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Resumen

Los sistemas de administracién de farmacos buscan suministrar una cantidad terapéutica
de una molécula o compuesto con un fin biolégico o biomédico al organismo. Estos sistemas
se clasifican en tradicionales, liberacién modificada y controlada. Los sistemas tradicionales
no presentan disefio de formulacién que permita orientar el medicamento a un sitio especifico
o controlar la tasa de su liberacién. Por el contrario, los sistemas de liberacién controlada
poseen un diseno de formulacién que les permite controlar la velocidad de liberacién y/o
presentan una configuracion que facilita la identificacion de un area especifica para su accion.
Asi, estos ultimos ofrecen ventajas sobre los sistemas tradicionales tales como simplificar la
posologia, disminuciéon de efectos adversos y el aumento de la eficacia de los tratamientos
farmacoterapéuticos.

Los puntos de carbono (CDs, por sus siglas en inglés) son nanoparticulas que presentan
alta solubilidad en medio acuoso, buena biocompatibilidad y naturaleza no citotéxica. Estas
particulas han sido propuestas como nanoportadores para la administracion de farmacos con
fin de liberacién controlada, ya que presentan emisién fluorescente en la regién visible del es-
pectro electromagnético, aumentan la biodistribucion y la estabilidad de agentes terapéuticos
a los 6rganos diana.

Por otro lado, los hidrogeles se han utilizado como vehiculos en los sistemas de liberacion
controlada. Los hidrogeles son redes poliméricas, biocompatibles, que pueden absorber hasta
mil veces su peso en agua o fluidos de base acuosa, poseen propiedades viscoelasticas similares
a la de los tejidos humanos y permiten la encapsulaciéon de diferentes especies tales como
farmacos o moléculas de interés biomédico.

El presente trabajo de grado propone un sistema de liberacién, en donde se encapsula
puntos de carbono en un hidrogel basado en alginato y se realiza una prueba de concepto
de liberacién controlada. Este trabajo estd vinculado al proyecto marco ‘Desarrollo de
los componentes de un sistema de liberacion controlada de medicamentos basado
en un hidrogel electroresponsivo integrado por puntos de carbono funcionalizados
con curcumina’ financiado por Fondos Concursables UR-Capital Semilla.

Este proceso de elaboracion del sistema se centrara en cuatro etapas de desarrollo: (i) sinte-
sis de puntos de carbono mediante el método microondas con acido citrico, N,N-dimetilformamida
y etanol como materiales de partida buscando variar la temperatura de reaccion, la caracteri-
zacién de propiedades 6pticas en pro de determinar que puntos de carbono presentan mejores
propiedades para la utilizaciéon como molécula ha encapsular. (ii) El desarrollo del hidrogel
de alginato y la evaluacién de su degradacién en respuesta a pH para el disefio de sistemas de
administracion de farmacos. (iii) La encapsulacién de los puntos de carbono en el hidrogel y
su respectiva prueba de liberacién controlada. (iv) Adicionalmente, se desarrolla una revisién
literaria de protocolos de sintesis de hidrogeles electroresponsivos.

En este proyecto se presentan los resultados de cada etapa, los puntos de carbono sintetiza-
dos evidencié un ancho de banda de absorcion en la regién UV (200-320 nm) y de fluorescencia
en la regién azul al cian (427-520 nm). Los puntos de carbono a 200°C evidenciaron mayor
emisién a longitudes de excitacién de 360/380 nm en comparacién con los puntos de carbono
a 100°C, 125°C, 150°C y 175°C. En la sintesis del hidrogel de alginato, la relacién del polimero
y reticulante (CaCly — NaCl) presenté un papel importante en la velocidad de degradacién
del hidrogel en medio acuoso con caracteristicas de pH &cido (pH = 3.2) y bésico (pH =
8.5). Ademsds, la degradacion de los hidrogeles con relacién alginato y reticulante (1:1.5) se
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completo a la mitad del tiempo en comparacién a la relacién (1:1). Los perfiles de liberacién
de los puntos de carbono embebido en los hidrogeles en medio acido-basico no presentaron
tendencias descritas en los modelos mateméaticos para determinar la cinética de liberacion. Por
consiguiente, se realizé una linealizaciéon para obtener un comportamiento lineal. También, se
evidencié una mayor fluorescencia en el medio acuoso con pH bésico en comparacién al medio
acido.

De la revisién literaria se encontré que las técnicas para sintetizar los polimeros con-
ductivos utilizados en los hidrogeles electroresponsivos son polimerizacién quimica oxidativa,
electroquimica o por irradiaciéon. La polianilina (PAni), el polipirrol (PPy) y el PEDOT son
los polimeros conductivos mas empleados debido a su biocompatibilidad y buenas propie-
dades eléctricas y electroquimicas. La polimerizacién quimica oxidativa es la técnica maés
utilizada para sintetizar estos polimeros, debido a la cantidad de produccion final obtenida ya
que presenta polimerizacion homogénea. Sin embargo, esta técnica presenta limitaciones para
controlar los procesos y los reactivos implicitos como oxidante, la temperatura, el disolvente.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

Este primer capitulo presenta la motivacién general del trabajo presentado en esta tesis.
Esta motivacion incluye definiciones y conceptos tedricos sobre sistemas de liberacion, puntos
de carbono e hidrogeles. A partir de esto, se presenta el proyecto marco, los objetivos del
estudio, las contribuciones y la organizacién del documento.

1.1 Motivacion

La administracién de farmacos se refiere a varios enfoques para administrar un compues-
to farmacéutico en el cuerpo humano para lograr efectos terapéuticos [1]. Los sistemas de
administracion de farmacos buscan suministrar una cantidad terapéutica de éste farmaco al
organismo [2]. Estos sistemas se pueden clasificar en diferentes categorias segin su via de
administracién. En los enfoques tradicionales se encuentran las formas de dosificacién oral,
rectal, vaginal, tépica, parental y de inhalacién [3]. Los sistemas tradicionales no presentan
diseno de formulacién que permita orientar el medicamento a un sitio especifico o controlar
la tasa de su liberacion y los resultados dependen de pardmetros tales como dosis requerida,
frecuencia de dosificacién, perfiles farmacocinéticos y cumplimiento por parte del paciente [4].

Nuevos sistemas de administracién de farmacos estan atrayendo cada vez mas la atenciéon
en el desarrollo de farmacos. Los sistemas de liberacién controlada han utilizado diferentes
estrategias de diseno para su optimizacion, permitiendo controlar la velocidad de liberacion
y/o presentando una configuracién que permite la identificacién de un &rea especifica para
su accién [5]. Estos nuevos sistemas han mostrado ventajas con respecto a los tradicionales
yva que, simplifica la posologia, disminuyendo los efectos adversos que puede presentar los
sistemas convencionales y aumentan la eficacia de los tratamientos farmacoterapéuticos [6],
[7].

Se han formulado diferentes nanoestructuras como portadores de administraciéon de fairma-
cos. Por ejemplo, liposomas, nanoparticulas poliméricas, dentrimeros, nanoparticulas a partir
de materiales de carbono o silicio y nanoparticulas magnéticas. Los puntos de carbono son
nanoparticulas que hacen parte de la familia de las nanoestructuras basadas en carbono. Es-
tas nanoparticulas de morfologia cuasi-esférica y de didmetro usualmente inferior a 10 nm,
pueden ser sintetizadas a partir de diferentes precursores organicos|8]. Los puntos de carbono
han sido propuestos como nanoportadores para la administracién de farmacos/genes median-
te conjugacién y fines de liberacién controlada, debido a la emision fluorescente en la regién
visible del espectro electromagnético permite monitorear el recorrido del farmaco y su perfil



de liberacién. Han sido usados como agentes de contraste para la obtencién de iméagenes in
vitro e in vivo por fluorescencia [9], [10].

Los puntos de carbono presentan alta estabilidad colodial, fotoestabilidad, biocompatibili-
dad y naturaleza no citotéxica [11]. La asociacién de los farmacos y los puntos de carbono ha
mejorado la farmacocinética debido a un aumento en la biodistribuciéon de agentes terapéuti-
cos a los érganos diana, lo que darda como resultado una mayor eficacia en los tratamientos.
Incrementan la estabilidad de una amplia variedad de agentes terapéuticos, como pequenas
moléculas hidréfobas, péptidos y oligonucledtidos [12]. La toxicidad del farmaco se reduce
como consecuencia de la acumulacion preferencial en los sitios diana y la concentracién maés
baja en los tejidos sanos [13].

Los hidrogeles permiten la encapsulacion de los puntos de carbono asociados con farmacos
[14], ganado atencién considerable como vehiculos en los sistemas de liberacién controlada en
los dltimos anos [15]. El hidrogel es una red polimérica, biocompatible, que puede absorber
hasta mil veces su peso en agua o fluidos de base acuosa, poseen propiedades viscoeldsticas
similares a los tejidos humanos y permiten la encapsulacién de diferentes especies tales co-
mo farmacos o moléculas de interés biomédico[16]. Los hidrogeles pueden mostrar cambios
fisicoquimicos en reacciéon a estimulos externos particulares, como la temperatura, el pH, el
campo eléctrico, enzimas, permitiendo tener control sobre las condiciones de liberacion de los
farmacos o moléculas de interés biomédico encapsulado dentro del hidrogel[17].

El pH es uno de los estimulos que se ha explorado ampliamente en la liberacion de farmacos
inteligentes y sostenibles, debido a un amplio rango de pH presente en los fluidos corporales,
compartimentos celulares y tisulares, por ejemplo, el pH en el tracto gastrointestinal varia de
1.0 hasta 8.0 [18]. Ademads, un cambio de pH también podria ser un signo de anomalia, como
el microambiente acido del tumor [19]. A partir de un sistema sensible al pH se puede lograr
potencialmente una administracién dirigida del farmaco a un sitio especifico y la concentraciéon
total requerida puede ser incluida en un solo sistema sin la necesidad de requerir varias dosis.

Los hidrogeles de alginato han mostrado resultados favorables como sistema de liberacion
sensible al pH [20], [21]. Los alginatos se utilizan como polimeros de control de la velocidad
en la administracion de farmacos, pueden formar un gel al hidratarse con agua en condiciones
suaves sin el uso de disolventes orgénicos y son ideales para atrapar macromoléculas biolégicas
como ADN, células, proteinas o incluso farmacos de bajo peso molecular, mientras conserva
su actividad natural. El alginato de sodio es un polisacarido econémico, facilmente disponible,
biocompatible, biodegradable y no téxico que tiene innumerables aplicaciones en la industria
farmacéutica y alimentaria [22].

La liberacién controlada de farmacos a través de hidrogeles que transportan nanoparticulas
metalicas y/o materiales a base de carbono ha captado el foco de la investigacién en los campos
biomédicos, farmacéuticos, agricolas e industriales [23], [24]. La introduccién de nanoparticulas
con propiedades Opticas como la fluorescencia en los hidrogeles es una técnica ampliamente
aceptada, confiere senales de fluorescencia a los andamios de hidrogel[11]. Sin embargo, la
investigacién sobre la participacién de nanoparticulas de carbono, especialmente puntos de
carbono, encapsulados en hidrogeles es muy reciente [25]. Sin embargo, los califican como
vehiculos prometedores para la administracién de farmacos y materiales para cicatrizacion de
heridas [26], [27], [28]. En consecuencia, monitorear y comprender la liberacién de los puntos
de carbono asociado con farmacos incorporados en hidrogeles es muy conveniente debido a la
respuesta de fluorescencia [29], [30].

Para proporcionar un perfil de liberacién de farmaco particular de un sistema terapéutico,



es necesario conocer los mecanismos de transporte de masa exactos implicados en la liberacion
de farmaco y predecir cuantitativamente la cinética de liberacién de farmaco resultante [31].
Con la ayuda de modelos matematicos para predecir propiedades ttiles como el perfil de libe-
racién del farmaco, el comportamiento de degradacion, se permite medir algunos pardmetros
fisicos importantes y recurrir al ajuste del modelo en los datos de liberacién experimental, por
consiguiente, se reduce el tiempo empleado en ensayo y error y se puede acelerar el desarrollo
de futuros sistemas de liberacién controlada [32]. La prueba de concepto se realiza con el
proposito de verificar y generar parametros experimentales en la encapsulacién de puntos de
carbono, en un ambiente hidrofilico como es un hidrogel basado en alginato y su liberacion
en medios acuosos con diferentes pH.

1.2 Proyecto relacionado

El presente proyecto esta vinculado al proyecto marco ‘Desarrollo de los componen-
tes de un sistema de liberacion controlada de medicamentos basado en un hidrogel
electroresponsivo integrado por puntos de carbono funcionalizados con curcumi-
na’ financiado por Fondos Concursables UR-Capital Semilla. El proyecto marco cuenta con 3
etapas generales (puntos de carbono, hidrogel electroresponsivo y estudios de citotoxicidad),
cada etapa general presenta subetapas para su desarrollo total. Este proyecto, que cuenta con
la participacién de estudiantes del semillero SYNERGIA, busca desarrollar puntos de carbono
con su superficie modificada por la adicién de curcumina, un compuesto fenélico que ha sido
reportado por tener participacién sobre la activacion fisioldgica y una potencial eficacia en el
cancer. Otro objetivo del proyecto, es sintetizar un hidrogel electroresponsivo que tiene como
funcién ser vehiculo encapsulador de los puntos de carbono funcionalizados con curcumina.
Finalmente, la actividad citotoxica de cada uno de los componentes del sistema sera evaluada
en lineas celulares (MCF7, BT474 y MDA-MB468) de cancer de seno y en una linea de fibro-
blastos (3T3). Este trabajo hace parte de la etapa de desarrollo del hidrogel electroresponsivo.
La prueba de concepto de liberacién controlada de fairmacos permite generar pardmetros ex-
perimentales en la posibilidad de encapsular puntos de carbono en un ambiente hidrofilico
como es un hidrogel basado en alginato y su posterior comparacién con las posteriores etapas.
Adicionalmente, se presenta una revisién literaria en pro de conocer los polimeros conduc-
tivos utilizados en los hidrogeles electroresponsivos empleados en aplicaciones biomédicas,
como acercamiento a un vehiculo que presenta mayor control de respuesta de hinchamiento
/ deshinchamiento a estimulos eléctricos; el desarrollo dell hidrogel electroresponsivo es el
siguiente paso del proyecto marco.

1.3 Objetivos

Los objetivos de este proyecto son presentados a continuacion.

1.3.1. General

Evaluar la cinética de la liberaciéon de los puntos de carbono encapsulados un hidrogel de
alginato en funcion de pH.



1.3.2. Especificos

1. Sintetizar, purificar y caracterizar las propiedades 6pticas de puntos de carbono sinteti-
zados a partir de acido citrico, etanol y N,N-dimetilfomamida, por método microondas.

2. Sintetizar un hidrogel a partir de un polimero natural (alginato).

3. Generar curvas de la cinética de liberacién de los puntos de carbono usando las propie-
dades 6pticas de estas nanoparticulas

4. Realizar una revisién bibliografica de protocolos de sintesis de hidrogeles electrorespon-
sivos.

1.4 Contribuciones

Este proyecto estd orientado a ser una prueba de concepto que genere condiciones de
parametros experimentales a tener en cuenta en la encapsulaciéon de puntos de carbono en
un ambiente hidrofilico como es un hidrogel basado en alginato. Ademads, se busca evaluar
el comportamiento de liberacion a través de la propiedad de fluorescencia que presentan los
puntos de carbono a un medio acuoso con caracteristicas de pH acido y basico.

La respuesta de un hidrogel a un estimulo eléctrico ocurre en un mecanismo muy similar
al que se rige para los hidrogeles sensibles al pH. La principal diferencia entre la estimulacion
eléctrica y la de pH, es que el campo eléctrico mueve iones moviles para regular el gradiente
de concentracién de iones a través del hidrogel y la solucion|[33].

De modo complementario se realizé una revision de literatura con el objetivo de revisar
los protocolos realizados en la sintesis de hidrogeles electroresponsivos segun los polimeros
conductivos utilizados en aplicaciones biomédicas; el desarrollo de este sistema hace parte del
proyecto marco.

1.5 Organizacién del documento

Se presenta siete capitulos, el primero presentd la motivacién, proyecto relacionado, ob-
jetivos y las contribuciones del proyecto. El segundo capitulo presenta el estado del arte.
Este capitulo considera conceptos de sistemas de liberacién de farmacos, puntos de carbono,
las propiedades y aplicaciones de estos; hidrogeles, su clasificacién y principales aplicaciones
biomédicas y el concepto de hidrogeles como materiales inteligentes.

El tercer capitulo presenta la metodologia utilizada en este proyecto. Primero, la metodo-
logia de la sintesis de puntos de carbono utilizando acido citrico como precursor y una mezcla
de etanol y dimetilformamida como solvente. A continuacién, se explica el procedimiento para
la sintesis del hidrogel de alginato. Posteriormente, se describe el proceso para embeber los
puntos de carbono en el hidrogel y la prueba de liberacion controlada. Finalmente, se describe
el protocolo para la revisién literaria de los protocolos de sintesis de hidrogel electroresponsivo.

El cuarto capitulo muestra los resultados y discusién de la parte experimental de este
trabajo. El quinto capitulo presenta la revision literaria, inicialmente, se presenta el marco
tedrico acerca de hidrogeles electroresponsivos y polimeros conductivos, luego se describen las
técnicas para la sintesis de estos polimeros y finalmente el protocolo para la sintesis de la po-
lianilina (PAni), el polipirrol (PPy) y el poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT) como polimero
conductivo utilizado en hidrogeles conductivos.
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El capitulo sexto presenta las conclusiones y el cumplimiento de los objetivos inicialmente
planteados. El dltimo capitulo de este documento tiene las recomendaciones y trabajos futuros.



Capitulo 2

ESTADO DEL ARTE

Este capitulo presenta una perspectiva teérica sobre los sistemas de liberacion de farmacos,
los puntos de carbono, sus métodos de fabricacion, propiedades y aplicaciones, el concepto de
hidrogeles, su clasificacién, caracteristicas y aplicaciones biomédicas y finalmente el alginato
de sodio, que serd el material usado en este proyecto.

2.1 Sistemas de liberacion de farmacos

El objetivo de cualquier sistema de liberacién de farmacos consiste en suministrar una
cantidad terapéutica de medicamento al sitio apropiado del organismo. Para ello, se tiene en
cuenta dos aspectos importantes en la liberacion de drogas: la ubicacién espacial y la liberacion
temporal de una droga con la que se alcance rdpidamente la concentraciéon de droga deseada
y luego sea mantenida [4].

Segin la via de administracién de los sistemas de liberacién de fArmacos se pueden di-
vidir en 5 categorias: (i) administracién oral: comprimidos, cdpsulas, jarabes, suspensiones;
(ii) administracién rectal y vaginal: supositorios, enemas, évulos; (iii) administracién tépica:
Pomadas, geles, lociones, parches, colirios, gotas nasales, gotas éticas; (iv) administracién
parenteral: inyectables para administracién subcuténea, intramuscular o intravenosa; (v) ad-
ministracién inhalatoria: Aerosoles, nebulizadores, entre otros [34], [35], [36].

El desarrollo de los sistemas de liberaciéon de farmacos buscan concentrar la medicacién
en los tejidos de interés y reducirla concentracion relativa en los tejidos restantes. La adminis-
tracion de estos sistemas se basa en el acceso y la introduccién especifica del farmaco con su
receptor candidato, minimizando al mismo tiempo su introduccién con tejido no objetivo. Por
lo tanto, estos sistemas reducen significativamente la toxicidad general al tiempo que man-
tiene sus beneficios terapéuticos [1], [36].La tabla 2.1 muestra la clasificacion de los sistemas
de liberacion y sus caracteristicas. Entre los sistemas de liberacién de farmacos se encuentran
los siguientes:

= Las microesferas compuestas por polimeros biodegradables, son particulas con un ta-
mano en el rango de 1 a 1000 pm e idealmente tienen un tamano de particula menor de
200 pm. Las microesferas constituyen una parte importante en el campo farmacéutico
en virtud de su pequefio tamafno y caracteristicas como biocompatibilidad, focalizacién
en sitios especificos y degradacion dentro de un periodo de tiempo aceptable. Aunque
se sigue estudiando la toxicidad de este sistema y la biodistribucién impredecible[37].
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Tabla 2.1: Clasificacion de sistemas de liberacion de farmacos.

Sistema de Forma de L
. . . ., Caracteristicas
liberaciéon liberacién
El principio activo se retrasa,
se libera en un momento
Modificada: Retardada: distinto jjodseirlla ?gil Iilni:;?racién,
Son disefiados de tal forma que el P p . &
o : . el efecto terapéutico [34],[38],
principio activo es liberado en un 139]
lugar especifico o presenta control Bl ormcinio active se Tibera
de la velocidad de liberacién. . 'p' P .,
. . ., inicialmente en proporcion
Presentan riesgo de liberacién . .

. suficiente para producir efecto
brusca de toda la dosis, desarro- toranéutico osteriormente
llo de tolerancia, coste elevado y Prolongada: P Y P ,

. lo hace de forma mas lenta,
dificultad de suspender de forma . .,
. . manteniendo la concentracién
repentina el tratamiento .
eficaz, con lo que se consigue
alargar el efecto terapéutico [38]
El principio activo se libera a
tenida:
Sostenida una velocidad constante [39]
La liberacion se produce en
Pulsatil: .
satt distintas fases [34],[38]
Disminuyendo la fluctuacion
Controlada: Sostenida: de los niveles plasmaticos
El fairmaco se libera gradualmente de medicamento [34],[37]
en el tiempo a una velocidad limi- Inicialmente se libera en proporcién
tada por el sistema de liberacion, suficiente para producir su efecto,
alargdndose el efecto terapéutico. y después de manera lenta,
Enfrentan desafios para prolongar | Prolongada: no necesariamente constante,

la liberacion de farmacos y pérdi-
da de flexibilidad para ajustar la
dosis

manteniendo la concentracién
eficaz durante més tiempo [37]

= Los liposomas estan compuestos de lipidos anfifilicos en una bicapa concéntrica y com-
partimentos acuosos centrales. Las similitudes de los fosfolipidos con los lipidos cor-
porales hacen que su aplicacién sea biocompatible y diversa. Los farmacos lipéfilos se
encapsulan dentro de la bicapa y los farmacos hidréfilos quedan atrapados en el com-
partimento acuoso. Presentan baja estabilidad, su fusién con membranas es especifica y
la elaboracién es compleja y costosa, por ejemplo requiere liofilizacion[40].

= Las micelas poliméricas son una plataforma de administracion de farmacos coloidal
de tamano nanométrico, compuesta de copolimeros de bloque anfifilicos que tienen la
caracteristica de autoensamblaje en el sistema micelar en soluciones acuosas en con-
centraciones superiores a su CMC (concentracién critica de micelas). Sin embargo, han
presentado polidispersiéon de tamano y baja estabilidad en soluciéon por fenémenos de
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dilusién [41].

= Los biopolimeros ofrecen propiedades como alta porosidad con tamafio poroso contro-
lable, biodegradabilidad, biocompatibilidad, versatilidad quimica, asi como una gran
flexibilidad de diseno que los hace adecuados para diversas aplicaciones biomédicas. Los
hidrogeles se encuentran entre los mas prometedores biopolimeros para la administra-
cién de farmacos, las investigaciones sigue en proceso en perfeccionar los procesos de
sintesis debido a las fuentes, los derivados implicitos y disminuir costos [42].

2.2 Puntos de Carbono

Los puntos de carbono son nanoestructuras basados en carbono que varian de tamano de
1 a 10 nm. Los puntos de carbono son una nueva clase de particulas emisoras de luz o sondas
fluorescentes y pueden doparse con heterodtomos tales como nitrégeno (N), azufre (S), fésforo
(P), boro (B), entreotras. Ademas, los puntos de carbono son quimicamente modificables para
mejorar y proporcionar algunas propiedades funcionales adicionales [43]. La caracterizacién
estructural y morfoldgica de las nanoparticulas es un factor determinante para entender sus
propiedades, no solo fisicas sino también quimicas, y en base a ello explorar diversas aplicacio-
nes tecnoldgicas. Las técnicas mas utilizadas para la caracterizacién de los puntos de carbono
son: (i) la microscopia electrénica de transmisién (TEM) ha proporciona informacioén sobre la
morfologia y tamano de los puntos de carbono; (ii) la difraccién de rayos X (XRD) suministra
informacién sobre las dimensiones de la celda unitaria y el espacio entre cristales dentro de
los nicleos de carbono y (iii) la dispersién Raman revela las caracteristicas estructurales de
los atomos de carbono dentro de los puntos de carbono [44], [45], [46], [47], [48], [49].

En las siguientes subsecciones se describe los procesos de sintesis, las propiedades como la
absorcion, la fluorescencia y finaliza con las aplicaciones de los puntos de carbono.

2.2.1. Sintesis de puntos de carbono

Los métodos de preparacién de puntos de carbono fluorescentes se han mejorado mediante
el empleo de una amplia gama de técnicas de preparacién. Los métodos de preparacion de
puntos de carbono se pueden clasificar en dos enfoques principales, los enfoques “de arriba
hacia abajo” y “de abajo hacia arriba” que se resumen en la figura 2.1 [43].
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Figura 2.1: Representaciones esquematicas de los procesos de preparacion de puntos de car-
bono mediante enfoques (a) de arriba hacia abajo y (b) de abajo hacia arriba. Tomado de
[43].

2.2.1.1 Enfoque “de arriba hacia abajo”

En los enfoques “arriba hacia abajo', se utiliza materiales relativamente grandes, que
incluyen grafeno, laminas de éxido de grafeno, nanotubos de carbono, fibras de carbono,
grafito de hollin de carbono, entre otros. Los precursores de carbono a granel se rompen o
exfolian para obtener particulas de tamano nanométrico. Los enfoques de descarga de arco,
ablaciéon con laser y oxidacién electroquimica son los métodos comunes de arriba hacia abajo
empleados para obtener puntos de carbono (figura 2.1a) [50].

La descarga de arco es la ruptura eléctrica de un gas para generar plasma mediante el
uso de corriente eléctrica con electrodos de anodo y catodo. El 4nodo se llena con precursores
de carbono y comienza a generar plasma con una corriente de arco bajo un medio gaseoso a
una temperatura alta de casi 4000 K. Luego, el vapor de carbono se agrega en el gas hacia el
catodo y se enfria [51].

Por otro lado, la técnica de ablacién con laser puede implicar tres pasos: (1) los materiales
de carbono absorben la alta energia mediante el pulso del laser; (2) los electrones se eliminan
de los 4tomos mediante emisién fotoeléctrica y termoidnica; y (3) un campo eléctrico elevado
produce una fuerte fuerza repulsiva entre los iones positivos y el material sélido, rompiendo
los puntos de carbono [52].

En los métodos de exfoliacién oxidante de acidos, acidos fuertes como HNOgs, HoSOy e
incluso KMnQOy4 se han utilizado ampliamente para exfoliar puntos de carbono mediante la
oxidacién de materiales de carbono [53].



Los métodos de sintesis del enfoque “de arriba hacia abajo” no son adecuados para la
preparacion de la producciéon de puntos de carbono a gran escala. Estas técnicas presentas
las siguientes desventajas, rendimiento cuantico bajo, control deficiente sobre tamano de los
puntos de carbono, las condiciones de proceso incontrolables y téxicas y el alto costo de
equipos complicados [43].

2.2.1.2 Enfoque “de abajo hacia arriba”

En los enfoques “de abajo hacia arriba”, se reportaron diferentes tipos de precursores como
acido citrico, urea, glicerol, cisteamina, poliaminas y acrilamida y precursores bioldgicos como
carbohidratos, aminoacidos, leche, lignina, hongos, etc. Las propiedades 6pticas de los puntos
de carbono se ven afectadas por la eleccion de los precursores, puesto que esta directamente
relacionada con la cantidad de contenido de carbono y los grupos funcionales. La pirélisis
hidrotermal, irradiaciéon de microondas son las técnicas utilizadas en este enfoque [50].

En la técnica de sintesis hidrotermal es uno de los procesos méas populares empleados
en la sintesis de puntos de carbono debido a la simplicidad del procedimiento de sintesis,
que permite un tamafio de particula uniforme con un alto rendimiento cuantico, es una ruta
de bajo costo, ecolégica y no toéxica. Una solucién de precursor organico se sella y se hace
reaccionar en un reactor hidrotermal a alta temperatura [54].

Por otro lado, el proceso de irradiacion de microondas ha sido mas favorable debido a
la rapida sintesis y de bajo costo. El proceso de preparacion de puntos de carbono dopado
con N tiene tres pasos principales: polimerizacién, deshidratacién y carbonizacién, que tienen
lugar mediante métodos de irradiacién de microondas. Los precursores organicos ricos en
amina se mezclaron mediante sonicacién general y el grupo reticulado se prepard mediante
deshidratacién intermolecular e intermolecular a 160°C durante 10 min. Estos grupos organicos
tienen un rendimiento cudntico tan alto como 51,6 %, similar a los tintes fluorescentes con
una fuerte fluorescencia azul relacionada con enlaces ricos en amina [55].

2.2.2. Propiedades de los puntos de carbono

Los puntos de carbono son ampliamente aceptados debido a las caracteristicas que incluyen
biocompatibilidad, fotoluminiscencia (PL), morfologia, tamano y estabilidad [56]. Desde el
descubrimiento de los puntos de carbono, se han realizado diversos estudios para caracterizar
e investigar sus propiedades épticas y fisicoquimicas. A continuacién, se explica la composicién
quimica, la absorcion, la fotoluminiscencia, como propiedades de los puntos de carbono

2.2.2.1 Composicion quimica

La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) proporciona informacién sobre uni-
dades atémicas especificas presentes en la superficie de los puntos de carbono. Los estudios
publicados encontraron alto contenido de carbono, seguido de oxigeno y pequefios porcentajes
de hidrégeno y nitrégeno. De manera similar, los puntos de carbonos obtenidos del tratamiento
hidrotermal de recursos naturales como alimentos y cascaras de frutas también consisten en un
mayor porcentaje de contenido de carbono [57], [58].La técnica de infrarrojos por transforma-
da de Fourier (FT-IR) se utiliza cominmente para analizar los grupos funcionales disponibles
en los puntos de carbono. Es muy comin encontrar funcionalidades carboxilicas/carbonilo de
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muestras de puntos de carbono, como se evidencia en un pico en el rango de 1600-1770 cm ™!,

que se origina en el estiramiento vibratorio de C = O [59], [45].

2.2.2.2 Absorciéon

La mayoria de moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de
energia interna en el espectro electromagnético que llamamos regiones ultravioleta (UV) y
visible (VIS), es decir, la regiones donde las longitudes de onda oscilan entre 190 nm y 800
nm [60]. Como resultado de la absorcién de energia, los d4tomos o moléculas pasan de un
estado de baja energia (el estado inicial o fundamental) a un estado de mayor energia (el
estado excitado). Y sélo se absorberd la energia que permita el salto al estado excitado.
Cada molécula tiene una serie de estados excitados (o bandas) que la distingue del resto
de moléculas. La molécula en forma excitada libera la energia absorbida hasta el estado
energético fundamental [61]. La figura 2.2a describe este proceso de excitacion, la radiacién
electromagnética que se absorbe tiene una energia exactamente igual a la diferencia de energia
entre los estados excitado y fundamental.

E(exitado J—" *
t J N K n—n* A } niveles
e ] desocupados
" Ta/F %
n—@ G—a"
AFE = [E(exitado) -E(fundamental )]
=hv Energia —_—n n
T—a* niveles
ocupados
_ n
Eifund 1) T o \ z
o—7

a) b)

Figura 2.2: a) El proceso de excitaciéon y b) Niveles y transiciones de energia electrénica.
Tomado de [60].

Las transiciones que resultan en la absorcién de radiacién electromagnética en la region
ultravioleta y visible del espectro son transiciones entre niveles de energia electrénica. A
medida que una molécula absorbe energia, un electron pasa de un orbital ocupado a un
orbital desocupado de mayor energia potencial. Generalmente, la transicién més probable es
del orbital molecular ocupado més alto (HOMO) al orbital molecular desocupado més bajo
(LUMO).

La figura 2.2b muestra una progresion tipica de los niveles de energia electréonica. Para la
mayoria de las moléculas, los orbitales moleculares ocupados con menor energia son los orbi-
tales o, que corresponden a los enlaces o. Los orbitales 7 se encuentran en niveles de energia
superior y contienen pares no compartidos. Los orbitales no enlazantes (n), se encuentran a
energias atin mas altas. Por tltimo, los orbitales desocupados o antienlazantes (7% y o*) son
los orbitales de mayor energia.

La energia requerida para producir transiciones desde el nivel de energia ocupado mas
alto (HOMO) en el estado fundamental al nivel de energia desocupado més bajo (LUMO) es
menor que la energia requerida para lograr una transicion desde un nivel de energia ocupado
mas bajo. Por tanto, en la figura 2.2b, una transicién n — 7+ tendria una energia menor que
una transicion ™ — .

Las propiedades 6pticas de las nanoparticulas suelen ser sensibles a su perfil morfoldgi-
co, concentracion, estado de aglomeracién e indice de refraccién cerca de la superficie por lo
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Figura 2.3: Diagramas esquematicos de posibles estructuras de cuatro muestras de puntos
de carbono (CDs) a partir de 4cido citrico y diferentes fuentes de nitrégeno (d-CDs=DMF,
u-CDs=urea, e-CDs=etanoamida y f-CDs=formamida) e ilustracién del nivel de energia. To-
mado de [62].

tanto, la espectroscopia UV-Vis se convierte en una herramienta 1til para estudiar nanomate-
riales, especialmente la comprensién de las propiedades estructurales. La figura 2.3 evidencia
esquematicamente los niveles de energia de los puntos de carbono.

2.2.2.3 Fotoluminiscencia (PL)

La fotoluminiscencia (PL) es una de las propiedades 6pticas mds atractivas de los puntos
de carbono. En general, la mayoria de los puntos de carbono emiten fluorescencia azul, con un
pico entre 400 y 500 nm regién tras la excitacién por luz UV [63]. Excepcionalmente, algunos
puntos de carbono mostraron una emisién de fluorescencia dependiente de la excitacién, con
un desplazamiento hacia el rojo en la emisién cuando se excitaron a longitudes de onda mas
largas, como se muestra en la figura 2.4.

Aunque la mayoria de los estudios han informado de puntos de carbono emiten azul,
todavia es deseable producir puntos de carbono que pueden emitir con menor energia. Esto
puede reducir el ruido de fondo de la longitud de onda de excitacién UV, al mismo tiempo
que permite la excitacién en el rango visible utilizando fuentes de luz mucho més econémicas,
en comparacién con las fuentes de luz UV [44].

El origen de la fotoluminiscencia de los puntos de carbono todavia no se ha entendido
completamente, pero han sugerido algunas explicaciones aceptables. El confinamiento cuantico
debido al pequeno tamano es una de las primeras ideas que se ha propuesto. Dong et al, han
mostrado que la fluorescencia de los puntos de carbono oxidados eran dependiente del tamafo,
ya que ambos espectros de excitacién y de emisién han mostrado un desplazamiento hacia el
rojo cuando el peso molecular de los puntos de carbono ha aumentado [64].

Por otro lado, la presencia de trampas de energia superficial en defectos superficiales son el
resultado de la etapa de pasivacion. Se ha llevado a cabo un estudio para investigar este efecto
variando los defectos superficiales mediante el proceso de oxidacion y para correlacionarlo con
el perfil de fluorescencia posterior de estas nanoparticulas. Los puntos de carbono elegidos eran
de tamanos similares para garantizar que el efecto de confinamiento cuantico se mantuviera
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Figura 2.4: Espectros de emision de fluorescencia de los puntos de carbono al aumentar las
longitudes de onda de excitacion a partir de 400 nm (maés a la izquierda) con un incremento de
20 nm. Las intensidades de emisién se normalizan a picos espectrales en el recuadro. Tomado
de [44]

constante. Los resultados demostraron que los defectos superficiales formados por la presencia
de terminales ricos en oxigeno han provocado la emisién a 520 nm, mientras que otra emision
a 450 nm se debe al efecto de tamafio cudntico. Estos hallazgos han proporcionado una vision
adicional sobre el origen de la fluorescencia de los puntos de carbono [65].

2.2.3. Aplicaciones de los puntos de carbono

Los puntos de carbono han demostrado una excelente biocompatibilidad para aplicaciones
biomédicas como iméagenes celulares, terapia contra el cancer, vehiculos portadores de farma-
cos/genes, diagnodstico de enfermedades, entre otras. En esta subseccion, se expondra algunas
aplicaciones biomédicas como vehiculo portador de firmacos, biosensores y bioimagenes.

2.2.3.1 Vehiculo portador de farmacos

El uso de puntos de carbono como portadores de farmacos ha atraido una gran atencién ya
que tienen un area de superficie especifica alta, apilamiento 7 - 7 e interacciones electrostaticas,
que se puede aprovechar para lograr una carga de firmacos poco solubles [12]. Los sistemas de
administracion de farmacos basados en puntos de carbono juegan un papel importante en las
terapias del futuro como nanomedicina, permite reducir las dosis requeridas para la eficacia
y aumentando los indices terapéuticos y los perfiles de seguridad de las nuevas terapias [12].
Los sistemas de nanoportadores basados en puntos de carbono poseen multiples atributos
deseables.

Algunos atributos son, la asociacién de los farmacos y los puntos de carbono proporciona
volimenes de distribucién menores, la capacidad de mejorar la farmacocinética debido a un
aumento en la biodistribucién de agentes terapéuticos a los érganos diana, lo que dard como
resultado una mayor eficacia y poseer un agente de contraste debido a la fluorescencia de

13



los puntos de carbono. Segundo, la toxicidad del farmaco se reduce como consecuencia de la
acumulacién preferencial en los sitios diana y la concentracién mas baja en los tejidos sanos,
la focalizacion y el aclaramiento reducido aumentan el indice terapéutico y disminuyen la
dosis requerida para la eficacia. Tercero, los portadores de farmacos basados en puntos de
carbono tienen la ventaja deseable de mejorar la solubilidad de los compuestos hidréfobos en
el medio acuoso para hacerlos adecuados para la administracion parenteral. Finalmente, se
ha demostrado que los sistemas de administraciéon basado en puntos de carbono aumentan
la estabilidad de una amplia variedad de agentes terapéuticos, como pequenias moléculas
hidréfobas, péptidos y oligonucleétidos [12], [13].

2.2.3.2 Biosensores 6pticos

Recientemente, se han desarrollado biosensores 6pticos utilizando puntos de carbono co-
mo fluoréforo principal. Principalmente, en inmunosensores que hacen uso de interacciones
anticuerpo-antigeno y aptasensores que presentan la especificidad entre aptamero y analito
de interés. Un biosensor 6ptico simple basado en estas nanoparticulas consiste en un receptor
de deteccién biolégico conjugado o etiquetado en los puntos de carbono que funciona como
transductor. La propiedad éptica de los puntos de carbono cambiara en correspondencia con
el proceso de interaccion entre el analito diana y el receptor [13].

Algunos biosensores de puntos de carbono utilizan el proceso de transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia (FRET) ocurre cuando los espectros de emisién del fluoréforo
(donante de energia) se superponen con la absorcién del extintor (aceptor de energia), el
donante de energia debe proporcionar una salida fluorescente estable altamente resistente al
fotoblanqueo, y el aceptor debe poseer una alta capacidad de absorcién [66]. Por ejemplo, la
utilizacién de FRET para la deteccion sensible de microARN usando puntos de carbono mostré
una alta especificidad y fue capaz de discriminar entre el miRNA-155 diana complementario
para detectar células de cancer de mama MCF-7 [67]. También, se desarrollaron inmunosensor
para la deteccién del marcador tumoral CA125 y células OVCAR-3 mediante Nanohojas de
puntos de carbono y disulfuro de molibdeno y puntos de carbono-aptamero [68], [69].

2.2.3.3 Bioimagenes

Los puntos de carbono pueden servir como una etiqueta fluorescente prometedora para
varias técnicas de imagen cominmente empleadas, que incluyen microscopia de fluorescencia
, microscopia de barrido laser confocal (CLSM), microscopia multifoténica y microscopia de
resonancia magnética (MRM) [13]. Los puntos de carbono que exhiben fluorescencia multicolor
cuando se excitan a diferentes longitudes de onda también se informan para la formaciéon de
imagenes de células tumorales. Se han utilizado en imagenes de fluorescencia in vitro e in vivo
[12].

Por ejemplo, se han utilizado puntos de carbono en células madres, estas dan lugar a
células progenitoras de tejido y, a su vez, se diferencian en células formadoras de tejido, son
fundamentales para comprender el desarrollo nativo y la regeneracién tisular [70]. Existe una
necesidad critica de delinear la contribucién relativa a los tejidos y érganos regenerados de las
células administradas frente a la célula huésped [71]. Por lo tanto, el marcaje a largo plazo y
citocompatible de las células madre es fundamental en el campo de la medicina de la regenera-
cién para comprender su destino, migracién y contribucién a los tejidos en regeneracién [72].
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Liu et al. [73] utilizaron 2’-(etilendioxi)bis(etilamina)- puntos de carbono para el etiquetado
de células madre mesenquimales fijas (MSC), las imdgenes obtenidas presentaron el nucleolo
hipercromético mas brillante que las otras regiones.

Asimismo, el nicleo celular es fundamental para varios eventos celulares importantes,
incluidos el metabolismo, la herencia y la reproduccién [74]. Kang sintetiz6 puntos de carbono
dopadas con nitrégeno, las imagenes celulares validaron la eficacia de tincién del ntcleo con
cuatro tipos de células cancerosas, incluidas las células de feocromocitoma de rata (PC12),
las células de cancer de adenocarcinoma de pulmén humano (A549), las células de carcinoma
de higado humano (HepG2) y las células de céncer de mama (MD -MBA-231) como modelos
[75].

Ademas, Ge et al. utilizé6 puntos de carbono fluorescentes rojos con el pico de emisién a
640 nm para la obtenciéon de imagenes de animales in vivo mediante inyeccién intravenosa en
ratones con tumores HeLa. Los puntos de carbono se acumulan en el area del tumor a través
del efecto de permeabilidad y retencién mejoradas (EPR), se observé una senal de fluores-
cencia significativa en el drea del tumor en comparacion con otros tejidos. La intensidad de
fluorescencia de los puntos de carbono acumulados en las dreas tumorales aumenté rapida-
mente entre las 2 y las 5 horas posteriores a la inyeccién, alcanz6 una meseta entre las 6 y las
9 horas posteriores a la inyeccién y disminuyé de manera constante con el tiempo [76].

2.3 Hidrogeles

Los hidrogeles son redes tridimensionales obtenidas a partir de los polimeros, pueden
absorber hasta mil veces su peso en agua o fluidos de base acuosa. Estos materiales son suaves
y gomosos por naturaleza, asemejandose a tejidos vivos en sus propiedades fisicas como: la
capacidad de absorber y retener fluidos biologicos; permeabilidad a moléculas pequenas como
oxigeno, nutrientes y metabolitos. La baja tension interfacial de los hidrogeles con medios
acuosos reduce la adsorcién y desnaturalizacion de proteinas. La consistencia blanda y gomosa
en estado hinchado minimiza la irritacién por friccién de las células de los tejidos circundantes
[42].

La naturaleza hidréfila de los hidrogeles se debe a la presencia de grupos funcionales como
hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amida (-CONHy) y sulfénico (-SO3H), a lo largo de
las cadenas poliméricas [77]. La formacién de hidrogeles implica un proceso de reticulacién
(formacién de redes) de cadenas poliméricas [78]. Los tres precursores principales requeridos en
la fabricacién de hidrogeles son el mondémero como la unidad base de las cadenas poliméricas,
agente reticulante y un agente iniciador [79].

2.3.1. Clasificacién de los hidrogeles

Los hidrogeles se pueden clasificar en funcién de multitud de criterios: tipo de origen de
los polimeros, tamano, composicién quimica, método de preparacion, carga idnica, entrecru-
zamiento y sensibilidad a estimulos. A continuacién, se describen brevemente las distintas
clasificaciones.

La naturaleza del polimero se clasifican como hidrogeles de polimeros naturales y de po-
limeros sintéticos. Los hidrogeles a base de polimeros sintéticos ofrecen una vida 1til mas
larga, una mayor absorcién de agua, una fuerza de gel mejorada y propiedades ajustables;
los hidrogeles de origen natural tienn ventajas en lo que respecta a la biocompatibilidad y
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biodegradabilidad. Varios polimeros naturales empleados en la preparacién de hidrogeles inclu-
yen alginatos, dextrano, quitosano, pectinas, xantano, polisacarido de psyllium, polisacarido
de tamarindo, goma de algarrobo, goma sterculia, goma tragacanto, etc [77]. En funcién de
su tamano, se pueden distinguir hidrogeles macroscépicos, microgeles o nanohidrogeles[80].
Ademaés, los hidrogeles se clasifican en amorfos, semicristalinos o cristalinos debido a su com-
posicién quimica [81].

Los hidrogeles pueden ser categorizados en tres clases segiin la composicién del polimero,
homopolimérico, copolimero y multi-interpenetrante (IPN). Los hidrogeles homopoliméricos
tienen una sola especie como mondémero. Los hidrogeles copolimeros constan de dos o més
monémeros diferentes, siendo al menos uno de ellos hidrofilico. Este grupo hidréfilo podria
organizarse de forma aleatoria, alterna o en bloque a lo largo de la cadena de la red. El
hidrogel IPN de polimeros miiltiples involucra dos cadenas reticuladas de polimeros, naturales
o sintético, colocado en forma de red. El polimero semi-IPN esta formado por una cadena
reticulada y un polimero no reticulado[82]. Segin la presencia o ausencia de carga en las
cadenas reticuladas se pueden clasificar en cuatro grupos: (a) no iénico (neutro), (b) Iénico
(incluyendo aniénico o catibnico), (c) anfétero electrolito (anfolitico) que contienen grupos
tanto dcidos como bésicos, (d) zwitteriénico (polibetainas) que contiene grupos tanto aniénicos
y catiénicos en cada unidad repetitiva estructural[82], [81].

El tipo de entrecruzamiento puede ser: a) reticulacién covalente, b) fuerzas i6nicas, c)
enlaces de hidrégeno, d) interacciones de afinidad o "bio-reconocimiento", e) interacciones
hidrofébicas, f) cristalitos de polimero, g) entrelazamientos fisicos de cadenas de polimeros
individuales, o h) una combinacién de dos o més de las interacciones anteriores[81].

En funcién de su sensibilidad a los estimulos, existen hidrogeles no sensibles a estimulos,
que se hinchan por absorciéon de agua sin responder a cambios del ambiente, e hidrogeles
sensibles a estimulos o hidrogeles inteligentes que se hinchan en respuesta a alteraciones sutiles
del medio ambiente como temperatura, pH, fuerza iénica, luz, campo eléctrico o presencia de
biomoléculas|82].

2.3.2. Caracteristicas de los hidrogeles

Los hidrogeles presentan caracteristicas como la capacidad de hinchamiento, liberacién,
propiedades mecanicas y reolégicas. Estas caracteristicas se describen a continuacion.

2.3.2.1 Hinchamiento

La capacidad de hinchamiento de los hidrogeles es la propiedad més caracteristica debido
a las redes de polimeros reticulados hinchados en un medio liquido. El liquido absorbido actua
como un filtro selectivo para permitir la libre difusién de algunas moléculas de soluto, mientras
que la red de polimero actiia como una matriz para mantener el liquido unido[83].

En el estado deshidratado, el hidrogel tiene una estructura cristalina y cuando entra en
contacto con un medio acuoso tiende a absorber agua. En la matriz del hidrogel, el contenido
en agua aumenta desde el ntcleo hacia la superficie, pudiendo distinguirse tres regiones: go-
mosa blanda (principalmente agua), gomosa relativamente dura (hidrogel y agua) y cristalina
(principalmente hidrogel). La primera regién esta altamente hinchada y es mecdnicamente
débil, esta capa actiia de barrera frente a la difusién del agua restante; la segunda region
de la matriz estd moderadamente hinchada y es relativamente fuerte; mientras que la tercera
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regiéon aun no ha sido alcanzada por el agua y permanece en estado cristalino por més tiempo.
Cuando un hidrogel se introduce en un medio liquido se hincha o se deshincha hasta alcanzar
el equilibrio, que es el resultado del balance entre las fuerzas osmoticas originadas por el agua
al entrar en la red macromolecular y las fuerzas cohesivas-elasticas ejercidas por las cadenas
de polimero que se oponen a esa expansion|[84].

La propiedad de absorcién y desorcién reversible de liquido permite que el hidrogel alcance
un equilibrio de hinchamiento en el que la presiéon osmédtica sea nula; si inicialmente la presion
es positiva, el hidrogel absorbera liquido y se expandird, mientras que, si la presién es negativa,
expulsara fluido y se contraera. La penetracién del agua depende de la rapidez de relajacion de
las cadenas de polimero, que esta condicionada por distintos factores como el tipo de polimero
(grupos funcionales, carga iénica, cardcter hidréfilo), el secado previo del hidrogel, el tipo de
entrecruzante, la densidad de entrecruzamiento y el tamaifio de poro [85].

El grado de hinchamiento es directamente proporcional a la cantidad de agua captada.
Experimentalmente se puede determinar por una diferencia de pesos, segiin las ecuaciones 2.1
y 2.2 que describen el hinchamiento en el tiempo.

Q, = my — Mo (2.1)
mo
Moo — M
Qoo = oo 770 (2.2)
mo

donde @ es el indice de hinchamiento en el tiempo, () indice de hinchamiento en
equilibrio, myg es el peso inicial del hidrogel seco, m; es el peso del hidrogel en el tiempo y
Moo €s el peso del hidrogel en equilibrio.

El grado de hinchamiento en equilibrio influye en la fuerza mecanica del hidrogel y la
permeabilidad a los solutos. Aumentando el grado de entrecruzamiento se reduce el hincha-
miento del hidrogel y el tamafnio de poro, lo que limita la movilidad de los farmacos; por tanto,
modificando el grado de entrecruzamiento se puede controlar la liberacién del farmaco[85].

2.3.2.2 Liberacion

Dado que el hinchamiento es la caracteristica principal de los hidrogeles, es muy 1til co-
nocer la cinética que rige este comportamiento para mejorar el diseno de los sistemas de
liberacién. Existen distintos modelos mateméaticos para describir el hinchamiento de los hi-
drogeles, entre ellos la cinética de orden uno y de orden dos. La cinética de orden uno puede
describirse mediante la siguiente ecuacién (2.3 y 2.4):

gt =1-e Kt (2.3)
O lo que es lo mismo:
=0, Qi"Qt = e/t (2.4)

donde @ es el hinchamiento a un tiempo #, () es el hinchamiento en equilibrio y K3
es la constante de velocidad de hinchamiento de orden uno [85].

Otro de los modelos estudiados es la cinética de orden dos, que tiene en cuenta la superficie
interior del hidrogel que atin no ha interaccionado con el agua a tiempo t pero que se hidratara

17



a medida que pasa el tiempo; esta cinética puede calcularse mediante la ecuacion de Schott,

visto en la ecuacién 2.5:
t 1 1

— =

Q. KQi Q
donde @), es el hinchamiento a un tiempo ¢, al graficar & versus t, del intercepto de la linea
recta se puede calcular la constante de hinchamiento K y el hinchamiento en equilibrio Q.

85].

(2.5)

2.3.2.3 Propiedades mecanicas

Los hidrogeles deben cumplir ciertos requisitos mecanicos para aplicaciones, como electré-
nica extensible, sensores, actuadores y cartilago artificial. Por lo tanto, es importante caracte-
rizar cuidadosamente sus propiedades mecanicas. Las propiedades mecanicas de los hidrogeles
incluyen resistencia a la tracciéon/compresién, deformacién por traccién/compresion, médulo
de Young y tenacidad. El método que se usa comtUnmente para caracterizar las propiedades
mecénicas de los hidrogeles es la prueba de traccién/compresién uniaxial con un probador de
traccion universal. Las muestras de hidrogel con dimensiones definidas (largo, ancho, grosor,
altura y didmetro) deben prepararse antes de la caracterizacién mecénica. Durante la prueba,
la muestra de hidrogel se estira o comprime uniaxialmente a una velocidad predeterminada
para determinar la tenacidad mecénica y la resistencia maxima a la traccién[86].

La prueba de resistencia a la compresiéon del hidrogel miden la tensiéon maxima y el alar-
gamiento que podrian alcanzar. Generalmente se coloca la muestra entre placas paralelas
seguido de un prensado vertical. La aplicacién de presion externa con respecto a la deforma-
cién proporciona el grafico de tension-deformaciéon por compresion, que infiere la resistencia
tipica a la rotura por compresién y por soporte de carga de los materiales blandos. El médulo
de Young mide la rigidez de los hidrogeles, que se define como la pendiente de la regién lineal
inicial de la curva tensién-deformacién (cuando se aplica una pequeiia deformacion)|[87].

2.3.2.4 Propiedades reoldgicas

Las 4 propiedades reoldgicas més importantes son: (i) la viscosidad aparente (relacién
entre esfuerzo de corte y velocidad de corte), (ii) los coeficientes de esfuerzos normales, (iii)
la viscosidad compleja (respuesta ante esfuerzos de corte oscilatorio) y (iv) el médulo de
almacenamiento (G’) y el médulo de perdida (G”) ( miden la respuesta elastica y viscosa del
hidrogel y es un comportamiento viscoelastico lineal) [88]. Mediante el reémetro se caracteriza
los comportamientos viscoeldsticos de los hidrogeles. La prueba reolégica de los hidrogeles se
lleva a cabo normalmente en un estado hinchado. En una prueba tipica, se coloca un trozo
de hidrogel entre discos paralelos o un cono y un disco; luego se aplica una oscilacién con
parametros de prueba preestablecidos (por ejemplo, frecuencia, amplitud de deformacion,
tension, etc.) al hidrogel.

2.3.3. Aplicaciones de los hidrogeles

Las principales aplicaciones del hidrogel son eliminaciéon de tintes y iones de metales pe-
sados,en agricultura, panales sanitarios, sensores de pH, biosensores y supercondensadores.
A continuacién nos centramos en aplicaciones biomédicas como administraciéon de farmacos,
ingenieria de tejidos, apdsitos para heridas y lentes de contacto[89].
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2.3.3.1 Sistema de liberacién de farmacos

El proceso de administrar un farmaco al cuerpo humano o animal para lograr un efecto
terapéutico deseado se conoce como administracién de farmacos[90]. Las aplicaciones de hi-
drogeles en sistemas controlados de administracion de farmacos se han vuelto muy populares
en los ultimos afnios debido a su red estructural tridimensional con alta capacidad de retencion
de agua[81].

Caracteristicas como el hinchamiento del hidrogel ayuda a retener los fArmacos y liberarlos
de forma controlada. La gran cantidad de agua presente en el hidrogel ayuda a encapsular
farmacos hidréfilos[91]. El farmaco se carga en el hidrogel mediante dos métodos: en el pri-
mer método, el polimero se mezcla con el farmaco seguido de la polimerizacién junto con el
reticulante y el segundo método, el hidrogel formado se sumerge en la solucién del farmaco[92].

Las principales desventajas del sistema de administracién de farmacos de hidrogel son su
baja resistencia a la traccién y la dificultad para cargar farmacos hidréfobos. Por consiguiente,
para aumentar la eficiencia de carga de los farmacos hidréfobos en la matriz de hidrogel se
realiza la incorporacion de moléculas que tienen la capacidad de formar complejos de inclusion
y la incorporacién de restos hidréfobos[93].

El sistema de administraciéon de farmacos de hidrogel se puede utilizar para aplicaciones
oftalmicas, vaginales, transdérmicas, subcuténeas, orales, rectales, etc. [91], [92], [93].

2.3.3.2 Ingenieria Tisular

Los hidrogeles han ganado un gran interés en la ingenieria de tejidos puesto se requiere
de la implantaciéon de materiales porosos que proporcionen el soporte necesario para apro-
vechar la proliferacién de las células en el tejido. Hay varios enfoques para la fabricacion de
andamios de hidrogel que incluyen liofilizacién, emulsificacién, fundicién con solvente - lixi-
viacién, espumacién de gas - lixiviacién, fotolitografia, microfluidos, micromoldeo e impresién
3D. Los andamios de hidrogeles se utilizan en la regeneracion de tejidos cardiacos, cartilagos
y huesos. Actualmente, los hidrogeles inyectables son més ventajosos que los andamios de hi-
drogel normales debido a su facil llenado de defectos irregulares y no requieren procedimientos
quirirgicos complejos [94].

2.3.3.3 Apésitos de heridas

Los apoésitos para heridas son materiales principalmente polimeros en forma de gasas, geles,
hidrogeles, hidrocoloides, etc. Los hidrogeles actiian como un apdsito ideal para heridas, debido
a que proporciona un ambiente hiimedo en el sitio de la herida, ayudan a eliminar los exudados
de la herida, previenen infecciones y brindan un ambiente adecuado para la regeneraciéon de
tejidos [90].

2.3.3.4 Lentes de contacto

Las lentes de contacto son utilizadas para corregir la visién, la administracién de farmacos
para afecciones oftalmicas y el uso cosmético. Hay dos tipos principales de lentes de contacto,
lentes de contacto rigidos y suaves. Las lentes de contacto rigidas estan fabricadas con poli-
metilmetacrilato (PMMA), tienen propiedades como humectabilidad superficial, alto médulo
de elasticidad con excelente durabilidad. Sin embargo, no tiene permeabilidad al oxigeno y
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también causa efectos nocivos en los ojos. Una lente de contacto blanda o de hidrogel debe
tener propiedades como alto contenido de agua, su capacidad para transferir agua y permeabi-
lidad al oxigeno. La permeabilidad al oxigeno es una caracteristica muy importante del buen
funcionamiento de la cérnea. Puesto que, la cérnea usa oxigeno del aire para mantener su
estructura, funcién y claridad. Las lentes de contacto de hidrogel a base de silicona son uno
de los materiales de hidrogel més utilizados en la actualidad [90].

2.3.4. Sintesis de hidrogeles

El método de preparacién del hidrogel juega un papel vital en la modificaciéon de sus pro-
piedades fisicas y quimicas. Las propiedades de los productos de hidrogel producidos pueden
reformarse mediante la seleccién adecuada de los materiales de partida para el hidrogel [15].
Sin embargo, uno de los desafios en la sintesis de hidrogeles mediante el uso de polimeros esta
relacionado con el control de la distribucién del tamano de particula, que necesita un ajuste
exacto de las concentraciones de polimero [95].

Los hidrogeles se pueden sintetizar mediante diversas técnicas (figura2.5). Tradicionalmen-
te, la reticulacién fisica, la reticulacion quimica, el injerto de polimerizacién y la reticulacién
por radiacién se han utilizado para la preparacién de hidrogeles [96].
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Figura 2.5: Sintesis de hidrogeles mediante reacciones de polimerizacién de radicales libres y
reacciones de reticulacién. Tomado de [81].

La polimerizacién a granel es el método utilizado para producir hidrogeles a partir de uno
o mas tipos de mondémeros. Para la formulacién se debe agregar una pequena cantidad de
reticulante. Luego se aplica el iniciador. El iniciador utilizado depende de la estructura del
polimero y la naturaleza del disolvente [81].

Por otro lado, el principio de la copolimerizaciéon por injerto consiste en polimerizar un
mondmero, (monémero B), en presencia de un polimero, (polimero A), de manera tal que los
centros iniciadores de las reacciones de la polimerizacién estén situados todos en el polimero
original [96].En la polimerizacion por radiacién es una fuente de radiacion es la causante de
la formacién de radicales polimeros en el sistema [97].

En la polimerizacién en solucién, los mondémeros idénicos o neutros se mezclan con agentes
de reticulacion. La polimerizacién puede iniciarse térmicamente por irradiacién UV o por un
sistema-redox. En este método, el disolvente (etanol, agua-etanol o alcohol bencilico) sirve
como disipador de calor. Los hidrogeles obtenidos deben lavarse en agua para eliminar el
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iniciador, los monémeros, oligbmeros, reticulantes y otras impurezas que no han reaccionado

81,

2.4 Hidrogeles inteligentes

Los hidrogeles inteligentes o sensibles a estimulos son disefiados para tener una respuesta
controlable a estimulos externos como se muestra en la figura 2.6. Estos hidrogeles presen-
tan una alteracién de hinchazén o desinflamacion segiin un estimulo especifico. Los estimulos
utilizados para activar los hidrogeles se pueden clasificar en dos grupos: estimulos fisicos
(temperatura, presion, sonido, campo eléctrico, campo magnético) y estimulos quimicos (pH,
especies moleculares, fuerza ténica, composicién del solvente) [98]. Recientemente se ha desa-
rrollado otra categoria mediante estimulos bioquimicos que incluyen respuestas a antigenos,
enzimas, ligandos y otros agentes bioquimicos [99].

La innovaciéon de nuevos sistemas de administracion de farmacos sensible a los estimulos
se ha desarrollado en los ultimos afos. El estimulo externo envia sefiales al sistema para que
libere su carga util bioactiva, logrando las concentraciones locales deseadas necesarias para
producir efectos terapéuticos. Estos sistemas presentan ventajas como la capacidad de definir
la ubicacién de administracién de farmacos y poder alcanzar los requisitos de dosificacién
necesarios para satisfacer una variedad de necesidades terapéuticas [100].

Hidrogel hinchado Hidrogel deshinchado
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Figura 2.6: Hidrogeles sensibles a estimulos. Tomado de [101].
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2.4.1. Estimulos fisicos

Entre los estimulos fisicos encontramos los cambios de temperatura, de luz, los cambios
eléctricos. Los polimeros sensibles muestran cambios drasticos en sus propiedades frente a
ligeros cambios dados por estos estimulos.

2.4.1.1 Hidrogeles sensibles a la temperatura

Los materiales termosensibles para uso médico han sido de gran interés debido a la tempe-
ratura fisiologica relativamente universal de 37°C y al desarrollo de una serie de mecanismos
para manipular y controlar la temperatura in vivo. Los hidrogeles termosensibles experimen-
tan una transicién sol-gel con el cambio de temperatura, debido a la alteracion del equilibrio
hidréfilo / hidréfobo dentro de las redes. Los mecanismos de termogelificacién incluyen inter-
accién hidrofébica, transiciéon de espiral-hélice y empaquetamiento y entrelazamiento micelar.
Varios eventos de interacciéon estan implicados en la sensibilidad térmica de los hidrogeles:
interacciones polimero-polimero, agua-agua y agua-polimero [96].

Los hidrogeles sensibles a la temperatura se pueden dividir en tres grupos: hidrogeles
sensibles a la temperatura negativa, los hidrogeles sensibles a la temperatura positiva y los
hidrogeles térmicamente reversibles [96]. Los geles termosensibles positivos sufren un colapso
de la red al enfriarse por debajo de la temperatura de solucién critica superior (UCST),
mientras que los geles termosensibles negativos muestran gelificacion al calentarse por encima
de la temperatura de solucién critica més baja (LCST) [102], [103]. Los hidrogeles sensibles
a la temperatura se han estudiado ampliamente porque los agentes de liberacion para la
administracion controlada de farmacos son sensibles a los cambios de temperatura, también
como mecanismo de limpieza de membranas y, recientemente, andamios de gelificacién in situ
para la regeneracién de tejidos [102].

2.4.1.2 Hidrogeles fotosensibles

Los hidrogeles sensibles a la luz se clasifican en dos clases: hidrogeles sensibles a la luz
ultravioleta e hidrogeles sensibles a la luz visible [102]. La incorporacién de restos fotoactiva-
dores dentro de las cadenas de polimeros formadores de hidrogel hace que los geles sean foto-
sensibles, lo que permite aplicaciones en la manipulacién del microambiente celular. Existen
diferentes modos de acciéon que pueden ser estimulados por la luz, como la fotoisomerizacion,
la fotoescisién, la fotodimerizacién, la fotorreorganizaciéon y la fotoconjugacién [16], [96]. Los
hidrogeles sensibles a la luz se preparan basandose principalmente en hidrogeles sensibles a
la temperatura mediante la incorporacién de un grupo sensible a la luz en la estructura del
hidrogel. Hay tres posibles mecanismos de funcionamiento de los hidrogeles fotosensibles. El
primer mecanismo se basa en la conversién de luz en calor a través de moléculas especificas
sensibles a la luz involucradas en materiales sensibles al calor. Cuando la temperatura aumen-
ta hasta la temperatura de transicién de la fase de gel, el hidrogel responde a este cambio de
temperatura y provoca la gelificacion del sistema [96].

El segundo mecanismo se basa en la ionizacién de moléculas fotosensibles que responden a
la luz incidente. Cuando son expuestos a la luz los geles producen una gran cantidad de iones.
Un gradiente de concentracién de iones agudo resultante dentro y fuera del gel, conduce
a una diferencia de presién osmotica y finalmente a la expansion del gel [104]. El tercer
mecanismo radica en la incorporacién de grupos cromoféricos a la matriz de hidrogel, en cuyo
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caso sus propiedades fisicas y quimicas (como el momento dipolar y la geometria) cambiaran
en respuesta a la luz. Estos cambios inducen una alteracién estructural en la cadena del
polimero. Una reaccién de fotoisomerizacion incluye la transicion entre isémeros trans y cis
que contienen grupos azo [105].

2.4.1.3 Hidrogeles eléctricamente sensibles

Los hidrogeles eléctricamente sensibles muestran hinchamiento / deshinchamiento o flexién
al aplicar un campo eléctrico, debido a la generaciéon de potencial opuesto como resultado del
movimiento de contraiones en solucién [96]. La expansién o contraccién de un hidrogel en
respuesta a un estimulo eléctrico ocurre en un mecanismo muy similar al que se rige para los
hidrogeles sensibles al pH. La principal diferencia entre la estimulacién eléctrica y la de pH
es que el campo eléctrico mueve iones méviles para regular el gradiente de concentraciéon de
iones a través del hidrogel y la solucién [33].

Los hidrogeles de respuesta eléctrica se han estudiado ampliamente para controlar de forma
remota la liberacién de carga terapéutica utilizando un campo eléctrico [106]. Los estimulos
eléctricos son particularmente atractivos porque las sefiales precisas se pueden generar de
manera facil, remota y repetida sin la necesidad de instrumentos grandes y complejos, y
los dispositivos eléctricos pueden miniaturizarse y desarrollarse en un implante inalambrico,
mejorando la traducibilidad de esta tecnologia [82].
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Figura 2.7: Configuraciones experimentales de varios sistemas de administraciéon de farmacos
con respuesta eléctrica. Tomado de [86].

La capacidad de respuesta eléctrica de estos hidrogeles se ha probado en diferentes confi-
guraciones como se muestran en la figura 2.7. El sistema normalmente se coloca en un sistema
tampon de fosfato o en un medio salino. El entorno de los electrodos aplicados debe estar en la
region conductora de tal manera que no haya ninguna interrupcién del flujo de corriente hacia
los parches conductores. Los electrodos aplicados son normalmente de platino o carbono. A
veces, los electrodos en modo sin contacto también se aplican cuando el entorno del disposi-
tivo bajo prueba se ha mantenido en medios conductores, como las sales electrovalentes. Las
fluctuaciones en las dimensiones del gel se han observado incluso en corrientes eléctricas de
muy baja magnitud [86].

El poliacetileno (PA), el Poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT), el politiofeno (PTh), el po-
lipirrol (PPy), la polianilina (PAni), polifenileno (PPh) y poli (fenileno) vinileno (PPV) son
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polimeros conductivos que han sido utilizados para aplicaciones agricolas, eléctricas y biomé-
dicas [82], [86].

2.4.2. Estimulos Quimicos

Otra amplia clase de hidrogeles ha sido disefiado para exhibir hinchazén o degradacion en
respuesta a los estimulos quimicos incluyen pH, composicién del disolvente, la fuerza idnica
y especie molecular. Debido a la amplia gama de productos quimicos que podrian actuar
como estimulos practicos para lograr funciones ttiles, enseguida se explica el mecanismo de
respuesta segin el estimulo quimico.

2.4.2.1 Hidrogeles sensibles al pH

Los hidrogeles sensibles al pH son un subconjunto de sistemas sensibles a los estimulos
capaces de responder a las perturbaciones en el pH ambiental. La respuesta inducida por pH
se evidencia en el comportamiento de deshinchamiento/ hinchamiento del hidrogel [102]. El
pH es uno de los estimulos que se ha explorado ampliamente para aplicaciones de liberacion
de farmacos inteligentes y sostenibles debido a un amplio rango de pH de fluidos corporales
que se encuentran en diferentes compartimentos celulares y tisulares como se resume en la

tabla 2.2 [18].

Tabla 2.2: Ubicaciones dentro del cuerpo que exhiben un rango de pH dindmico durante el
funcionamiento normal o como respuesta a una enfermedad. Modificado de [102].

Localizacién pH

Sangre 7.34 - 7.45

Estémago 1.0- 3.0

Intestino delgado superior | 4.8 - 8.2

Colén 70-75

Tumos extracelular 6.5- 7.2

Endosoma temprano 6.0 - 6.5

Endosoma tardio 4.5-5.0

Vagina 3.8-4.5

Tejido / herida inflamados | 5.4 - 7.4

Los hidrogeles sensibles al pH tipicamente comprenden una red con grupos acidos y basicos
ionizables unidos a la cadena del polimero que pueden liberar protones por cambios en el pH
ambiental. Cuando se cambia el pH del disolvente, se genera en consecuencia un gradiente
de concentracién de iones entre el interior y el exterior del gel. Este gradiente provoca la
penetraciéon de iones méviles dentro y fuera del hidrogel y, lo que es mas importante, la
presién osmotica en la superficie del hidrogel. La presién osmotica da como resultado un
cambio de volumen deseable, evidenciando los procesos de hinchamiento y deshinchamiento
dependientes del pH a medida que el agua se absorbe o se expulsa de la red de hidrogel [17],
[96], [102].

Existen dos familias diferentes de hidrogel sensible al pH que difieren en su ionizacién de
grupo lateral y comportamiento de hinchamiento posterior. En la figura 2.8 se evidencia el
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comportamiento del hinchamiento de los hidrogeles sensibles al pH, en donde a valores de
pH altos, los grupos acidos del hidrogel aniénico pierden protones y los grupos béasicos a pH
bajo adquieren protones. Los mondémeros mas comunes utilizados para introducir un compor-
tamiento sensible al pH incluyen &cido acrilico (AA), dcido metacrénico (MAA), metacrilato
de dimetilaminoetilo (DMAEMA), metacrilato de dietilaminoetilo (DEAEMA) y acrilamida
(AAm). Los polimeros naturales como la albimina, la gelatina, el alginato y el quitosano
también pueden mostrar un comportamiento sensible al pH [96], [102].
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Figura 2.8: Comportamiento de hinchamiento de equilibrio de hidrogeles aniénicos y catiéni-
cos. Tomado de [107]

2.4.2.2 Hidrogeles sensibles a la glucosa

Estos hidrogeles responden a diferentes concentraciones de glucosa. Son particularmente
adecuados para la fabricacién de sensores de azicar en sangre y sistemas de administracion
de farmacos autorregulados. Se estudian tres clases de hidrogeles sensibles a la glucosa basa-
dos en glucosa oxidasa (GOx), concanavalina A (Con A) y acido fenilborénico (PBA) [108],
[109]. Sin embargo, estos hidrogeles atin estaban lejos de la aplicacién clinica debido a su no
biodegradabilidad y toxicidad de la estructura poliacrilica hacia los tejidos circundantes [110].
En la figura 2.9, la glucosa puede difundirse hacia el interior de la capsula (condiciones de
desequilibrio) y desplazar el GEMA reticulado con ConA.
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Figura 2.9: Hidrogel responsivo a la glucosa. Tomado de [108].
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2.4.2.3 Hidrogeles sensibles a enzimas

Los hidrogeles sensibles a enzimas son un nuevo tipo de materiales inteligentes que ex-
perimentan transiciones macroscopicas cuando se activan por la catéalisis selectiva de ciertas
enzimas. Por lo tanto, las funciones de las enzimas incluyen catalizar la sintesis y la hidrolisis,
lo que conduce a transiciones de fase de sol a gel y de gel a sol. La mayor parte de la investi-
gacion se ha centrado en los hidrogeles poliméricos que responden a proteasas y glicosidasas
durante los tltimos cinco anos [111].

2.4.3. Hidrogeles y puntos de carbono

Existen principalmente dos tipos de métodos para preparar los hidrogeles y los puntos de
carbono, dependiendo de las interacciones entre las nanoparticulas y la red de polimeros. Los
puntos de carbono unidos a las redes de polimeros mediante interacciones supramoleculares y
los puntos de carbono unidos a las redes de polimeros mediante interacciones covalentes [112].

Los hidrogeles se pueden preparar facilmente mediante la gelificacion de una mezcla de
puntos de carbono y polimeros. Las interacciones supramoleculares entre los puntos de carbono
y las cadenas de polimeros en los hidrogeles incluyen principalmente interacciones electros-
taticas y enlaces de hidrégeno [14]. El enlace de hidrégeno juega un papel importante en la
preparacién de hidrogeles/puntos de carbono [113].

Los hidrogeles/puntos de carbono exhiben en su mayoria propiedades mecanicas deficien-
tes, lo que dificulta sus aplicaciones practicas. Para mejorar las propiedades mecénicas, se han
preparado hidrogeles nanocompuestos incorporando puntos de carbono en hidrogel quimica-
mente reticulado [114]. La absorcién de los puntos de carbono en la red de hidrogel quimico
es una forma facil de preparar los hidrogeles nanocompuestos [115]. Las interacciones supra-
moleculares entre las nanoparticulas y los hidrogeles, como los enlaces de hidrogeno y las
interacciones electrostaticas, permiten que los puntos de carbono se retengan en las redes de
hidrogel quimico [116].

2.5 Alginato de Sodio

Los alginatos son polisacaridos lineales naturales obtenidos principalmente a partir de
algas marrones, es decir, Laminaria hyperborean, Macrocystis pyrifera y textitAscophyllum
nodosum. Son biopolimeros aniénicos compuestos por dos monosacaridos de acido urénico,
acido d-manurénico [M] y dcido 1- gulurénico [G], que estdn unidos por enlaces glicosidicos
B -1,4y a -1,4, respectivamente, y la sal mas comtnmente disponible es el alginato de sodio
(SA) que se muestran en la figura 2.10 [117].
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Figura 2.10: Estructura quimica del alginato y sus componentes 3 -1,4D-manuronato y «-1,4
y I+ guluronato. Tomado de [117].

Los alginatos se utilizan como polimeros de control de la velocidad en la administraciéon
de farmacos, que pueden formar un gel al hidratarse con agua en condiciones suaves sin el
uso de disolventes organicos. Por lo tanto, el hidrogel formado contiene solo agua destilada o
solucién de sacarosa y es ideal para atrapar macromoléculas biolégicas como ADN, células,
proteinas o incluso firmacos de bajo peso molecular, mientras conserva su actividad natural.
Después de la administracion, estas moléculas pueden difundirse a través de los poros del
hidrogel en el sitio terapéutico. El recubrimiento o reticulacion de estos hidrogeles puede
alterar adecuadamente la velocidad de difusién de las moléculas atrapadas [118].

El alginato de sodio (SA) es uno de los polimeros naturales mas utilizados en el campo de
la administraciéon de farmacos y las aplicaciones biomédicas. Es un polisacarido econémico,
se encuentra facilmente, biocompatible, biodegradable y no toxico que tiene innumerables
aplicaciones en la industria farmacéutica y alimentaria.El método general de extraccién de
alginato de las algas es tratdndolo con hidréxido de sodio, convirtiendo asi el alginato natural
en una sal de sodio soluble en agua. Posteriormente, el alginato de sodio asi formado en
solucién se precipita anadiendo cloruro de calcio, se purifica y se trata més para dar SA
en polvo [117]. La solubilidad acuosa, la mucoadhesividad, la transicion sol-gel, la afinidad
con iones divalentes y la facilidad de modificacién quimica para adaptar sus propiedades lo
convierten en un polimero prometedor para diversas aplicaciones de liberaciéon controlada.
Usado convencionalmente como agente gelificante, espesante y desintegrante de tabletas, ha
ganado diversas aplicaciones como reticulante y en administracién de pH controlado [22].

La propiedad de gelificacion de los alginatos depende de la afinidad de los alginatos hacia
la unién con varios cationes metélicos divalentes (ej. Ca?*, Zn?*, Ba?t ) y trivalentescatio-
nes metalicos (ej. Fe3*, AI3T) de forma selectiva y cooperativa. Esta naturaleza de unién a
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iones de los alginatos esta conectada selectivamente a los residuos de dcido gulurénico (G) o,
particularmente, al peso molecular, la longitud de los bloques G y la relacién M / G en la
estructura molecular del alginato. Cuando se alinean dos cadenas de bloques G, se generan
los sitios de coordenadas que son cavidades entre estos cationes metéalicos divalentes y triva-
lentes que se alojan. Después de la adicién de estos cationes metalicos, los alginatos sufren los
cambios conformacionales descritos por el llamado modelo Egg-Box (figura 2.11) [22].
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Figura 2.11: Modelo “Egg-Box” de gelificacién de alginato por interaccién iénica de iones
—~COO - de residuos de guluronato de moléculas de alginato e iones Ca?*. Tomado de [22].

La presencia de grupos de acido carboxilico en el resto de alginato hace que el polimero
sea sensible al pH. Estos grupos -COOQO ionizables hacen del polimero un componente atractivo
de los sistemas de administracion sensibles a los estimulos. Cuando el pH externo es inferior
a 3,4, el polimero permanece insoluble porque los grupos carboxilicos no estan ionizados.
Sin embargo, cuando el pH es superior a 4,4, los grupos de acido carboxilico se ionizan y se
produce la repulsién electrostatica de la carga negativa, lo que provoca la expansiéon de la
cadena del polimero y el hinchamiento de la matriz. Este efecto es mayor con un valor de pH
de alrededor de 7,4 [119].
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Capitulo 3

METODOLOGIA

En este capitulo se describe las etapas (figura 3.1) que se siguieron para llevar acabo el
desarrollo del proyecto. La primera etapa explica la metodologia utilizada para la sintesis
y caracterizacion de puntos de carbono como nanoparticula de interés biomédico. Luego se
describe la sintesis de hidrogel alginato como vehiculo encapsulador y modelo de hidrogel
responsivo al pH. Posteriormente, se tiene el procedimiento para encapsular los puntos de
carbono en el hidrogel y la prueba de liberacién controlada. Finalmente, se realizé una revision
literaria de protocolos de sintesis de polimeros conductivos que se encuentra en el capitulo 5.

Desarrollo de

untos de Revision de
pcarbono literatura de
embebidos en el p';‘;::g;':; ge
e e olimeros
de liberacion p -
controlada conductivos

Figura 3.1: Etapas de la metodologia desarrollada en la investigacion.

3.1 Sintesis de puntos de carbono y caracterizaciéon de las propiedades 6pticas

La figura 3.2 representa de manera esquemadtica el proceso para la sintesis de puntos de
carbono y su caracterizacién. En este procedimiento, 0.5 g de acido citrico se dispersé en
3mL de etanol y 3 mL N,N-dimetilformamida (1:1 V/V), seguido de un proceso de sonicacién
(ELMASONIC E PLUS - EP 30 H) por 3 minutos. La solucién resultante se transfirié a
tubo para reactor microondas (Anton Paar Monowave 50) durante 5 minutos con diferentes
temperaturas. La temperatura de reaccion fue variada de acuerdo con lo indicado en la tabla
3.1 [120].
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Tabla 3.1: Temperaturas empleadas en la elaboracion de la sintesis de los puntos de carbono
a partir de acido citrico, etanol y dimetilformamida.

Temperatura 100°C | 125°C [ 150°C [ 175°C | 200°C
Tiempo (min) 5
Solvente Etanol 99 %, Dimetilformamida 99 % (1:1 V/V)
Fuente de calentamiento Reactor microondas

La solucién obtenida del proceso de sintesis se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos
con el fin de separar el material de tamafio mayor no estable en dispersién acuosa. El sobre-
nadante se recolecta y se filtra a través de un filtro de 0.22 pm. Luego se realizd una dialisis
por 24 h para remover las especies moleculares que no reaccionaron. Finalmente, el producto
purificado se sec6 en un horno a 80°C durante 24 horas.

-l —- ﬁ
o 022 pm
P E
Acido citrico S0MICACION oo actor microondas 10000 rpm
Etanol 5 min 10 min
M, N-dimetilformamida T=100°C a 200°C

mlN
—
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ft—: |
o o EEEEEEEE
Puntos de carbono
Dialisis 24h Secado 24h + Agua destilada

Figura 3.2: Esquema del proceso de la sintesis de puntos de carbono.

Los espectros de absorcién UV-Vis de los puntos de carbono sintetizados dispersos en agua
destilada (5mg/mL), se midieron en un espectrofotémetro FLAME MODELO FLAMES-S-
XR1-ES OCEAN OPTICS a temperatura ambiente. Las mediciones se tomaron en un rango
de longitud de onda desde 200 nm a 900 nm en intervalos de 0.47nm usando una celda de
cuarzo de 1 cm de paso Optico. Los espectros de fluorescencia se midieron en un Cytation 3,
en rangos de longuitud de onda de exitacién des 260 nm hasta 500 nm en intervalos de 20 nm,
el cual permite la lectura de multiples espectros a través del uso de placas. Las mediciones del
espectro de fluorescencia se realizaron sobre las mismas soluciones empleadas en la obtencion
de los espectros de absorcion [120].

3.2 Sintesis de hidrogel de alginato

La figura 3.3 muestra de manera esquematica el proceso para la obtenciéon de hidrogeles
de alginato. Primero, se elabor6 la solucién de alginato 1.5 %(P/V), se pesé 0.3 g alginato de
sodio y se disolvi6 en 20 mL de agua destilada. Luego se realizo6 la solucién reticulante CaCly —
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NaCl, 0.05 M CaCls — 0.2 M NaCl en 20 mL de agua destilada. La solucion del aginato se agito
mediante sonicaciéon (ELMASONIC E PLUS - EP30H) por 15 minutos [121]. Posteriormente,
con el fin de evaluar la densidad de la red de hidrogel de alginato se realizaron 2 hidrogeles,
HA contenfa 500 pL de la solucién de alginato, 500 uL. de agente reticulante y HB contenia
500 uL de la solucién de alginato, 750 uL de agente reticulante. Se transfiri6 la solucién de
alginato a una cubeta de hielo de forma cilindrica (@3cm) y posterior la solucién de agente
reticulante. Se dejo en reposo a temperatura ambiente por 15 minutos y luego se pesaron los
hidrogeles.

0.05M CaCl2
0.2M NaCl @
," sol.
/A reticulante

]
Agua by ‘ O
destilada —
. QYAS) O)
Alginato 0 O - O

O O Hidrogeles de

sonicacion O alginato

solucion

Solucion reticulante

Alginato
(1.5% P/V)

Figura 3.3: Esquema del proceso de la sintesis de hidrogel de alginato.

Para simular el efecto del pH sobre la velocidad de liberaciéon del farmaco se evalud la
degradacion de los hidrogeles inmediatamente después de la preparaciéon. Se realizé un prueba
de degradacion en soluciones a diferentes pH (dcido = 3.2 y basico= 8.5 [102]). Los hidrogeles se
pesaron después de la preparacion y se adicionaron a la solucién que simulaba en pH fisiolégico.
Cada 5 minutos se sustrajo el hidrogel para medir su masa hasta su desintegracién total.
Finalmente, mediante la ecuacién 3.1 se determiné el % de degradacién para cada hidrogel en
el tiempo.

my * 100

my

% de degradacién = 100 — (3.1)

En donde m; es la masa inicial y m; es la masa en el tiempo.

3.3 Desarrollo de puntos de carbono embebidos en el hidrogel y prueba de
liberaciéon controlada

La figura 3.4 exhibe el proceso del desarrollo del hidrogel con puntos de carbono encap-
sulados y la prueba de liberacién. Los puntos de carbono sintetizados se dispersaron en 2
mL de agua destilada obteniendo una concentracién de 67.3mg/mL. Primero, se realizaron
4 hidrogeles con diferentes voliimenes de la solucién de puntos de carbono, sin embargo, los
tiempos de toma de alicuotas fueron demasiado dispersos entre cada toma y los resultados
de la fluorescencia no proporcionaron informacién relevante. Por consiguiente se realizaron
los célculos para obtener 8 hidrogeles (4 hidrogeles para toma de alicuotas y 4 hidrogeles
para registro de perdida de masa). En donde, H1 esta conformado por 450uL de solucién de
alginato, 50uL de solucién de puntos de carbono (1.682 mg de puntos de carbono). En H2
se adiciond 400uL de solucién de alginato, 100 pl de solucién puntos de carbono (3.365 mg
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de puntos de carbono). Cada solucién se homogenizé mediante vértex. Luego, se traspasé a
la cubeta de hielo. Se adicion6é 750uL de la solucién reticulante a temperatura ambiente. Se
dejo en reposo a temperatura ambiente por 15 minutos y finalmente se obtuvo el hidrogel con
puntos de carbono encapsulados.

N
Sgl:( lante N ' 19
reticulan v alicuotas
@ é Sol. FES E
- *'n.“' - - () G = >
U | - @ Ve EE 0

i Sol. ALG/CD
Vortex Hidrogel ALG/CD

Sol. ALG/CD
Figura 3.4: Esquema del desarrollo de puntos de carbono embebidos en el hidrogel y prueba
de liberacién controlada.

Se realizaron dos soluciones con pH a condiciones fisiolégicas normales, la solucién acida
(pH = 3.2) se adicioné 500 pL de HCI(1M) en 240 mL de agua destilada y la solucién basica
(pH = 8.5) se adicioné 10 puL. de NaOH(1M) en 240 mL de agua destilada. La prueba de
liberacién controlada utilizé los hidrogeles H1 y H2 inmediatamente después de la preparacion.
Para cada hidrogel, se tomé alicuotas en intervalos de tiempo para la medicion de espectros
de fluorescencia en un Cytation 3 a una 360nm.

3.4 Revisién literaria de protocolo de sintesis de polimeros conductivos

En la figura 3.5 se ensena las fases de la revision bibliografica. Se partié de una investigacion
acerca de cudles son los polimeros conductivos utilizados para aplicaciones biomédicas como
la administracion de farmacos. Luego se realizé un filtrado con respecto a los polimeros méas
utilizados en aplicaciones biomédicas, los cuales son la polianilina (PAni), el polipirrol (PPy) y
el poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT), agente reticulante o técnica utilizada para la sintesis.

Los resultados fueron orientados a esclarecer interrogantes cémo: ;Cudles son los polimeros
conductivos mds empleados en aplicaciones biomédicas?, ;Cudles son las técnicas utilizadas
para sintezar los polimeros conductivos?s Eriste una proceso en comun para sintezar los poli-
meros conductivos?.

A continuacion, se empled la estrategia PICO, que permitié determinar ciertos factores
(problema de interés, intervencion, comparacién y salidas). El problema de interés fue la sinte-
sis de la polianilina, el polipirrol y el poli(3,4-etilendioxitiofeno) como polimeros conductivos.
La intervencién planteada fue la siguiente ; Qué protocolo se ha realizado para sintetizar la po-
lianilina, el polipirrol y el poli(3,4-etilendioxitiofeno) como polimeros conductivos utilizados en
aplicaciones biomédicas?. Se comparo la existencia de alternativas de protocolos para sinteti-
zar los polimeros conductivos como la polianilina, el polipirrol y el poli(3,4-etilendioxitiofeno).
Obteniendo como salidas la estandarizacién de protocolos de sintesis de estos polimeros. Los
criterios de inclusién y exclusién de articulos para la revision bibliografica permiten un filtrado
de los documentos encontrados en las bases de datos, con base en el tema o enfoque de cada
investigacion. Estos son:
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busqueda elegibilidad

Figura 3.5: Etapas desarrolladas durante la seleccién de un correcto enfoque en la btisqueda
de literatura.

1. Criterios de inclusién

= Articulos relacionados con polimeros conductivos.

= Articulos relacionados con hidrogeles eléctricamente sensibles.

= Articulos que desarrollaron hibrido de hidrogel de polimero conductor.
= Articulos relacionados con el pirrol y hidrogeles responsivos.

= Articulos relacionados con el anilina y hidrogeles responsivos.

= Articulos en ingles y espaiiol.
2. Criterios de exclusion

= Articulos que no proveen la informacién suficiente en el proceso de sintesis.
= Articulos que no estén enfocados a aplicaciones biomédicas.

= Articulos que no cumplen con el tiempo limite de fecha de publicacién del articulo
(solo articulos desde el 2010)

Finalmente se expone las ecuaciones de bisqueda que permitieron encontrar un aproxi-
mado de 320 articulos referente a los temas destinados por las dos etapas anteriores, a través
de bases de datos como Springer, PubMed, Science Direct, Willey, entre otras.

= Conductive polymer AND Hydrogel
= Conductive polymer AND Drug Delivery System or DDS
= Conductive polymer AND Biomedical Applications

= Hydrogel AND ElectroResponsive AND Drug Delivery System or DDS
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= Hydrogel AND Electrically AND Responsive AND Drug Delivery System or DDS

= Hydrogel and PPY or Pyrole and Synthesis and Stimulus

= Hydrogel and PANI or Aniline and Synthesis and Stimulus

» Hydrogel and PEDOT or Poly(3,4-ethylenedioxythiophene) and Synthesis and Stimulus

De la busqueda realizada en las bases de datos se obtuvieron 70 articulos que en un principio
se seleccionaron por su titulo, se eliminaron 12 de ellos al encontrase repetidos, quedando 64
estudios. Con la lectura del resumen y teniendo en cuenta los criterios de inclusién, el nimero
se redujo a 37 articulos. La extracciéon de datos se realizé con estos articulos y a causa de
la informacién que se iba separando, se eliminaron 10 estudios porque no cumplian con los
temas principales o porque no habia claridad en su metodologia y resultados. Se adicion6 3
articulos por referencias. Al final del procedimiento se seleccionaron 30 articulos en total.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Esta seccion presenta los resultados obtenidos y discusién de cada etapa experimental,
esto con el fin de demostrar como cada resultado se constituia como la base para el paso a la
siguiente etapa.

4.1 Sintesis de puntos de carbono y caracterizacién de las propiedades épticas

Los puntos de carbono se sintetizaron por reactor microondas con éxito a partir de acido
citrico como precursor de carbono,pueden presentar derivados fluorescentes por el solvente
utilizado. Las soluciones acuosas de puntos de carbono (5mg/ml) preparados en agua destilada
mostraron un color amarillo palido débil en luz visible (figura 4.1a) y emitieron fluorescencia
azul bajo luz UV de 365 nm (figura 4.1b).

Se estudiaron las propiedades épticas de los puntos de carbono resultantes a través de la
técnica UV-Vis y los comportamientos de fotoluminiscencia (PL). En la figura 4.2, los puntos
de carbono mostraron una fuerte absorcién dptica en la regiéon UV (200 nm — 320 nm), con
una cola que se extiende hacia el rango visible. Los méximos en los espectros de absorcion
en funcién de la temperatura son 262 nm (100°C), 255 nm (125°C), 265 nm (150°C), 266 nm
(175°C) y 251 nm (200°C). En donde, un pico maximo entre 230 nm y 275 nm se atribuye a
la transicion m — m* del enlace C = C [122].

La aparicién de hombros en la banda principal de absorciéon para un cromoforo se ha atri-
buido a las transiciones electréonicas entre los diferentes niveles de energia vibratoria posibles
para cada estado electronico. Las muestras a 175°C y 200 °C evidencian un hombro que exhibe
una banda de absorcién UV-Vis con un pico entre 330 nm y 380 nm (ver figura 4.2). Los picos
de hombro alrededor de 350 nm se asignan a la transicién n — 7« de C = O u otros grupos
conectados[62],[123]. El espectrofotémetro no presentaba un filtro, por lo cual los espectros
de absorbancia de las muestras de los puntos de carbono en el rango de longitud de onda de
500 nm a 700 nm presentan un rizado que no tiene relaciéon con los croméforos presentes, por
consiguiente no confiere propiedades a los puntos de carbono sintetizados.
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Figura 4.1: Soluciones de puntos de carbono (5mg/ml) segin temperatura de reaccién (a. en
luz visible y b. bajo irradiacién UV , respectivamente )
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Figura 4.2: Espectro de absorbancia de los puntos de carbono segin la temperatura de reac-
cién.
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Las propiedades PL de puntos de carbono segiin la temperatura de reaccién se muestran en
la figura 4.3a-e, donde el ancho de la banda emision esta en el rango del azul al cian (410-520
nm). La respuesta de los puntos de carbono a la excitacién de 365 nm de la lampara UV (
figura 4.1b) concuerdan con la respuesta en rango del azul de la figura 4.3.

0
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Figura 4.3: Espectros de emisién de los puntos de carbono segin temperatura de reacciéon
a) 100°C, b) 125°C, ¢) 150°C, d) 175°C y e) 200°C. f) Espectro de emisién de los puntos de
carbono segtin temperatura a longitud de excitacién de 380 nm.

Los espectros PL presentaron una emisiéon dependiente de la excitacién que disminuye gra-
dualmente, acompafniada de un evidente desplazamiento hacia el rojo del espectro de emision
(ver figura 4.3a-e). Las longitudes de onda de excitacién con mayor intensidad fueron de 360
nm / 380 nm y la longitud de onda de emisién fue entre 440 nm a 460 nm para todos los
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puntos de carbono. La figura 4.3f muestra los maximos de PL a longitud de excitacién de 380
nm en funcién de la temperatura, los maximos son 0.42 u.a. (100°C), 0.57 u.a. (125°C), 0.51
u.a. (150°C), 0.55 u.a. (175°C) y 1 u.a. (200°C). Debido a que los puntos de carbono a 200°C
presentaron mayor intensidad se decidié trabajar con estos en la siguiente etapa.

4.2 Sintesis de hidrogel de alginato

La gelificacion y reticulacion de los polimeros de alginato se logré mediante el intercambio
de iones sodio de los &cidos gulurénicos con los cationes divalentes Ca®* (ver figura 4.4). La
unién cooperativa de Ca?* entre bloques gulurénicos alineados y el apilamiento de estos grupos
gulurénicos, formo la estructura caracteristica de caja de huevos dando como resultado una red
de hidrogel estable [22]. El tamafio del hidrogel, la concentracién de alginato y las moléculas
de reticulacién, son importantes para una comprensiéon fundamental de las propiedades de los
hidrogeles de alginato y sus aplicaciones. Los hidrogeles HA y HB presentan concentracién
de alginato y entrecruzante en relacion 1:1 y 1:1.5, respectivamente, presentaron la siguiente
masa, HA = 0.358g y 0.367g, es decir una masa promedio de 0,3625g + 4,05E-05g; HB =
0,394g y 0,425¢g, es decir una masa promedio de 0,4095g + 0,0004805g.

Figura 4.4: Hidrogeles de alginato (HA, HB) en solucién de pH bésico (izquierda), HA y HB
inmediatamente después de la preparacion (derecha).

La concentracion de alginato determina la densidad de la red de hidrogel de alginato
resultante, es uno de los factores clave para controlar las propiedades mecénicas de estos
hidrogeles [124]. En estudios previos, las propiedades mecanicas de los hidrogeles de alginato
aumentan proporcionalmente con la concentraciéon de polimero, debido a la disminucién de
tamano de poro de hidrogel [125].

Para simular el posible efecto del pH sobre la velocidad de liberacién del farmaco se evalud
la degradacién de los hidrogeles inmediatamente después de la preparaciéon. Los perfiles de
degradacion de los hidrogeles segtin el pH se observa en la figura 4.5. Los hidrogeles fueron
pesados después de la preparacién y en el transcurso del tiempo hasta su desintegracion total.
Finalmente, mediante la ecuacién 3.1 se determiné el % de degradacién para cada hidrogel en
el tiempo.

Se compard la respuesta de degradacién de los hidrogeles HA y HB en pH 4cido( pH = 3.2)
y béasico (pH = 8.5), en donde, las muestras de hidrogel HB llegaron al 60 % de degradacién a
la mitad del tiempo que las muestras del hidrogel HA (figura 4.5). Los resultados observados
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pueden atribuirse al hecho de que la mayoria de los grupos carboxilo (-COOH) presente en las
estructuras de las moléculas de alginato confiere al polimero sensibilidad a los estimulos de pH.
El grupo carboxilo (-COOH) presente en la estructura del alginato es insoluble en el medio
con un pH menor que su constante de disociacién acida (pKa) (pH <3,4). A un pH inferior a
4,4, el grupo carboxilo (-COOH) se ioniza, lo que provoca la repulsion electrostédtica de estas
cargas eléctricas negativas. El enlace de hidrégeno entre los grupos carboxilato en alginato
de sodio conduce a las interacciones polimero-polimero y predominan sobre las interacciones
polimero-agua y, por lo tanto, la repulsién electrostatica entre estos grupos disminuye y se
favorece la contraccién[126],[127].
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Figura 4.5: Perfil de degradacién del hidrogel de alginato (HA, HB) a pH &cido y bésico.

Estos resultados también pueden ser a causa de una mayor concentracion del reticulante
en las muestras de hidrogel HB en comparacién al hidrogel HA. Las moléculas de reticulacién
afectan las propiedades de los hidrogeles por encima de una cierta cantidad de estas molé-
culas, por consiguiente, los médulos de los geles comienzan a disminuir[128].De acuerdo con
lo anterior, se decidi6 trabajar con la relacién 1:1.5 (HB) para elaborar los hidrogeles que
encapsularan los puntos de carbono en la siguiente etapa.

4.3 Desarrollo de puntos de carbono embebidos en el hidrogel y prueba de
liberacién controlada

Segun los resultados obtenidos en las etapas anteriores, se determiné trabajar con los
puntos de carbono a 200°C por sus propiedades de PL y con el hidrogel HB que tiene relacion
1:1.5 de alginato y agente reticulante. Los puntos de carbono se encapsularon en la red de
alginato donde el i6n calcio interacttia con sus grupos carboxilicos, obteniendo los hidrogeles
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H1 y H2. La figura 4.6 presenta un esquema de captura de puntos de carbono en una red de
hidrogel tridimensional.
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Figura 4.6: Esquema de captura de puntos de carbono en la red de hidrogel.

La figura 4.7 muestra los hidrogeles con puntos de carbono embebidos inmediatamente
después de la preparacion. En la parte superior, los hidrogeles H1 y H2 en ausencia de irra-
diacién UV y en la parte inferior, los hidrogeles en presencia de irradiacién con luz UV (Aexc =
365nm) en donde, se evidencia que la muestra con mayor concentracion de puntos de carbono
embebidos en el hidrogel (H2) presenta mayor intensidad de fluorescencia.

Figura 4.7: Hidrogeles con puntos de carbono embebidos (a. en ausencia y b. bajo irradiacién
UV, respectivamente).

La figura 4.8a muestra los perfiles de liberacién de los puntos de carbono embebidos en los
hidrogeles en medio acuoso con pH &cido y béasico por fotolumisencia (PL). Se evidencia que
los hidrogeles en presencia de pH basico presentan mayor PL en contraste a pH acido. Para el
H1, la intensidad méxima en pH bésico (t = 540 segundos) fue el doble en comparacién en pH
acido (t = 4620 segundos). En el H2, la intensidad méxima en pH acido (t = 1560 segundos)
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fue una tercera parte en comparacién con la intensidad maxima registra en pH bésica (t =
660 segundos). Yang et al. [129], atribuye el aumento en la intensidad de PL con el aumento
del pH a la desprotonacién de los grupos carboxilo en la superficie de los N-CDs, lo que puede
causar dopaje / carga electrostéatica en el DMF-CDs y cambiar el nivel de Fermi, que también
puede entenderse como que la desprotonacion del grupo carboxilo en el DMF-CDs.
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Figura 4.8: a)Cambio en los espectros de Fluorescencia de puntos de carbono embedidos en
H1 y H2 en presencia de medio dcido-bdsico a través del tiempo. b)Cinética de liberacién de
H1 y H2 en pH &cido y bésico. ¢)Cambio de masa de H1 y H2 en presencia medio dcido-bésico
a través del tiempo. d) Soluciones acida (izquierda) y basica (derecha) al finalizar la liberacién
de H2 en presencia de lampara UV( Aexc = 365nm).

Los modelos matemaéticos permiten determinar los mecanismos de liberacién de un far-
maco desde el hidrogel y los parametros que rigen esos modelos, lo que resulta ttil para
caracterizar y comparar diferentes perfiles de liberacién, y facilita el diseno de nuevas ma-
trices poliméricas como sistemas de liberacion controlada. Mediante el ajuste de los datos
experimentales del perfil de liberacién, es posible determinar el mecanismo (o combinacién de
mecanismos) predominante en la cinética de liberacién de un farmaco.

Existen modelos para predecir los perfiles de liberacién desde hidrogeles como la cinéti-
ca de orden uno (liberaciéon proporcional a la cantidad de farmaco remanente en la matriz),
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modelo de Hixson-Crowell o de la raiz ctbica (cuando la forma farmacéutica disminuye pro-
porcionalmente conservando la misma geometria inicial), el de Weibull (modelo empirico sin
fundamento cinético), el de Baker—Lonsdale (liberacion del farmaco a partir de una matriz es-
férica)[130],[131]. Sin embargo, la cinética de liberacién de los puntos de carbono no presenté
un comportamiento definido por los anteriores modelos, presentando r2<0.54. Por consiguien-
te, se realizé la linealizacién de los patrones de la cinética de liberaciéon de puntos de carbono
para cada hidrogel por fluorescencia (figura 4.8b) mediante la ecuacién 4.1, en esta se hace
un cambio de variable como se estable en la ecuacién 4.2 y se obtiene la funcién mostrada en
la ecuacion 4.3.

Y = AX + B; (4.1)
X:x;Yzlng;C’:eB; (4.2)
x
—zA
y=_Czxe (4.3)

donde, x es el tiempo t(seg), y es la fluorescencia de puntos de carbono en el tiempo, In Zes
el logaritmo natural de la fluorescencia de puntos de carbono en el tiempo t(seg) dividida en
tiempo t(seg), A y B se obtienen de la recta linealizada.

De la anterior linealizacién se obtuvo las ecuaciones que relacionan el modelo de liberacion
de los puntos de carbono embebidos en los hidrogeles segiin el medio acuoso con pH acido y
basico. La forma linealizada en pH &cido se observa en las ecuaciones 4.4 y 4.5:

H1:Y = —0,0003X + 0,7906; %> = 0,7231 (4.4)

H2:Y = —0,0005X + 1,1483;r% = 0,9198 (4.5)
y para el pH bésico se observa en las ecuaciones 4.6 y 4.7:

H1:Y = —0,0013X + 3,5872;r% = 0,9051 (4.6)

H2:Y = —0,0017X +4,1215;7% = 0,8398 (4.7)

La masa de los hidrogeles H1 y H2 fue: H1= 0,3995¢g y 0,4084¢, es decir una masa promedio
de 0,40395g + 3,9605E-05g; H2 = 0,4327g vy 0,4223g, es decir una masa promedio de 0,4275g
+ 5,408E-05g. El porcentaje de masa perdida de los hidrogeles a través de tiempo (ver 4.8¢c)
tiene un comportamiento lineal, donde, el hidrogel H2 en pH bésico presenta una pendiente
mas inclinada en comparacion a las demas muestras. No obstante, ningiin hidrogel presenta
un % de perdida de masa total debido a que se registro la masa total del sistema, es decir, la
solucién de pH acido-bésico con los puntos de carbono embebidos en el hidrogel. Una causal
de esto, es que durante el registro de la perdida de masa del hidrogel hasta su degradacion,
a medida que el tiempo transcurria los puntos de carbono liberados adicionan cierta masa la
sistema. También es importante recalcar el posible error humano presente durante el registro
de la masa del sistema por intervalos de tiempo.

La figura 4.8d muestra la fluorescencia final de las soluciones dcido (pH=3.2) y bésico
(pH=8.5) de H2, donde se evidencia una menor PL en pH acido, presentando correlacién con
los resultados de la figura 4.8a. También, se evidencia una menor fluorescencia en comparacion
con el hidrogel (H2) al inici6 de la prueba de liberacién (figura 4.7b). La muestra de DMF-
CDs de Yang et al.[129] en solucién dcida presentaron fue incolora, lo que sugiere que las
variaciones de pH pueden causar cambios de transicién electrénica en m — 7+ y n — 7% en
los nanodominios de grafito de DMF-CDs rellenando o agotando sus bandas de valencia.
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Capitulo 5

REVISION DE LITERATURA:
SINTESIS DE HIDROGELES
ELECTRORESPONSIVOS

Los hidrogeles electroresponsivos han demostrado tener mayor control de respuesta de
hinchamiento / deshinchamiento al aplicar un campo eléctrico, atrayendo la atencién para
su uso en el campo de la farmacologia. El proyecto marco tiene como objetivo desarrollar un
hidrogel electroresponsivo por esta razon se presenta la siguiente revision literaria como primer
acercamiento a estos sistemas. Este capitulo describe la revision literaria sobre la sintesis de
estos hidrogeles, se detalla la definicién de hidrogeles electroresponsivos, su importancia y los
procesos de sintesis de la polianilina (PAni), el polipirrol (PPY) y el poli(3,4-etilendioxitiofeno)
(PEDOT).

Estos hidrogeles estan constituidos por un hidrogel conductor y un polimero conductivo
(CP), también son denominado como hibrido de hidrogel de polimero conductor (CPH) [132].
Hidrogel conductivo es el nombre empleado para definir una red hibrida hecha de hidrogeles
reticulados acoplados con CP [133]. Los CPH son geles que se hinchan con agua y contienen
un polimero conductor junto con un polimero de soporte como constituyentes [134].

Las propiedades valiosas de los hidrogeles conductores son: (1) alta conductividad iénica
y electrénica mixta, (2) cambio electroquimico entre formas redox de polimero conductor,
(3) la transicién entre formas sal-base en polimeros conductores, (4) no toxicidad y biocom-
patibilidad, (5) porosidad y alta area de superficie especifica, y (6) morfologia controlada y
homogeneidad macroscépica. La importancia de las caracteristicas individuales depende de
la aplicacién concreta y dotan a los CPH de grandes potenciales en el dispositivo de almace-
namiento de energia, de ingenieria de tejidos y diferentes tipos de sensores [133], [134], [135],
[136].

A continuacién, se recopila la informacién de los polimeros conductivos, sus propiedades
y los procesos de sintesis utilizados. Se enfatizara en los procesos de sintesis de la polianilina
(PAni), el polipirrol (PPY) y el poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT). Finalmente, se encuen-

tra la discusién en perspectiva de los procesos de sintesis de estos polimeros conductivos para
sus desarrollos futuros.
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5.1 Polimeros conductivos (PC)

La mayoria de los sistemas de administracion de farmacos que responden eléctricamente
hasta la fecha se basan en polimeros conductores (CP) dentro de un andamio de hidrogel, los
cuales se denominan hibrido de hidrogel de polimero conductor (CPH). Los CP son semicon-
ductores organicos que muestran conductividad electrénica y pueden exhibir una contribucién
i6nica cuando se encuentran en medios acuosos. Adicionalmente, presentan las propiedades
sobresalientes de polimeros convencionales como la flexibilidad en el procesamiento, la ligereza
de peso, y facilidad de sintesis [132], [136], [137], [138].

La figura 5.1 ilustra un hidrogel de polimero conductor (CPH). En donde, el componente
de hidrogel del CPH actta como un depésito del farmaco, debido a que este tiene un mayor
contenido de agua en comparacién con el CP solo [139], [140]. La combinacién de la conducti-
vidad eléctrica de los PC y la capacidad de hinchamiento / deshinchamiento de los hidrogeles
los convierte en biomateriales dindmicos y versatiles para aplicaciones de administracién de
farmacos sintonizables eléctricamente [141].

il Hidrogel de polimero conductivo

»~~ Red de hidrogel @ Polimero conductivo
Alginato Polipirrol
Gelatina Poli(3,4-etilendioxitiofeno)
Quitosano Polianilina
Polietilenglicol

Alcohol Polivinilico

Figura 5.1: Tlustracién esquemadtica de un hidrogel de polimero conductor.Tomado de [132].

Se sabe que propiedades mecédnicas de los CPH son pobres, esto se debe principalmente
a la falta de homogeneidad estructural intrinseca y a la falta de un mecanismo de disipacion
de energia adecuado [142]. Los métodos de doble red reticulada (DN) han mostrado grandes
ventajas en el tratamiento de las propiedades mecanicas pobres de los CPH mediante la
introduccién de reticulacion reversible. El DN se refiere a una red interconectada compuesta
por dos polimeros con propiedades fisicas opuestas: estructura rigida (primera red) y sustancia
ductil (segunda red) [143], [135].

La porosidad es una caracteristica destacada de los CPH, que puede afectar sus propieda-
des mecénicas de diferentes formas (ej. contenido de volumen libre, tamano, conectividad y
propiedades de la superficie) [144]. El diseno de nanoesferas huecas de CPH es una estrategia
eficaz para lograr buenas propiedades mecanicas porque las nanoestructuras porosas de CPH
son capaces de soportar una mayor deformacién cuando se doblan. Al formar una geometria de
concha esférica, el fragil material nanoestructurado puede exhibir un médulo elastico efectivo
ajustable [145].

La conductividad es la caracteristica principal de los hidrogeles que contienen polimeros
conductores. La conductividad, se refiere principalmente a la conductividad iénica de la so-
luciéon de electrolito que hincha el hidrogel, y la contribuciéon del polimero conductor a la
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conductividad total es relativamente pequenia [134]. La conductividad reportada para la poli-
anilina (PAni) esta en el orden de 10-2 mScm ™" [146], [147]. La conductividad de los hidrogeles
con polipirrol y los basados en polianilina, se encuentran en el rango de 4.3 a 21 mSem ™! [148],
[149]. La conductividad de PEDOT / poli (4cido acrilico) fue de 0,7 a 1,2 mSem ™ [150].

La capacitancia especifica de los compuestos tiene su origen en dos mecanismos de alma-
cenamiento de carga: la quimica redox de los polimeros conductores y la formacion de doble
capa eléctrica [134]. La capacitancia especifica del hidrogel de polianilina fue 315 Fg~! a 750
Fg~1 [151], [152]. La capacitancia en hidrogel de polipirrol se investigd en menor medida. Esto
se debe en parte a la menor capacitancia teérica a 620 Fg~! esperada para este polimero en
comparacion con la polianilina y el limite tedrico de la capacitancia del PEDOT se establecio
en 485 Fg~! [153].

Los ensayos de viabilidad celular son utilizados como pruebas de rutina con el fin de
estudiar el efecto que puede tener un determinado compuesto sobre la proliferacién celular,
asi como los efectos citotoxicos directos que eventualmente conducen a la muerte celular.
Se encontré que la citotoxicidad, la proliferacién celular, la respuesta inflamatoria in vivo
del hidrogel que contiene polianilina y polipirrol satisfacen las condiciones para aplicaciones
biomédicas. Las plataformas con polianilina han detectado metabolitos como el 4cido trico, el
colesterol y los triglicéridos, estd estimacion en sangre es de vital importancia en el diagnéstico
clinico; la respuesta inflamatoria in vivo los sugiere como candidatos para biosensores de
alto rendimiento [139]. Los hidrogeles de polipirrol poseian una buena biocompatibilidad y
proliferacién celular con células neuronales, demostrada por el cultivo celular in vitro [154]. La
caracterizacién de hidrogeles con polipirrol demostré ser no toxico, permitiendo el crecimiento
y metabolismo celular, conduce a una funcién cardiaca significativamente mejorada cuando
se inyecta en corazones de ratas después de un infarto de miocardio [155]. Hoy en dia, hay
aproximadamente 25 CP reportados, que pueden sintetizarse mediante polimerizacién quimica
oxidativa, electroquimica o radiacién. Sin embargo, la polianilina (PAni), el polipirrol (PPy),
el PEDOT (ver la figura 5.2), son los més empleados debido a su biocompatibilidad, buenas
propiedades eléctricas y electroquimicas [136].
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Figura 5.2: (a) Escala de conductividad del material. (b) Estructura quimica de los ICP maés
empleados (PAni, PPy y PEDOT).Tomado de [136].
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A continuacién se expondran las técnicas de sintesis utilizadas en los CP, seguido de los
protocolos de sintesis para los polimeros conductivos como la polianilina (PANTI), el polipirrol
(PPy) y el poly(3,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT).

5.2 Sintesis de polimeros conductivos

La polianilina (PAni), el polipirrol (PPy) y el poly(3,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT)
han sido los polimeros conductores méas utilizados y reportados para aplicaciones biomédicas.
En la figura 5.3 se muestra una ilustracién esquematica de las rutas sintéticas generalizadas
a los hidrogeles electroconductores. En la electropolimerizaciéon, un hidrogel prefabricado al-
rededor de un electrodo de trabajo se sumerge en una solucién de mondémero como pirrol o
anilina. Al aplicar un voltaje o una corriente, el polimero conductor crece en los poros de la
red de hidrogel [156], [157]. La polimerizacién quimica se puede lograr de dos formas; (i) los
precursores de monémeros tanto del aislante como del CP se mezclan, luego la polimeriza-
cién ocurre simultdneamente o por etapas mediante la adiciéon de los iniciadores / oxidantes
apropiados como el persulfato de amonio o el cloruro férrico; (ii) se empapa un hidrogel pre-
fabricado en una solucién del precursor monomeérico del CP. El mondémero se difunde en los
poros del hidrogel. Tras la adicién de un oxidante, el CP crece quimicamente y queda atrapado
fisicamente dentro de la red [157], [158]. Otro método de sintesis es la reticulacién basado en
radiacién, la cual se basa en el uso de radiaciones de alta energia, como rayos gamma, UV
y haces de electrones. Se ha empleado como iniciador para sintetizar los hidrogeles de com-
puestos insaturados. La irradiacién de la solucién acuosa de polimero conduce a la generacion
de portadores de carga libre en las cadenas de polimero [133], [159]. La tabla 5.1 muestra
en resumen las ventajas y limitantes de las técnicas de quimica oxidativa, electroquimica y
radiacion utilizadas en la PAni, el PPy y el PEDOT. Luego, se encuentra la informacion de
los procesos de sintesis empleados.

Electropolimerizacion Polimerizacién quimica

@ Precusor de mondmero alslante Un hidrogel prefabricado empagade en
una solusién de mondmere conductar
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Figura 5.3: Tlustraciéon esquematica de las rutas sintéticas generalizadas a hidrogeles electro-
conductores.Tomado de [157].
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Tabla 5.1: Técnicas utilizadas para la sintesis de polimeros conductivos (PAni, PPy y PE-
DOT). En donde, APS: persulfato de amonio, FeCls: cloruro férrico, Ag/AgCl: Electrodo de
referencia de plata/cloruro de plata y UV: radiacién ultravioleta

Técnica Ventajas Limitantes Polimero | Referencia
APS:[160],
[161], [162],
Requisito de disenar el PAni [163],[164],
Preparacién a gran escala del proceso de sintesis quimica, [141],[165],
P S polimero mayor control en los procesos 166
Quimica oxidativa y reactivos a utilizar F[eCI];;:[167}
Polimerizacién homogénea Tiempo de produccién APS:[168],
més largos [169],[170],
PPy 1 iy
FeCls:[172],
[173], [174],
[175], [176]
APS:[177],
[178], [179],
PEDOT [180]
FeCl;:[181]
Conductividad controlable - o Ag/AgCl:
.. Se utiliza para la sintesis
Electroquimica . . . - PPy [156],
Sin oxidantes y monémeros a pequena escala
. P . [182], [183]
no reactivos citotdxicos potenciales
Preparar polimeros con caracteristicas Se utiliza para la sintesis UV:[184),
Radiacion especificas y en menor tiempo a pequefia escala PEDOT | [185], [186],
‘ Proceso més costoso [187]
5.2.1. PoliAnilina (PAni)

La anilina, a la que también se conoce como aminobenceno o fenilamina, es un compuesto
organico caracterizado por ser un liquido con cierta tonalidad amarillenta especifica que lo
hace facilmente identificable [188]. La anilina se oxida a oligémeros de anilina cortos y la
reaccion continia hasta oligbmeros de anilina a pH>4 o polianilina a pH <2,5, o se detiene
en la etapa de oligébmero corto en el intervalo de pH intermedio 2,5-4 [188].

NH;

Anilina

— » Oligémeros cortos

de anilina

Oligomeros de anilina

pH=>4

pH<25

Polianilina

Figura 5.4: Oxidacién de la anilina. Tomado de [188].

La polianilina (PAni) se ha convertido en uno de los polimeros conductores més promete-

47




dores para aplicaciones comerciales. Ademdas de una amplia gama de propiedades eléctricas,
electroquimicas y épticas deseables, exhibe una excelente estabilidad ambiental y térmica,
particularmente en la forma de sal de esmeralda conductora. La PAni se puede sintetizar a
partir del monémero de anilina mediante polimerizacién oxidativa tanto electroquimica como
quimica [189].

La oxidacion de la anilina (figura 5.4) procede al principio a oligémeros cortos de anilina,
es decir, se producen aproximadamente dimeros a tetrdmeros. Se propone que los oligbme-
ros cortos actiien como centros de iniciaciéon para el crecimiento de cadenas de PAni. Su
capacidad para autoensamblarse y guiar el crecimiento a estructuras supramoleculares uni-
dimensionales, ademas, sirven como una plantilla para el crecimiento nanotubular de PAni
o se auto-ensamblan y guian el crecimiento de otras morfologias, tales como nanofibras o
nanoestructuras jerarquicas [188], [189].

La PAni se sintetiza mediante polimerizaciéon oxidativa quimica y electroquimica en un
medio acido (figura 5.5) se realiza en matraces o recipientes a baja temperatura con un
tiempo de reaccién prolongado [190]. Esta ruta de polimerizacién se realiza generalmente en
un sistema bifasico con anilina (p- fenilendiamina) disuelta en la fase orgénica y el oxidante
(por ejemplo, persulfato de amonio ((NH4)2S20g) [160], [161], [163], [141], [165], [166] o cloruro
férrico (FeCls) [167]), disuelto en la solucién acida acuosa. Los polimeros se forman en la
interfaz orgdnico-acuosa en primer lugar, luego migran a la mayor parte de la fase acuosa
y finalmente se suspenden dentro de la fase acuosa. Posteriormente, los productos PAni se
pueden obtener después de la filtracién, purificacién y secado.
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Figura 5.5: Mecanismos de polimerizacién quimica (A) y electroquimica (B) de polianilina.
Tomado de [190].

Guo et al.[161] y Tsai et al.[141] reportaron lavados con agua destilada y &cido clorhidrico
(HCl), posteriormente hidroxido de amonio (NH4OH) para desdopar el triamero de anilina.
Por otro lado, Dai et al.[160], realizaron un lavado durante 1 semana con agua destilada para
eliminar los componentes de bajo peso molecular.
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En la oxidacién quimica, en comiin se reporta que la suspensién se filtré mediante filtracion
al vacio o presion y luego se seca. Hu et al.[162], Tsai et al.[141] y Zhao et al. [166] informaron
que el proceso de secado a horno de vacio en donde los intervalos de temperatura van de 40°C
a 50°C durante 24 h a 72 h para eliminar las trazas restantes de disolvente.

Song et al.[164] report6 la sintesis continua de polianilina mediante microrreactores capi-
lares dentro del flujo liquido-liquido a través del método de polimerizaciéon oxidativa quimica.
El sistema de microrreactor capilar se sumergié dentro del bafio de agua para controlar la
temperatura de reaccién. La fase organica con anilina disuelta en tetracloruro de carbono
(fase continua) y la solucién acuosa con persulfato de amonio como iniciador disuelto en dcido
clorhidrico (fase dispersa) se introdujeron en el sistema de microrreactor capilar mediante dos
bombas de jeringa. La anilina se transporté gradualmente desde la fase orgédnica a la interfaz
organico-acuosa y finalmente a la fase acuosa para mantener el equilibrio de disolucién a me-
dida que avanzaba la polimerizacién. Al salir del microrreactor capilar, la mezcla de reaccién
se recogié en un matraz cénico que contenia la soluciéon acuosa de hidréxido de amonio con
la terminacion completa de la polimerizacién. Se realizaron lavados durante 30 minutos con
agua desionizada bajo filtracién al vacio y se secaron a 80°C por 24 h eliminando las trazas
restantes de disolvente a un horno de vacio. El rendimiento de PAni se incrementé a una
temperatura de reaccién mas alta.
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Figura 5.6: Esquema de polimerizacién quimica de polianilina.

Adicionalmente se reporté que la conductividad de los hidrogeles se ajusté con la concen-
traciéon de PAni. La relacién de hinchazén de los hidrogeles se alter6 por el contenido de PAni
y enlace cruzado. Los hidrogeles sufrieron una degradacion lenta en una solucién de PBS [18§],
[189], [161]. Ademas, los hidrogeles que contienen polianilina mostraron una mayor actividad
antibacteriana en comparacién con un hidrogel de quitosano [166].

La optimizacion de las condiciones de sintesis de PAni incluye diferentes pardmetros y
procesos como son el iniciador u oxidante, el pH, la temperatura, el disolvente, los aditivos
quimicos y el proceso de oxidacién quimica. El método maés utilizado en aplicaciones bio-
médicas para obtener la PAni es la oxidacién quimica (ver figura 5.6) ya que permite una
preparacién a gran escala del polimero[155],[167],[189].
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5.2.2. PolyPirrol (PPy)

El polipirrol se forma por la oxidacion del pirrol (figura 5.7), un compuesto heterociclico de
cinco miembros, cuyo anillo estd formado por cuatro atomos de carbono y uno de nitrégeno. El
polipirrol es uno de los polimeros mas utilizado para la sintesis de polimeros conductores, ya
que presenta una alta conductividad eléctrica, estabilidad térmica, resistencia a la oxidacion y
relativas propiedades mecanicas, es de facil obtencién y puede formarse a partir de soluciones
acuosas y en solventes organicos.

H H
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H

Pirrol

Polipirrol

Figura 5.7: Configuracién quimica de pirrol y polipirrol. Tomado de [191].

El polipirrol (PPy) se prepara habitualmente mediante la polimerizacién oxidativa (ver
figura 5.8a). Como agentes oxidantes se utilizan (Cloruro férrico (FeCls) [172], [173], [174],
[175], [176] o Persulfato de Amonio (APS) o ((NH4)2S20s) [168], [169], [170], [171]). Las
temperaturas de polimerizaciéon reportadas van desde los 5°C hasta temperatura ambiente
[173], [175], [176]. Los hidrogeles se lavan con agua destilada o mezcla de etanol-agua (50:50
en volumen) durante un periodo de tiempo para eliminar cualquier impureza y participar
en la reaccién si estaba presente algin monémero sin reaccionar [168], [169], [174]. Rong et
al.[170] purificaron mediante diélisis (corte de 8000-14000 Mw) durante 3 dias para eliminar
los subproductos de la polimerizacion. En el proceso de secado las muestras de hidrogel se
dejaron secar en una placa de Petri durante varios dias a temperatura ambiente antes de los
estudios de caracterizacién o se secaron en un horno a 45-60°C [170], [174], [171], [176]. Luego,
se almacenaron a 4°C [171].

La polimerizacién electroquimica (figura 5.8b) es actualmente el método més utilizado en
los estudios biomédicos de PPy porque permite el control del potencial de oxidacién y, por
tanto, se puede conservar la integridad del bioagente incorporado[183], a partir de medios
neutros a acidos que poseen un electrolito de soporte apropiado. La oxidaciéon potenciostatica
(cronoamperometria) puede iniciarse a 0,65 V Ag/AgCl y se puede ejercer cierta influencia
sobre la cinética mediante la aplicacién de potenciales de hasta 0,8 V Ag/AgCl[156]. Gutiérrez
et al.[182] realizaron el procedimiento dentro de la pelicula formada por las nanoparticulas
depositadas aplicando un potencial constante de +0.8 V frente al electrodo de referencia Ag
/ AgCl hasta que pasé una carga de 0.0435 C. La solucién de polimerizacién fue una mezcla
de Py 0.25M y KCl104 0.1M como agente de dopaje.

Sarkaya et al.[171] presenta un método de sintesis facil para la preparacién de hidrogeles
compuestos de poli (NIPAM/PPy) que no requiere otro reticulante u otro paso para el proceso
de polimerizacién. La sintesis de hidrogel electroconductor compuesto de poli (NIPAM /PPy)
se completa polimerizando NIPAM y pirrol juntos en la misma matriz de polimero. En presen-
cia de N, N-metilenbisacrilamida como reticulante, actiia virtualmente como un puente entre
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las cadenas poliméricas lineales que forman una red polimérica.
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Figura 5.8: Mecanismos de polimerizaciéon quimica (a) y electroquimica (b) de polipirrol.

Tomado de [191], [192].

La cantidad de polimero producido por una técnica electroquimica esté restringida a la
superficie del electrodo[156], [182], lo que limita la versatilidad de sus aplicaciones. La forma-
cién de una matriz de PPy interpenetrante en la matriz de hidrogel aumenta la conductividad
y rigidez de los hidrogeles, manteniendo la capacidad de los geles para promover la adhesién
celular y la proliferacién[159],[161]. Sin embargo, la adicién de nanoparticulas mejoré la con-
ductividad eléctrica del hidrogel de PPy preparado[163]. Por el contrario, el método quimico
basado en el inicio de la polimerizacién por compuestos oxidativos permite la produccién a
gran escala y de bajo costo de PPy [168], [170]. La figura 5.9 esquematiza el proceso de sintesis

del polipirrol mediante polimerizaciéon quimica.
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Figura 5.9: Esquema de polimerizacién quimica
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5.2.3. Poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT)

PEDOT es un polimero insoluble y generalmente se emulsiona para dispersiéon en agua
usando un polielectrolito como poli (4-estireno sulfonato) (PSS) (como se muestra en la fi-
gura 5.10). EL coeficiente de Seebeck y la conductividad eléctrica del pristino PEDOT:PSS
esta cerca de 12-16 pVK~!, 0.2-1 Sem~!. El dopante ionizado PEDOT y PSS interactuan
fuertemente entre si, y la cadena PEDOT tiene una forma retorcida. El PSS alrededor de
las cadenas PEDOT puede bloquear o distribuir el transporte de polarones-bipolares en una
banda particular de energia o con un patrén especifico de deformidades de la red [193].
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Figura 5.10: Configuracién quimica de PEDOT:PSS. Tomado de [193].

Heo et al.[184], Kebler et al.[185], Lim et al.[186] y Spencer et al. [187] reportaron la
sintesis de PEDOT con la técnica reticulacion mediante fotopolimerizacién utilizando una
lampara UV de laboratorio de 4 W que proporciona una iluminaciéon espacialmente homogé-
nea en el rango espectral de 365 nm. El tiempo de irradiacién UV se utilizé para controlar
el grado de reticulacién. Los fotoiniciadores reportados fueron (bis (2,4,6-trimetilbenzoil) -
fenilfosfinaéxido)(BAPO) utilizado por Kebler et al.[185] y Spencer et al.[187] utiliz6 PBS
modificado de Dulbecco (DPBS) sin calcio ni magnesio. Para eliminar los iones e impurezas
adicionales se realizaron lavados mediante abundante agua destilada. El proceso de secado Lim
et al.[186] utiliz6 un horno a 80°C al vacio. Kebler et al.[185] realiz6 este proceso mediante
bajo un flujo de nitrégeno.

También se reporté la técnica de quimica oxidativa (figura 5.11) para la sintesis de este
polimero conductivo, la polimerizacién presenté cambios de color a través del tiempo, la
dispersién primero se vuelve mas amarillenta, luego a grisicea para luego adquirir el color
azul brillante caracteristico de las cadenas PEDOT [177], [178], [180], [179], [181]. Como
agentes oxidante se utilizaron persulfato de amonio ((NH4)2520s) (Paradee et al.[178], Wu et
al.[179] y Xu et al [180]) y cloruro de hierro (III) (FeCls) (Zamora-Sequeira et al.[181]).
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Figura 5.11: Mecanismo de polimerizaciéon quimica de PEDOT. Tomado de [190].

Paradee et al.[178] realizé la polimerizacion bajo una atmésfera de nitrégeno y luego
la solucién se colocé en un bafio de hielo durante 5 minutos. Wu et al.[179] sumergié los
hidrogeles en la solucién neutra de PBS (pH = 7,4) o agua desionizada para eliminar las
impurezas a temperatura ambiente. Xu et al [180] y Zamora-Sequeira et al.[181] realizaron
lavados completamente con etanol al 70 % y bastente agua destilada varia veces, con el fin de
eliminar por lavado los componentes de bajo peso molecular.

La incorporacion del componente PEDOT conductor en los hidrogeles doté una mayor
resistencia mecdnica, conductividad y mantuvo la biocompatibilidad [178], [179], [180], ofre-
ciendo una atractiva aplicacién de ingenieria de tejidos neuronales y cardiacos [177], [179],
[184], [185] . Sin embargo, los autores sugieren seguir estudiando este polimero conductivo.
En resumen, la sintesis del PEDOT ha realizado mediante las tres técnicas y la utilizaciéon de
la técnica depende de factores del disefio de las nanoestructuras del PEDOT. La figura 5.12
esquematiza el proceso de sintesis del PEDOT mediante polimerizaciéon quimica.
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Figura 5.12: Esquema de polimerizacién quimica de PEDOT.

5.3 Conclusiones

Los hidrogeles poliméricos conductores representan una clase emergente de materiales con
un alto potencial de aplicaciones, especialmente en biomedicina, conversiéon y almacenamiento
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de energia. La seleccion de la técnica de polimerizacién tiene un papel importante en el control
de las condiciones finales de estos sistemas y tiene relacién con las respectivas aplicaciones. La
polimerizacién quimica oxidativa es la técnica mas utilizada para sintetizar estos polimeros,
debido a la cantidad de produccion final obtenido, presenta polimerizacién homogénea, su
produccién es mas econémica. Sin embargo, presenta limitaciones para controlar los procesos
y los reactivos implicitos en contaste con la polimerizacién electroquimica y radiacion.

La PAni es el polimero mas reportado debido a su versatilidad, sus propiedades conduc-
tivas y resultados favorables en actividad celular. Ademas, las propiedades de los hidrogel de
polimero conductor (CPH) de PAni son ajustables mediante la concentracién y rendimiento
de esta.
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Capitulo 6

CONCLUSIONES

Mediante el método de reaccién por microondas se obtuvo con éxito puntos de carbono
variando la temperatura de reacciéon (100°C, 125°C, 150°C, 175°C y 200°C) y utilizando acido
citrico, N-N,dimetilformamida y etanol como materiales de partida. Los puntos de carbono
presentaron un ancho de banda de absorcion en la regién UV (200-320 nm) y de fluorescencia
en la regién azul al cian (427-520 nm). Los picos de emision més fuertes se evidenciaron en
los puntos de carbono a 200°C a excitacién de 360/380 nm.

La gelificacién y reticulacién del hidrogel de alginato de sodio se logré mediante el inter-
cambio de iones sodio de los dcidos gulurénicos con los cationes divalentes Ca?*. La relacién
del alginato y el reticulante presentaron un papel importante en la velocidad de degrada-
cién del hidrogel, los hidrogeles con mayor concentracién de reticulante (HB) presentaron
un tiempo de degradaciéon menor. Adicionalmente, los hidrogeles en presencia de pH bésico
presentaron una mayor velocidad de degradaciéon en comparaciéon a pH acido.

Los modelos matematicos permiten determinar los mecanismos de liberacion de un farmaco
desde el hidrogel. La comparacién de diferentes perfiles de liberacién facilita el disenio de nuevas
matrices poliméricas como sistemas de liberacién controlada. El comportamiento de los perfiles
de liberacién de puntos de carbono en medio dcido y basico no presenté tendencias descritas
en los modelos matematicos dado por literatura. Se evidencié una menor fotoluminiscencia a
pH acido en comparacién a pH bésico, esto proporciona una base experimental para probar
la fotoluminiscencia de los puntos de carbono en otros medios acuosos con pH en el rango de
acido (>3.2) y bésico(<8.5) y su posible aplicacién en otros campos.

Los hidrogeles electroresponsivos son sistemas dindmicos y versatiles para aplicaciones de
administracion de farmacos eléctricamente. Se componen de polimeros conductores (CP) y un
andamio de hidrogel, el andamio de hidrogel actiia como depésito de farmaco y los polimeros
conductores les confiere propiedades conductivas a estos sistemas. La polianilina (PAni), el
polipirrol (PPy) y el PEDOT son polimeros conductivos méas empleados debido a su biocom-
patibilidad y buenas propiedades eléctricas y electroquimicas. El control de las condiciones de
sintesis de los polimeros conductivos tiene un papel importante para las respectivas aplicacio-
nes. Las técnicas de sintesis son polimerizacion quimica oxidativa, electroquimica o irradiacion.
La polimerizacion quimica oxidativa es la técnica mas utilizada para sintetizar estos polime-
ros, debido a la cantidad de produccién final obtenido, presenta polimerizacion homogénea
sin embargo presenta limitaciones para controlar los procesos y los reactivos implicitos.
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Capitulo 7

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

7.1 Recomendaciones

Los alcances de esta investigacién se vieron afectados por el esquema 4X3 y el cierre
del laboratorio producto del tercer pico del COVID-19, debido a esto no fue posible realizar
réplicas de cada etapa. Por esta razon, se recomienda realizar las respectivas replicas, llevar
a cabo la prueba de liberacién en medio acido sin agitaciéon. Las pruebas realizadas a altas
tasas de agitacién pueden afectar la biodisponibilidad del producto[194]. Ademés, realizar un
evaluacién de la fluorescencia del hidrogel-puntos de carbono inmediatamente después de la
preparacion en pro de saber cual es la fotoluminiscencia total de puntos de carbono embebidos
en la matriz para la comparacion con la fotoluminiscencia liberada en la prueba a través del
tiempo.

7.2 Trabajos futuros

En esta seccién se describe el paso a seguir, posterior a la ejecuciéon de la metodologia
planteada. Se propone continuar la evaluacién de la cinética de liberacion de los puntos de
carbono embebidos en el hidrogel de alginato en diferentes entornos acido-bésico con el fin de
obtener mas informacién sobre la velocidad de liberacion mediante la evaluaciéon del compor-
tamiento de la fotoluminiscencia en funcién del pH, la capacidad de respuesta, ya que podria
emplearse en aplicaciones biomédicas, agricolas y electrénicas.

A mediano plazo, se espera desarrollar el hidrogel electroresponsivo conformado por dex-
trano como andamio y PAni como polimero conductivo vinculado al proyecto marco ‘De-
sarrollo de los componentes de un sistema de liberacién controlada de medica-
mentos basado en un hidrogel electroresponsivo integrado por puntos de carbono
funcionalizados con curcumina’. Finalmente se debe realizar la evaluaciéon de la cinéti-
ca de liberaciéon de los puntos de carbono embebidos en el hidrogel electroresponsivo. Esto
permitird una comparacion de los dos sistemas de liberacién.

A largo plazo, se espera realizar una caracterizacién a las estructuras quimicas, morfo-
logias, relacién de hinchazoén, propiedad reolégica, biodegradacién in vitro de los hidrogeles
con puntos de carbono embebidos en alginato, adicionalmente, las propiedades electroquimi-
cas,conductividad en el hidrogel electroresponsivo (DEX-AT). Asimismo, iniciar la evaluacién
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de la cinética de la liberacién de los puntos de carbono funcionalizados con circumina en los
hidrogeles.
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