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INTRODUCCION

Los nanogeles (NG) son estructuras poliméricas entrecruzadas de tamafio
nanométrico que poseen propiedades intrinseca interesantes, como excelente
capacidad de dispersabilidad en agua, naturaleza blanda, flexibilidad vy
biocompatibilidad, por lo que resultan una prometedora alternativa como sistema de
transporte y liberacion controlada de farmacos y proteinas terapéuticas (Chacko et al.,
2012). Dependiendo de su composicion son capaces de responder a diferentes
estimulos, como pH, temperatura, fuerza iénica, campo eléctrico, entre otras (Molina et
al., 2015).

La incorporacion de un biopolimero a la estructura de los NG, como ser la gelatina que
es una proteina natural obtenida por hidrélisis parcial del colageno, aportaria grupos
funcionales que permitirian generar interacciones del tipo electrostaticas o puente de
hidrégeno con el farmaco o proteina terapéutica. Ademas, la presencia de gelatina
permitiria obtener NG con sensibilidad al pH, y aportaria biodegradabilidad a los
mismos.

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es la sintesis de NG hibridos de gelatina y poli(N-
vinilcaprolactama) (PVCL) mediante polimerizacién por precipitacién/dispersién, con
potenciales aplicaciones para el transporte y liberacién controlada de farmacos o
proteinas terapéuticas. De este objetivo global se desprenden los siguientes objetivos
especificos: a) funcionalizacién de la gelatina con glicidil metacrilato (GMA), con el
propésito de dotar a la proteina de dobles enlaces en su cadena que pueden
polimerizar por via radicalaria; b) sintesis de NG a partir de la gelatina funcionalizada y
la VCL empleando diferentes recetas de polimerizacion.

METODOLOGIA

Materiales

El monémero utilizado fue la N-vinilcaprolactama (VCL). La gelatina empleada fue de
origen bovino. Otros reactivos utilizados fueron: glicidil metacrilato (GMA), etanol,
persulfato de potasio (KPS), bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, dodecil sulfato
sédico (SDS), hidroquinona, N-Isopropil hidroxilamina  (IPHA), 'y N,N-
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metilenbisacrilamida (BA) como agente entrecruzante. En las mediciones de *H-RMN
se utilizé agua deuterada como solvente y piridina como patrén interno.

Funcionalizacion de la gelatina

La funcionalizacion de la gelatina con GMA se realiza con el objetivo de evitar o
reducir el uso de agentes entrecruzantes, ya que la misma gelatina funcionalizada
cumplira esta funcion. La reaccioén se llevd a cabo en un reactor encamisado de vidrio
de 100 ml, que se carg6 inicialmente con 8 gr de gelatina y 72 ml de buffer NaHCO/
Na,CO; (pH = 9.6). Una vez disuelta la gelatina se adicion6 2 gr de GMA, y 1 ml de
IPHA (solucion al 1.5%), para evitar la polimerizacion del GMA durante la
funcionalizacion. La temperatura y tiempo de reaccion fueron de 60°C y 8 hs,
respectivamente. Finalizada la reaccion, se precipitd la gelatina en etanol (relacion
volumétrica 5/1 etanol/muestra, para eliminar todo el GMA que no reacciond) y se la
seco a vacio.

Sintesis de nanogeles

El reactor se cargo6 inicialmente con una mezcla de agua, buffer (NaHCOs), 10% (p/p
respecto a la VCL + gelatina) de emulsificante (SDS), el monémero VCL y la gelatina
funcionalizada. La concentracién de VCL + gelatina en el medio de reaccién se vario
desde 10 mg/ml a 30 mg/ml, utilizando proporciones masicas de VCL/gelatina de
60/40, 70/30 y 80/20, de acuerdo a lo detallado para cada experimento en la Tabla 1.
En algunas experiencias también se utilizd6 1% (p/p respecto a la VCL + gelatina) de
BA. Luego, se agrego el iniciador (KPS, 1% p/p respecto a la VCL + gelatina) para dar
comienzo a la polimerizacién. La reaccion se llevé a cabo durante 4 hs a 70 °C y con
burbujeo de N, durante todo el proceso. Los NG sintetizados fueron purificados por
dialisis.

Caracterizaciones

La funcionalizacion de la gelatina se determiné a través de espectroscopia de *H-RMN
en D,O. La cantidad de moléculas de GMA unido a la gelatina se determiné utilizando
piridina como patrén interno, y cuantificando el area de los picos correspondientes a
los dos protones del doble enlace metacrilico del GMA, en 5.65 y 6.05 ppm, y un pico
de la piridina en 8.4 ppm. Para esto, previamente se realizé una curva de calibracion
con GMA y piridina.

La conversibn de VCL de las distintas polimerizaciones se determind por
espectroscopia de *H-RMN en muestras extraidas a lo largo de la reaccion. Se emple6
la técnica watergate, y se usé piridina como patron interno. Para cuantificar la cantidad
de VCLye (sin reaccionar), se calcularon las areas del pico correspondiente a los
protones doble enlace vinilico de la VCL, entre 6.93 y 7.04 ppm, y el pico de la piridina
que sale a los 8.4 ppm; a partir de éstos valores, y teniendo en cuenta una curva de
calibrado de la VCL, se pudo calcular la concentracion de VCLye. Finalmente se
calculé la conversién final de VCL en cada polimerizacién a través de la siguiente
ecuacion:

[VCL]o — [VLC]libre
[VLC]libre

Conversion VCL (%) = 100

siendo [VCL], la concentracion de VCL cargada en el reactor.

La PVCL es un polimero termosensible, que tiene una temperatura de transicion entre
31 — 38 °C. Es por esto que los NG puros de PVCL se hinchan aumentando su
voliumen por debajo de 31 — 38 °C y se deshinchan y reducen por encima de esa
temperatura. La temperatura de transicion de los NG sintetizados se determind a partir



de una dispersion de 10 mg/ml y midiendo el cambio de transmitancia (a 600 nm) a
medida que aumenta la temperatura entre 30 y 80 °C.

RESULTADOS

En la Figura 1 A se muestra el espectro de 'H-RMN correspondientes a la gelatina
funcionalizada donde se puede observar los picos caracteristicos del GMA que salen a
5.65 y 6.05 ppm y que no aparecen en el espectro de la gelatina sin funcionalizar
(Figura 1 B). Los picos caracteristicos de la piridina, que se usé como patrén interno,
salen a 7.4, 7.75 y 8.4 ppm. La cantidad de moles de GMA por mol de gelatina fue
igual a 9, es decir que la reaccion de funcionalizacion permitié introducir 9 dobles
enlaces metacrilicos por molécula de gelatina.
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Figura 1. Espectros de 'H-RMN de la gelatina funcionalizada (A) y sin funcionalizar (B).

Tabla 1. Recetas y resultados finales de las diferentes polimerizaciones.

Reaccion | [VCL + gelatina] (mg/ml) | VCL/gelatina | BA (%) | Conv. de VCL (%)

R1 10 70/30 - 50.13

R2 10 60/40 - 31.45

R3 20 70/30 - 78.84

R4 30 70/30 - 73.83

R5 30 70/30 1 85.46

R6 30 80/20 - 78.00

R7 30 80/20 1 86.73
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R2 con una proporcion 60/40 (Tabla 1).

Como la reaccion de polimerizacion entre la gelatina y la VCL ocurre a través de los
dobles enlaces metacrilicos presentes en la gelatina funcionalizada, la desaparicién de
los picos correspondientes a los protones de este doble enlace podrian justificar la
ocurrencia de dicha reaccion. Esto se corroboré mediante *H-RMN observandose la
ausencia de estos picos en el espectro (no se muestra por razones de espacio).

La temperatura de transicion de los NG obtenidos en las polimerizaciones R4 y R5 se
determinaron a traves de la medida de la transmitancia de dichas muestras. En Figura
4 A se muestra la evolucion de la transmitancia en funcion de la temperatura para los
NG de las reacciones 4 y 5. A baja temperatura (30 °C) los NG estan hinchados y
practicamente no disperzan luz por lo cual la transmitancia es cercana al 100% vy la
dispercién acuosa de NG es transparente (Figura 4 B), pero a alta temperatura (70 °C)
los NG colapsan y el medio se vuelve opaco (Figura 4 B). La temperatura donde
ocurre el cambio de transmitacia corresponde a la transicion térmica de los NG, que
fue de 54 y 60 °C, para las reacciones 4 y 5, respectivamente. Este incremento de la
temperatura de transicion respecto a la PVCL es un indicio de su reaccion con la
gelatina, que es soluble a temperaturas mayores de 30 °C.
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Figura 4. Evolucion de la transmitancia en funcion de la temperatura para los NG de las
reacciones R4 y R5 (A). Transicién de fase volumétrica de los NG de la reaccion R4 a 30°C (a)
y 70°C (b).

CONCLUSIONES

Mediante la estrategia de funcionalizacién de la gelatina con GMA fue posible obtener
un promedio de 9 doble enlaces metacrilicos por molécula de gelatina permitiendo que
ésta actlie como agente entrecruzante en la sintesis de los NG.

Durante las reacciones se obtuvieron conversiones de VCL y velocidades de
polimerizacidbn mayores al emplear concentraciones mas altas de dicho monémero en
el medio de reaccion.

Finalmente, se observé un incremento importante en la temperatura de transicion
térmica de los NG hibridos sintetizados respecto a los NG de PVCL puros, lo que
evidencia la incorporacién de la gelatina a los NG por reaccion con la VCL.
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