 mg/mL del polimero. Se observa que solamente a 0,5 el tamafio varia de forma
apreciable. Todas las formulaciones presentaron AVAS

Se concluy6 que hPCL no es apta para formar NphPCL con altos rendimientos utilizando la
metodologia propuesta. El trabajo de Stepanyan et al.*® también observé una fuerte dependencia
del tamafio de particula en relacion al peso molecular de la PCL. Legrand et al.? determind que
una baja hidrofilicidad (extremo carboxilico de la cadena) en las cadenas poliméricas de PLA de
mayor peso molecular, impide la formacién de sistemas nanodispersos y conduce a la formacion
de agregados, incluso a bajas concentraciones. Ademas, los autores reportaron que utilizando PLA
del mismo peso molecular, pero con los extremos carboxilos esterificados, el tamafio aumenta al
doble al nanoprecipitar. Del experimento se concluye que las cargas facilitarian la interaccién con
la fase solvente. Bilati et al.® al comparar PLGA y PLA lleg6 a la misma conclusién, en todos los

casos las particulas de mayor tamafio fueron las del polimero mas hidrofébico (PLA).

El elevado peso molecular y la ausencia de cargas dificultarian el proceso de difusion generando
grandes agregados, las interacciones Van der Waals entre las cadenas poliméricas serian muy
fuertes y tenderian a agruparse. En cambio, al nanoprecipitar ERS existe una repulsion entre las
cadenas poliméricas por encontrarse ionizadas, facilitando su separacion, difusion y formacién de
nucleos. La variable peso molecular por si sola no determinaria la formacion de agregados. En un
estudio fuera del objetivo principal de este trabajo, se utiliz6 la metodologia para formar Nps de

los polimeros anidnicos Eudragit® L, Eudragit® S y Eudragit® L 100-55, con pesos moleculares
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de 125.000, 125.000 y 320.000 g/mol respectivamente. Todos los polimeros formaron Nps
monodispersas y monomodales, a pesar de tener pesos moleculares mayores que NphPCL (80.000
g/mol).

Efecto de la composicion de la fase solvente en las NpPCL

Se realiz6 un experimento para determinar la influencia de la composicion de la fase solvente. Se
disolvié PCL en acetona, acetonitrilo y mezclas de ambos solventes (Figura 27.). Se inyecté PCL
a una concentracion de 1 mg/mL y una razén S/A de 0,125. Se observa que a medida que la fase
solvente se enriquece en acetonitrilo existe una leve disminucién de la PDI y el tamafio permanece

constante.

Se observa que los valores de Ads_, y x_, del sistema acetonitrilo-agua (Tabla 6.) son menores
gue del sistema acetona-agua. Esto se traduce en que acetonitrilo difunde mas rapido por el agua,
lo que concuerda al comparar la Razon de Intercambio (R) calculada con la Ecuacién A10. de los
sistemas solvente-agua (Tabla 7.). Pareciera que Ads_, es més relevante para explicar los
resultados que x;_,. La diferencia de Ads_, de los sistemas acetonitrilo-agua y acetona-agua es
tan baja, que explicaria el leve efecto en la reduccién de la PDI sin una variacién apreciable del
tamario. Se calcul6 el parametro de interaccion polimero-solvente (x,_) para determinar si tiene
un efecto como en los trabajos de Choi et al.®® y Kim et al.*” En la Tabla 8. se observa que la
afinidad de PCL es mayor con acetona que con acetonitrilo, una mayor interaccion provocaria
tamafios mayores porque parte del solvente queda dentro de la nanoparticulas. En este caso el
efecto es modesto y se concluye que ambos solventes son intercambiables, lo que ofrece la
posibilidad de utilizarlos dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula a

encapsular.
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Figura 27. Efecto de la composicion de la fase solvente (acetona-acetonitrilo) en el tamafio promedio y
PDI de las NpPCL. Se observa que las variables permanecen constantes, excepto a 50% de acetona que
podria ser una variacion por el método de fabricacion.

Tabla 6. Volumen molar de los solventes y valores calculados de pardmetros de solubilidad e interaccion
solvente-antisolvente. Los Datos utilizados para los calculos provienen de provenientes de Van Krevelen et

al.®

Solvente Vg o Xs_4 Abg_4
(cm®/mol) | (MPa™) (MPa'?)
Acetona 73,3 20,25 22,78 34,37
Acetonitrilo 40,4 24,3 9,16 31,22
Agua 18 48 - -

Tabla 7. Valores de los coeficientes de difusion mutua y razén de intercambio calculada de los sistemas
solvente-agua. Datos extraidos de Kim et al.¥’

Solvente Dg_, D, _ R
(cm?/s) (cm?/s)
Acetona 1,040 x 1073 6,201 x 1075 0,1677
Acetonitrilo 1,242 x 1073 4,753 x 107° 0,2613
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Tabla 8. Valores calculados de parametros de solubilidad e interaccion polimero-solvente. Valores se
calcularon a partir del trabajo de Bordes et al.*3

Solvente Xp_s Abp_g
172

(MPa™)
Acetona 0,0089 5,94
Acetonitrilo 0,3450 13,41
Agua 5,8219 37,24

Efecto del DIA en las NpPCL estabilizadas con SDS y acetonitrilo como

fase solvente

Con las NpPCL estabilizadas con SDS (poblacién monomodal) y sabiendo que acetonitrilo
condujo a tamafios de particula levemente menores. Se experimentd nuevamente el efecto de
modificar el DIA (Figura 28.). Se utiliz6 una razén S/A de 0,5 y PCL a una concentracién de 6
mg/mL en acetonitrilo. Se observé que reducir el DIA provocé una reaparicion de los AVAS y su
aumento con la medida que disminuia el calibre, mismo comportamiento visto en la Figura 18.
Las mediciones por DLS mostraron una reduccion del tamafio promedio de las NpPCL y

distribuciones de tamafios de particula nuevamente monodispersas y monomodales.
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Figura 28. Efecto del DIA en el tamafio de particula y PDI. Se observa que una reduccion en el DIA
disminuye el tamafio de particula, sin embargo aumenta notablemente la aparacion de AVAS.
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Encapsulacion de Farmaco con baja solubilidad acuosa

Una vez generadas las NpPCL con distribucion de tamafios monomodal, se procedio a incorporar
Loperamida-HCI (Lop) dentro de las NpPCL(NpPCL-Lop). Se utiliz6 PCL a 5 mg/mL, una razén
S/A de 0,5 y concentraciones crecientes de Lop (Figura 29.). Los porcentajes de Lop son en razon
al peso del polimero. Un aumento en la concentracion de Lop provocé una reduccion del tamafio
promedio de aproximadamente 50 nm. Esta reduccién del tamafio podria deberse a que la carga
positiva de Loperamida encapsulada provocaria una compactacion al aproximar las cadenas
poliméricas a través de sus grupos éster. En el trabajo de Mazzarino et al.>® también se observa
una compactacion en NpPCL con curcumina encapsulada, sugirieron que la reduccion de 20-30
nm en el tamafio se debi6 a una mayor interaccién entre el farmaco y el polimero en el nlcleo de

la particula.

La NpPCL a un 20% de Lop tuvo una eficiencia de encapsulacion (EE) de 15,7+0,5% y un tamafio
de 159411 nm (Figura 30.). La baja EE se explica por la gran concentracién de SDS utilizada y su
capacidad de solubilizar el farmaco en la fase acuosa, muchos trabajos han reportado que un

aumento en la concentracion del agente estabilizante reduce la EE 546061
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Figura 29. Tamafio promedio y PDI de NpPCL realizadas a distintos porcentajes en peso de loperamida
con respecto al peso del polimero. Se observa que al aumentar la cantidad de loperamida existe una
disminucion del tamafio siempre en condiciones monodispersas (PDI < 0.1).
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Figura 30. Micrografia TEM de NpPCL-Lop 20%., la barra blanca representa 1 pm.

41



Resultados de Dinamica molecular

Se logré hacer un modelo atomistico similar al de Di Pasquale et al.,?* donde se compard el radio
de giro promedio al cuadrado (Rj), y la distancia end-to-end promedio al cuadrado (R2,) de ambas
PCL-20 rodeadas de agua. Se utilizan los valores al cuadrado porque asi fueron reportados por el
autor. El radio de giro (Ry) en las particulas representa la distancia desde su superficie hasta su

centro de masa, y es proporcional al radio hidrodindmico segiin Kok y Rudin,? propiedad que en

este trabajo se ha utilizado para estimar el tamafio de particula.

Al comparar el (Rg) del modelo de Di Pasquale et al.* con el modelo de este trabajo, en ambos
casos se obtuvo un valor de (Rg) de 0,60 nm?, confirmando una correcta asignacion de las cargas

en el campo de fuerza

La distancia end-to-end (R, ) mide la longitud entre los extremos de una cadena polimérica como
muestra la Figura 31.

Figura 31. Representacion del radio de giro (R,) y la distancia end-to-end (R, ) de una cadena
polimérica reticulada.

Al comparar el valor de (R2,) de Di Pasquale et al.?* su valor se encuentra en 2,16 nm?, versus los

1,28 nm? que se obtuvieron en este trabajo, diferencia menor si se calcula la raiz cuadrada.
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La diferencia de (RZ.) se debe a la utilizacion de unidades monoméricas distintas como muestra
la Figura 32. En este trabajo la unidad monomeérica utilizada comienza con una cadena alquilica a
diferencia del modelo de Di Pasquale et al.?* que comienza con un metoxi, grupo con mayor
polaridad. Modificar los extremos de una misma cadena polimérica pueden provocar un cambio
en las propiedades del polimero (e.g. temperatura de transicion vitrea), por una modificacién de
las interacciones no-enlazantes.®® En este caso los extremos representan una pequefa parte del
sistema y por ello (Rj) permanece constante, la diferencia de polaridad de los extremos explicaria
la diferencia de (RZ.), un extremo menos polar tenderia a ubicarse mas al centro de la particula.

Se concluye que en términos de (R2,).ambos modelos no son comparables.
A B

w"o\/\/\im \/\/\/|C|)\

O/
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Figura 32. Representacion de modelos de la unidad monomérica de PCL. (A) Modelo utilizado en el
trabajo de Di Pasquale et al. (B) Modelo que se utilizd en este trabajo.

En lo que respecta al modelo de PCL-CG este logré precipitar en agua y se obtuvieron los valores

de R, ¥ R, (forma en que reporta Gromacs) y se compararon con el modelo atomistico como

muestra Tabla 9.

Tabla 9. Comparacion de los valores obtenidos de radio de giro (R,) y distancia end-to-end (R.,) en los
modelos atomisticos y Coarse Grain.

Modelo R, (nm) R, (nm)
Atomistico 0,776 1,195
Coarse Grain 0,689 1,495

Son valores cercanos a pesar de las grandes diferencias entre ambos modelos, el modelo CG no
tiene tantas restricciones para plegarse como uno atomistico. Una forma adecuada de hacer la
comparacion es transformar el modelo CG a atomistico por medio de backmapping, y comparar
en un mismo nivel.3! El modelo PCL-CG logré precipitar en el medio acuoso al igual que el

modelo atomistico como muestra la Figura 33.
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Figura 33. Representacion de los modelos atomisticos y Coarse Grain. (A) PCL-Atom en vacio. (B) PCL-
CG en vacio. (C) PCL-Atom precipitada en medio acuoso. (D) PCL-CG precipitada en agua Coarse
Grain (esferas plateadas).

Se logré realizar un modelo CG para futuras aplicaciones (ej: encapsulacion de farmacos) que
“corre” en 5 horas, un tiempo muy corto al ser comparado con el modelo atomistico que corri6 en
aproximadamente 4 dias. EI modelo de PCL-CG permitiria aumentar el largo de la cadena
polimérica, el nimero de cadenas poliméricas e incluso agregar farmacos ya que disminuye
apreciablemente los costos computacionales. En la Tabla 10. se hace una comparacion entre el
namero de particulas simuladas y el tiempo necesario.

Tabla 10. Comparacion del nimero de particulas utilizadas en los modelos atomistico y Coarse Grain de

una cadena de PCL con 20 unidades monoméricas, y los tiempos necesarios para realizar una dinamica
molecular.

Modelo Particulas de Particulas de Total de Tiempo
PCL agua particulas aproximado

Atomistico 365 65915 66280 4 dias

Coarse Grain 60 4425 4485 5 horas

Este modelo de PCL-CG permitird hacer pruebas tedricas de encapsulacion de farmacos y los

mecanismos involucrados en la nanoprecitacion de una manera mas eficiente.
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DISCUSION

Se requiere de nanoparticulas con distribucion de tamafio monomodal y monodispersas,
adecuadamente caracterizadas para poder relacionar el tamafio con el efecto en estudios in-vivo e
in-vitro.X® EI método de nanoprecipitacién por antisolvente es simple y rapido para la generacion
de nanoparticulas poliméricas, y tiene el potencial de ofrecer altos niveles de encapsulacién de
moléculas hidrofébicas.® La principal limitante del método es la facilidad con la que se generan
particulas polidispersas y agregados.®® Lograr una supersaturaciéon homogénea del soluto
hidrofdbico seria determinante en la obtencién de particulas pequefias y monodispersas.® Muchos
trabajos han realizado diagramas de fases del sistema ternario compuesto de soluto hidrofébico,
solvente y antisolvente. En estas investigaciones las &reas que permiten la obtencién en
nanoparticulas monodispersas son muy angostas*486667 y se alcanzan con muy bajas
concentraciones y razon S/A, ofreciendo poco rendimiento en la generacion de Nps. Otros autores
en cambio, han preferido agregar concentraciones mayores y filtrar los agregados en miras de

mayores rendimientos en la generacion de nanoparticulas.1®

En este trabajo modificando las variables de mezclado y formulacion fue factible utilizar
concentraciones altas y generar nanoparticulas monodispersas. Estas se lograron en un paso y

utilizando materiales de bajo costo, no fue necesario utilizar filtros, lo que redujo tiempo y costos.

La generacion de nanoparticulas monodispersas dependié notoriamente de las variables de
mezclado, modificando por ejemplo la metodologia de mezclado (MM) y el DIA (Figura 8. y
Figura 10.). Estas variables afectan principalmente el tiempo (t,,:,) Y la homogeneidad del
mezclado como se observé en el trabajo Matteucci et al.,*” estos autores demostraron que un bajo
Tmix PUede compensar la falta de turbulencia en el mezclado. En este trabajo con una rapida
inyeccion manual se lograron nanoparticulas homogéneas, la clave fue lograr una gran

supersaturacién homogénea del polimero.

Tal como menciona Lepeltier et al.,® una vez que el (z,,;, ) €s lo suficientemente bajo los resultados
en tamafio y PDI se hacen menos dependientes de variables de formulacion como concentracion
de polimero, agente estabilizante y razon S/A. De esas variables, la concentracion es la que
presentd un menor rango de tolerancia tal como han observado autores como Bilati et al.,® quienes

observaron que aumentar la viscosidad de la fase solvente tiene un mayor impacto por dificultar
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la transferencia de masa. Para incrementar la transferencia de masa, existe consenso en que un
aumento de la interaccion solvente-antisolvente conduce a una disminucion del tamafio y PDI, por

un aumento en la difusion y arrastre de las cadenas poliméricas.?®84447:49.58

Se determind que las caracteristicas estructurales del polimero afectan en el proceso de
nanoprecipitacion. Algo similar fue descrito por Legrand et al.,? donde utilizando PLA los autores
determinaron que mientras mayor era el balance hidrofilico/lipofilico, menor era el tamafio
promedio de sus particulas y mayores eran los rendimientos de fabricacion (menores agregados al
filtrar). Al comparar los polimeros estudiados en este trabajo y ordenarlos por balance hidrofilico/
lipofilico en orden creciente es: hPCL < PCL < ERS < ERL, y los tamafios fueron alrededor de
200, 120, 50y 35 nm respectivamente. Un mayor caracter anfifilico del polimero permitiria mayor
estabilizacién en la superficie, PCL (polimero neutro) requirié la utilizacion de agentes
estabilizantes i6nicos para otorgar este caracter, sin embargo, estos no fueron capaces de
estabilizar hPCL por su elevado peso molecular y mayor hidrofobicidad. Los polimeros cationicos
ERS/ERL, se estabilizaron por si solos con sus grupos cargados, ERL al disponer el doble de
cargas produjo particulas de menor tamafio. Probablemente por un aumento de la repulsion entre

las cadenas poliméricas en el proceso difusivo.

Autores como Choi et al.®® y Kim et al.#’ cuantificaron las interacciones polimero-solvente y
notaron que un aumento de estas conduce a particulas de mayor tamafio porque parte del solvente
permanece dentro de las particulas. En este trabajo se cuantificé la interaccion de PCL-solvente y
se determind gue acetona conduce a particulas de mayor tamafio por una mayor interaccion con
PCL. La dindmica molecular atomistica de Di Pasquale et al.?* confirma la existencia de clusters
de solvente que se ubican alrededor de la nanoparticula, por el pequefio tamafio de la cadena
polimérica de PCL (una cadena de 10 unidades monomeéricas) ese trabajo no pudo ver moléculas
de solvente en el interior de la particula. Con respecto a ERS/ERL, no se pudo calcular los
parametros de interaccion por la existencia de grupos cargados, los calculos se realizan asumiendo
que los grupos son apolares (su existencia afecta los calculos). Existen trabajos como el de Wang
et al.%que reportan un parametro de solubilidad de 19,2 MPa*?;sin embargo, en este trabajo no
fue posible utilizar ese valor ya que no contempla la carga puntual de los grupos amonio
cuaternarios. Esos trabajos utilizan ERS como para recubrimientos farmacéuticos, proceso en los

cuales no hay ionizacion. En este trabajo, el usar ese valor habria conducido a conclusiones
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erroneas al compararlo con el de PCL que posee uno de 19,7 MPa'?, valor mas cercano al del agua

y que tedricamente habria conducido a particulas de menor tamafio.

Existen trabajos que han nanoprecipitado alguno de los polimeros investigados en este trabajo
(ERS, ERL y PCL). En el caso de ERS trabajos como los de Eidi et al.®® reportan NpERS con
tamafio promedio de 54,2 + 6 nm y una “baja” PDI de 0,5 + 0.04, con potencial zeta aproximado
de + 40.6 £ 5 mV. Al analizar la metodologia ellos utilizaron una concentracién de 20 mg/mL lo
gue segun nuestro trabajo conduciria al tamafio promedio reportado. Ademas, utilizaron P188 a
una concentracion de 0,5 % p/v, que produce un valor de potencial zeta dentro del rango que se
mostrd en la Figura 6. Ellos mencionan que 0,5 es una baja PDI; sin embargo, segiin Gaumet et
al.’® una baja PDI debe ser menor a 0,1; de lo contrario se deben reportar las distribuciones de
tamafio de particula, sobre todo para estudios biol6gicos. La elevada PDI que reportaron se explica
por el lento mezclado que reportan en su seccion de metodologia, con esa PDI debiesen existir

grandes agregados micrométricos que restan validez a los ensayos de citotoxicidad del trabajo.

Trabajos como el de Gargouri et al.”® usan la misma metodologia para estudios biol4gicos con
resultados similares. En ese trabajo solamente se refieren a tamafio promedio, omitiendo PDI y la
distribucion de tamarfio de particulas. La metodologia original proviene de Bodmeier et al.'* y fue

desarrollada en 1991, mucho antes de conocer la influencia de muchas variables de mezclado.

En el caso de ERL el trabajo de Das et al.”* reporta que obtiene “buenos” PDI; sin embargo, en la
mayoria de sus formulaciones, los valores publicados eran sobre 0,250 y cinco de ellas superaban
los 0,9. El trabajo no mostrd distribuciones de tamafio de particula, pero reporté tamafos
promedios, por ejemplo una muestra de tamafio 134.2 + 4.5 nm tuvo una PDI de 0.985. Es
importante reflexionar que con esa PDI el tamafio promedio no es representativo de esas particulas.
Por la experiencia en este trabajo, al analizar la metodologia utilizaban 5 mg/mL de ERL, lo que
conduce a poblaciones muy polidispersas como se mostrd en la (Figura 15.). Es importante
mencionar que el tamafio de particula y PDI es relevante dependiendo de la aplicacion que se
desee: en ese caso, por ser aplicaciones oculares, la polidispersion no seria un factor tan relevante

como lo seria en un inyectable.

Existen muchos mas ejemplo de nanoprecipitacion de PCL, uno de los primeros fue el de
Stainmesse et al.*® donde se determiné la importancia de la constante dieléctrica, concentracion

de fase solvente y razon S/A. En el trabajo de Molpeceres et al.>* se realizé un estudio sistematico
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para determinar el efecto de variables como temperatura, calibre de inyeccion, razén S/A,
concentracion de fases solvente y antisolvente. En sus investigaciones utilizaron un aparato similar
al de este trabajo intercambiando la inyeccion manual por inyeccion con presion de nitrogeno.
Observaron que el tamafio se redujo notablemente al aumentar el calibre de inyeccion y aumentar
la presién con la que se expulsaba la fase solvente, y que luego permanecia invariante a pesar de
modificar variables como razén S/A 'y concentracion, similar a lo que se obtuvo en nuestro trabajo
y en Stepanyan et al.®® Lamentablemente no informan distribuciones de tamafio de particula ni
potenciales zeta, sin embargo, el uso de P188 posiblemente resultd en agregados por disminuir el

potencial zeta.

Finalmente, en este trabajo se logrd desarrollar un protocolo para la obtencion de nanoparticulas
con distribucion de tamafio monomodal aplicando el conocimiento de trabajos provenientes de la
ingenieria quimica y fisicoquimica principalmente. El analisis sistematico del proceso de
nanoprecipitacion de ERL, ERS, y PCL identificé las variables claves que permitieron también
adaptar el proceso satisfactoriamente para la generacién de nuevas nanoparticulas de los polimeros
anionicos Eudragit® S, L y L 100-55 (datos no mostrados). Todas las nanoparticulas resultaron

cumplir el criterio de distribuciones monomodales, validando el método desarrollado.
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CONCLUSION

Se desarroll6 un protocolo detallado para la obtencion de nanoparticulas poliméricas con
distribucion de tamafio monomodal por el método de nanoprecitacion para los polimeros ERS,
ERL y PCL, en un solo paso Yy sin la necesidad de utilizar filtros. Se comprendi6 con gran detalle
las variables que afectan el proceso de nanoprecitacion. Ademas, se logré encapsular un farmaco
de baja solubilidad acuosa dentro de las nanoparticulas de policaprolactona, lamentablemente con

eficiencias de encapsulacion bajas.

Se gener6 un modelo Coarse Grain de policaprolactona con 20 unidades monomeéricas que permite
reducir notablemente los tiempos de simulacion, permitiendo complejizar el sistema al agregar
farmacos, surfactantes u otra molécula- Este modelo permitird simular el proceso de
nanoprecipitacion en escalas de tiempos y tamafio imposibles de observar con los equipos de

laboratorio disponibles.
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LIMITACIONES

Por razones de tiempo y costos no se pudo realizar TEM o SEM a cada una de las muestras, para
validar lo observado por DLS en cada una de las muestras como se sugiere en el trabajo de Gaumet

et al.

Los resultados obtenidos se replican con variaciones en rango de 10 a 15 nm producto de la
variabilidad en la inyeccién manual del dispositivo de mezclado, restando reproducibilidad al

método.

La dindmica molecular se basa en muchos supuestos, los resultados no necesariamente son
cercanos a los experimentales. Faltan mas experimentos computacionales para validar los nimeros

obtenidos en la simulacién.

PROYECCIONES

Probar la posibilidad de utilizar mezclas de agentes estabilizantes para reducir el contenido de SDS
de las NpPCL por problemas de toxicidad y mantener un potencial zeta adecuado. Aumentar la
encapsulacion de loperamida en las NpPCL y encapsular una mayor variedad de farmacos.

Extrapolar el método a la generacién de nuevas nanoparticulas poliméricas por nanoprecitacion.

Incorporar el modelo PCL-CG dentro de una esfera de acetona que se encontrara en una caja de
agua, en busca de replicar lo que sucede en la nanoprecitacién. Luego aumentar el nimero de
cadenas poliméricas y agregar distintos farmacos en resolucion atomistica o CG, para predecir su
incorporacién dentro de la matriz polimérica, rendimientos de encapsulacion y liberacion. Generar

cadenas poliméricas en resolucion CG mas largas y probar los mismos conceptos.
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ANEXO |
MARCO TEORICO DEL METODO DE NANOPRECIPITACION

El método de nanoprecipitacion (también conocido como precipitacién por desplazamiento de
solvente o precipitacion por antisolvente)®*! es simple, rapido y utiliza solventes poco téxicos.
Consta de mezclar una solucién polimérica (en solvente organico) con agua. El solvente debe ser
miscible en agua (ej.: etanol, acetona, etc.) y el polimero insoluble en medio acuoso. La solucién
polimérica se conoce como fase solvente. El agua opcionalmente puede tener un agente
estabilizante de coloides (ej: emulsificantes) y se Ilama fase antisolvente. Este método es
especialmente Util para la encapsulacion de farmacos hidrofébicos que deben cumplir con el
requisito de ser solubles en la fase solvente.>® El efecto de los farmacos puede ser obviado al
investigar las condiciones de fabricacidn, ya que no tienen un gran impacto en el tamafio final de
las nanoparticulas que en su mayoria estan constituidas por el polimero, facilitando la

caracterizacion y la bisqueda de tendencias.®

Una vez que el solvente toma contacto con el antisolvente, se generan “remolinos” como describe
Quintanar-Guerrero et al.,*® producto de las turbulencias interfaciales’? y diferencias térmicas del
sistema. Estos “remolinos” generarian nano-gotas de solvente que reducirian su tamafio a medida
que avanza el proceso de difusion. La difusion de la fase solvente dentro de la antisolvente,
ocasiona la precipitacion del polimero mediado por los mecanismos de nucleacion, crecimiento y

agregacion.%15:43.73

La precipitacion del polimero se puede explicar por la teoria clasica de la nucleacion,® ocurre
cuando el polimero supera su supersaturacion critica, y espontaneamente fluctuaciones de
concentraciéon ocasionan que las cadenas poliméricas formen nicleos (separacion de fases). La
supersaturacion se puede alcanzar por modificaciones de temperatura, presion o adicion de un
tercer componente, este Ultimo caso es relevante en nanoprecitacion al cambiar la solubilidad del
soluto. Estas modificaciones producen que la separacion de fases sea energéticamente favorable,
generando los nicleos.*® La energia libre (AG) de formacion de estos nicleos, asumiendo forma

esférica y tension superficial independiente del tamafio viene dada por la Ecuacion Al.
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AG = AG, + AG,

Ecuacion Al. Variacidon de energia libre en la nucleacion. Donde AG; es el aumento de energia libre
producto de la formacién de una nueva superficie, y AG,es la reduccién de energia libre volumétrica por
la separacion de fases.

La Ecuacion Al. se puede expresar como la Ecuacion A2.
4
AG = 4mr?y + §m’2Agv

Ecuacidn A2. Donde r es el radio de niicleo, y la tension superficial, y Ag, la diferencia de energia libre
por unidad de volumen entre las dos fases.

Se observa que para que exista el proceso de nanoprecipitacion, la reduccién de AG por la
separacion de fases debe ser lo suficientemente grande como para compensar la tension superficial
de la nueva interfase en formacion.

No todos los nucleos conducen a la formacion de nanoparticulas, para que suceda la

nanoprecipitacion el radio de los nicleos debe ser mayor al radio critico (r*) (Ecuacion A3.).

. 2y
’r‘ _ —
Ag,

Ecuacién A3. Radio critico (r*).

El radio critico representa el maximo de energia libre que deben superar los nicleos para ser

estables y crecer (Figura Al.). Nicleos con radios menores al radio critico, se redisuelven.*®
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Crecimiento de
particulas estables

—

AG

Radio del nucleo, r »

Figura Al. Diagrama de energia para explicar el proceso de nucleacion. AG es la energia libre de una
particula con radio r, AG, es la energia libre superficial, AG, es la energia libre volumétricay r* es el
radio critico. Particulas con r>r*son capaces de crecer, de lo contrario se redisuelven. (Diagrama
extraido de Horn y Rieger, 2001).

La velocidad de formacion de estos nucleos se describe por la velocidad de nucleacion (J) segun

la Ecuacion A4.

161y 39?2
2D —sprstn o2

J =35

Ecuacion A4. Velocidad de nucleacion. Donde S es la supersaturacion, k la constante de Boltzmann, T la

temperatura, y la tensién superficial, y d,D,7 son el didmetro, difusion y volumen molecular del polimero
respectivamente.

Como se observa en la Ecuacion A4., la principal variable modificable en laboratorio es la

supersaturacion del polimero (S), definida por Ecuacién A5.7
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Concentracion local del soluto

- Limite de solubilidad en la mezcla

Ecuacién A5. Supersaturacion (S).

Para modificar S se puede aumentar la concentracion polimero, aumentar turbulencia de mezclado
o cualquier otro método que permita aumentar la velocidad de la transferencia de masa.*? Un
aumento de la supersaturacion del polimero, aumenta la velocidad de nucleacion y promueve que
los nucleos superen el radio critico e inicien el proceso de crecimiento. En el crecimiento, cadenas
poliméricas circundantes a los nucleos precipitan en la superficie de estos. Este proceso esta
limitado por el coeficiente de difusion (D) de las cadenas poliméricas a la superficie de los

nucleos.

La principal limitante del método de nanoprecitacion es la facilidad de generacion de agregados y
nanoparticulas con distribuciones de tamafios polidispersas. Lepeltier et al.® sostienen que es clave
separar en el tiempo los procesos de nucleacion y crecimiento para evitar la agregacion de las
particulas (Figura A2.).

Agregacion

o

Nucleacmn CreC|m|ento

®
1%"0(‘? d‘g@

a s
SZ""Q g p «O
Oqmw & » |

Figura A2. Mecanismo de la precipitacion (Extraido de Matteucci et al.*").

Un mezclado rapido y homogéneo permite una supersaturacion elevada y uniforme, un aumento
de la velocidad de nucleacion y su separacion del proceso de crecimiento. Esto genera
nanoparticulas de reducido tamafio, con distribuciones de tamafio monodispersas y

monomodales®’.
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En el trabajo de Horn y Rieger* se menciona que la mezcla de dos liquidos se divide en macro-,
meso- y micromezclado. Las mezclas suceden en diferentes escalas de longitud, el macromezclado
ocurre en escala de decimetros, el mesomezclado en milimetros y micromezclado en micrometros.
El més relevante y determinante en la nanoprecipitacion es el micromezclado. Este sucede en
flujos turbulentos y produce que las dos capas de liquidos (solvente y antisolvente) se envuelvan

la una a la otra, reduciendo cada vez mas el grosor de estas hasta formar verdaderas “laminas” de

reducido tamafio que aumentan la transferencia de masa (Figura A3.).

2N

Figura A3. Representacion bi-dimensional de la mezcla de dos flujos en condiciones turbulentas.
(Extraido de Horn y Rieger).*

Entre estas “laminas” se desarrolla la maxima supersaturacion del sistema y el comienzo de la
precipitacion. Por lo tanto, es critico lograr mezclados turbulentos, lograr una elevada
supersaturacion y velocidad de nucleacion. Investigaciones previas han determinado que se puede
obtener una supersaturacion uniforme y elevada con tiempos de mezclados cortos (T,,ix), Sin
necesidad de nimeros de Reynolds (Re) muy elevados.®” Los autores describen nanoparticulas
con distribuciones de tamafio similares usando un menor tiempo de mezclado a pesar de haber
reducido el Re a la mitad. Para relacionar los procesos de mezclado y precipitacion, el nimero de

Damkohler (Da) definido en la Ecuacion A6. ha sido utilizado previamente.

Da = Tmix
Tprecip

Ecuacion A6. Nimero de Damkohler (Da). Donde t,,;, es el tiempo de mezclado y 7,,..;, €s el tiempo de
precipitacion.
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El tiempo de precipitacion esta compuesto por:
Tprecip = Tcrecimiento + Tagregacién

Donde T recimiento €S €l tiempo en que lo ndcleos crecen por la deposicion de polimero en su
superficie Y Tggregacion€S €l tiempo en el cual los ndcleos crecen por la agregacion de dos
particulas ya formadas. En condiciones de mezclado bajas, Da Y t,,;, son altos. Esto indica baja
supersaturacion, menor velocidad de nucleacidén en relacién a la velocidad de crecimiento,

generando particulas de mayor tamarfio y polidispersas.®”#

Otro enfoque de estudio de la nanoprecipitacion se ha realizado considerando principalmente
diagramas de fase (Figura A4.). En esta estrategia, la eleccion de las proporciones adecuadas de
fase solvente, antisolvente y polimero permitirian la obtener espontaneamente particulas de
reducido tamafio, con distribuciones monodispersas y monomodales, sin necesidad de aplicar
energia, agitacion y agentes estabilizantes. Vitale y Katz*® denominaron este fenémeno como
“efecto Ouzo” debido a la similitud con la preparacion del licor griego llamado Ouzo. Este licor
esta formado por una solucién alcohdlica del aceite de anis, a la cual se le agrega agua, pasando
de un aspecto transltcido a uno lechoso.*® El concepto inicialmente se aplicé para separacion de
fases liquido-liquido (e.g. nanoemulsiones) y con el tiempo avanzé a otros solutos hidrofobicos

como cristales y polimeros (e.g. nanocapsulas, nanocristales y nanoparticulas poliméricas).®

SOLUTO

Linea Binodal

Region de
Ouzo

SOLVENTE AGUA

Figura A4. Diagrama de fases, entre las lineas binodal y espinodal se encuentra la regién metastable donde
se generan nanoparticulas por el mecanismo de nucleacién y crecimiento. Dentro de la region metastable se
encuentra la region Ouzo, que generar nanoparticulas de reducido tamafio y homogéneas sin necesidad de

agregar agentes estabilizantes o energfa. (Diagrama extraido de Lepeltier et al.®).
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La region del diagrama se fases que conduce a la formacién de nanoparticulas es la region
metaestable. Esta region se encuentra entre las curvas binodal (limite de miscibilidad) y espinodal
(limite de estabilidad) del diagrama de fases. En este dominio, las particulas se formarian por el
mecanismo de nucleacion y crecimiento.*® Dentro de la regién metaestable se encuentra la region
Ouzo (dominio Ouzo) que conduce a particulas homogéneas de reducido tamafio (ausencia de
agregados) y con elevada estabilidad coloidal. Generalmente el dominio Ouzo se alcanza con
pequefias concentraciones de soluto y bajas razones entre los volumenes de Solvente y
Antisolvente (Razon S/A).”* Es importante mencionar que el efecto Ouzo no es el mismo fenémeno
que la emulsificacion espontanea, este ultimo se produce al mezclar dos volimenes de fases

inmiscibles.*

Los autores Ganachaud y Katz® mencionaron la relevancia de la eleccion del solvente o mezcla
de estos para aprovechar eficientemente el efecto Ouzo: (1) Debe ser un theta solvente para el
polimero, donde hay un balance entre las interacciones polimero-solvente, ni tan grandes como
para hinchar la cadena, ni tan pequefias como para colapsarlas. (2) Debe ser totalmente miscible

con agua. (3) Debe tener un parametro de solubilidad cercano al del agua.

Las primeras aproximaciones a la importancia del solvente en nanoprecipitacion, surgieron con
respecto a su constante dieléctrica (£).3° Al respecto, se ha descrito que solventes mas polares
conducen a particulas de menor tamafio. Bilati et al.® postulé que una € mayor aumentaria
velocidad de difusion del solvente en agua, y conduciria a menores tamafios de particula. También
concluy6 que la nanoprecitacién falla cuando las diferencias de € entre el solvente y agua son
elevadas. Mientras mas polar el solvente mejor seria el rendimiento de en la generacién de
nanoparticulas (menor agregacion). Por otro lado, Galindo-Rodriguez et al.* estudian el efecto de
los parametros de solubilidad (§) y parametros de interaccion (x) en las nanoparticulas de
generadas. El parametro de solubilidad se divide en varios componentes de interacciones

intermoleculares (Ecuacion A7.).

1
8 =[84"+8,° + 8,°]?
Ecuacion A7. Parametro de solubilidad. Donde 84, 6, y &5, son las componentes de dispersion, polar y

enlaces de hidrégeno del parametro de solubilidad respectivamente.

El que los parametros de solubilidad de dos sustancias sean similares predice que estos podrian

ser solubles el uno con el otro al mezclarse.*® Varios autores han observado que el parametro de
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solubilidad del solvente tiene relacion con las particulas generadas al nanoprecipitar en términos
de tamafio, polidispersidad (PDI), encapsulacién y porosidad entre otras caracteristicas?®444°,
Mientras menor sea la diferencia entre los parametros de solubilidad del solvente y del antisolvente
(Ads_,) segun la Ecuacion A8., mayor es la afinidad entre las fases. Por lo tanto, el proceso de
difusién seria méas rapido debido a una mayor interaccion y el solvente arrastraria consigo las
cadenas poliméricas de una forma mas eficiente, separando los procesos de nucleacion y

crecimiento.

1
Abs_p = [(5d,s - 5d,w)2 + (8ps — 5p,W)2 + (8ps — 5h,w)2]2

Ecuacion A8. Variacién del parametro de solubilidad entre la fase solvente y antisolvente. Donde &,
8, y &, son las componentes de dispersion, polar y enlaces de hidrégeno del parametro de solubilidad.
Donde el subindice S es del solvente y W del agua.

El pardametro de interaccion (x) es un mejor indicador con respecto al tamafio de particula segun
el trabajo de Galindo-Rodriguez et al.* al establecer la relacion con tamafio de particula obtenido

usando varios solventes. Se calcula segin Ecuacién A9.

V.
X= o (85 = 6w)

Ecuacion A9. Paradmetro de interaccion. Dénde Vs es el volumen molar del solvente, T la temperatura, R
la constante de los gases, ds y 8, son los pardmetros de solubilidad totales del solvente y agua
respectivamente.

En los trabajos de Bilati et al. y Galindo-Rodriguez et al.2*® concluyen una proporcionalidad
directa entre el X y el tamafio de particula: a mayor valor de ¥ menor es la interaccién entre las fase

solvente y antisolvente. Esto aumenta la velocidad de difusion y reduce el tamafio de particula.

Choi et al. y Kim et al.*"*8 expanden el concepto a la interaccion polimero-solvente, ademas de
relacionarlo con los coeficientes de difusion mutua (D) entre las fases solvente y antisolvente.
Choi et al.*® determiné en el método de emulsificacion-difusién, una disminucién del parametro
de interaccion entre polimero y solvente, aumenta el tamafio de particula. Este trabajo explica que
el solvente tenderia a incorporarse al interior de la nanoparticula, por el aumento de la afinidad
polimero-solvente capaz de inhibir parte de la difusion del solvente en agua. Kim et al.*">8 [leg6 a

la misma conclusién y ambos trabajos demuestran que el coeficiente de difusion mutua (D) y la
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razon de intercambio (R) (Ecuacion A10.) son determinantes en el tamafio de particula. Mientras

mayor es la difusion del solvente dentro del antisolvente, menor seré el tamafio de particula.

R = Dsowvente a agua

Dagua a solvente

Ecuacién A10. Razén de intercambio.

Donde los coeficientes de difusion mutua (D) y se calculan mediante la Ecuacion Al1.

1/6 0,6
v, P\>® T
DY, =893 x 1078 <—A> (—B) —

VBZ Py B

Ecuacion A11. Dénde DYy, es el coeficiente de difusion mutuo de A en B. V, y V; son los volimenes de
molares de Ay B a la temperatura de ebullicion normal. P,y Py son los parachors para Ay B
respetivamente. i es la viscosidad del solvente By T es la temperatura El concepto parachor es un
concepto en funcion de la composicidn, se es calcula por contribucion de grupos y es especialmente Util
para estimar tension superficial, sin necesitad realizar mediciones experimentales.

Mientras mayor sea el D5 de solvente a antisolvente (D,_,,) y menor el de antisolvente a solvente
(D,,_s), mayor serd la difusion de las cadenas polimérica. Esto aumenta la supersaturacion del
polimero con el consecuente aumento en la velocidad de nucleacion, separandola de los procesos
de crecimiento y agregacion. Esto provoca nanoparticulas de menor tamafio, con distribuciones de
tamafio monodispersas y monomodales.® Es necesario recalcar que la supersaturacion varia
localmente como funcién del proceso de mezclado, hasta que la solucién esté totalmente

mezclada.®” %

Tanto variables de fabricacion como de formulacion son relevantes en el proceso de
nanoprecitacion. Variables de fabricacion van desde tipo de mezclado, velocidad lineal de las
fases, turbulencia, velocidad de agitacion, didmetro de inyeccion de la fase solvente, temperatura,
y cualquier variable que no implique un cambio en la composicion del sistema. Las variables de
formulacion serian la concentracion del polimero, el tipo de solvente, concentracion y tipo de
agente estabilizante, razon S/A y cualquier variable que modifique la composiciéon de la

formulacion. Varios trabajos han investigado algunas de estas variables con distintos enfoques,
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pero sin necesariamente alcanzar particulas homogéneas en un paso y con altos rendimientos de

fabricacion.

Realizar un estudio sistematico donde se modifiquen ambos tipos de variables podria encontrar las
condiciones necesarias para producir nanoparticulas con distribuciones de tamafio monomodal y
monodispersa, en un solo paso y sin la necesidad de utilizar filtros. Sin embargo, para comprender
el proceso de nanoprecitacion en un primer momento y desde un punto de vista molecular es
necesario recurrir a la quimica computacional, por la carencia de equipos que permitan acceder a
esa escala de tiempo y detalle.
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ANEXO 11
LINEA DE COMANDO PARA LA GENERACION DE MODELO

ATOMISTICO.

Generar molécula en formato .pdb

Se utilizo el software Avogadro para dibujar una molécula de PCL compuesta por 20 monémeros
(PCL-20) con extremos metilados. Se guardé el archivo en formato .pdb, que es aceptado como
punto de partida en Gromacs. El formato .pdb solo contiene las coordenadas del sistema.
Lamentablemente Gromacs no es capaz de reconocer los fragmentos o residuos del archivo .pdb

de PCL, por no tratarse de una biomolécula (funcion principal del software).

Generar archivo .rtp

Gromacs es muy utilizado en biofisica, por eso la mayoria de las proteinas que se encuentran en
el Protein Data Bank’® son facilmente reconocidas por las librerias y convertidas desde el formato
.pdb al formato .gro, que es el formato propio de Gromacs. En esa conversion se genera la
topologia (.top) que describe entre otros datos, la carga, &tomos, interacciones enlazantes y no
enlazantes del sistema. Para generar los archivos .gro y .top se requiere que el campo de fuerza

(force field, .ff) reconozca los residuos de la molécula.

Para que Gromacs pueda reconocer un polimero fue necesario modificar el archivo .rtp del campo
de fuerza, este archivo es el responsable que Gromacs reconozco biomoléculas como aminoacidos

y bases nitrogenadas. Los valores asignados se encuentran en la Tabla Al., Tabla A2. y Tabla A3.
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Tabla Al. Cargas asignadas a los a&tomos del residuo LII.

Residuo LII
Atomo Tipo Carga (C)
C1l opls_135 -0,18
H1 opls_140 0,06
H2 opls_140 0,06
H3 opls_140 0,06
Cc2 opls_136 -0,12
H4 opls_140 0,06
H5 opls_140 0,06
C3 opls_136 -0,12
H6 opls_140 0,06
H7 opls_140 0,06
C4 opls_136 -0,12
H8 opls_140 0,06
H9 opls_140 0,06
C5 opls_136 -0,12
H10 opls_140 0,06
H11 opls_140 0,06
C6 opls_465 0,51
01 opls_466 -0,43
02 opls_467 -0,33
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Tabla A2. Cargas asignadas a los atomos del residuo LIG.

Residuo LIG
Atomo Tipo Carga (C)
C1l opls_490 0,19
H1 opls_469 0,03
H2 opls_469 0,03
Cc2 opls_136 -0,12
H3 opls_140 0,06
H4 opls_140 0,06
C3 opls_136 -0,12
H5 opls_140 0,06
H6 opls_140 0,06
C4 opls_136 -0,12
H7 opls_140 0,06
H8 opls_140 0,06
C5 opls_136 -0,12
H9 opls_140 0,06
H10 opls_140 0,06
C6 opls_465 0,51
0O1 opls_466 -0,43
02 opls_467 -0,33
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Tabla A3. Cargas asignadas a los atomos del residuo LIF.

Residuo LIF
Atomo Tipo Carga (C)
Cl opls_490 0,19
H1 opls_469 0,03
H2 opls_469 0,03
C2 opls_136 -0,12
H3 opls 140 0,06
H4 opls_140 0,06
C3 opls_136 -0,12
H5 opls_140 0,06
H6 opls_140 0,06
C4 opls_136 -0,12
H7 opls_140 0,06
H8 opls_140 0,06
C5 opls_136 -0,12
H9 opls_140 0,06
H10 opls_140 0,06
C6 opls_465 0,51
01 opls_466 -0,43
02 opls_467 -0,33
C7 opls_468 0,16
H11 opls_469 0,03
H12 opls_469 0,03
H13 opls_469 0,03

72



Una vez modificado el .rtp los residuos de PCL-20 fueron reconocidos por Gromacs, y se pudo
generar la topologia y el .gro que son los formatos de partida para cualquier modelamiento en

Gromacs.

Generar formatos iniciales para Gromacs (.gro y .top)

Para generar la topologia y el .gro se utiliz6 el comando:
$gmx pdb2gmx —f PCL-20.pdb —0 PCL-20.gro —p PCL-20.top
El comando solicita el campo de fuerza para asignar las cargas de los atomos, se eligié el OPLS-

AA. En la Figura A5. se muestra un diagrama de este paso.

.pdb

+

.gro .top

Figura A5. Diagrama de gmx pdb2gmx.

Minimizacion de Energia en el Vacio

Generados los archivos y el .top, fue necesario minimizar la energia (energy minimization, EM),
de PCL-20 en vacio, lo cual es un procedimiento estandar de cualquier dindmica molecular. La
EM debe eliminar toda la energia cinética del sistema y reducir el ruido térmico, posibilitando que

varias dindmicas sean comparables (Casado and Javier, 2011). En el paso de EM evita que la
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dindmica molecular fallé por la generacion de artefactos producto de fuerzas moleculares
excesivas, por una desfavorable posicion inicial de los &tomos. En necesario mencionar que los
atomos dibujados con el software Avogadro no necesariamente tiene una significancia fisica y dos

grupos pueden quedar muy juntos o con conformaciones erréneas.

Para minimizar la energia del sistema se requiere de la topologia (.top), de la estructura (.gro) y
los parametros de control de la simulacion (.mdp) (Figura A6.) , donde se especifican el termostato,

baréstato, tipo de interacciones a utilizar, etc.

.gro .top + VEM.mdp

VEM.gro .top

Figura A6. Diagrama de Minimizacion de Energia.

Se utiliz6 el comando:
$gmx grompp —f minim.mdp —c PCL-20.gro —p PCL-20.top —0 PCL-20_EM.tpr

El comando gmx grompp es un preprocesador que combina la estructura, topologia y parametros
de control en un formato .tpr para la posterior simulacién. En este paso gmx grompp busca errores

potenciales e incoherencias que puedan hacer fallar la dinamica.
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Pasado ese control, se realiz6 la EM (paso de dindmica molecular) con el comando:
$gmx mdrun —deffnm PCL-20_EM —c PCL-20_EM.gro

Con el comando se modificé el .gro al mover los &tomos en busca de posiciones favorables, sin

embargo el archivo .top se mantiene inalterado.

Se obtuvieron archivos que contienen la trayectoria (.trr y .xtc) de los atomos y la energia (.edr)
del sistema. Del .edr se extraen por ejemplo los datos de energia potencial versus tiempo del
sistema en formato .xvg. Estos datos se grafican utilizando software como Gnuplot o Grace. Estos

gréaficos deben llegar a una energia potencial estable como muestra la Figura A7.
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Figura A7. Ejemplo de estabilizacion de la energia potencial de un sistema.
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Generacion de la caja y solvatacion de la PCL-20

Luego de la EM en vacio, se procedid a generar una caja con agua a su alrededor (Figura A8.).
Se utilizé el siguiente comando para generar la caja:

$gmx editconf —f PCL-20_EM.gro —o PCL-20_pbc.gro --c -d 1.0 -bt cubic
Para agregar el agua SPC se usé el comando:

$gmx solvate -cs -cp PCL-20_pbc.gro -0 PCL-20_solvatado.gro -p PCL-20_solvatado.top

El agua SPC (simple point charge) se utilizé por ofrecer una buena razén precision/tiempo de

computacion.?

VEM.gro .top

Estructura del I
Solvente ClAoo

R N N N Ty Yy

ConSolvente.gro TopConSolv.top

Figura A8. Diagrama de gmx editconf y gmx solvate.

Con la topologia conteniendo la informacidon del solvente y el archivo .gro con la informacion de
una molécula de PCL-20 rodeada de agua SPC., se procedio a un nuevo paso de EM. El agregar
solvente puede generar interacciones indeseadas y solapamiento de atomos, por esta razon fue

necesario volver a realizar un EM del nuevo sistema.
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Se utilizé el mismo par de comandos de EM:

$gmx grompp —f minim.mdp —¢ PCL-20_solvatado.gro —p PCL-20_solvatado.top —0

PCL-20__solvatado.tpr
$gmx mdrun —deffnm PCL-20_solvatado —c PCL-20_solvatado.gro

Equilibracion del sistema

Después de la segunda minimizacion de energia, se procedié a realizar la equilibracion del sistema.
En este paso se ajusta la temperatura (constant Number of particles, Volume, and Temperature,
NVT) vy luego la presién del sistema (NPT). Los pasos son idénticos a una EM, excepto que se

utilizan distintos archivos .mdp (Figura A9.).

ConSolvente.gro . TopConSolv.top + NVT.mdp

postNVT.gro TopConSolv.top + NPT.mdp

postNPT.gro TopConSolv.top

Figura A9. Diagrama de equilibracion del sistema.

El control principal después de realizar NVT es la temperatura constante como se ejemplifica en
la Figura A 10.
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Figura A 10. Ejemplo de estabilizacion de la temperatura del sistema.

Luego de que el sistema se encontr6 a temperatura constante, se realiz6 la equilibracion NPT. Los
principales controles de NPT son la densidad (Figura A11.) y presion del sistema constantes

(Figura A12.).
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Figura A11. Ejemplo de estabilizacion de la densidad del sistema.
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Figura A12. Ejemplo de estabilizacion de la presion del sistema.

Dinamica Molecular

Equilibrado el sistema por NPT es posible realizar una dinamica molecular. Los comandos son los
mismos de EM, NVT y NPT, la Gnica diferencia es que en el archivo .mdp se eliminan las
restricciones de posicién, se aumenta el tiempo de dinamica y opcionalmente, se modifica el

intervalo de tiempo para la coleccion de datos (para no generar archivos muy grandes) (Figura

Al13)).

postNPT.gro TopConSolv.top MD.mdp

Figura A13. Diagrama de la dindmica molecular.
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ANEXO 111

DETALLES DEL METODO PARA MD USANDO GROMACS PARA

MODELO COARSE GRAIN

Mapping

El concepto Mapping se refiere a la conversion de una estructura atomistica en una CG. La
conversién se realizd con el script backward.py, se modific para que reconociera los fragmentos
del polimero y se utiliz6 en forma inversa (Atom — CG) al uso habitual (CG — Atom). El

Mapping se realiz6 de acuerdo a la Tabla 1.

Se debieron crear archivos con las instrucciones (Figura A14.) para convertir el .gro atomistico en

un .gro CG (Figura A15.).
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[ molecule ]
LIG

[ martini ]
SAB

[ mapping ]
gromos

[atoms ]

1 C2
H3
H4
Cc3
H5
H6
c4
H7
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H
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11 H9
12 H10
13 C6
14 01
15 02
16 C1
17 H1
18 H2

TEm@EIED>>PUOLONVNNNnY

Figura Al4.: Instrucciones para conversion de modelo atomistico a Coarse Grain por script backward.py.
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1LIG C2 23 6.854 4.831 0.588-1.0709 0.5634-0.2553
1LIG H3 24 6.765 4.778 0.614 0.1170 0.4270-0.1090
1LIG H4 25 6.916 4.832 0.677-0.9362-0.4323 -0.8534
1LIG C3 26 6.943 4.770 0.479-0.6215-0.2805 0.5873
1LIG H5 27 6.872 4.735 0.402-2.4237 0.5611 0.4540
1LIG H6 28 6.899 4.850 0.422 1.9395 2.0923 0.0704
1LIG C4 29 7.031 4.655 0.528 0.6098 0.6502 -0.3561
1LIG H7 30 6.962 4.596 0.585 1.0308 0.7882-0.0596
1LIG H8 31 7.099 4.693 0.602-0.6257-0.7192 1.5435
1LIG C5 32 7.113 4.593 0.414-0.8622 0.9918 0.5527
1LIG H9 33 7.220 4.578 0.449 2.2096-2.0332-3.0467
1LIG H10 34 7.100 4.655 0.326-1.7233-4.8560-0.5546
1LIG C6 35 7.063 4.456 0.362-0.2057-0.3481-0.9764
1LIG O1 36 6.957 4.412 0.408 0.4882-0.3249-0.9296
1LIG 02 37 7.156 4.379 0.296 0.2852-0.3596 0.2696
1LIG C1 38 7.110 4.250 0.248 0.2868-0.0888-0.0412
1LIG H1 39 7.023 4.218 0.30°2 2.0311 3.1991-0.2774
1LIG H2 40 7.193 4.181 0.271 1.4206 0.4028-0.5809

1LIG S 4 6.938 4.749 0.544
1ILIG A 5 7.091 4.539 0.392
1LIG B 6 7.120 4.257 0.281

Figura A15. Extractos de la conversion del modelo atomistico a Coarse Grain ( mapping) con el script
backward.py. Se observa como ocurre la reduccion de particulas de un modelo a otro.

El modelo atomistico de la PCL-20 se convirti6 en el modelo CG (PCL-CG)

Con el .gro en CG, fue necesario generar un archivo .itp de forma manual para especificar desde
los enlaces y &ngulos entre las beads, hasta sus interacciones no-enlazantes. Los valores utilizados

se encuentran en la Tabla 2., Tabla A4. y Tabla A5.
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Tabla A4. Parametros de stretching de las Beads.

Enlace ko (kJ/mol/nm?) nm
S-A 3932,960 0,29
A-B 6778,080 0,27
B-S 11054,128 0,28

Tabla A5. Parametros de bending de las Beads.

Angulo ko (kJ/mol/rad?) 0o (°)
SAB 13,8072 131,780293
ABS 13,3888 130,061419
BSA 5,0208 166,157761

Realizadas estas modificaciones, se hizo una EM de la PCL-CG al igual que los modelos
atomisticos. Luego PCL-CG se incorpor6 dentro de una caja de agua CG pre-equilibrada a 300 K

y 1 bar”” utilizando el comando:
$gmx solvate -cp PCL-CG.gro -cs CajaDeAgua.gro —vdwd 0.21 -0 PCL-CGsolvatado.gro

La opcidn —vdwd impide que se cologuen dos moléculas a una distancia menor a 0,21 nm; evitando

la generacion de artefactos.

Los pasos siguientes son los mismos que se realizaron para un modelo atomistico de EM, NVT,
NPT y la DM, la gran diferencia es que se debi6 generar un archivo index (.ndx) para informar a
Gromacs que el sistema era un polimero compuesto por 60 beads (S, A y B) en una caja rodeada

por 4425 beads de agua (W).
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