31\1 ||lt| ; .‘

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE I\/IEXIC’O
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN INGENIERIA
Ingenieria Quimica— Polimeros

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA CAPACIDAD DE TRANSPORTE DE
OXIGENO DE UNA CELULA ARTIFICIAL A PARTIR DE POLIMEROSOMAS

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN INGENIERIA

PRESENTA:
M en F Norma Angélica Noguez Méndez

] TUTOR
Dr. Angel Enrique Chavez Castellanos- Facultad de Quimica

COMITE TUTOR

Dra. Elia Brosla Naranjo Rodriguez-Facultad de Quimica
Dr. Rafael Herrera Najera,-Facultad de Quimica

MEXICO, D. F. ENERO 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

Presidente Dra. Bernal Lugo Irma Ofelia
Secretario Dra. Guadarrama Acosta Patricia

ler Vocal Dr. Rivero Martinez Eligio Pastor
2do. Vocal Dr. Pliego Diaz Maximo

3er. Vocal Dr. Chavez Castellanos Angel Enrique

Lugar o lugares donde se realizo la tesis:

Departamento de Ingenieria Quimica, Facultad de Quimica. Universidad Nacional
Auténoma de México

Laboratorio de Farmacia Molecular y de Liberacion Controlada. Universidad Auténoma
Metropolitana de Xochimilco

TUTOR DE TESIS

Dr. Chéavez Castellanos Angel Enrique

DICIEMBRE 2014

M en F Norma Angélica Noguez Méndez




Contenido

INTRODUCCION 7
RESUMEN 10
ABSTRACT 11
CAPITULO I 12
ANTECEDENTES 12
1.0 TTanSTUSIONES ...c..eeveruieriieieeiienieete ettt sttt et sb et sttt et e b eeeeaee e 12
1.1 Sangre artificial y los acarreadores de oxigeno (HBOC) .........cccevvveiienieeiiennnnnne. 13
1.1.1 HEeMOGIODING ..ottt ettt ettt et e s s e e snee e 18
1.1.2. G1ObUl0oS 10JOS (GR) .eviiiiieiieeiieeieeee et 20
1.1.2.1 INdIiCES @IItTOCIHCOS .....v.voveoeeeeveeeeeveee e 20
1.1.3 Globulos r0jos SINtéticos (GR).....cc.eeviiiiiieiiiiiieciieeeee e e 21
1.2.1 POLIMETOSOIMAS .....eveeiieneieiietiete ettt ettt ettt ettt sb ettt e e ntesneeneesnee e 26
1.2.2 Requisitos para la elaboracion de polimerosomas ...........ccceeeeeveeeeveeenveeesveeennen. 27
1.2.3. Elaboracion de polimeroSOmMas ..........cc.eeecveeeiuieeeiuieeeiiieeeiieeereeeeveeeseveeesnveeenneas 28
1.2.4. Polimerosoma como Sustituto SANGUINEO ........ceeueeeveeriieriiieniieeiieseieeieesieeeeee e 29
[ O107510] 111315 ¢ IR SRR 30
1.3.1 Concentracion micelar critica (CMC) ......oovvieiiieiiieiieeieeie et 31
1.3.2 Tension SUPETfICIal .......ccueiiiiiiiiiiiinieiectctee et 32
1.3.3 VISCOSIAAA ...ttt ettt et et 33
1.4 Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) del copolimero por
calorimetria diferencial de barrido (DSC).....cc.coiiiiiiiiiiiieee e, 34
1.5 Sintesis del polimerosoma a partir de copolimeros hidrofilicos-hidrofobicos........ 34

1.6. Sintesis del polimerosoma a partir de los copolimeros de (PAA-PBA) mediante

un dispositivo €n T de VIAIIO.....ccueeiiiiiiiiiieiie e 36
1.7. Difusion de oxigeno a través de la membrana polimérica ...........coceevevienienicnnnene. 41
1.7.1 Cinética de absorcion y deSOTCION.........ccueeriieriierieeriieeieeiee et esiee e seee e e seeeene 42
CAPITULO IT 52
OBJETIVOS E HIPOTESIS 52
2.0 Objetivo General 52
2.1 ODbjetivos ESPECITICOS ....ccuuiiiiiiiiiiieiiie ettt ettt et 52
2.2 JUSHIICACION...c..eiiiiieiteeiteteee ettt sttt ettt sttt et sbe e e 52
2.3 HipOtesis de trabajo.......cc.eeeuieiuieeiieiie ettt ettt et e 53
CAPITULO III 55
PARTE EXPERIMENTAL 55
2

M en F Norma Angélica Noguez Méndez



3.0 REACHIVOS Y ©QUIPO «uvveeniieiiieiieeiieeieeeiteeteeseteeteesateesteessaeenseesseeenseessseenseesssesnseansnes 55
3.1 Sintesis del copolimero poliacido acrilico-poliacrilato de butilo (PAA-PBA)....... 55

3.1.1 Determinacion del peso molecular por cromatografia en permeacion en gel

(GP ) ettt sttt et h et 55
3.1.2 Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) por calorimetria
diferencial de barrido (DSC) ....ueioiiiieiieeeieeee e e e 56
3.1.3 Determinacion de la tension superficial y de la concentracion micelar critica
(CMC) de los copolimeros de PAA-PBA .........oooiiiiiieeeeeee e 57
3.1.4 Caracterizacion del copolimero de PAA-PBA por espectro de infrarrojo........... 57
3.2 Sintesis del polimerosoma mediante un dispositivo en T de vidrio........................ 57
3.2.1 Cantidad de hemoglobina encapsulada por el polimerosoma..............cccceeeuveenee. 58

3.3. Determinacion de la difusion de oxigeno a través de la membrana polimérica..... 59
CAPITULO IV 61
RESULTADOS Y DISCUSION 61

4.1 Determinacion del peso molecular por cromatografia en permeacion en gel

4.1.1 Anadlisis estadistico de los pesos moleculares de los copolimeros de PAA-
PBA obtenidos del disefio factorial 25..............cooooviomieeeeeeeeeeeeee oo 63

4.1.2 Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) por calorimetria
diferencial de barrido (DCS) ......oouiiiiiiieiiee e 64

4.1.3 Caracterizacion del copolimero de PAA-PBA por espectroscopia de infrarrojo. 67

4.1.4 Determinacion de la Concentracion micelar critica por medio de la Tension

Superficial de los copolimeros Cpi, CPs Y CPag.-veeeveerreeeeeeneeriiienieeieeriie et 68
4.2 Sintesis del polimerosoma a partir de los copolimeros de (PAA-PBA) mediante

un dispositivo €n T de VIATIO.....cccueriiriiiiiiiiicienteeeeee e 69
4.2.1 Distribucion del tamaiio de la vesicula formada (Polimerosoma) ....................... 70

4.2.2. Determinacion de la cantidad de hemoglobina (Hb) encapsulada por el

POLIMETOSOIMA ...ttt ettt ettt ettt et e et e st eestee et eesseeeabeeseeenseessneenseens 72
4.2.3 Determinacion de la difusion de oxigeno en el polimerosoma..........c.ceeveennenee. 76
CAPITULO V 80
CONCLUSIONES 80
CAPITULO VI 83
PERSPECTIVAS DEL TRABAJO 83
CAPITULO VII 84
ANEXOS 84
3

M en F Norma Angélica Noguez Méndez



indice
TABLAS
Tabla 1. Unidades de sangre requerida por pacientes en diferentes situaciones

Tabla 2. Clasificacion de los sustitutos sanguineos de acuerdo con el desarrollo
tecnologico

Tabla 3. Estrategias para el desarrollo de acarreadores de oxigeno

Tabla 4. Soluciones de hemoglobina modificada

Tabla S. Células artificiales

Tabla 6. Productos desarrollados a base de hemoglobina (Hb) y la fase de
investigacion clinica en que se encuentra a diciembre 2013

Tabla 7. Conceptos y aplicaciones de las células artificiales poliméricas

Tabla 8. Los posibles mecanismos de (A) la fusion de vesiculas y (B) la fision
de una vesicula

Tabla 9. Disefo factorial completo con la combinacion de factores para la
sintesis del copolimero PAA-PBA, obtenido mediante el paquete estadistico JMP
8 SAS

Tabla 10. Efecto de la prueba del perfil de prediccion de la sintesis del
copolimero PAA-PBA

Tabla 11. Composicion porcentual del mondémero del 4cido acrilico (AA) y del
acrilato de butilo (BA) obtenido mediante la ecuacion de Gordon-Taylor en el
copolimero con sus respectivos Tg y polidispersidad

Tabla 12. Concentracion micelar critica para los copolimeros de PAA-PBA
(Cpl, Cp6, Cp40) con su respectiva proporcion de mondmero

Tabla 13. Numero de capilaridad y nimero de Reynolds determinados para cada
copolimero de PAA-PBA en el dispositivo en T

Tabla 14. Numero de capilaridad y el diametro promedio, area promedio y
volumen promedio de las vesiculas para cada copolimero de PAA-PBA

Tabla 15. Capacidad estimada de encapsulacion en porciento para cada tamaiio
de vesiculas de cada copolimero de PAA-PBA

Tabla 16. Caracteristicas fisicoquimicas del copolimero de PAA-PBA (Cpl,
Cp6 y Cp40)

Tabla 17. Comparacion del eritrocito con los polimerosomas elaborados con los
copolimeros de PAA-PBA (Cpl y Cp40) seleccionados como posibles
candidatos para globulos rojos sintéticos

FIGURAS

Fig. 1.0 Sustitutos de células rojas

Fig. 1.1 Células artificiales en otros ambitos

Fig. 1.2 Modificacion quimica de la hemoglobina

Fig.1.3 Reaccion de la hemoglobina con oxigeno

Fig.1.4 Dimensiones del eritrocito o glébulo rojo

Fig. 1.5 Estructura tipica de una vesicula lipidica y una vesicula polimérica
Fig. 1.6 Esquema estructural de una capa anfipatica de copolimero y la
formacion de la vesicula

Fig. 1.7 Micrografias de diferentes tipos de vesiculas

Fig. 1.8 Determinacion de CMC a partir de datos de tension superficial

M en F Norma Angélica Noguez Méndez

Pagina

14
15
16
17

22
40

56

64

66

69

69

72
78

79

15
17
18
19
21
20

29
32



Fig. 1.9 Anillo de Du-Noiiy, método para medir la tension superficial

Fig. 1.10 Viscosimetro de Ostwal-Cannon-Fenske

Fig.3.1 Dispositivo en T para la elaboracion de los polimerosomas

Fig. 3.2 Vesiculas poliméricas

Fig. 3.3 Polimerosomas cargadas con hemoglobina

Fig. 3.4 Medidor de oxigeno disuelto Hanna (HI9146)

Fig. 4.1 Linealidad del método analitico por GPC para la determinacion de los
Mw de los copolimeros de PAA-PBA

Fig. 4.2 Cromatograma por GPC del copolimero de PAA-PBA

Fig. 4.3 Distribucion de los pesos moleculares de los copolimeros de PAA-PBA
por el disefio factorial 2¥, determinados por el paquete estadistico JMP 8

Fig. 4.4 Efectos de las variables del proceso sobre el peso molecular de los
copolimeros de PAA-PBA

Fig. 4.5 Perfil de prediccion de las variables involucradas en la sintesis del
copolimero PAA-PBA

Fig. 4.6 Relacion entre el Tg del copolimero PAA-PBA en funcion de la
composicion del ménomero AA

Fig. 4.7 Termograma del copolimero PAA-PBA

Fig. 4.8 Infrarrojo comparativo del copolimero PAA-PBA con sus respectivos
homopolimeros

Fig. 4.9 Determinacion de la CMC del copolimero PAA-PBA por medio de la
tension superficial

Fig. 4.10 Imagen del Cpl observada en el microscopio con el objetivo 100x con
filtro amarillo y en la fotografia en gris con el procesador de imagen del paquete
ScopePhoto 3.0

Fig. 4.11 Linealidad del método analitico espectrofotométrico para la
cuantificacion de la hemoglobina

Fig. 4.12. Vesiculas formadas con el copolimero PAA-PBA (Cpl)

Fig. 4.13 Se muestra la formacion de un acantocito con el copolimero Cpl (A)
comparado con la misma formacioén que se presenta en el eritrocito (C)
Fig. 4.14 Vesicula formada por el copolimero PAA-PBA (Cp6)

Fig. 4.15 Vesiculas del copolimero PAA-PBA (Cp40)

Fig. 4.16 Comportamiento de la captacion de oxigeno por parte de cada uno de
los copolimeros PAA-PBA (Cpl, Cp6, Cp40)

Fig. 4.17 Grafica de M,/ M,, vs la raiz cuadrada del tiempo para los copolimeros
Cpl y Cp40

M en F Norma Angélica Noguez Méndez

33
33
57

50
58
59
62

62
63

63

64

65

65
67

68

71

72

73
74

75

75
76

77



GLOSARIO

CHCM: concentracion hemoglobinica corpuscular media
CMC: concentracion micelar critica

DPG: 2,3 difosfoglicerato

Globulo rojo (GR): los eritrocitos también llamados globulos rojos o hematies, son los
elementos formes mas numerosos de la sangre.

Hb: hemoglobina
HBOC: Hemoglobin based oxygen carriers de sus siglas en inglés
HCM: hemoglobina corpuscular media

Hetaalmidén: expansor de volumen plasmatico prescrito como coadyuvante en el
shock y en la leucoféresis.

Mn: peso molecular promedio en nimero
Mw: peso molecular promedio en peso

Perfluorocarbonos (PFC): son liquidos sintéticos que disuelven grandes volumenes de
oxigeno y también tienen la capacidad de transportar CO,

Reacciones madix: significa disefio macromolecular a través de intercambio de xantano
y pertenece a las nuevas técnicas de polimerizacion controladas por radicales como una
necesidad de llevar a cabo el disefio y sintesis mas controlados de los materiales
poliméricos.

Seroalbumina o albumina sérica: es una de las proteinas mas importante del plasma
de la sangre. Las concentraciones bajas de esta sustancia se presentan en las personas
que padecen de malnutricion, inflamacion y enfermedades graves del higado y el rindn.

Shock hipovolémico: estado de colapso fisico y postracion causado por la pérdida
masiva de sangre, disfuncion circulatoria y perfusion tisular inadecuada. Los signos
habituales son hipotension arterial, pulso débil, piel fria.

VCM: volumen corpuscular medio
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INTRODUCCION

A pesar de las diferencias entre los antigenos eritrocitarios reflejadas en los sistemas de
grupos sanguineos, la sangre es el tejido humano que se comparte mas facilmente, tal es
el caso de las transfusiones, que salvan miles de vidas anuales. Una transfusion es la
transferencia de sangre entera o sus componentes (sdlo eritrocitos o plasma) en el
torrente sanguineo. Si bien los componentes normales de las membranas plasmaticas
eritrocitarios del donador pueden causar respuesta antigeno-anticuerpo nocivas en el
receptor y aunado a ello se tiene como problema su limitada disponibilidad y vida corta
de almacenamiento (estimada en 15 dias en refrigeracion, la cual puede ser extendida a
42 dias empleando los agentes anticoagulantes), asi como la posibilidad de transmisién
de enfermedades infecciosas y posibles incompatibilidades, la demanda de este fluido
en caso de cirugias de rutina y traumatologicas, desastres naturales, problemas sociales

y guerras, lo hace un fluido bioldgico de alta importancia.

La transfusion de sangre es una necesidad, especialmente en los casos de emergencia
(tabla 1) en los que se presenta choque hipovolémico, consistente en la pérdida mayor a
un 20% del volumen normal de sangre o en traumas penetrantes que conlleva a la

pérdida aguda de sangre externa secundaria.

Tabla 1. Unidades de sangre requerida por pacientes en diferentes situaciones.

Situaciones que involucran el empleo de | Unidades requeridas por pacientes
sangre

Accidente automovilistico 50 unidades de sangre

Cirugia de corazén 6 unidades de sangre
6 unidades de plaquetas

Trasplante de 6rganos 40 unidades de sangre
30 unidades de plaquetas
25 unidades de plasma fresco o congelado

Trasplante de médula dsea 120 unidades de plaqueta
20 unidades de sangre

Fuente: http://www.google .com/patents/EP2560625A2, 14/01/2014; 21:37

El tratamiento médico inicial para el choque hipovolémico tiene como finalidad:
maximizar el suministro de oxigeno, restaurar el flujo sanguineo y la restitucion de
liquidos. Sin embargo, la escasa disponibilidad o la no existencia de volimenes
suficientes de sangre para atender la demanda de este fluido fisiologico ha llevado a

paises como Estados Unidos de Norteamérica, Japon, China y en algunas regiones
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Europa, al desarrollo de “sustitutos de sangre u oxigeno terapéutico” con distinto nivel

de proceso tecnoldgico, ver tabla 2.0

Tabla 2. Clasificacion de los sustitutos sanguineos de acuerdo con el desarrollo tecnologico

SUSTITUTOS ACARREADORES DE OXIGENO
SANGUINEOS

OXIGENO TERAPEUTICO

SUSTITUTOS DE GLOBULOS ROJOS

Aunque el desarrollo de esos tres tipos de sustitutos de sangre ha sido un activo campo
de interés durante dos o tres decenios, estos sistemas no son todavia adecuados para
reemplazar a la sangre debida, entre otros factores, a su limitado tiempo de retencion en
la circulacion, a la produccion de un efecto constrictor no deseado y a la incertidumbre

sobre la efectividad del transporte de oxigeno.

Si bien, una célula completamente artificial equiparable al globulo rojo (GR) es todavia
un suefio, el desarrollo de membranas lipidicas, poliméricas biodegradables y

nanoparticulas, son un paso hacia esa posibilidad.

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo es el “Desarrollo de una célula
artificial, a partir de polimerosomas, que contenga como base hemoglobina (Hb) y que

cumpla con las propiedades de transporte de oxigeno equiparable al eritrocito (GR)”
Para lograr esto se proponen los siguientes objetivos especificos:

A. Sintetizar el copolimero de poli (acido acrilico)-poli (acrilato de butilo) que

funcionara como membrana sintética para el desarrollo del polimerosoma.

B. Caracterizar los copolimeros de PAA-PBA mediante las técnicas de
calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia infrarroja (IR) y

cromatografia de permeacion en gel (GPC)

C. Seleccionar los copolimeros de PAA-PBA que permitan la sintesis del

‘polimerosoma.

D. Sintesis de los polimerosomas con carga de hemoglobina (Hb)
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E. Caracterizacion del polimerosoma-Hb mediante la determinacion del
porciento de encapsulaciéon de hemoglobina, distribucion del tamafo de la

vesicula y formacién de la bicapa polimérica mediante la microscopia de luz.

F. Determinar la permeabilidad del oxigeno a través de la membrana polimérica

del polimerosoma
G. Comparar las caracteristicas fisicas del eritrocito con el polimerosoma-Hb

H. Determinar las propiedades reologicas del polimerosoma mediante la

elaboracion de una suspension de estos en una solucion de poliacrilamida.

De los siete objetivos especificos planteados se lograron cubrir los incisos del A-G,
quedando pendiente el inciso (H) el cual se desarrollard en una investigacion futura, asi
como una mejor determinacion del intercambio de oxigeno por parte del polimerosoma

in vitro para posteriormente probarlo in vivo.

Para la exposicioén de este trabajo se desglosa a continuacion su contenido: Capitulo 1
“Antecedentes” que refleja la necesidad del desarrollo de sustitutos sanguineos
artificiales para coadyuvar al sistema de salud, en la resolucion de los problemas
relacionados con la medicina transfusional y la linea del tiempo que describe los
diferentes desarrollos de sustitutos sanguineos que hay hasta nuestros dias y una
descripcion de lo que son los polimerosomas. Capitulo II “Objetivo e Hipotesis™ se
definen los alcances del trabajo. Capitulo IlI, “Parte Experimental” se describe la
sintesis al azar del copolimero de poliacido acrilico - poliacrilato de butilo (PAA-PBA)
y su caracterizacion, asimismo se detalla el desarrollo de la vesicula polimérica, con
capacidad de encapsular hemoglobina para desarrollar experimentalmente un prototipo
de célula artificial tipo eritrocito y su evaluacidon para captar oxigeno. Capitulo IV
“Resultados y Discusion” se hace énfasis sobre la seleccion de las vesiculas poliméricas
(polimerosomas) que pueden ser candidatas para el transporte de oxigeno. Capitulo V
“Conclusiones” se da respuesta a los objetivos del trabajo y la hipdtesis. Por tltimo, en
el Capitulo VI “Perspectivas del trabajo”, se proponen puntos que hay que realizar en
etapas posteriores de la presente investigacion y Capitulo VII “Anexos” se presenta el
articulo publicado y los diplomas obtenidos de la presentacion del trabajo en sus

diferentes etapas en eventos cientificos especializados.
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RESUMEN

Los polimerosomas son vesiculas sintéticas que imitan el comportamiento de las
membranas bioldgicas. El proposito de este trabajo es desarrollar una membrana
sintética para la elaboracion de un polimerosoma; para esto, se realizo la sintesis al azar
de un copolimero de polidcido acrilico - poliacrilato de butilo (PAA-PBA), mediante el
disefio factorial 2%, con caracteristicas anfifilicas y con capacidad para encapsular
hemoglobina. Se seleccionaron tres copolimeros para el desarrollo de los
polimerosomas con un peso molecular (PM) que se encontrara en el intervalo de 2000-
5000 g/mol. La contribucion de la parte hidrofilica fue del 20 al 40% y de la parte
hidrofobica del 60 al 80%. La sintesis del polimerosoma se realizé en un dispositivo en
forma de T de vidrio, las vesiculas obtenidas se observaron bajo el microscopio optico,
se tomaron fotografias y se procesaron las imagenes con el paquete ScopePhoto 3.0; se
determind el tamafio quedando en el intervalo de 27 a 29 pum. En relacion a la
encapsulacion de la hemoglobina (Hb) ésta fue del 56 al 60%. El coeficientes de
difusion para cada uno de los copolimeros de PAA-PBA fueron: DCpl= 7.92x107
cm’/s y para el DCp40= 4.24 x10° cm?/s. De acuerdo a los datos obtenidos
experimentalmente para los copolimeros de PAA-PBA de Cpl y Cp40, en comparacion
con el eritrocito, tienen una cierta aproximacion a las caracteristicas fisioldgicas de éste,
en relacion a la formacion de la membrana anfifilica y la difusion de oxigeno,
posiblemente se logre equiparar a un gldbulo rojo

Palabras claves: Polimerosoma, copolimero de PAA-PBA, AA acido acrilico, BA
acrilato de butilo
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ABSTRACT

Polymersomes are synthetic vesicles that imitate biological membrane functions. The
purpose of this work is to develop an artificial copolymer (acrylic acid-butyl acrylate)
PAA-PBA membrane by random synthesis. A factorial design 2% was applied to
determine the conditions for this reaction. The Fourier transform infrared spectrometer
indicated that the polymerization reaction was complete without a —C=C-absorption
peak. The Gordon-Taylor equation showed that the hydrophilic part of the PAA-PBA
composition is 20 to 40% and the hydrophobic part 60 to 80%. The authors selected the
copolymers with low molecular weight, within the range of 2000 - 5000 g / mol. The
polymersome synthesis was development on a device in T glass form. The vesicles were
observed under the microscope and their size was determined in the range of 27 to 29
pum. In the case of hemoglobin (Hb) encapsulation, it was in the range of 56 to 60%.
The diffusion coefficients for PAA-PBA copolymers were: DCpl = 7.92 x 107 cm?/s
for DCp40 = 4.24 x 10~ cm?/s.

Keywords: Artificial membrane, Gordon-Taylor equation, PAA-PBA copolymer,

polymersomes, 2k factorial design
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.0 Transfusiones

La donacién de sangre en México se realiza fundamentalmente por reposicion familiar,
aproximadamente el 98 por ciento de la sangre recolectada en México se obtiene de
donantes emparentados. La medicina transfusional se volvio un recurso habitual
proporcionando apoyo a numerosas ramas de la medicina clinica y quirargica, llegando
alcanzar hoy en dia una mayor demanda que supera con mucho a la oferta, pero
frecuentemente acompafiada de una valoracion insuficiente de los beneficios y riesgos
(Tena & Sanchez, 2005). La decision de transfundir al paciente es para promover la
hemostasia o mejorar la capacidad de transporte de oxigeno en la sangre (Serrano, X.V.
2006). Actualmente, existe la iniciativa de cambiar esta manera de captar la sangre
necesaria a partir de lo cual se intenta promover la donacidon voluntaria de sangre. Al
igual que en la mayor parte de los paises del mundo, la donacion de sangre en México
estd regulada y se cifie a una serie de lineamientos contenidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM 003-SSA2-1993 “Para la disposicion de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos”, establece que el médico es el responsable de
indicar una transfusion sanguinea, lo que vuelve imperativo que el profesional de la
salud amplie sus conocimientos sobre las indicaciones especificas, riesgos, beneficios y
alternativas. Alin no se puede garantizar un riesgo cero de consecuencias nocivas para el
paciente receptor de una transfusion, pues se adolece de deficiencias de magnitud
diversa en varios de los siguientes rubros: a) indicacion clinica inadecuada, b) manejo
descuidado durante la metodologia de aplicacién, ¢) la existencia de una reserva
suficiente para cubrir las necesidades de la poblacién nacional, d) la obligacion del
tamizaje universal para la deteccion de los patdégenos que pueden transmitirse por la

transfusion sanguinea.

Los principales microorganismos que se pueden transmitir por sangre, identificados
actualmente son: bacterias (7reponema pallidum), virus (hepatitis B, C (HVB y HVC) y
de la inmunodeficiencia humana (VIH), parasitos (Plasmodium vivax, Malarie y
Falciparum, Trypanosoma cruzi, Babiesa microti (Rodriguez, 2011; Serrano y col.

2009; Rojo, 2009).
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda establecer una entidad que
coordine un programa nacional de sangre con objeto de asegurar el aprovisionamiento
adecuado y oportuno de productos sanguineos, haciendo énfasis en la necesidad de
contar con un programa eficaz de aseguramiento de la calidad. En este sentido, el
Programa de Acciones Especificas 2007-2012 del Centro Nacional de la Transfusion
Sanguinea reconoce que la realidad en México es que la legislacion vigente no es
congruente con las necesidades para que la operacion de los servicios de sangre se
realice bajo las condiciones que garanticen una produccion de calidad, suficientemente
segura y de acceso universal para la poblacion (Heddle, et al. 2012, Sanchez-Guerrero,

2010, Rojo, 2010).

Presentar un estimado de las unidades de sangre que se requieren en una poblacion y en
un pais como el nuestro es un trabajo dificil, pero se sabe que una cuarta parte de los
decesos de mujeres embarazadas estd asociado con la pérdida de sangre (Klein, 2002).
En principio, el empleo de un sustituto sanguineo podria resolver los problemas
relacionados con la transfusion sanguinea. En las personas que rechazan la transfusion
de sangre como los testigos de Jehova (Casas-Martinez, 2010) o los que no pueden
recibir una transfusion por motivos clinicos (por ejemplo, pacientes con enfermedad

hemolitica autoinmune), un sustituto eficaz de la sangre podria salvar sus vidas.

A partir de 1970 el desarrollo de sustitutos sanguineos se estancé debido a la falta de
interés por parte de los grupos de investigacion militar en EU, esto debido al término de
las grandes guerras, donde la estrategia era reclutar donadores voluntarios que
satisficieran la demanda de sangre en caso de una confrontacion directa (Brig et al.

2003).

En 1980 el progreso en este ambito se acelerd con la aparicion del SIDA y con la
constatacion de que la infeccidon es transmitida a través de la sangre (Lowe, 2006;

Shander and Goodnough, 2009)

1.1 Sangre artificial y los acarreadores de oxigeno (HBOC)

El tratamiento tras una hemorragia masiva incluye la administracion intravenosa de
sangre total, eritrocitos en paquete o productos de la sangre y para la restitucion de
liquidos, es la administracion de soluciones coloidales como seroalbumina, el
hetaalmidon y fraccion de proteinas plasmaticas. También se usan soluciones como la
de Ringer con lactato y solucion salina al 0.9% (Gaucher, et al. 2006).
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Estas terapias alternativas, pueden sustituir la transfusion en casos clinicos en los que la
sangre no esta disponible en el banco de sangre o es insuficiente. Las ventajas que
presentan los substitutos de sangre artificial ante las transfusiones donde participan
donadores son: a) la sangre artificial puede ser disefiada sin poseer ningin grupo
antigénico en su superficie, b) puede garantizarse su esterilidad, eliminando la
posibilidad de la transmision de una infeccion y evitando las pruebas cruzadas de los

grupos sanguineos, ¢) facilidad de almacenamiento prolongado.

Para el desarrollo de sustitutos de sangre artificial se toma en consideracion la funcién
principal de la sangre que es el transporte de oxigeno a los tejidos por medio del
eritrocito (Chang, 2006, Chang, 2009). Se han sugerido dos estrategias para el
desarrollo de acarreadores de oxigeno (HBOC), el enfoque biomimético y el enfoque

abidtico (tabla 3.0)

Tabla 3.0 Estrategias para el desarrollo de acarreadores de oxigeno

Enfoque Investigacion Bases Tipo

Biomiméticos Imitacion de la forma de Productos quimicamente Sustituto a base de Hb
suministrar oxigeno a los modificados de la Hb
tejidos del cuerpo

Abidticos Uso de productos quimicos | Producir emulsiones Perfluorocarbono

sintéticos para suministrar inyectables como PFC
oxigeno a los tejidos

El primer enfoque imita la naturaleza en la forma de transportar el oxigeno a los tejidos,
mientras que el segundo enfoque utiliza productos quimicos sintéticos para lograr el
mismo resultado como se muestra fig. 1.0 (Kjellstrom, 2003; Smith et al. 2004; Ness
and Cushing, 2007).

Los efectos colaterales de las soluciones de hemoglobina (Hb) son: vaso actividad,
nefrotoxicidad, interferencia con el sistema fagocitario mononuclear, oxidacién durante
su almacenamiento, antigenicidad, pobre acarreo de oxigeno, liberacion de histamina y
depositos de hierro. Debido a esto, no es posible administrar a la hemoglobina en su
forma nativa de ahi que sea necesario modificarla, ver tabla 4. El origen de las células
artificiales estd relacionado con los acarreadores de oxigeno en la forma de

polihemoglobinas y hemoglobinas conjugadas (Radillo-Gonzalez y cols. 2004)
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Oxigeno Terapéutico

GR alogénico Acarreador de oxigeno acelular

\

////H QC\ Moléculas sintéticas
Hb animal
Hb htljmarm Recombinante |
I
Estahilizado (DPG aniloge)  Vecior microorganismo Hb bovina
| |
Polimerizado fenlace Animal Transgenico
intramoleculan |
I L ™~
Conjugado Enlaces sinteticos del grupo Heme PFC
recombinado con albumina humana
[~ Vesiculas Hb lipidicas Quelatos
Hh vesiculas____ papocipsulas
l Acuosomas

FIGURA 1.0 Sustitutos de células rojas

Fuente: Imagen tomada de Ness, PM., Cushing (2007). Oxygen therapeutics. Archives of Pathology &
Laboratory Medicine, 131: 174-41

Tabla 4. Soluciones de hemoglobina modificada

Hemoglobina bovina polimerizada

Hemoglobina humana recombinante

Hemoglobina transgénica

Hemoglobina microencapsulada

el Bl Bad [l b

Soluciones perfluoroquimicas

Los sustitutos sanguineos consisten en entidades cada vez mas complejas, por ejemplo,
acarreadores de oxigeno, acarreadores de oxigeno con antioxidantes y sustitutos de
glébulos rojos, ver tabla 5, (Napolitano, 2009; Eastman and Minei, 2009; Alayash,
2004, Radillo- Gonzalez, 2004; Brig et al, 2003; Lowe et al, 2003) .
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Tabla 5. Células Artificiales

Acarreadores de
oxigeno

artificial(PEGylation)

Ness, P.M. et al
2007

Conjugados de albumina-
Heme

Eastman, A y Minel JP,
2009

Hemoglobina/Heme

Cheng, D.C. et
al., 2004

Hb transgénico/
recombinante

Dieryck, W et al., 1997

Hb polimerizado

Kaneda, S. et al.,

Hbs anélidos (lombriz de

Hao Zhu et al., 1996

(glutaraldehido) 2009 tierra)
Hb conjugada (PEG) | Winslow, R.M. | Perfluorocarbonos (PFC) | Lowe, K.C., 2002
2003
Vesiculas de Hb Sakai, H. et al., | Polimerosomas Tanner, P. et al., 2011 y
2006 Ruth, D. et al., 2005
HBOCs (Acido D’Agnillo, F. y
polilactico-catalasa) | Chang, T.M.S.,
1998

La primera célula artificial fue disefiada en 1957 en forma de célula roja y el uso clinico
de células artificiales ha sido variado: como adsorbente para hemoperfusion, en forma
rutinaria en proceso de intoxicacion accidental o suicidas, cuando la dialisis no esta
disponible (fabla 6). Otras areas de aplicacion son en las que las células contienen
enzimas para tratamientos enzimaticos, islotes para el tratamiento de diabetes,
hepatocitos para la insuficiencia hepatica, sistemas de suministro de medicamentos y
hormonas (Chang, 2006, Chang, 2004, Riess, 2001; Chang, 1999). En las ultimas
décadas el interés por la biotecnologia, la biologia molecular, la nanotecnologia y la
medicina regeneradora ha estimulado atin mas el desarrollo de las células artificiales en
otros ambitos (Discher and Ahmed, 2006, Meng, et al 2005; Teramura, et al. 2003;
Arifin and Palmer, 2003, Arifin, 2005). Los tamanos de las cé€lulas artificiales ahora
oscilan entre las macrodimensiones, microdimensiones, dimensiones nanométricas y las

dimensiones moleculares, ver fig. 1.1. (Chang, 2005).

Las que estdn en tamafio macro son adecuadas para la bioencapsulacion de células,
microorganismos y bio-reactantes; aquellas en dimensiones de micra son adecuadas
para la encapsulacion de enzimas, péptidos, vacunas, farmacos y otros materiales. Las
células artificiales que estan en las nanodimensiones se han empleado para sustitutos de
sangre y vehiculos para enzimas, pépticos y fdrmacos, entre otras aplicaciones. Las
células de dimensiones moleculares se utilizan como sustitutos de sangre y enzimas
reticuladas (Ming, 2004; Sharma, et al. 2011; Napolitano, 2009). La modificacion
quimica de la hemoglobina (fig. 1.2), mantiene la estabilidad en el torrente sanguineo y

también permite la entrega de oxigeno a los tejidos.
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Tabla 6. Productos desarrollados a base de hemoglobina (Hb) y fase de investigacion clinica
en que se encuentran a diciembre de 2013

PRODUCTO DERIVADO FASE DE INDICACION
INVESTIGACION

Polyheme (Northfield | Hb humana I Trauma/cirugia
Labs)
Hemopure (Biopure) | Hb bovina 11 Cirugia’/hemodilucion
Hemolink (Hemosol) | Hb humana 111 Cirugia/hemodilucion
Sangart Hb humana pegilada I Cirugia/hemodilucion
HemAssist (Baxter) Hb humana Terminado Shock hemorragico
Optro (Somatogen) Hb recombinante Terminado Cirugia/hemodilucion
Oxygen (Alliance) Perfluobron 111 Cirugia’/hemodilucion

Fuente: http://www.cancernetwork.com./rewiew-article/blood-substitutes-how-close-solution/page/0/2, 15/01/2014, 12:45 pm

MACRO
{= 2 )

MICEO
I~ 1y
NANGO
100 o - 1 nm

CELULAS
ENZIMLS
HEMOGLOBIN &
VACTINAS
PRODUCTOS
BIOTECHOLOGICOS
ADSORBENTES
LIBERACION DE
FARMACDS
HORMON LS
PEPTIDOS
PROTEIN LS

& MOLECULAR

MELBE&N &S 0.1 nm

Polirneros biodegradables
Conjuzados politaero-lpide
Proteinas entrecruzadas

FIGURA 1.1 Células artificiales en otros ambitos
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FIGURA 1.2 Modificacion quimica de la hemoglobina

1.1.1 Hemoglobina

La hemoglobina es una heteroproteina de la sangre, de masa molecular 64 000 g/mol
(64 kDa), de color rojo caracteristico que transporta el oxigeno desde los organos
respiratorios hasta los tejidos, el dioxido de carbono desde los tejidos hasta los

pulmones que lo eliminan y también participa en la regulacion del pH de la sangre.

La hemoglobina es una proteina de estructura cuaternaria, que consta de cuatro
subunidades, su funcion principal es el transporte de oxigeno; contiene una porcidon
proteinica, llamada globulina, y otra de un pigmento que contiene hierro, el hem. Una
molécula de hemoglobina posee cuatro grupos hem, cada uno de los cuales se combina
con una molécula de oxigeno (O,), ver fig. 1.3. El oxigeno y la hemoglobina se
combinan en una reaccion facilmente reversible y forma la oxihemoglobina (Totora and

Grobowski, 2000).

Hb +402<—>Hb(02)4
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FIGURA 1.3 Reaccion de la hemoglobina con oxigeno

En el ambito de la tecnologia el desarrollo de sustitutos sanguineos en el mundo
cientifico sigue avanzando en la busqueda de una alternativa eficaz para los
procedimientos de transfusion, que son tan a menudo necesarios para salvar vidas. Dos
son las perspectivas atractivas: a) la extraccion de la hemoglobina de sangre de gusano

y b) el desarrollo de globulos rojos sintéticos.
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1.1.2. Glébulos rojos (GR)

El eritrocito, hematie o glébulo rojo es la célula sanguinea que se especializa en el
transporte de oxigeno y dioxido de carbono para su eliminacién. Son los elementos
formes cuantitativamente mas numerosos de la sangre. Contienen en su interior una
proteina compleja, en cuya molécula estd presente el hierro, que confiere a la sangre su
color rojo caracteristico y que se llama hemoglobina (Hb)

Antes de salir a la circulacion sanguinea, el eritrocito expulsa su nucleo y al madurar,
todas sus organelas citoplasmaticas degeneran. Lo cual significa que solo contienen una
membrana plasmdtica formada por una bicapa lipidica y una red de proteinas que
forman un citoesqueleto anclado a la membrana.

La funcién de este armazén proteinico determina la forma del globulo rojo, sino que
permite su necesaria deformacion al pasar por capilares muy estrechos, en los que el
eritrocito adopta conformaciones elipsoidales y otras variedades. Los esfingolipidos
presentes en la membrana constituyen los antigenos para los grupos sanguineos del
sistema ABO. El citoplasma tiene afinidad por los colorantes acidos (eosina) con los

que adquiere un tono rosado debido a la presencia de hemoglobina.

1.1.2.1 indices eritrociticos

Las concentraciones de eritrocitos, de hemoglobina y el valor hematocrito pueden ser
usados para el calculo de ciertos indices que definen el tamafio y el contenido de
hemoglobina del eritrocito. Los principales indices eritrociticos son: 1) volumen
corpuscular medio (VCM), 2) hemoglobina corpuscular media (HCM) y 3)

concentracion hemoglobinica corpuscular media (CHCM).

Los eritrocitos normales presentan un VCM de 87 £ 5 ;,Lm3 (normocitos). Son
microcitos aquellos eritrocitos cuyo VCM es inferior 82 um® y macrocitos los que
poseen un VCM superior a 92 pm’. El VCM representa solamente la medida del

volumen medio de los eritrocitos.

La HCM constituye una expresion, en unidades absolutas, del peso medio de la
hemoglobina contenida en un eritrocito. Los eritrocitos normales contienen 29 + 2
picogramos (pg) de hemoglobina. Mientras que la HCM representa el peso medio de la
hemoglobina en cada eritrocito, la CHCM expresa la concentracion media de la

hemoglobina en cada célula. El resultado se expresa en porcentaje. Los eritrocitos
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adultos normales contienen 34 + 2 % de hemoglobina (Totora, J.G., Grobowski, R.S.

,2000). En la fig. 1.4 se muestran las dimensiones del eritrocito.

1.Diametro corpuscular: 7-75 Im
2. Volumen corpuscular: 87 + 5 y 3
3.Area superficial: 142 |y m 2

FIGURA 1.4 Dimensiones del eritrocito o globulo rojo (GR)

1.1.3 Glébulos rojos sintéticos (GR)
El desarrollo de globulos rojos sintéticos implica la encapsulacion de la Hb dentro de la
membrana de un polimero biodegradable. Esto estabiliza la Hb e impide su distribucion

en el torrente sanguineo, lo que puede causar problemas renales.

En la tabla 7 se muestra en linea de tiempo la evolucion en el desarrollo de las células
artificiales y sus aplicaciones. Los datos desde 1957 a 2006, corresponden a lo
publicado por Chang (2007) y del 2007 al 2014, pertenece a la investigacion que se

realiz6 para conocer el estado del arte hasta, nuestros dias.

En el ambito de la tecnologia, el desarrollo de sustitutos sanguineos en el mundo
cientifico sigue avanzando en la busqueda de una alternativa eficaz para los
procedimientos de transfusion (generacion de globulos rojos artificiales), y para
tratamiento de enfermedades antineoplasicas con la finalidad de buscar la mejora en la

calidad de vida de la poblacién.
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Tabla 7. Conceptos y aplicaciones de las células artificiales poliméricas

Aifio Desarrollo
1957 Chang Primera célula artificial polimérica conteniendo hemoglobina y
enzimas (método de extrusion)
1964 Chang Célula artificial polimérica conteniendo enzimas y hemoglobinas

(Science)

(coacervacion interfacial, polimero conjugado con proteina)

1964, 1965 Chang
1964, 1965 Chang
1966: Chang et. al

Nanobiotecnologia; entrecruzamiento de
Conjugado de Hb
M¢étodo de extrusidon por gota para encapsular células intactas para

terapia celular

proteina (PolyHb) y

1965 Bangham et al.

Microesferas de cristal liquido (liposoma) como modelo de membrana

1965, 1972 a Tamiz molecular por cromatografia para la separacion de células
1973b Chang artificiales

1965 Chang Células artificiales con multicomponentes intracelulares.

1966 Chang et al. Microesferas con proteina

1966 Chang

1966 Chang Células artificiales con materiales magnéticos y material bioldgico

1966, 1969a Chang

Célula artificial con membrana ultrafina conteniendo adsorbentes para
hemoperfusion

1966 Clark & Gollan

Fluorocarbono como acarreador de oxigeno

1967 Chang et al.

Célula Artificial con membrana de complejo polisacarido para
biocompatibilidad

1968 Chang & Poznansky

Implante enzimdatico que contiene células artificiales para el empleo en
terapia enzimatica.(deficiencia congénita de catalasa en ratones

(Nature) .
acatalacémicos)
1968 Bunn & Jandl Entrecruzamiento de moléculas de hemoglobina
1968 Geyer et al. Efectividad del fluorocarbono en transfusion estudio animal
1969d Chang Célula artificial con membrana lipido-polimero o lipido entrecruzado
1972a Chang con polimero con un transportador ciclico

1970 — 1975 Chang et. al

Primer uso clinico de células artificiales
hemoperfusion.

en pacientes para

1971a Chang Célula artificial con implante enzimatico para el tratamiento de

(Nature) linfosarcoma en raton
Reticulado de hemoglobina con glutaraldehido (polihemoglobina)

1971b Chang Nanobiotecnologia:  entrecruzamiento de  hemoglobina  con
glutaraldehido en PolyHb. Substituto sanguineo en pacientes

1972a Chang Primera monografia de Célula artificial

1972b Chang Hemoperfusion de células artificiales en paciente con Grado IV de
coma hepatico, recobra la consciencia

(Lancet)
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1973 Gregoriadis

Primer uso de liposomas para encapsular enzimas y farmacos. Empleo
de liberacion controlada

1975h Chang Discusion del empleo de células artificiales en vacunas

1976 Tam, Blumenstein & | Soluciéon de Dextran con hemoglobina conjugada

Wong

1976 Bonhard et al. Desarrollo de glutaraldehido entrecruzado Poly Hb y su empleo como
substituto sanguineo

1977-1985 Células artificiales con sistema de multienzimas con co-factor de

Chang whit Campbell, reciclamiento par reacciones enzimaticas de varias pasos

Cousineau, Ilan, Grunwald,

Wahl, Yu etc.

1978 Naito & Yokoyama Desarrollo de perfluorodecalin como sustituto sanguineo

1980 Lim & Sun Alginato-polilicina-alginato encapsulado en una célula artifiical
(Science)

1980 Rosenthal & Chang Célula artificial con membrana de complejo lipido-polimero con Na',

K", ATPase

1980 Djordjevich & Miller

Membrana lipidica encapsulando Hb

1985 Mitsuno, Ohyanagi

Tratamiento clinico de perfluorodecalin como substituto sanguineo

1986 Yuan & Chang

Célula artificial con microsomas y cytosol

1986 Bourget & Chang

Presentacion oral de célula artificial con enzimas para modificacion del
metabolismo (Phenyketonuria en rata)

1986 Sipehia, Bannard &
Chang

Célula artificial con membrana que excluye a pequefas moléculas
hidrofilica pero permea a moléculas grandes lipofilicas

1989 Chang, Bourget &

Célula artificial para la remocion selectiva de aminoacidos no deseados
en el organismo

Lister

1988 Grupo Tsuchida Desarrollo y prueba in vivo de un complejo sintético —hem en liposoma
2002 Tsuchida ef al y albiimina recombinante como sustituto sanguineo

1989a Chang Uso clinico de una forma farmacéutica oral de célula artificial con
1989 Palmour ef al enzima en pacientes con la enfermedad Lesch-Nyhan

1988 Moss et al. Tratamiento clinico con glutaraldehido entrecruzado Poly Hb

1990 Hoffman Hemoglobina humana recombinada

1994 Yu & Chang

Membrana nanoartificial polimérica biodegradable de gldbulo rojo

1994 Soon-Shiong et al.

Trasplante de islotes encapsulados en una célula artificial en pacientes
con diabetes tipo 1. Reportado como insulino dependiente

1996 Prakash & Chang
(Nature Med.)

Célula artificial oral con células genéticamente modificadas en modelo
de rata urémica.

1996 Acebischer, Lysagth et
al. (Nature Med)

Fibra de polimero poroso para la encapsulacion de células modificadas
genéticamente para pacientes con esclerosis
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1998 D’ Agnillo & Chang

Nanobiotecnologia para hemoglobina entrecruzada,
superdxido dismutasa para la formacion de PolyHb-CAT-SOD soluble

catalasa y

(Nature Biotech)

1998 Tsuchida Vesicula lipidica con Hb desarrollo y prueba en animales

1999 Philips ef al. Membrana lipidica-PEG con Hb, incremento del tiempo de
recirculacion

2000 Liu & Chang Co-encapsulacion de hepatocitos y células madre adulta

2001 Lorh et al.(Lancet)

Pruebas clinicas con células artificiales con mediadores celulares para
el tratamiento de carcinoma pancreatico inoperable

2002 Gould et al.

Capacidad del soporte de vida de la polihemoglobina humana en
cirugia.

2002 Sprung et al.

El uso de polihemoglobina bovina en pacientes quirirgicos: resultados
de un ensayo multicéntrico ciego y aleatorio

2003 Chang, Powanda, Yu

Membrana PEG-PLA con hemoglobina y enzimas de globulo rojo en
nanodimensiones

2004 Bloch et al., Estudio clinico fase lpara terapia de la enfermedad de Huntington
. empleando células modificadas genéticamente para la secrecion del
Aebischer .
factor neurotrofico
2004 Yu & Chang Nanobiotecnoldgica de PolyHb-tyrosinasa en el crecimiento del
(Melanoma Res J) melanoma en un modelo de rata
2006 Liu & Chang Célula artificial con encapsulacion células regeneradoras del higado en
o . . oS
(J Liver Trans) ratas con el 90% del higado extirpado quirargicamente
2007 Yu & Roberts Empleo de células artificiales para la seleccion de restriccion de

endonucleasas

2007 Abe, H. et al.

Efecto de vesiculas de hemoglobina en reaccion anafilactica en un
modelo de rata.

2007 Sakai, H. et al.

Reporte de la observacion por un afio de ratas Wistar después de una
infusion intravenosa de vesiculas de hemoglobina

2007 Tsai & Wong

Patente 7,307,150,2007 Conjugado de Hemoglobina-Dextran como
sustituto sanguineo

2007 Discher, D. et al

Aplicacion emergente de polimerosomas en el tratamiento de un tumor

2008 Chiellini, F., et al.

Polimeros micro/nanoestructurados para aplicacion biomédica vy
farmacéutica

2009 Katz, JS., et al

Estabilizacion de la membrana en polimerosomas biodegradables con
poli(caprolactona-b-etilenglicol)

2010 Katz, JS., et al
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2014 J.M. Shah, N.H.
Shah and Hadiya

Vesiculas Novasomer de 0.1- 1.0 um de diametro con siete capas de
membranas que permiten la encapsulacion de fArmacos insolubles

2014 Richardson, J.J. et al

Microcapsulas poliméricas que pueden ser empleadas como
biorreactores y células artificiales elaboradas por lecho fluido capa por
capa (LbL)

2014 Tsai, A.G. et al
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2014 Tao, Z. and
Ghoroghchian, P.

Desarrollo futuro y uso racional en el disefio de substitutos sanguineos

1.2.1 Polimerosomas

Los polimerosomas son vesiculas sintéticas que imitan el comportamiento de las
membranas biologicas y su diferencia radica en que los polimerosomas constan de
cadenas poliméricas bien organizadas, mientras que las membranas son cadenas

poliméricas organizadas al azar.

De las células artificiales mencionadas, las vesiculas poliméricas (polimerosomas) son
las que en afios recientes han tenido una mayor atencion, después del primer informe
hecho en 1990 por Eisenberg, Bates y Discher (Goliath, 2005). Desde entonces los
bloques de copolimeros anfipaticos, dendrimeros y derivados de fulerenos han sido
clasificados como formadores de vesiculas (Forster and Borchert, 2005) y a su vez
representan una opcion como vehiculos de liberacion de farmacos (Pata and Dan,

2003).

El empleo de bloques de copolimero para la generacion de vesiculas poliméricas es una

nueva estrategia para el desarrollo de la encapsulacion. Dependiendo de la longitud y la
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naturaleza quimica del copolimero, el polimerosoma resultante puede ser mas robusto

que el liposoma comparable a su tamafio, ver fig. 1.5.

El grosor de la membrana se controla por la variacion en el grado de polimerizacién de
los bloques de las moléculas individuales mientras que la fluidez y la permeabilidad de
la membrana puede ser ajustada por el cambio de la temperatura de transicion vitrea

(Tg) del bloque hidrofobico (Lorenceau, et al., 2005).

Liposoma Polimerosoma

FIGURA 1.5. Estructura tipica de una vesicula lipidica y una vesicula polimérica

Los polimerosomas pueden disefiarse de modo que se unan moléculas unas con otras
con mucha firmeza. Sus atomos pueden enlazarse no solo dentro de un polimero simple,
sino también con los atomos de los polimeros cercanos. A esto se le conoce como
enlace cruzado, lo cual aumenta enormemente la resistencia de las células artificiales.
Se les puede almacenar facilmente durante un periodo prolongado y sin ocupar
demasiado espacio. En otras palabras, es la forma perfecta de transportar sangre
adicional para las emergencias médicas que puedan surgir en desastres naturales,

guerras y en los viajes espaciales (Discher D.E. and Ahmed F. 20006)

1.2.2 Requisitos para la elaboracion de polimerosomas
Para la elaboracion de un polimerosoma existen ciertos aspectos importantes que deben
tomarse en cuenta.

e Aparentemente no todos los bloques de copolimero pueden formar
polimerosomas, es decir, se debe de cumplir ciertas caracteristicas de
composicion (Xu, J.P. et al 2004)

e Para la formacion de copolimeros en agua, el bloque de copolimero debe de
tener entre 20 y 40% de una fraccion hidrofilica, que es la misma proporcion que

presentan los lipidos naturales. Cuando se presenta una fraccion de 45 a 55% se
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forman micelas en forma cilindrica y entre un 55 a 70% predominan las micelas
esféricas (Meng, et al 2003)

e Con bloque de copolimeros en los cuales uno de los polimeros tiene baja
temperatura de transicién vitrea, los polimerosomas se pueden formar

directamente en un medio acuoso (Afsaneh, Samuel and Kwon, 2002).

1.2.3. Elaboracion de polimerosomas

El polimerosoma puede ser formado a partir de bloques de copolimero usando
disolventes organicos, acuosos o una mezcla de ambos (Discher, et al 2001). La
formacion se lleva a cabo en dos pasos, el primero consiste de una bicapa anfipatica y

el segundo la formacion de la vesicula, ver fig. 1.6 (Forster and Borchert, 2005).

2 Y
Coplimers " SA4A4AR8

Bicapa

FIGURA 1.6. Esquema estructural de una bicapa anfipdtica de copolimero y la

formacion de la vesicula.

Los polimerosomas pueden poseer diversas formas como se muestra en la fig. 1.7, esto
va depender de las condiciones del proceso de preparacion: composicion del
copolimero, la naturaleza del disolvente y la temperatura del sistema (Soo, P.L. and

Eisenberg, A., 2004)
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FIGURA 1.7. Micrografias de diferentes tipos de vesiculas: a) vesiculas pequerias y
uniformes, b) vesiculas grandes y polidispersas, c) vesiculas atrapadas, d) vesiculas de

vacio concéntrico, e) cebollas, y f) vesiculas con tubos en la pared. Fuente: Imagen tomada de

Soo, P.L. y Eisenberg, A. Preparation of block copolymer vesicle in solution. Journal of Polymer Science: Part B:
Polymer Physics, 42:923-938, 2004.

1.2.4. Polimerosoma como sustituto sanguineo

Arifin, R. D. (2005) propuso por primera vez el empleo de polimerosoma (PEH) como
acarreador de oxigeno, a partir de combinaciéon de lipidos conjugados con
polietilenglicol para encapsular hemoglobina bovina. Aun cuando los PEH mostraron
ser mas estables que las vesiculas lipidicas y tener afinidad para enlazar oxigeno, las
dispersiones de estas vesiculas resultaron ser una mezcla de polimerosomas, micelas y
copolimeros precipitado por lo que una solucion es investigar cual seria el minimo peso

molecular necesario del copolimero para la completa formacion del polimerosoma.

Lorenceau, E. et al. (2005) propuso la generacion de polimerosomas por el método de
doble emulsion partiendo de copolimeros de PAA-PBA, donde la sintesis del
copolimero es controlada mediante el empleo de un catalizador (reaccion MADIX) que
permite determinar la composicion de los bloques hidrofilicos e hidrofobicos. En el
trabajo de Lorenceau se empled un copolimero en el cual el peso molecular (Mw) del
bloque hidrofilico fue de 1.5 K y Mw del bloque hidrofobico fue de 4K. La membrana
formada a partir de este copolimero de PAA-PBA para el desarrollo del polimerosoma
no fue uniforme en el grosor y no se logrd la evaporacion total del disolvente que se

empled en la sintesis de estos polimerosomas, lo que repercutié en su permeabilidad.
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1.3 Copolimeros
Un copolimero es una macromolécula compuesta por dos 0 mas monomeros (del griego
mono, uno y meros, parte) o unidades repetitivas distintas, que se pueden unir de

formas diferentes por medio de enlaces quimicos.

Los monomeros pueden distribuirse de forma aleatoria o periodica. Si se alternan largas
secuencias de uno y otro mondmero, se denomina copolimero en bloque. Si el cambio
de composicion se produce en las ramificaciones, se trata de un copolimero ramificado.
Para la sintesis de copolimeros existen diferentes técnicas de copolimerizacion; sintesis

al azar y reacciones de radicales de Madix (Anseth, Scott and Peppas 1996).

La caracterizacion molecular de un polimero es el proceso por el cual se obtiene

informacion acerca de:

a) La estructura quimica de las macromoléculas

b) El peso molecular del polimero

c¢) La distribucion de pesos moleculares

d) El tamaiio de las macromoléculas

e) Los movimientos moleculares originados por el calentamiento del sistema

f) La manera como se acomodan las cadenas macromoleculares para producir un

ordenamiento tridimensional

El objetivo terminal de un proceso de caracterizacion debe ser correlacionar las
caracteristicas y propiedades de las moléculas de un polimero, como sus propiedades
macroscopicas como: estructura quimica, peso molecular, distribucion de pesos
moleculares, movimientos moleculares, etc. Cuando se logra establecer este tipo de
correlaciones se puede integrar adecuadamente las tres areas que constituyen el proceso

de produccion de un material (Palacios, Flores, Ambler y Guillot, 1982).

Dentro de las técnicas analiticas de identificacion se encuentran: cromatografia de
permeacion en gel (GPC), calorimetria diferencial de barrido (DSC), infrarrojo (FT-IR),

etc.
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1.3.1 Concentracion micelar critica (CMC)

Los copolimeros compuestos de segmentos hidréfilos e hidrofobos poseen la capacidad
de formar estructuras micelares en un medio acuoso. Aunque existen varios tipos de
copolimeros de bloques potencialmente capaces de formar estructuras micelares, los
copolimeros de bloque tipo AB son los candidatos mas apropiados para disenar la
magnitud del bloque, el grado de agregacion y la estabilidad de la micela formada
debido a su arquitectura molecular simple (Pratten, M.K. et. al.1985). Se denomina
concentracion micelar critica (CMC) a la concentracion minima de un tensoactivo a
partir de la cual se forman micelas espontdneamente en una disolucion (Dominguez, A. y
col. 1997). Esta concentracion se puede determinar mediante la realizacion de
mediciones de tension superficial en una serie de soluciones con concentraciones

diferentes de tensoactivo.

Durante esta fase la tension superficial disminuye linealmente con el logaritmo de la
concentracion del tensoactivo, la CMC se determina a partir de la interseccion de las

lineas rectas como se muestra en la fig. /.8.

Termodinamicamente la tension superficial es un “fenomeno de superficie” y se
relaciona con la tendencia de un liquido a disminuir dicha superficie hasta que su
energia es minima (condicién necesaria para que el equilibrio sea estable). Como la
esfera presenta un area minima para un volumen dado, por la accién de la tension
superficial, la tendencia de una porcion de un liquido lleva a formar una esfera (por
ejemplo, gotas de agua) o a que se produzca una superficie curva o menisco cuando esta

en contacto un liquido con un recipiente.

Los tensoactivos, debido a la estructura polar-apolar de su molécula, presentan este
fenémeno y disminuyen la tension superficial del agua en concentraciones por debajo de
la concentracion en la que el tensoactivo ha cubierto la totalidad de la superficie. Por
encima de esta concentracion las moléculas del tensoactivo se dirigen hacia al interior
del liquido formando agregados de moléculas sencillas, resultando una estructura con
una orientacion especifica de alto peso molecular a partir de la cual se observan cambios
bruscos en las propiedades fisicoquimicas, como en su conductividad, presion osmética,
turbidez, tension superficial, etc. A este cambio se le llama concentracion micelar critica
(CMC) (Mitchell and Ninham 1981; Antunes, F.E. et. al 2009; Zhang and
Eisenber1998).
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FIGURA 1.8. Determinacion de la CMC a partir de datos de tension superficial.
Fuente: imagen tomada de http://www.kruss.de/en/theory/measurements/surface-tension/cme-easurement.html.
10:02,23/01/2013.

1.3.2 Tension superficial

Se denominan fenomenos superficiales a los fenomenos fisicos en los que intervienen
de forma fundamental las moléculas que se encuentran en la superficie de separacion de
dos medios no miscibles. Para la realizacion de esta determinacion se emplea el método
del desprendimiento del anillo (platino o de platino-iridio) el cual se encuentra colocado
en el tensiometro de Du Noiiy. El funcionamiento consiste en medir la fuerza necesaria
para desprender un anillo horizontal de alambre de la superficie del liquido ver fig. 1.9.
Se introduce completamente el anillo en el liquido problema, equilibrar el mismo en una
linea de referencia y a continuacion se determina el valor de la tension superficial
retirando el anillo y el liquido lentamente de tal forma que el anillo no se separe
bruscamente de la superficie libre del liquido. Para la determinacién de la tension

superficial se emplea la ecuacion 1:

v= (lectura del dial en dinas)/ (2xcircunferencia del anillo) xfactor de correcciéon (1)
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FIGURA 1.9. 4nillo de Du-Noiiy, método para medir tension superficial.

Mide la fuerza requerida para retirar el anillo de la superficie del liquido.

1.3.3 Viscosidad

Las propiedades de los polimeros en solucion estan determinadas por las caracteristicas
estructurales de la cadena macromolecular solvatada. La estructura depende de la
naturaleza de la unidad repetitiva y, en el caso de copolimeros, de la composicion y la
distribucion de los monomeros en la cadena. El método maés sencillo para medir
viscosidades es mediante un viscosimetro de Ostwald, ver fig. 1.10. Una molécula de
polimero en solucidon no es una fibra estacionaria, sino que es una cadena que se enrolla
y desenrolla constantemente cuya conformacién en el espacio cambia. En una solucion
muy diluida, puede considerarse que las moléculas individuales actian
independientemente. La manipulacion de las viscosidades de las soluciones diluidas da

un parametro importante de un polimero en un disolvente dado.

FIGURA 1.10. Viscosimetro de Ostwald-Cannon Fenske
i
—=K-t 2
: @)
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Donde t es el tiempo en que el menisco superior cae de la marca superior del
viscosimetro a la inferior (de A a B), pu es la viscosidad dinamica, p es la densidad y K
es una constante del aparato que debe determinarse por calibracion con un liquido de

viscosidad conocida (por ejemplo, agua).

1.4 Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) del copolimero por
calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La temperatura de transicion vitrea o Tg es la temperatura en el cual los materiales
plasticos, al enfriarse, pasan de ser flexibles a rigidos. Esta transicion esta relacionada
con la movilidad de segmentos de cadena y con la disponibilidad de un cierto volumen
(volumen libre) para que dicho segmento se mueva. Los factores que determinan la Tg
son aquellos que afecten la facilidad de movimiento de los segmentos de las cadenas,
siendo los més importantes la rigidez o flexibilidad de la cadena y la magnitud de las
fuerzas intermoleculares. Las propiedades especificas dependen de la masa molar de las
cadenas de polimeros y de si el sistema polimérico es semicristalino y amorfo o cruzado

(Armeniades and Baer, 1977).

Desde 1950, varios autores han intentado por distintos métodos, empleando modelos,
obtener alguna expresion que permita predecir la Tg de los copolimeros como una
funcion de la composicion (Brostow, W. et al 2008). Uno de estos modelos es la
ecuacion de Gordon — Taylor la cual es aplicada por Penzel et.al (1997) para estudiar la
contribucion de la naturaleza quimica de los constituyentes A y B en la transicion vitrea

del copolimero acrilico AB (TgAB).

Para la aplicacion de la ecuacion de Gordon-Taylor (3) la transicion vitrea de los
homopolimeros deben cumplir con esta restriccion: TgA<TgB y que el TgAB del

copolimero se encuentre dentro de este intervalo.

Te— Tor=(Tgs—Ty), 2 3)

1.5 Sintesis del polimerosoma a partir de copolimeros hidrofilicos-hidrofobicos
Algunos métodos que son utilizados para la preparacion de liposomas pueden usarse en

la preparacion de polimerosomas, como son:
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a) Rehidratacion de la membrana. Consiste en un proceso simple en el que se
rehidrata un bloque de copolimero con una solucién acuosa. La parte anfipatica se
mezcla con un disolvente organico; con esta solucidon se recubre una superficie de
vidrio, y se evapora con vacio (Bermudez, et al 2002) posteriormente se adiciona una
solucion acuosa, la cual va provocar la formacion de la vesicula (Férster and Borchert,
2005). Esta técnica es relativamente facil de hacer ya que no requiere de mucho equipo;
sin embargo, las vesiculas que se obtienen no son muy estables (Meng, Engbers and
Feijen, 2005). La encapsulacion de la sustancia se puede realizar por dos sistemas: en
el primero la encapsulacion y rehidratacion de la capa puede realizarse al mismo
tiempo, poniendo en la solucién acuosa el material que se desea encapsular; en el
segundo el polimerosoma se forma y posteriormente se llena por medio de un proceso
osmatico, sin embargo, en ambos casos el encapsulamiento tiene una baja eficiencia

(Lorenceau, E. et al. 2005)

b) Electroformacién. La electroformacion fue inventada por Angelova y Dimitrov
1986, la cual consiste en dos alambres de platino con un didametro de 0.5 mm, con un
espacio entre éstos de 0.5 cm, en los cuales se deposita la solucion de copolimeros. Se
utiliza un campo eléctrico que, en conjunto con una solucidén acuosa, provoca un
decremento de la tension superficial (Férster and Borchert, 2005) y una diferencia en la
constante dieléctrica en los bloques del copolimero, lo cual ocasiona una reorientacion
que induce la formacion de la microesfera; este es un método utilizado en la formacion
de vesiculas de una membrana y de tamafio 10—-100 um de diametro (Hamley, I.W.

2003).

c) Disolventes organicos. En este método primero se disuelve el bloque de copolimero
en un solvente miscible en agua, por ejemplo, dioxano, tetrahidrofurano (THF) o
dimetilfurano (DMF); posteriormente se adiciona agua, la cual incrementa la tension
interfacial provocando la formacion de las vesiculas (Meng, F. et al 2003). Una vez que
se obtienen los polimerosomas el disolvente se evapora con la finalidad de que dichas

estructuras sean mas estables.

d) Microfluidos. Con la ayuda de microcanales se induce la formacion de
microcapsulas mediante el uso de fluidos inmiscibles, lo cual permite generar
estructuras perfectas (esféricas) de encapsulacion. El didmetro de estas particulas

depende del tamaio de los capilares, los cuales se encuentran dentro de un intervalo de
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10-100 um; este también puede ser modificado mediante la variacion en el flujo de cada
fase. Con esta técnica se pueden obtener emulsiones monodispersas y es posible realizar
este tipo de vesiculas en un solo paso, mediante la formaciéon de una doble emulsion que
consiste en una o mas gotas pequefias suspendidas en una gota mas grande de un
segundo liquido inmiscibles; el cual es suspendido en una tercera fase. De esta manera
se puede generar dos tipos de emulsiones agua/aceite/agua (w/o/w) y la inversa

aceite/agua/aceite (0/w/0).

El estudio de los microfluidos es un campo multidisciplinar que comprende partes de la
Fisica, la Quimica, la Ingenieria y la Biotecnologia. Estudia el comportamiento de los
fluidos en la microescala y la mesoescala. También comprende el disefio de sistemas en
los que diminutas cantidades de fluido seran utilizadas. El comportamiento de los
fluidos en la microescala difiere sustancialmente de lo observado en la macroescala. La
tension superficial y la disipaciéon de la energia son completamente diferentes. En
microcanales de 10 a 500 nanometros de didmetro el numero de Reynolds es
extremadamente bajo. Por lo tanto, el fluido es siempre laminar y no ocurren
turbulencias; sélo la difusion interviene en la mezcla de fluidos (Liu, R.H. et al. 2000;

Bokenkamp et al. 1998)

La mayoria de los dispositivos de microfluidos funcionan a bajo numero de Reynolds
pero aun asi, el flujo no es lineal debido a las interacciones en la frontera entre los dos
fluidos, los efectos importantes que se observan: a) es que el limite no es estatico y b) el
movimiento de un fluido puede arrastrar al otro. La inestabilidad resultante que impulsa
la formacion de gotitas es un desafio entre la tension superficial y la fuerza de corte

(Thorsen, et al. 2001, Atencia & Beebe 2005: Kim, J. et. al. 2008).

1.6. Sintesis del polimerosoma a partir de los copolimeros de (PAA-PBA) mediante
un dispositivo en T de vidrio

Un dispositivo simple para la produccion y manipulacion de gotitas es la union en T
(Atencia J & Beebe, D. 2005), se forman gotas espontdnea de tamafio uniforme en los
microcanales cuando dos corrientes de fluido inmiscibles se unen. Este proceso implica
la fisica basica con la geometria local y quimica de la superficie del microcanal que
tiene influencia sobre la competencia de las fuerzas viscosas debida al fluido y las
fuerzas capilares que tienden a formar gotitas a fin de minimizar la superficie de

contacto entre los dos fluidos (Gupta, A. & Kumar, R. 2010). Esto da como resultado
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gotitas de tamafio comparable a los diametros del canal y este tamafio se puede ajustar
mediante el control de la velocidad del flujo volumétrico (Joanicot and Ajdari, 2005,

Utada, et al. 2005, Tice, J.D. et al 2003)

La formacion de gotas se han generado por una serie de métodos: por geometria del
dispositivo, por ruptura a través de una matriz microporosa o microcanal, flujo
perpendicular inducido, flujo hidrodinamico centrado a través de un orificio y
formacion de gotas por la ruptura en un cruce de microcanales. A pesar de los avances
significativos realizados en los ultimos afos, sigue habiendo grandes retos en el

desarrollo de técnicas de microcanales para la formacion de gotitas y sus mecanismos.

Estudios previos para sistemas liquido-liquido mostraron que el tamafio de la gota se ve
afectado por la viscosidad, tension interfacial, los flujos volumétricos y las propiedades

de mojabilidad (Xu, J.H. et al 2006).

La relacion entre las fuerzas viscosas y la capilaridad estd dada por el nimero de
capilaridad (Ca) que representa el efecto relativo entre la viscosidad (fuerzas viscosas) y
la tension superficial que actua a través de una interface entre un liquido y un gas, o
entre dos liquidos inmiscibles (Tice, J.D. et al 2004).

u
Ca=1" (4)

gy e

Dénde: p es la viscosidad dindmica del liquido, u es la velocidad caracteristicay 7 es la

tension superficial entre las dos fases.

El flujo de un fluido se clasifica en dos regimenes de flujo: laminar y turbulento. El
flujo laminar se caracteriza por el movimiento del fluido suave y constante, mientras

que el flujo turbulento se caracteriza por los vortices y las fluctuaciones de flujo.

Fisicamente los dos regimenes difieren en términos de la importancia relativa de las
fuerzas de viscosidad e inerciales. La importancia relativa de estos dos tipos e fuerzas
para una condicion de flujo dada se mide por el nimero de Reynolds (Re), como se

indica en la siguiente ecuacion:

fuerzas inerciales v¢D
Re = = 2% (5)

fuerzas viscosas u
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Doénde: p = densidad del fluido, vg = velocidad caracteristica del fluido, D =
diametro de la tuberia a través de la cual circula el fluido o longitud caracteristicas y pu =
viscosidad dindmica del fluido

A bajo numero de Reynolds, los efectos viscosos dominan sobre los efectos inerciales y
se produce un flujo completamente laminar. En el sistema de flujo laminar, las
corrientes del flujo del fluido lo hacen en forma paralela y la velocidad en cualquier
ubicacion dentro de la corriente es invariante con el tiempo cuando las condiciones del
entorno son constantes. Esto implica que se produce la transferencia de masa por
conveccion solo en la direccion del flujo y la mezcla puede lograrse solo por la difusion
molecular. Por el contrario, a altos valores de Re, el flujo es dominado por las fuerzas
inerciales y se caracteriza por un flujo turbulento. En un flujo turbulento este es
dominado por las fuerzas inerciales y el movimiento del fluido es al azar y el transporte

de masa convectiva es en todas direcciones.

Entre los regimenes definidos de flujo laminar y turbulento hay un intervalo del nimero
de Reynolds que se conoce como de transicion. Los valores exactos de este intervalo
son una funcién de muchos parametros, tales como: la forma del canal y rugosidad de la

superficie interna de este.

El valor numérico del Re de transicion en la mayoria de las situaciones se espera se
encuentre en el intervalo de 1 500 y 2 500. Para los sistemas de microfluidos, el Re es
menor de 100 y el flujo se considera esencialmente laminar. Esta caracteristica tiene una

consecuencia directa de la mezcla dentro de los dispositivos de microfluidos.

En un ambiente donde el flujo de fluidos se restringe a flujo laminar, la mezcla esta

determinada en gran medida por la difusion molecular pasiva y de adveccion.

La difusion se define como el proceso de propagacion de las moléculas de una region de
mayor concentracion a una de menor por el movimiento browniano que resulta en una

mezcla gradual de material. La difusion se describe matematicamente por la ley de Fick.
i—_p%
j=-D (6)

Donde: ¢ es la concentracion de las especies, x es la posicion de la especie y D es el

coeficiente de difusion.
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La difusién es un proceso no lineal en el que el tiempo, t, requerido para que una
especie se difunda es una escala cuadratica con la distancia x. Un caso simple de

difusion puede ser modelado en una dimension por la siguiente ecuacion:

x? = 2Dt (7)
Doénde: t es el tiempo promedio en que las particulas se difunden sobre la distancia x.

En cuanto al canal del microfluido, x representa el ancho de la corriente del fluido a ser

mezclado a lo largo del canal (Dreyfus, R. et al. 2003).

Durante mas de tres décadas se ha sabido que los copolimeros de bloque, cuando se
solubilizan en un disolvente selectivo, es decir, un disolvente que es bueno para so6lo
uno de los bloques, pueden formar micelas o agregados como un resultado de la
asociacion de los bloques insolubles. La formacion de micelas requiere la presencia de
dos fuerzas opuestas, es decir, una fuerza de atraccion entre dos bloques insolubles, lo
que conduce a la agregacion y una fuerza de repulsion entre los bloque solubles que
impiden el crecimiento ilimitado de la micela. Las micelas son estabilizadas en la
soluciéon debido a la interaccion de los bloques solubles y el disolvente. En un
disolvente polar, como el agua, se forman micelas regulares, que tienen un nucleo
hidréfobo y una corona hidroéfila. En un disolvente apolar (o baja polaridad), los bloques
se invierten, es decir, el segmento hidréfilo que forma el nuicleo es rodeado por una capa
de corona hidrofoba. Cuando las longitudes de los bloques PAA llega a ser muy corta,
los copolimeros de alta polidispersidad forman esferas (Zhang, L and Eisenberg, A,
1998). La morfologia de estos agregados se rige por un balance de las contribuciones a
la energia libre de agregacion: a) el ntcleo de la cadena de estiramiento, b) la energia
interfacial, y c) las interacciones de la cadena intercoronal; estos factores representan la
clave para la formacion y modificacion de las vesiculas de copolimero de bloque en

condiciones de equilibrio (Opsteen, J. A. et al 2004; Soo, P.L y Eisenberg, A. 2003).

Los mecanismos de fusion y fision estan relacionados con el incremento y decremento

del tamafio de la vesicula. La propuesta de los mecanismos se muestra en la tabla 8.
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Tabla 8. Los posibles mecanismos de (A) la fusion de vesiculas y (B) la fision de una
vesicula (L.Luo and A. Eisenberg, Langmuir 17:6804 2001)

A) Mecanismo de fusion de vesiculas B]Mecam.ism de la fision vesicular |
-_ -_—
Contacto y Adhesion Vesicula Feferica

Coalescencia y formacion de
la pared Enlogacion

Destahilizacion de la pared
central

Formacion interna de la pared

Estrechamiento de la cintura |y
eXterna J-n

Separacion completa

a |

Retraccion de la pared en el
centro de la pared exterior

Desprendimiento Asimétrico de
la pared central

Formacion de la pared exterior
uniforme

En el primer paso de la fusidn se involucra el contacto y adhesion de las dos vesiculas.
Esta es seguida de una coalescencia que desestabiliza la pared y se retrae en la pared
exterior. Por ultimo se da la formacion de una pared exterior para formar una vesicula

uniforme.

El proceso de la fision, implica el alargamiento de las vesiculas, seguido por la
formacién de una cintura interna y estrechamiento de la cintura externa. En este punto
una conexion entre los dos compartimentos se puede ver, con el tiempo se logra una

separacion completa (Soo, P.L y Eisenberg, A. 2004)

En muchos sistemas las micelas y las vesiculas estdn intimamente relacionadas, debido
a que se pude dar una transicion entre ellas micela-vesicula o viceversa puede ser

inducido por variables controlables, como el pH, la composicion y la temperatura.

Es sabido que las estructuras basadas en bicapa, tales como las vesiculas, son la forma
mas extendida y relevante del autoensamblaje de tensoactivo en la naturaleza, ya que

forman la base estructural de las membranas biolégicas (Lipowsky, R., 1991).
Las vesiculas son estructuras coloidales, tipicamente de forma esférica, compuestas de

una bicapa que se pliega sobre si misma y atrapa parte del disolvente. Por lo tanto, una
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vesicula tiene una coraza de tensoactivo interior y exterior y el disolvente interno,

generalmente acuoso, en donde los solutos pueden estar presentes.

Moléculas solubles en agua, con carga, pueden ser adsorbidas electrostaticamente sobre
la superficie de la vesicula o anclarse parcialmente a la bicapa, si tienen un segmento no
polar; moléculas no polares pueden solubilizarse en el ntcleo hidrofébico de la bicapa

(Antunes, F.E. et al.2009).

Como regla general, los copolimeros con relaciones hidrofilo/hidréfobo mayor 1:1
generalmente forman micelas, copolimeros con una relacion menor de 1:2 forman
vesiculas; aquellos con relaciones menores de 1:3 pueden formar vesiculas, micro-
estructuras invertidas, otras estructuras complejas y precipitados macroscopicos, estas
relaciones no son caracteristicas definitivas del disefio, la proporcion
hidroéfilo/hidrofobo es un factor importante, pero no el unico parametro determinante

(Du, J. and O’Reilly, R. 2009).

1.7. Difusion de oxigeno a través de la membrana polimérica

La difusion y la permeabilidad de los polimeros depende de su estado fisico: cristalino,
amorfo elastico y amorfo vitreo. El transporte de pequefias moléculas a través de la
membrana polimérica se debe al movimiento molecular al azar de las moléculas
individuales. La fuerza conductora de este proceso de transporte relacionada con la
sorcion, difusion y permeacion es el gradiente de concentracion entre las dos fases. Este
proceso puede ser descrito en términos de la primera ley de Fick de la difusion, de
acuerdo con el flux J, en la cual la direccion del flujo es proporcional al gradiente de

concentracion 6¢/8x (Crank, 1975; Paul, 2010).
J=-D d&c¢/dx (8)

El coeficiente de permeabilidad (P), se define como el volumen de sustancia que
atraviesa una unidad de area de espesor del polimero en una unidad de tiempo con una
diferencia de presiones a través del sistema. La permeabilidad depende del coeficiente

de solubilidad, S, y del coeficiente de difusion, D, (Ashley, 1985)
P=DS ©)

Las unidades de P son cm/s, la solubilidad esté relacionada con la naturaleza quimica de

la sustancia, el polimero y la capacidad del polimero para tomar a dicha sustancia.
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El transporte de pequefias moléculas a través de la membrana polimérica se debe al
movimiento molecular al azar de las moléculas individuales. La fuerza conductora de
este proceso de transporte relacionado con: sorcion, difusion y permeacion es el

gradiente de concentracion entre las dos fases.

Las propiedades del transporte dependen del volumen libre del polimero y el segmento
movil de la cadena del polimero. El segmento moévil de la cadena del polimero esta
afectado por la extension de la insaturacion, el grado de entrecruzamiento, el grado de

cristalinidad y la naturaleza del sustituyente.

La temperatura de transicion vitrea (Tg) tiene influencia en las propiedades del
transporte. Los polimeros con una baja de temperatura de Tg poseen un segmento de

alta movilidad y por lo tanto tendran alta difusividad.

Se sabe que la difusividad decrece cuando la extension de insaturacion en el esqueleto
del polimero es menor que la hidrogenacion. Esto es porque la insaturacion en la cadena
del polimero provee movilidad del segmento, mientras que la saturacion tiende a
restringirla y el peso molecular del polimero influye significativamente en el proceso
del trasporte. A medida que aumenta el peso molecular del polimero, disminuye el
nimero de extremos de cadenas. Los extremos de cadena representan una
discontinuidad y pueden formar sitios para la molécula permeante, a ser absorbido en

polimeros cristalinos (Soney, C.G. and Sabu, T. 2001).

1.7.1 Cinética de absorcion y desorcion

La velocidad de sorcion del gas se emplea para estimar el coeficiente de difusion. La
medida de esta velocidad de transporte puede ser empleada para estudiar la velocidad de
movilidad del agente penetrante y de la cadena polimérica durante el proceso de
sorcion. La movilidad relativa se clasifica como: Caso I (Fickiano) o Caso II (no

Fickiano).

Caso 1. La sorcion ocurre cuando el penetrante-polimero obedece la difusion Fickiana
donde la movilidad del penetrante es mas lenta que la movilidad de la cadena del
polimero. En el caso I, la velocidad de masa del penetrante es proporcional a la raiz

cuadrada del tiempo. La correlaciéon matematica se presenta a continuacion.

M, D
— =4 — 10
Moo Ti2 (10)
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Mt es la cantidad de la pérdida de la sustancia que atraviesa el polimero a un tiempo t y
M, es la cantidad final de la sustancia perdida hasta que se alcanza el equilibrio. El
coeficiente de difusiéon puede ser facilmente extrapolado por una observacion del
gradiente inicial de la grafica M¢y/M., en funcion a la raiz cuadrada del tiempo (t"%). En
el caso donde el coeficiente de difusion es constante la grafica de sorcidon es una linea

recta.

Caso II. La velocidad de difusion del penetrante es tan rapida como la movilidad de la
cadena, lo que conduce a la turgencia del polimero. La sorcién se produce durante la
movilidad del penetrante y la cadena del polimero. Debido a la naturaleza compleja de
la cinética de sorcidn, este comportamiento se conoce como no fickiano (Crank, J.

1975)
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CAPITULO II
OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.0 Objetivo General
Desarrollo de una célula artificial, a partir de polimerosomas, que contenga como base

hemoglobina (Hb) y que cumpla con las propiedades de transporte de oxigeno.

2.1 Objetivos Especificos

A. Sintetizar el copolimero de poli (4cido acrilico)-poli (acrilato de butilo) de
bajo peso molecular que funcionara como membrana sintética para el
desarrollo del polimerosoma.

B. Caracterizar los copolimeros de PAA-PBA mediante las técnicas de
calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia infrarroja (IR) y
cromatografia de permeacion en gel (GPC)

C. Seleccionar los copolimeros de PAA-PBA que permitan la sintesis del
‘polimerosoma.

D. Sintesis de los polimerosomas con carga de hemoglobina (Hb)

E. Caracterizacion del polimerosoma-Hb mediante la determinacion del
porciento de encapsulaciéon de hemoglobina, distribucién del tamafo de la
vesicula y formacion de la bicapa polimérica mediante la microscopia de luz.

F. Determinar la permeabilidad del oxigeno a través de la membrana polimérica
del polimerosoma

G. Comparar las caracteristicas fisicas del eritrocito con el polimerosoma-Hb

H. Determinar las propiedades reoldgicas del polimerosoma mediante la
elaboracion de una suspension de estos en una solucion de poliacrilamida.

2.2 Justificacion
La encapsulacion de la Hb en vesiculas permite ciertas ventajas en la manipulacion de
sus propiedades fisicoquimicas y una vida media mas larga (Riess, J. G., 2001); asi
mismo, se pueden co-encapsular enzimas reductasas que suprimirian la formacion de
meta hemoglobina (Wright, R.O. et al. 1996, Teramura, Y. et al. 2003; Takeoka, S. et
al. 1997).

En este sentido, los dos tipos de encapsulacion, hasta ahora estudiados, son las

nanocapsulas (acido polilactico y poliglicolico) y liposomas compuestos por
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fosfolipidos. Ambas membranas sintéticas no contienen grupos antigénicos en su

superficie, de manera que se facilita que sean potenciales acarreadores de oxigeno.

Los liposomas son permeables al agua y moléculas no polares, tal como el oxigeno; el
tamafio de la particula puede ser mayor de 100 nm, con lo cual se puede prevenir su
filtracion por los capilares y los tubulos renales, la desventaja que se presenta es que el
periodo de circulacion es de 12 a 18 horas (Phillips, W. TR. et al. 1999, Farmer, M. C.
and Gaber, B. P. 1987) y después de varios dias de almacenamiento se presenta
agregacion intervesicular y fusion. Para resolver esta problematica el liposoma fue
conjugado con polietilenglicol (PEG), aumentando su vida de 36 a 48 horas. Sin
embargo, la densidad de superficie y la longitud de la cadena del PEG para formar una
bicapa en el liposoma esta severamente limitada (Shimada, K. et al. 2000; Bedu-Addo,
F. K et al. 1996) ademas de que se ha observado que se da una activacion del sistema

del complemento (reaccién inmunoldgica) y activacion de enzimas proteoliticas.

Las nanocapsulas son mas fuertes y porosas que los liposomas, sin embargo, pequefias
moléculas hidrofilicas y proteinas pueden atravesar la membrana (Arifin, D. R. and

Palmer, A. F. 2003; Chang T. M. S.1999; Wallace, Maxwell and Caughey, 1974).

A la luz de estos resultados se hace necesario continuar en el desarrollo de substitutos

de sangre artificial confiable HBOC (Hemoglobin-based oxygen carriers de sus siglas

en inglés) (http://www.jdaross.memail.com/cell2.htm15 nov.209.11:45 pm).

Con base a lo anterior, el proposito de esta investigacion es desarrollar un prototipo de
célula artificial tipo eritrocito a partir de un polimerosoma de PAA-PBA, que cumpla
con las caracteristicas fenomenologicas de esta célula in vivo y su capacidad de

transporte de oxigeno.

2.3 Hipotesis de trabajo

Sila versatilidad en la sintesis quimica de los copolimeros permite determinar el grosor
de la membrana, la funcionalidad de la superficie y la cinética de degradacion, entonces
con la sintesis al azar de un copolimero formado con PAA-PBA que contenga
hemoglobina, se logrard que el sistema desempefie la funcion del transporte y

liberacion de oxigeno y sea considerado como un prototipo de célula artificial.
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CAPITULO 111
PARTE EXPERIMENTAL

3.0 Reactivos y equipo

Acido acrilico anhidro (Fluka), acrilato de butilo (Fluka), peréxido de benzoilo
(Aldrich), estandares de poliestireno (Supelco), tetrahidrofurano HPLC (J.T.Baker),
glicerol (J.T.Baker), bafio de recirculacion Lauda Brinkman RM6, Ultrasonido Vibra-
cell, calorimetro Diferencial de Barrido (DSC-7) de Perkin- Elmer, cromatégrafo
Shimatzu que consta de una bomba isocratica LC-10 AD, horno CTO-10 AD y detector
de indice de refraccion RID-10 A, columnas TSK gel™ GM-HHR-M de 30 cm x 7.8
mm ID, 5um, tensidémetro de Du-Nolly, para la espectroscopia infrarroja el Spectrum
400 para IR/FIR Perkin- Elmer y para medir el oxigeno disuelto Dissolved Oxygen
Meter HI9146 Hanna.

3.1 Sintesis del copolimero poliacido acrilico-poliacrilato de butilo (PAA-PBA)

Se planted un disefio factorial 2° (Russell, K.G et.al. 2004: Voelkel, J.G. et al. 2005)
para determinar las condiciones de sintesis al azar del copolimero PAA-PBA, para
obtener pesos moleculares bajos del copolimero que cumplan con las caracteristicas de

permeabilidad y flexibilidad.

Se seleccionaron como variables del proceso de sintesis: temperatura entre 60°C y
75°C, ultrasonido con frecuencias entre 50 y 100 amplitud en Hertz, tiempo de reaccion
entre 15 y 20 min, cantidad del iniciador entre 2.0 y 4.0 mg y la relacion molar de los

monomeros entre 1:2 (&cido acrilico:butil acrilato).

Para determinar la cantidad de experimentos a realizar en combinaciéon con el factor
bajo y el factor alto de las variables se empled el paquete estadistico JMP 8§ SAS
Institute Inc., Cary, NC, ver tabla 9. Siendo la variable de respuesta el peso molecular

de cada copolimero sintetizado.

3.1.1 Determinacion del peso molecular por cromatografia en permeacion en gel
(GPO)

Se construy6 una curva de poliestireno en un intervalo de peso molecular de 250 — 9000
g/mol en una concentracion de 10 mg/mL en THF. Condiciones del equipo: inyectar 50

uL de la solucion estandar de poliestireno, con temperatura del horno a 30°C y un flujo
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volumétrico de 1.0 mL/min (Heyden, Y.V et al, 2003; Juan, C.A. et al, 2010). Se
determind la relacion lineal de la curva de los estindares de poliestireno contra los

tiempos de retencion (tr).

Tabla 9 Diserio factorial completo con la combinacion de factores para la sintesis del

copolimero PAA-PBA, obtenido del paquete estadistico JMP 8 SAS.
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3.1.2 Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) por calorimetria
diferencial de barrido (DSC)

Para la realizacion de la prueba se emplearon crisoles de aluminio sellados con 4.88 mg
aproximadamente cada uno de los copolimeros PAA-PBA sintetizados. Las muestras
fueron enfriadas a -70°C y equilibradas a esa temperatura durante 3 min, después fueron

calentadas hasta 110°C, a una tasa de cambio de 1.0 °C/min bajo corriente de nitrogeno.
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3.1.3 Determinacion de la tension superficial y de la concentracion micelar critica
(CMC) de los copolimeros de PAA-PBA

Se preparan soluciones de los diferentes copolimeros de PAA-PBA en un intervalo de
concentracion de 2.0 x10™ M a 60 x10™* M y se analizaran de acuerdo a lo indicado en

el apartado 1.3.1 y 1.3.2.

3.1.4 Caracterizacion del copolimero de PAA-PBA por espectro de infrarrojo

Las determinaciones se realizaron en Spectrum 400 FT/IR Perkin- Elmer.

3.2 Sintesis del polimerosoma mediante un dispositivo en T de vidrio

Para la sintesis del polimerosoma se propone el empleo de la técnica de microfluidos en
un dispositivo en T de vidrio con flujos convergentes y un flujo volumétrico 1.5
mL/min, para generar una doble emulsion que consiste en gotas de agua rodeada por
una capa de disolvente organico (Okushima, S. et. al. 2004, Perro, A. et. al. 2011); el

copolimero es disuelto en una mezcla organica de THF : Tolueno (50:50).

Los polimerosomas son formados por la evaporacion completa del disolvente organico
del armazon. La fase interna acuosa es una solucion de hemoglobina y la fase externa es
una mezcla que consiste de 80% (v/v) de glicerol en agua destilada. La evaporacion

causa que el copolimero amfifilico se ensamble, formando el polimerosoma ver fig. 3.1,

fig. 3.2y fig. 3.3.

FIGURA 3.1. Dispositivo en T para la elaboracion de los polimerosomas
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FIGURA 3.2. Vesiculas poliméricas

Polimerosoma
cargado con Hb

FIGURA 3.3. Polimerosomas cargados con hemoglobina

3.2.1 Cantidad de hemoglobina encapsulada por el polimerosoma

La eficiencia de encapsulacion durante la formacion de los polimerosomas es
importante para su aplicacion (Lee, J.C.-M et al. 2001). Para determinar la eficiencia
de encapsulacion de hemoglobina por el polimerosoma elaborado con los diversos
copolimeros de PAA-PBA, se procesa una curva de calibraciéon de hemoglobina
humana en un intervalo de concentracion de 200 — 1000 pg/mL en solucion reguladora

de fosfatos pH 7.4 y se leen en el espectrofotometro a una longitud de onda de méxima
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absorcion de 430 nm (Yeo, Y. and Park, K., 2004). La eficiencia de encapsulacion se

calcula por medio de la siguiente formula:

__ Hbencapsulada

EE = x 100 (11)
Hb total

3.3. Determinacion de la difusion de oxigeno a través de la membrana polimérica
El procedimiento para determinar el paso del oxigeno a través de la membrana sintética

(copolimero de PAA-PBA) del polimerosoma, se realiza lo siguiente:

a) Adicionar 10 mL de una mezcla de glicerol: agua (50:50) a un vaso
enchaquetado de 150 mL provisto con tapa, con un agitador magnético y
conectado a un recirculador con agua a una temperatura de 37°C.

b) Cerrar el vaso con la tapa y en agitacion, dejar bajo extraccion al vacio durante
24 horas.

c) Pasado este tiempo, inyectar oxigeno durante 2 min y determinar la cantidad de
oxigeno disuelto en la mezcla de glicerol: agua (50:50) por medio del
oxigenometro, ver fig. 3.4, a una temperatura de 37°C.

d) Adicionar 3.0 mL de los polimerosoma, agitar ligeramente durante un minuto y

proceder con las determinaciones de la cantidad de oxigeno remanente.

FIGURA 3.4 Medidor de oxigeno disuelto Hanna (HI9146)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion del peso molecular por cromatografia en permeacion en gel
(GPO)

La relacion entre la variable dependiente (estandares de poliestireno de diferentes PM) y
la variable independiente (tiempo de retencion (tr) min) resulto ser lineal en el intervalo
de los pesos moleculares de 250 — 9000 g/mol con una ordenada al origen de 23.587,
una pendiente de -0.5861 y un coeficiente de correlacion de 0.9911, ver fig. 4.1 y en la

fig. 4.2 se muestra uno de los cromatogramas obtenidos.

Con el empleo de esta técnica analitica permitié determinar el peso molecular promedio
en numero (Mn); el cual esté relacionado directamente con el grado de polimerizacion,
que es una medida de la longitud de las cadenas poliméricas, ademas de que este valor
estd determinado por la fraccion de bajo peso molecular, mientras que Mw (peso

molecular promedio en peso) indica la fraccidon de alto peso molecular.

La relacion Mw / Mn se emplea como una medida de la polidispersidad, que indica la

homogeneidad de la muestra.

La longitud de las moléculas poliméricas tiene influencia notable en algunas de las
propiedades de los polimeros, principalmente en las mecanicas (Sauer and Pae ,1977;

Meijer, H.E.H. and Govaert, L.E. 2005).

Ki-Chang, L., Jai-Hyuk, H. & Kwang-Jea, K (2009) encontraron, que cuando el peso
molecular del poliacido acrilico (PAA) decrece, el peso molecular del poliacrilato de
butilo (PBA) aumenta junto con la velocidad de polimerizacion, mientras que el tamafio
de particula del PBA decrece debido a la formacion del copolimero en bloque (PAA-
PBA), el cual juega un papel importante en la estabilidad de la particula.

Con los pesos moleculares de cada uno de los copolimeros de PAA-PBA determinados
se ingresaron como variable de respuesta al disefio factorial completo que se mostr6 en
la tabla 9 con la finalidad de determinar el efecto de la temperatura, la frecuencia, el
tiempo, la concentracion del iniciador y la relacion molar de los mondmeros en el peso

molecular por medio del paquete estadistico JMP 8 SAS Institute Inc., Cary, NC.
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FIGURA 4.1 Linealidad del método analitico por GPC para la determinacion de los
Mw de los copolimeros de PAA-PBA
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FIGURA 4.2 Cromatograma por GPC del copolimero de PAA-PBA
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4.1.1 Analisis estadistico de los pesos moleculares de los copolimeros de PAA-PBA

obtenidos del disefio factorial 2*

Por medio del paquete estadistico se observa el grado de dispersion de los datos

correspondientes a los pesos moleculares de los 46 copolimeros de PAA-PBA

sintetizados al azar, cuyos pesos moleculares se encuentran en el intervalo de 500 a

5000 g/mol, ver la fig. 4.3.

5000
4500 —
4000
3500 —
3000 +
2500 —
2000 —
1500 —
1000 —

500

-1.641.28 -0.67

0.0 0.67' 1.281.6:

0.1 0.2

0.5 0.8 0.90.95

Normal Quantile Plot

FIGURA 4.3. Distribucion de los pesos moleculares de los copolimeros de PAA-PBA

por el diseiio factorial 2*, determinados por el paquete estadistico JMP 8

En la fig. 4.4 se observan los efectos principales de las variables del proceso sobre el

peso molecular asi como las interacciones entre ellas mediante los contrastes absolutos.

FIGURA 4.4. Efectos de las variables del proceso sobre el peso molecular de los

copolimeros de PAA-PBA
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En la tabla 10 se muestra como la variable temperatura interactia de manera
significativa con el iniciador, con la frecuencia y con la relacion del monoémero. El
efecto menos caracteristico es con el tiempo. En la fig.4.5 se observa el perfil de
prediccion con cambio de la pendiente de la variable temperatura y esta como influye
en el cambio de la pendiente del iniciador, frecuencia, tiempo y relacion de monomero,
asi como una propuesta de lo que seria el perfil deseable de la sintesis del copolimero de

PAA-PBA para aminorar el grado de dispersion en los pesos moleculares.

Tabla 10. Efecto de la prueba del perfil de prediccion de la sintesis del copolimero

PAA-PBA
Fuente Prob>ChiSq
Temperatura*iniciador 0.0294
Temperatura*frecuencia 0.0195
Temperatura*relacion de monomero 0.0176
Temperatura*tiempo 0.0725

PMiog
3.259563
+0.066085

T T T T T T T TT1T T T T T TT T T T T TT T T T T 1
O B O LN I M 1 YO O O QO O O © N~ O D O N T © © N
© © ~ 0~ i oy D O K © ® - = = <
1

O+~ v~ «~ « «— N
- 5
67.5 3 75 17.5 Relacion
Temperatura Iniciador Frecuencia Tiempo de monomero

FIGURA 4.5 Perfil de prediccion de las variables involucradas en la sintesis del
copolimero PAA-PBA

4.1.2 Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) por calorimetria
diferencial de barrido (DCS)

La transicion vitrea del homopolimero de acrilato de butilo (PBA) fue de -46.08°C y el
del homopolimero de acido acrilico (PAA) fue de 111.01°C que coinciden con los
reportados por Penzel et.al (1997). En la fig. 4.6 muestra la grafica del Tg con la
composicion del acido acrilico en el copolimero (PAA-PBA) y en la fig. 4.7 se observa
el termograma. La ecuacion de Gordon-Taylor explica la relacion del Tg del

copolimero con los datos experimentales de la sintesis de este.
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FIGURA 4.6. Relacion entre el Tg del copolimero PAA-PBA en funcion de la
composicion del monomero AA
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FIGURA 4.7 Termograma del copolimero PAA-PBA

Segun esta ecuacion, las unidades monoméricas del acido acrilico (AA) contribuyen a la
flexibilidad de la cadena y es aditiva. En la tabla 11 se muestra la composicion
porcentual del mondmero de acido acrilico (AA) y del acrilato de butilo (BA) obtenido
mediante la ecuacion de Gordon-Taylor con sus respectivas Tg y polidispersidad, de
los copolimeros de PAA-PBA que se seleccionaron en base a su peso molecular y se
encuentran en el intervalo de 2000 a 5000 g/mol. En consecuencia, para pesos

moleculares (PM) bajos puede encontrarse que la Tg disminuye, lo cual puede
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explicarse considerando que, en un volumen dado, los polimeros de PM pequefio tienen

mas extremos de cadena que un polimero de PM mayor.

Se selecciond este intervalo de pesos moleculares para abordar la propuesta de Arifin,
D.R. (2005) como resultado de su propio desarrollo de polimerosomas cargado con
hemoglobina en donde se menciona que las dispersiones de las vesiculas poliméricas
resultaron ser una mezcla de polimerosomas, micelas y copolimeros precipitado por lo
que una solucion es investigar ;cudl seria el minimo peso molecular necesario del

copolimero para la completa formacion del polimerosoma?

Tabla 11. Composicion porcentual del monomero de acido acrilico (AA) y del acrilato
de butilo (BA) obtenido mediante la ecuacion de Gordon-Taylor en el copolimero con
sus respectivas Tg y polidispersidad

Cp Tg (°C) Mw DP % AA %BA
(g/mol)
1 -2.90 2728.39 1.47 39.58 60.42
6 -8.99 3297.00 1.07 22.54 77.46
7 -9.77 2539.21 1.34 21.96 78.04
8 -10.41 4048.00 1.49 21.62 78.38
13 -10.14 2744.03 1.67 21.59 78.51
24 -10.04 2814.64 1.75 21.55 78.45
39 -9.00 4299.88 1.20 21.32 78.68
40 -10.74 4707.21 1.46 21.11 78.89
41 -9.86 4488.39 1.19 20.84 79.16
42 -9.33 2432.57 1.17 21.96 78.04
44 -10.11 2128.70 1.60 21.35 78.65

Con los resultados anteriores observamos que los valores de la temperatura de
transicion vitrea (Tg) de los copolimeros se encuentran dentro del intervalo del TgA del
homopolimero de acrilato de butilo (PBA) de -46.08°C y el TgB del homopolimero de
acido acrilico (PAA) de 111.01°C, mientras mayor sea la distancia entre las cadenas su
Tg es mas baja y esto es atribuible al aumento del volumen libre entre las cadenas (-
CH,-) favoreciendo la flexibilidad; la permeabilidad de la membrana que puede ser

ajustada por el cambio de Tg del bloque hidrofobico.

Tomando en cuenta la informacién de la temperatura de transicion vitrea (Tg) y como

se sabe que a una baja Tg, los polimerosomas se pueden formar directamente en medio
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acuoso se seleccionaron al Cpl con una Tg de -2.90, Cp6 con una Tg de -8.99 y Cp40
con una Tg de -10.74 °C, con un porcentaje de la parte hidrofilica del 39.58%, 22.54% y
21.11% respectivamente que es coincidente con la proporcidon que presentan los lipidos
naturales, asimismo la contribucion de la parte hidrofobica fue: Cpl del 60.42%, Cp6

del 77.46% y Cp40 del 78.89 .

En relacion a la parte hidrofilica (AA) e hidrofobica (BA) Discher y Eisenberg (2002)
propusieron una ley empirica general en la que se establece que los copolimeros que
poseen una fraccion en peso hidrofila mayor 50%; probablemente formaran micelas
esféricas, mientras que aquellos con menos de 25% se autoensamblan en micelas
invertidas (hidrofilica-hidrofobica). A su vez, predicen que los copolimeros con una
fraccion en peso hidréfila situada entre 25-50% formaran polimerosomas. De acuerdo a
esta ley empirica se esperaria, que experimentalmente, el copolimero Cpl con 39.58%
de AA forme vesiculas, mientras que los copolimeros Cp6 22.54% de AA y el Cp40 con

21.11% AA formen micelas invertidas

4.1.3 Caracterizacion del copolimero de PAA-PBA por espectroscopia de
infrarrojo

En la fig. 4.8 muestra el espectro del copolimero de PAA-PBA (Cpl) comparado con el
espectro de sus respectivos homopolimeros de acrilato de butilo (PBA) y 4cido acrilico

(PAA).

PBA

T

-1

FIGURA 4.8. Infrarrojo comparativo del copolimero PAA-PBA con sus respectivos
homopolimeros
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La comparacion entre los espectros de infrarrojo de los homopolimeros de PAA, PBA y
el copolimero de PAA-PBA ponen en evidencia la copolimerizacion de los monomeros
de (&cido acrilico) AA y (acrilato de butilo) BA debido a las bandas de absorcion que se
observan: en la sefial de 1800 a 1600 cm™ este pico se debe al doble enlace C = C sin
que haya una extension de la vibracién; el pico ancho de absorciéon a 3000 cm 'y la
sefial 2600-2800 cm ' debido al grupo ~COOH desaparece. El pico de absorcion 1733
cm’ pertenece a la extension de la vibracion de C = O y el pico de absorcion 2872 cm™
es la extension de la vibracion de —CHj, este espectro coincide con el obtenido por Jing,

H. et.al 2008.

4.1.4 Determinacion de la Concentracion micelar critica por medio de la Tension
Superficial de los copolimeros Cpy, Cpsy Cpao

Debido a que el copolimero PAA-PBA tiene propiedades anfifilicas fue posible
determinar la CMC en el intervalo de concentracion de 2.0 x10*M a 60 x10™* M, como

se observa en la fig. 4.9.
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FIGURA 4.9. Determinacion de la CMC del copolimero PAA-PBA por medio de la

tension superficial

Cuando la concentracion del agente tensoactivo se incrementa, la tension superficial
continua decreciendo, hasta que ya no hay un cambio en la tension superficial atribuible
a la auto-asociacion a bajas concentraciones, los anfifilos pueden lograr un adecuado
decremento en la energia libre del sistema por acumulacion en la superficie o interfase
de tal forma que se elimina el grupo hidrofoébico del medio acuoso, situacion que
coincide para el copolimero Cp6 y Cp40 en donde se puede observar un decremento

rapido de la tension superficial, siendo diferente para el copolimero Cpl en el cual, el
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cambio de tension superficial es mas suave; este comportamiento se puede deber a la
diferente composicion hidrofilica e hidrofobica del copolimero, siendo semejantes entre
el Cp6 y Cp40 y diferente para el Cpl como se puede observar en la tabla 12. Las
micelas estan en equilibrio dindmico con las moléculas libres en la solucion, la micela
continuamente se rompe y se forma. A partir de estas concentraciones se formaran

micelas espontaneamente (Lasic, D. 1988)

Tabla 12. Concentracion micelar critica para el copolimero de PAA-PBA (Cpl, Cp6 y
Cp40) con su respectiva proporcion de monomeros.

Copolimero CMC (M) % AA % BA
Cp 1 2.28x 10 39.58 60.42
Cp 6 6.32 x 107 22.54 77.46
Cp 40 2.30x 10" 21.11 78.89

4.2 Sintesis del polimerosoma a partir de los copolimeros de (PAA-PBA) mediante
un dispositivo en T de vidrio

En base a lo expuesto en el apartado 1.6 se calcul6 el nimero de Reynolds y el nimero
de capilaridad Ca para cada copolimero de PAA-PBA seleccionado, estos se muestran

en la tabla 13.

Tabla 13. Numero de Capilaridad y Numero de Reynolds determinados para cada
copolimero de PAA-PBA en el dispositivo en T

Copolimero PAA-PBA No de Reynolds (Re) No. de Capilaridad (Ca)
Cpl 8.20 5.1673 x 10
Cp6 8.51 5.4035 x 10
Cp40 6.07 7.4981 x 10

Con base a los resultados tenemos: a) antes de ponerse en contacto los dos fluidos
inmiscibles en el cruce del dispositivo en T, primero deben de humectar las paredes, b)
cuando los dos fluidos inmiscibles entran en contacto en el cruce de la T, se forma una
emulsion donde un liquido se dispersa en otro, originando zonas de transicion: la
primera zona, en el cual el perfil de flujo es parabolico con el fluido en el centro del

movimiento capilar a una velocidad mas alta que el fluido cerca de las paredes.
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Adicionalmente la dispersion también se produce debido a la difusion y el mezclado de
las dos fases inmiscibles, de tal manera que se forma la gotita en la unioén T; la segunda
zona de transicion, es el movimiento de esta en el canal y la tercera zona es el
movimiento en el fluido lo que origina ligeras modificaciones del flujo en la superficie
de la gota que afecta el movimiento de la gota vecina; este comportamiento en el
dispositivo se explica por el nimero de Re critico (Re.), este nimero determina el
umbral entre el comportamiento laminar y turbulento en el movimiento de un fluido y

se habla de flujos de transicion.

Los valores del nimero de Reynolds quedan expresados: Re < 1 fuerzas viscosas
dominantes, Re > 1 fuerzas de inercia dominantes. Re > Re, régimen turbulento
(longitud caracteristica: longitud del lado en direccion al flujo; geometria: placa plana),
Re < Re. régimen laminar (longitud caracteristica: didmetro; geometria: cilindro
vertical); por los valores observados en la tabla 13 para el nimero de Re tenemos que

el comportamiento del fluido es laminar.

Los valores tipicos para el niimero de capilaridad (Ca) estan en el orden de 107 a 107,
mostrando que las fuerzas capilares dominan el sistema contra las fuerzas viscosas
(Dreyfus, R. et al. 2003; Xu, J.H. et al 2006), los valores del nimero de capilaridad
calculados para cada copolimero (Cpl, Cp6 y Cp40) estan en el orden 10™ coincidente

en que la tension superficial es la dominante.

4.2.1 Distribucion del tamaiio de la vesicula formada (Polimerosoma)

Se observaron las vesiculas formadas por cada copolimero de PAA-PBA (Cpl, Cp6 y
Cp40) con el microscopio de luz, empleando el objetivo de 100x; se tomaron fotografias
y se procesaron las imagenes con el paquete ScopePhoto 3.0. Se determin6 el nimero
de vesiculas formadas por cada copolimero de PAA-PBA, asimismo se determiné el

tamafio de la vesicula por la medida del diametro, ver fig.4.10.

La formacion de vesicula totales para cada copolimero fueron: Cplcon 334, Cp6 con
244 y Cp 40 con 585, quedando distribuidas de la siguiente manera: para el copolimero
Cpl, formandose 63 vesiculas de 16.37 um de didmetro, 132 de 23.92 um, 101 de 34.03
um y 38 de 44.68 um; en el caso del copolimero Cp6 fueron 69 vesiculas de 13.68 um
de didmetro, 59 de 24.9 um, 79 de 34.39 um y 37 de 44.87 um y para el copolimero
Cp40 se formaron 50 vesiculas de 17.12 um de diametro, 302 de 25.04 pm, 159 de 34.0
um, 74 de 43.5 pm.
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Cp 1 filtro amarillo 100X Cpl imagen procesada poy el,‘pa'queté:
ScopePhoto 3.0 (
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FIGURA 4.10 Imagen del Cpl observada en el microscopio con el objetivo 100x con
filtro amarillo y en la fotografia en gris con el procesador de imagen del paquete
ScopePhoto 3.0
La distribucion de los diferentes diametros que se obtuvieron se puede atribuir al flujo
volumétrico, debido a que al inicio del proceso éste fue de 1.57 mL/min y al final del
proceso fue de 1.2 ml/min, esto debido al cambio de la presion hidrostética. Se realizo
un tratamiento estadistico de los datos y se determiné el valor Dy (didmetro promedio
que se basa en la longitud), Apom.  (4rea promedio) y Vprom (Volumen promedio) ver

tabla 13

Tabla 14 No. de capilaridad y el diametro promedio, area promedio y volumen

promedio de las vesiculas para cada copolimero de PAA-PBA

Copolimero No. de )
Vesiculas
PAA-PBA Capilaridad
(Ca) DL pm Aprom umZ Vprom umS
Cpl 5.1673 x 10™
2791 30.59 33.14
Cp6 5.4035x 10 27.82 32.02 35.15
Cp40 7.4981 x 10™ 29.13 30.97 32.82

En la tabla 14 se puede observar la relacion entre el nimero de capilaridad (Ca) y los
diametros (D) de las vesiculas: para Cpl 27.91 um, Cp6 27.82 um y Cp 40 29.13 um,

se corrobora que la tension superficial es dominante ya que cuando el tamafio de la gota
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es menor que el ancho del microcanal (diy del dispositivo es de 3.8um) las gotitas son
suficientemente pequefias, la humectabilidad debida por las paredes de los canales no
son importantes y la ruptura para la formacion de la gota se basa en el esfuerzo de la
corriente impuesta (7Tice, J.D. et al 2004). En la tabla 15 se muestra la capacidad

estimada de encapsulacion de las vesiculas de Cp1, Cp6 y Cp40.

Tabla 15. Capacidad estimada de encapsulacion en porciento para cada tamaiio de

vesicula de cada copolimero de PAA-PBA

Cpl Cpé6 Cp 40
No de Tamaiio Capacidad No de Tamaiio Capacidad No de Tamaiio Capacidad
vesiculas de estimada de | vesiculas de estimada de | vesiculas de estimada de
vesicula | encapsulacion vesicula | encapsulacion vesicula | encapsulacion

(nm) (%) (um) (%) (um) (%)

63 16.37 3.09 69 13.68 2.46 50 17.12 1.44

132 23.92 19.16 59 24.9 12.0 302 25.04 27.5

101 34.03 41.98 79 34.39 41.93 159 34.0 36.24

38 44.68 35.78 37 44.87 43.61 74 43.5 35.32

La capacidad estimada de la encapsulacion se determind en funcidén del volumen y del
numero de vesiculas formadas: para Cpl de 19.16%, para Cp6 41.93% y para Cp40
27.5%, si la membrana sintética de la vesicula no es flexible, experimentalmente se

esperaria que el por ciento de encapsulacion esté cerca de estos valores.

4.2.2. Determinacion de la cantidad de hemoglobina (Hb) encapsulada por el
polimerosoma

La relacion lineal entre la absorcion vs la concentracion de hemoglobina en el intervalo
200 — 1000 pg/mL, se muestra en la fig. 4.1/ con un intercepto de -0.0377, una

pendiente de 0.0015 y un coeficiente de correlacion de 0.999.

2 -
£ 1,5 -
=
g b
<5 - Abs. =0,0015 Conc. Hb - 0,0377

R?=0,999
0 T T 1
0 500 1000 1500
Conc. ug/mL Hb

FIGURA 4.11 Linealidad del método analitico espectrofotométrico para la

cuantificacion de hemoglobina
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Con base en la ecuacion obtenida se determind el porcentaje de encapsulacion de
hemoglobina para cada copolimero de PAA-PBA, siendo los siguientes: Cpl = 56.9 +
2.23, Cp6 =39.57+2.33 y Cp40 = 59.76+ 1.54

Al comparar los porcentaje de encapsulacion de hemoglobina determinados
experimentalmente, comparados con la capacidad estimada para cada copolimero
determinada tedricamente tenemos: Cplcapacidad estimada = 19.16 % y Cplosencapsulado =
56.9%, lo que muestra que hay un crecimiento de la vesicula 37.74 veces, Cp6capacidad
estimada = 41.93 % y Cpbojencapsulado = 39.57, en este caso la vesicula se aproxima al valor
estimado, para Cp40capacidad estimada = 27.5% y Cp40vencapsulado = 59.76%, mostrando un

crecimiento de 32.26 veces.

Con base a los resultados obtenidos el copolimero Cpl y Cp40 muestran cierto
crecimiento en su volumen que permitié encapsular a la hemoglobina mas alla del valor

estimado, en el caso del copolimero Cp6 no se mostrd este comportamiento.

Enlafig. 4.12, fig. 4.13, fig. 4.14 y fig. 4.15 se muestran las imagenes de las vesiculas

poliméricas formadas.

FIGURA 4.12. Vesiculas formadas con el Copolimero de PAA-PBA (Cpl)

Todas las observaciones se realizaron empleando el filtro amarillo para mejorar la visibilidad de la
bicapa polimérica. A) vesicula esférica con bicapa, B) vesiculas con solucion amortiguadora de fosfatos
pH 7.4, se observa coalescencia entre las vesiculas, C) vesicula con azul de metileno, se forma un
acantocito (eritrocito deformado de tal manera que parece estar formado de espinas), fenomeno que se
presenta cuando hay electrolitos en la solucion. D) vesicula con hemoglobina. E) aglomerado de

vesiculas con hemoglobina y se observa la bicapa, F) vesicula con hemoglobina
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De acuerdo con los resultados obtenidos con el copolimero de PAA-PBA (Cpl)
(39.58% de AA y 60.42% PBA) con PM 2728.39 g/mol se lograron formar

polimerosomas como lo evidencian las imagenes A, B, D, E y F.

En la imagen A se observa una posible flexibilidad de la membrana, que da lugar a la
formacion de un acantocito, que es un fendmeno que le sucede al eritrocito. Se
caracterizan por presentar proyecciones protoplasmaticas en diferentes formas y

tamafios separadas de modo irregular, que proporcionan a la célula un aspecto espinoso.

FIGURA 4.13 Se muestra la formacion de un acantocito con el copolimero Cpl (A)

comparado con la misma formacion que se presenta en el eritrocito (C)

Galvez, M., Bravo, E., Rodriguez, P., Farias, M., Cerda, J. Rev. Chilena de Radiologia.Vol 12 No 4 (2006)

Con el copolimero Cp6 de PAA-PBA (22.54% AA 'y 77.46% de BA) y PM 3297 g/mol
de acuerdo con lo que plantea Discher y Eisenberg (2002) que un copolimero con una
fraccion en peso hidrofila, menor al 25% se autoensamblaran en micelas y como regla
general como lo expone Du, J.y O’Reilly, R. (2009), los copolimeros con relaciones
hidréfilo/hidrofobo mayor 1:1 generalmente forman micelas como se observan en 1, J,
K y L. En la imagen H observamos una bicapa pero la vesicula posee defectos
topoldgicos en los polos elipsoidales como lo muestra Lin, J. et al (2009). Como se
sabe, las gotas de liquido generalmente tienen una forma esférica que estd gobernada
por la tension interfacial, las formas no esféricas no pueden ser explicadas por dicha
tension, pero si por la introduccion de otros pardmetros que son: flexion y curvatura

(Lipowsky, R. 1991), que no es el alcance de este trabajo.
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FIGURA 4.14. Vesiculas formadas por el Copolimero de PAA-PBA (Cp6)
G) expulsion de una pequeria vesicula de una mayor (brote). H) vesicula no esférica con bicapa, I)
esferocito con hemoglobina J) la hemoglobina no logra ser totalmente encapsulada K) se observa una

vesicula esméctica, L) vesiculas pequenias con solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4

FIGURA 4.15. Vesiculas del copolimero de PAA-PBA (Cp 40).

Las imagenes M, N. O se observaron con el filtro amarillo y las P, O, R se realizaron con filtro azul, se

percibe la formacion de la bicapa y la encapsulacion de la hemoglobina.

El copolimero Cp 40 (21.11% AA y 78.89% BA) con PM 4707.21 g/mol, es la

excepcion a la regla empirica propuesta por Discher y Eisenberg, que predicen que los
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copolimeros del bloque con una fraccién en peso hidrofila situada entre 25 — 50%
formaran polimerosomas; pero este copolimero forma vesiculas como se observa en las
imagenes aun cuando su fraccion hidroéfila es del 21.11%, esto tal vez se puede explicar
en que coincide en los parametros de sintesis con el copolimero Cp 1, con una relaciéon
de monémeros (hidrofilo/hidrofobo) 1:2 y con base a lo que indica Du, J.y O’Reilly,
R., con esta relacion formaran vesiculas y con la transicion vitrea (Tg) de -2.90 y de

-10.74 para el copolimero Cp1 y Cp40 respectivamente se favorece la flexibilidad, de la

membrana.

4.2.3 Determinacion de la difusion de oxigeno en el polimerosoma

Después de la cuantificacion del oxigeno disuelto en una mezcla de glicerol: agua
(50:50) por medio del equipo Dissolved Oxygen Meter Hanna (HI9146) a una
temperatura de 37°C y para cada uno de los copolimeros, se determind el

comportamiento de estos en cuanto a la transferencia de oxigeno, como se puede ver en

lafig.4.16.
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FIGURA 4.16. Comportamiento de la captacion de oxigeno por parte de cada uno de
los copolimero PAA-PBA (Cpl, Cp6, Cp40)

En la grafica se observa la captacion de oxigeno por el copolimero Cpl durante el
tiempo estudiado, muestra un comportamiento fickiano. En el caso del copolimero Cp40
se obtiene un comportamiento no fickiano que tiende a la linealidad después de los 600

segundos. Este comportamiento lineal esta relacionado con el valor de la transicion
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vitrea para cada copolimero: Tgcp1 = -2.90°C y el Tgcpao = -10.74 °C; como se sabe, los
polimeros con una baja de temperatura de Tg poseen un segmento de alta movilidad y

por lo tanto tendran alta difusividad.

En el copolimero Cp6 no se logra la captacion de oxigeno, comportamiento probable
debido a que el copolimero formd micelas, su geometria es ovalada y no se logra por

completo la encapsulacion de la hemoglobina.

A continuacion se determind el coeficiente de difusion del copolimero Cpl y del

copolimero Cp40, ver la fig. 4.17

0,95 4
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T T T
10 15 20 25 30 35 40
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FIGURA 4.17 Grdfica de M,/ M, vs la raiz cuadrada del tiempo para los
copolimeros Cpl y Cp40
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En la tabla 16 se resumen las caracteristicas de cada copolimero de PAA-PBA (Cpl,

Cp6 y Cp 40) en donde podemos observar que el copolimero Cpl y Cp40 son los

candidatos para el desarrollo de una célula artificial para el transporte de oxigeno. En la

tabla 17 se muestra la comparacion del eritrocito con los copolimeros de PAA-PBA

(Cpl y Cp40)

Tabla 16 Caracteristicas fisicoquimicas del copolimero de PAA-PBA (Cpl, Cp6 y

Caracteristicas Cpl Cp6 Cp40
Peso molecular 2728.29 3297 4907.21
(g/mol)
AA% 39.58 22.54 21.11
(parte hidrofilica)
BA% 60.42 77.46 78.89
(parte hidrofébica)
Tg (°C) -2.90 -8.99 -10.74
Tamafio de la
vesicula (um) 2791 27.82 29.13
promedio
% Encapsulacién 56.9 39.57 59,76
de la hemoglobina
Formacioén de 334 244 585
vesiculas
POLIMEROSOMA MICELAS POIMEROSOMA
Coeficiente de 0.00792 | e 0.00424

difusion de oxigeno
(cm?/s)

M en F Norma Angélica Noguez Méndez
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Tabla 17 Comparacion del eritrocito con los polimerosomas elaborados con los

copolimeros de PAA-PBA (Cpl y Cp40) seleccionados como posibles candidatos para

globulo rojo sintético

Didmetro Area | Volumen | Contenido | Composicién | Composicién | Coeficiente
(D, pm) (Aprom (Vprom de Hb Hidrofilica Hidrofobica | de difusion
pm?) pm’) (%) (AA%) (BA) de oxigeno
(cm’/s)
Los lipidos se disponen en
Eritrocito 7-15 82-92 34 una  doble capa que [ 2x107°
constituyen un 40% y donde
se encuentran embebidas las
proteinas que constituyen
aproximadamente el 50% del
peso seco de la membrana
Copolimero 7.92x 107
PAA-PBA 27.91 30.59 33.14 56.9 39.58 60.42
(Cp1)
Copolimero
PAA-PBA 20.13 3097 | 32.82 59.76 21.11 78.89 424x 107
(Cp40)
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CAPITULOV
CONCLUSIONES

a) Se logr6 determinar que los pesos moleculares de los copolimeros de PAA-PBA
comprendidos entre 2000 a 5000 g/mol permiten la obtencidén de polimerosoma.

b) Por medio de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) se establecio la
composicion del mondémero de acido acrilico, AA (parte hidrofilica) y acrilato de
butilo, BA (parte hidrofobica) en el copolimero mediante la determinacion de la
temperatura de transicion vitrea (Tg) de estos, y con el empleo de la ecuacion de
Gordon-Taylor se logro evaluar los porcentajes de contribucion de AA para el
copolimero encontrandose en el intervalo de 20.84% a 39.58 % y para el BA fue
de 60.42% a 79.16%.

c) La sintesis de la vesicula polimérica se realizé en un dispositivo en forma de T
caracterizado con un nimero de Reynolds (Re<l) que indica que la fuerza
dominante es la viscosidad y el numero de capilaridad se encuentra en el
intervalo de 10™ a 10™ que es coincidente en que la tensién superficial es la
dominante para la elaboracion de las vesiculas.

d) Se observaron las vesiculas bajo el microscopio Optico, empleando el objetivo de
100x, se tomaron fotografias y se procesaron las imagenes con el paquete
ScopePhoto 3.0. Se logro la sintesis del polimerosomas con el copolimero Cpl y
Cp40 donde se observa la formacion de vesiculas con bicapa y con el copolimero
Cp6 se formaron solo micelas.

e) La encapsulacion de la hemoglobina: para el copolimero Cpl fue de 56.9%, y
para el Cp40 de 59.76% y se determind la captacion de oxigeno por parte del
polimerosoma siendo para el copolimero Cpl de Dcpi= 7.92 x 107 cm?/s y para
el copolimero Cp40 fue de Dcpao= 4.24 x 102 cm?/s.

f) De acuerdo a los datos obtenidos experimentalmente para los copolimeros de
PAA-PBA de Cpl y Cp40, en comparacion con el eritrocito, tienen una cierta
aproximacion a las caracteristicas fisioldgicas de éste, en relacion a la formacion
de la membrana anfifilica y la difusion de oxigeno, posiblemente se logre
equiparar a un glébulo rojo. Pero es imperativo hacer la caracterizacion reolégica

de estos polimerosomas, hacer pruebas in vitro y después pruebas in vivo.
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CAPITULO VI
PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

a) Realizar nuevamente la sintesis de los copolimeros de PAA-PBA con los
parametros determinados mediante el andlisis estadistico del disefio de
experimentos para tener un mayor control en la dispersion de los pesos
moleculares. Condiciones determinadas para la sintesis: temperatura de
67.5°C, iniciador 3.0 mg, frecuencia 75 Hz, tiempo 17.5 min y relacion del
mondmero de 1.5 mol.

b) Determinar la estabilidad de los polimerosomas en una solucion de
poliacrilamida, para lograr disefar una sangre artificial.

c¢) Determinar las caracteristicas reologicas de wuna suspension de
polimerosomas en poliacrilamida y compararla con una suspension de
glébulos rojos en sangre.

d) Realizar un estudio in vivo con animales de laboratorio para verificar su
inocuidad y la eficiencia en la entrega de oxigeno.

e) Extraer, purificar y caracterizar la hemoglobina de la Lumbricus terrestris
como un posible sustituto de hemoglobina humana.

f) Caracterizar al copolimero de PAA-PBA para emplearlo en la encapsulacion
de la hemoglobina de lombriz y hacer los estudios de caracterizacion para

esta nueva entidad de polimerosoma.
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CAPITULO VII
ANEXOS

Este trabajo se publico y fue presentado en diferentes foros, que se mencionan a

continuacion.

a)

b)

d)

Publicacion internacional:

N. A. Noguez Méndez , E. B. Naranjo Rodriguez , R. Herrera Najera & A. E.
Chéavez Castellanos (2014) Synthesis of Artificial Membrane of Copolymer
(Acrylic Acid/Butyl Acrylate) PAA-PBA for the Design of Polymersomes,
International Journal of Polymeric Materials and Polymeric Biomaterials, 63:3,
143-148, DOI: 10.1080/00914037.2013.800982 To link to this article:
http://dx.doi.org/10.1080/00914037.2013.800982

Conferencia: Desarrollo de una célula artificial” celebrada el 18 de noviembre
de 2009, dentro del Ciclo de Seminarios del Trimestre 09-Otofio de la Maestria
de Ciencias Farmacéuticas. Universidad Autdbnoma Metropolitana-Xochimilco
Presentacion de la ponencia “Sintesis de una membrana artificial para el
disefio de un polimerosoma”. Primer Congreso Multidisciplinario de Ciencias
Aplicadas en Latinoamérica. Realizado en Granada Nicaragua del 9 al 12 de
noviembre, 2010

Presentacion del poster “Caracterizacion de una vesicula polimérica para el
transporte de oxigeno” The International Multidisciplinary Joint Meeting 2013
Nanoscience and Condensed Matter Physics. Universidad Nacional Auténoma
de México, Campus Morelia. Morelia México, May 15-17, 2013.

Presentacion del poster “Desarrollo de un polimerosoma para el transporte
de oxigeno”. XVI Conferencia Ibero-Americana de Facultades de Farmacia
COIFFA. Brasilia-DF, 5 a 7 de junio 2013.

Publicacion de un articulo de difusion.

Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y Nanotecnologia. Universidad
Nacional Autonoma de México. De los acarreadores de oxigeno (HbCO) a los
polimerosomas. Una mirada a las células artificiales.

www.mundonano.unam.mx Vol 7, No. 12, enero-junio 2014. Pp83-105.
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