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Resumen

Los sistemas de liberacién controlada de farmacos permiten mejorar el desempeno de me-
dicamentos al actuar como vehiculos de entrega que mejoran su biodistribucién y disminuyen
los efectos secundarios que estos podrian generar. Estos sistemas se pueden sintetizar a partir
de diferentes materiales, aunque en los ltimos afios el uso de hidrogeles responsivos a diferen-
tes estimulos ha atraido gran interes. Entre estos, los hidrogeles electroresponsivos permiten
liberar medicamentos cuando se induce un campo eléctrico sobre estos, sin embargo, el uso
de estos como vehiculo de entrega ha sido evaluado principalmente para moléculas hidrofili-
cas. Por esta razén, en este proyecto se evaltia el uso de un hidrogel electroresponsivo para la
liberacién de curcumina, la cual es es un medicamento de baja polaridad al cual se le han atri-
buido multiples beneficios, sin embargo, sus propiedades quimicas no dificultan su uso. De esta
forma, se sintetiza un hidrogel electroresponsivo basado en anilina y dextrano para encapsular
una nanoplataforma basada en puntos de carbono dopados con nitrégeno como estrategia de
encapsulamiento de moléculas hidrofébicas dentro del la matriz polar del hidrogel, median-
te la funcionalizacion de estos con curcumina. Las pruebas de encapsulamiento comparan el
almacenamiento de fluoresceina como molécula hidrofilica, puntos de carbono como nanopar-
ticula hidrofilica y la nanoplataforma mencionada anteriormente. Esto permitird determinar
la capacidad de los puntos de carbono para mejorar la interacciéon de la curcumina con el
ambiente hidrofilico del hidrogel. La sintesis del hidrogel electroresponsivo y de los puntos de
carbono se realiz6 de forma satisfactoria como fue confirmado por medio de espectros UV-Vis
y FTIR. Para los puntos de carbono se obtuvo un potencial zeta de -22 mV, lo que permitiria
la funcionalizacion de la curcumina en la superficie de estas nanoparticulas. Luego de realizar
las pruebas de encapsulamiento, se observa que el almacenamiento de la nanoplataforma de
curcumina se da a una velocidad menor que los otros agentes. No obstante, los puntos de
carbono permiten que esta se encapsule dentro del hidrogel para su futura liberacion.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

En esta seccién se presenta el contexto, la motivacion y los avances realizados previamente
en el marco del macroproyecto "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” del cual hace parte este trabajo. Luego, a partir de
estos se plantean los objetivos de este proyecto y céomo la ejecucién de este contribuye a la
obtencion de nuevo conocimiento con respecto al sistema de liberacién controlada de farmacos
desarrollado durante el macroproyecto.

1.1 Motivacion

Los sistemas de liberacién controlada de farmacos (LCF) son vehiculos en los cuales se
pueden encapsular, disolver o funcionalizar diferentes medicamentos para su entrega en el
organismo [1]. Estos vehiculos usualmente cumplen una o varias de las siguientes funciones:
mejorar la permeabilidad y la solubilidad de los medicamentos, mejorar la permeabilidad a
algunas barreras biolégicas mediante la adicién de ligandos que permitan la entrega en tejidos
de dificil acceso, liberar el medicamento de forma intracelular y suministrar firmacos en sitios
especificos mediante el uso de vehiculos responsivos a diferentes estimulos en el microambiente
celular [1].

Estos vehiculos de entrega pueden ser sintetizados a partir de diversos biomateriales inor-
ganicos como metales, cerdmicos, lantanidos y materiales semiconductores, u organicos como
materiales basados en carbono, biomoléculas o polimeros. Estos tltimos, los materiales po-
liméricos presentan algunas ventajas frente a los otros debido a la diversidad de fuentes de
monoémeros sinteticos y naturales que han probado su biocompatibilidad al ser utilizados para
otras aplicaciones biomédicas, tales como, suturas, tornillos de tejido y membranas para rege-
neracion de tejidos [2], [3]. En particular, esta variedad permite que los sistemas LCF basados
en estos materiales tengan diferentes arquitecturas y composiciones que pueden funcionalizar-
se con diferentes moléculas para mejorar algunas propiedades y funciones del sistema [4].

Entre los materiales poliméricos utilizados en sistemas LCF se destacan los hidrogeles.
Estos son materiales altamente hidrofilicos compuestos usualmente por polimeros naturales o
sintéticos, que al entrecruzarse por medio de métodos quimicos o fisicos, tienen la capacidad
de almacenar en su interior agua u otras moléculas polares [5], [6]. El interés en estos materia-



les ha aumentado en los ultimos anos debido a la capacidad de estos de responder a estimulos
externos por medio de la adicién de agentes de entrecruzamiento o mondémeros que se ven
afectados por cambios en pH o temperatura, la irradiacién con luz o la inducciéon de campos
eléctricos o magnéticos [7], [8]. Entre estos, la introduccién de funcionalidades que le den un
caracter electroresponsivo al hidrogel ha despertado gran interés; en la actualidad ya se hace
uso de la electricidad de forma terapéutica, lo que posibilita su uso como estimulo externo [9)].
Para este tipo de hidrogel, el entrecruzamiento de polianilina con polimeros polares como el
quitosano y el dextrano, ha sido reportado en multiples ocasiones con resultados favorables
para su uso en sistemas LCF, especialmente para la entrega de moléculas de alta polaridad
[10], [11].

No obstante, aproximadamente el 40 % del mercado de farmacos presentan una baja pola-
ridad, lo cual afecta la interaccién de estos con las funcionalidades polares de los hidrogeles,
dificultando el uso de estos materiales en sistemas LCF para la entrega de estos medicamen-
tos [6]. Por esta razon, se estan investigando diferentes alternativas para encapsular estos
medicamentos dentro de estos materiales. Entre estas, el uso de nanoparticulas funcionali-
zadas con el medicamento de entrega permitiria la absorcion de estos medicamentos en los
hidrogeles debido a que las nanoparticulas utilizadas podrian contener grupos funcionales que
permitirian una mejor interaccion entre el hidrogel y el medicamento encapsulado, ademas de
poseer una gran area superficial que posibilitaria la funcionalizaciéon de una alta cantidad de
medicamento para su entrega [12].

Entre estas nanoparticulas se encuentran los puntos de carbono. Estos son materiales ba-
sados en carbono y debido a su composiciéon y método de sintesis, es posible que estos posean
grupos funcionales que permitan la interaccion de estas nanoparticulas y la red polimérica vy,
la de algunos medicamentos hidrofébicos con el ambiente hidrofilico del hidrogel [13]. Ade-
mas, tambien poseen propiedades épticas que involucran la absorcién de fotones en el espectro
UV-Visible y la emisién de luz en el espectro visible, fenémeno conocido como fluorescencia
[13], [14].

Asi, en este proyecto se implementa un protocolo para encapsular y realizar pruebas de li-
beracién de un sistema LCF compuesto por puntos de carbono funcionalizados con curcumina
almacenados en un hidrogel electroresponsivo basado en un tetramero de anilina, como el po-
limero conductor, entrecruzado con dextrano mediante el uso de diisocianato de hexametileno
(HDI) como agente de entrecruzamiento.

1.2 Proyecto relacionado

Este proyecto hace parte del macroproyecto "Desarrollo de los componentes de un sistema
de liberacién controlada de medicamentos basado en un hidrogel electroresponsivo integrado
por puntos de carbono funcionalizados con curcumina”. Este proyecto ha sido financiado
por los fondos concursables de la Universidad del Rosario en la modalidad Capital Semilla
y es desarrollado por los integrantes del semillero de investigacién en biomateriales para
aplicaciones biomédicas SYNERGIA. Dentro del marco de este, previamente se ha realizado
la sintesis del hidrogel electroresponsivo basado en un tetramero de anilina y dextrano, y la
obtencion de una nanoplataforma basada en puntos de carbono funcionalizados con curcumina



como medicamento de entrega. A partir de estos resultados, en este proyecto se presenta la
evaluacién del hidrogel electroresponsivo como potencial vehiculo para la liberacién controlada
de los puntos de carbono funcionalizados con curcumina mediante ensayos de encapsulamiento.

1.3 Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de encapsulacién de un hidrogel electroresponsivo utilizando una
nanoplataforma compuesta por puntos de carbono funcionalizados con curcumina como me-
dicamento de entrega.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Realizar una revisiéon de literatura de métodos de encapsulamiento de medicamentos
hidrofébicos en hidrogeles

2. Sintetizar los componentes necesarios para realizar el encapsulamiento de puntos de
carbono funcionalizados con curcumina en un hidrogel electroresponsivo.

3. Implementar el protocolo seleccionado de la revisiéon literaria para realizar la encapsula-
cién de nanoplataformas basadas en puntos de carbono funcionalizadas con curcumina
en el hidrogel electroresponsivo.

1.4 Contribuciones

Por medio del presente trabajo se presenta una revision de literatura en las estrategias
adaptadas hasta el momento para el encapsulamiento de moléculas hidrofébicas en hidrogeles.
Luego, a partir de esta, se comprueba la capacidad del hidrogel electroresponsivo desarollado
previamente para encapsular curcumina, como medicamento de baja polaridad, mediante la
funcionalizacién de este con puntos de carbono los cuales son nanoparticulas de alta polaridad
que permiten mejorar la interaccion entre este tipo de medicamentos y la red polimérica e
hidrofilica del hidrogel. De esta forma, se compara el desempeno del hidrogel para encapsular
varios tipos de moléculas y nanoplataformas de diferente polaridad. Luego de las pruebas, se
observa que el hidrogel posee la capacidad de encapsular curcumina funcionalizada en puntos
de carbono, aunque a una menor velocidad que moléculas polares como la fluoresceina o na-
noparticulas polares como puntos de carbono.

1.5 Organizacién del documento

El presente documento se divide en seis capitulos. En el primero se brinda un contexto
acerca de la problematica a resolver, la pregunta de investigaciéon, los resultados obtenidos en
avances anteriores de este mismo proyecto y las contribuciones que se realizaron mediante el
presente trabajo.



En el segundo capitulo se presenta un marco tedrico necesario para entender la inves-
tigaciéon que se ha realizado en el 4rea hasta la actualidad y que asentard las bases para
comprender el desarrollo del proyecto. Este se subdivide para cubrir los conceptos basicos de
sistemas de liberacion controlada de farmacos, el uso de hidrogeles y puntos de carbono para
esta aplicacién, y el uso de curcumina como medicamento de entrega. Ademds, se presenta una
revision de literatura acerca de las estrategias para encapsular medicamentos hidrofébicos en
hidrogeles, que se encuentra relacionada con la problematica planteada en el primer capitulo.

En el tercer capitulo se detalla la metodologia llevada a cabo para la sintesis de cada uno
de los componenetes del sistema y para la prueba de encapsulamiento de la nanoplataforma
dentro del hidrogel electroresponsivo.

En el cuarto capitulo se presentan y se discuten los resultados obtenidos de la sintesis de
cada componente, y de las pruebas de encapsulamiento realizadas con moléculas y nanopla-
taformas de diferente polaridad para probar el uso de puntos de carbono como nanoparticula
para mejorar la interaccion de medicamentos hidrofébicos con estructuras hidrofilicas.

En el quinto capitulo se plantean las conclusiones teniendo encuenta la discusién realizada
en el capitulo anterior y los objetivos planteados al inicio del documento. Por ltimo, en el
sexto capitulo se presentan las recomendaciones y los posibles trabajos futuros que se podrian
realizar a partir de las contribuciones hechas en este proyecto.



Capitulo 2

ESTADO DEL ARTE

Se realizé una busqueda de informacién para construir un marco tedrico dividido en cua-
tro secciones: sistemas de liberacion controlada de farmacos, hidrogeles, puntos de carbono y
curcumina. Para esto se utilizaron articulos de investigacion, articulos de revisién, capitulos
de libros y libros publicados desde el afio 2012.

La revision de literatura se realizé utilizando la metodologia PICO. Esta se basa en la
formulacion de una pregunta de investigacién dividiendola en cuatro componentes: poblacion,
la cual se refiere al problema a dirigirse; intervencién, la cual se refiere a la técnica o estrategia
que se desea revisar, comparacién: son las técnicas o estrategias ya utilizadas con las cuales
se desea comparar la intervencion y resultados: los cuales son los efectos que produce el uso
de la intervencion.

De esta forma, se adaptan estas cuatro categorias a la bisqueda de estrategias de encapsu-
lamiento de moléculas apolares como se muestra a acontinuaciéon. Poblacién: encapsulamiento
de moléculas apolares en hidrogeles con aplicacion en sistemas LCF, Intervencién: estrategias
de encapsulamiento de moléculas hidrofobicas en hidrogeles, Comparacién: métodos de encap-
sulamiento de moléculas hidrofilicas y Resultados: Descripcién de los diferentes mecanismos
de encapsulamiento de moléculas hidrofobicas. El resultado de la investigacion se resume en
el diagrama de la figura 2.1.

Los criterios de inclusion fueron: articulos de investigacion, articulos en inglés, articulos
que especificamente describan la forma de encapsulamiento de farmacos hidrofébicos en el
hidrogel, articulos de los dltimos 5 anos (desde 2017). Los criterios de exclusién fueron: revi-
siones, capitulos de libro, libros, entre otros, articulos en idiomas diferentes al inglés, articulos
de hidrogeles que no encapsulen medicamentos hidrofébicos o que no describan estrategias
para realizar este encapsulamiento, articulos publicados antes del 2017. La ecuacion de bis-
queda utilizada se presenta a continuacién y los resultados de esta revisién son presentados
en la siguiente seccién.

hydrogel* AND (delivery OR release) AND encapsulation AND (hydrophobic
OR non-polar OR insoluble) AND drug*



Busqueda inicial

Primer filtro

PubMed = 50
Scopus = 64 Articulos repetidos= 24

Web of Science = 69

Segundo filtro
Articulos utilizados Criterios de inclusién y
exclusion
n=28 PubMed = 48
Scopus = 39
Web of Science = 44

Figura 2.1: Metodologia de la investigacion llevada a cabo para la revision de literatura

2.1 Sistemas de liberacién controlada de farmacos

Los sistemas de liberacién controlada de farmacos (LCF) son dispositivos o férmulas que
permiten mejorar la eficacia y la seguridad de los medicamentos mediante el control de la tasa
de liberacién y su lugar de entrega [15]. Estos sistemas se comienzan a investigar en la década
de 1950 con la investigacién publicada por Smith Kline & France para la liberaciéon controlada
de dextroamfetamina. De esta manera, se inicia la investigacién en diferentes formulaciones
para lograr entregar el ingrediente farmacéutico activo (API) de diferentes medicaciones de
forma que estas puedan tener un efecto terapéutico duradero y asi, disminuir la cantidad de
dosis necesarias de un medicamento para obtener el efecto deseado [16]. Luego de 1970, ade-
mas de mejorar la biodistribucién y biodisponibilidad de los farmacos, también se comienza a
estudiar la posibilidad de dirigir estos medicamentos a sitios especificos en el organismo. De
esta forma, se comienza a utilizar materiales en diferentes escalas (macro, micro y nano), mo-
dificados con el fin de cumplir con este objetivo [16]. Asi, los sistemas LCF que se investigan
en la actualidad funcionan para conseguir uno o varios de los siguientes propésitos: mejorar la
solubilidad y permeabilidad de los medicamentos, mejorar la permeabilidad de los medicamen-
tos a algunas barreras biologicas del cuerpo con el fin de entregar medicamentos en tejidos de
dificil acceso, conseguir la liberaciéon del medicamento de forma intracelular y obtener sistemas
responsivos a diferentes microambientes para la liberacién en lugares y tiempos especificos [17].

2.1.1. Clasificacion

Los sistemas LCF se pueden clasificar utilizando criterios como la ruta de entrega del
sistema en el organismo o la fuente del biomaterial utilizado como vehiculo para la liberacion
del medicamento. Esta clasificacién se detalla en la Tabla 2.1.



Tabla 2.1: Clasificacién de los sistemas LCF

Criterio de clasificacién Clasificacién Subclasificacion
Nasal
Ocular

Gastrointestinal
Vaginal

Por ruta de entrega Intravascular

Parenteral Intramuscular

Subcutanea
Pulmonar
Transdermal

Transmucosal

Puntos cuanticos
Nanoparticulas metalicas

Inorgéanico Nanoparticulas ceramicas
Por fuente del biomaterial Nanoparticulas de lantanidos
Hidrogeles
Orgénico Nanoparticulas basadas en biomoléculas

Nanoparticulas poliméricas

2.1.1.1 Por ruta de entrega

Para el criterio de clasificacion basado en la ruta de entrega, se encuentran las diferentes
formas de administracién de fairmacos que se estudian para la liberacién de medicamentos.
Estas rutas de entrega permiten la organizacién de los sistemas LCF basandose en las di-
ferentes barreras bioldgicas a las que un vehiculo de entrega debe enfrentarse con el fin de
realizar la entrega. El estudio de estas diferentes rutas también se da porque cada una posee
ventajas y retos diferentes para los sistemas LCF, y la decision de utilizar una u otra depende
de factores como la enfermedad a tratar y los érganos que se vean afectados por esta [15].

La administracion de medicamentos por medio de la ruta transmucosal es aquella que se da
através de membranas mucosas localizadas en la cavidad oral, el eséfago, el tracto gastrointes-
tinal, la nariz, los ojos, el recto, la vagina y la vejiga [18]. Esta ruta presenta limitaciones para
los sistemas LCF debido a la incapacidad de algunos medicamentos de cruzar esta mucosa
que rodea la barrera epitelial de los érganos mencionados anteriormente y por los obsticulos
que estos deben pasar para llegar a esta barrera en primer lugar también dificultan que se
obtenga el efecto deseado del medicamento [18]. Por ejemplo, cuando se suministra el medi-
camento por via oral es posible que una gran cantidad de este se pierda cuando cruce por el
ambiente acidico del estémago [19]. Sin embargo, esta ruta de administracién tiene una alta
aceptacién por parte los pacientes, por lo cual es necesario seguir investigando en sistemas
LCF que puedan superar estos obstaculos.

En cuanto a la ruta parenteral, esta se basa en el suministro de medicamentos mediante
métodos invasivos al organismo usando las vias intravasculares, intramusculares o subcutéa-
neas. Esta ruta presenta ventajas en cuanto al rendimiento terapéutico y la biodistribucion
del medicamento. Sin embargo, esta forma de administracién presenta una alta incomodidad
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para los pacientes y necesita de personal especializado para utilizarse [20].

La ruta pulmonar y transdermal tienen en comun que se utilizan principalmente para
entregar medicamentos para enfermedades que se dan en sus respectivos érganos. No obstante,
en el caso de la ruta pulmonar, esta presenta dificultades para entregar el medicamento a los
alveolos debido a la mucosa de las vias respiratorias que puede atrapar gran cantidad de este
farmaco en el camino [21]. En lo que respecta a la via transdermal, esta posee una tasa de
absorcién limitada por lo cual todavia se investiga en sistemas LCF que permita mejorar esta
caracteristica [22].

2.1.1.2 Por fuente del biomaterial.

La clasificacion de sistemas LCF mediante este criterio se puede realizar organizando estos
en dos grandes categorias: aquellos que utilizan biomateriales con un origen en compuestos
inorganicos y los que tienen origen en compuestos organicos.

En la primera categoria, es posible encontrar sistemas LCF basados en el uso de nano-
particulas basadas en metales, cerdmicos, semiconductores y lantanidos. Para las primeras,
los materiales mas usados son el oro y la plata. Este tipo de nanoparticulas se han estudiado
profundamente debido a que tienen la capacidad de entregar medicamentos mediante la fun-
cionalizacion de estos en la superficie de las nanoparticulas o mediante la encapsulacién de
estos dentro de nanoparticulas huecas [23], [24]. Estas nanoparticulas se estan investigando
principalmente para sistemas LCF relacionados con el tratamiento del cdncer. Esto se debe a
que pueden ser usadas para realizar terapias fototérmicas debido a su capacidad de absorber
luz del infrarrojo cercano y convertir esta energia en calor, mientras se realiza una liberacion
de farmacos simultdneamente [24].

Los ceramicos también se investigan ampliamente en este campo, especialmente las nano-
particulas de silica. Estas son de gran interés debido a que sus propiedades quimicas como su
poca dispersabilidad a la mayoria de solventes, permite que estas sean resistentes a diversos
obstaculos que pueda haber durante la administracién del farmaco [18], [25]. Entre los cerdmi-
cos tambien se han investigado materiales basados en hidroxiapatita o zirconia, sin embargo,
en general los ceramicos tienen dificultades en cuanto a la capacidad de encapsulamiento y
al alto costo de produccion, lo que dificulta su aplicacién [26]. Por tltimo, los sistemas LCF
basados en semiconductores cuentan con la capacidad de fluorescer en diferentes longitudes de
onda dependiendo de la composiciéon y las propiedades del material. Por dltimo, los lantani-
dos también tienen propiedades de fotoluminiscencia que podrian ser utilizadas para diversas
aplicaciones biomédicas. Estos materiales se investigan principalmente para la obtencién de
imagenes médicas, sin embargo, en los dltimos afios se ha comenzado a estudiar la posibilidad
de utilizarlos como plataformas terandsticas para monitorear la liberacién del medicamento
en tiempo real [27], [28].

En cuanto a aquellos vehiculos de origen en compuestos organicos, entre estos es posible
encontrar algunos basados en diferentes biomoléculas como lipidos, ADN o péptidos, y otros
basados en polimeros. Para los primeros, el uso de lipidos para la sintesis de liposomas ha
sido una de las estrategias con mayor traslacion clinica en el area de sistemas LCF [29]. Por
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esta razon, hoy en dia en el mercado es posible encontrar multiples medicamentos que utilizan
este tipo de nanoparticulas para entregar diferentes tipos de farmacos. Estos sistemas se han
estudiado durante bastante tiempo y poseen propiedades benéficas para esta aplicacion como
una alta biodegradabilidad y la posibilidad de funcionalizar diferentes moléculas o polimeros
que permitan prolongar su vida de circulacion o entregar los medicamentos en sitios especifi-
cos [30].

Otras biomoléculas como el ADN y algunos péptidos también se han comenzado a estu-
diar para su uso como vehiculos de entrega de sistemas LCF. En el caso del ADN, este puede
plegarse en multiples formas tridimensionales y utilizarse de esta forma para encapsular medi-
camentos. Estas estructuras han mostrado una alta absorcién celular y son ttiles para entregar
material genético para uso terapéutico [31]. Con respecto al uso de péptidos en sistemas LCF,
estos se pueden organizar de forma que se puedan encapsular o funcionalizar medicamentos
en su interior o en su superficie. Ademés, estos pueden utilizarse de forma terapéutica sin
necesidad de entregar un medicamento cuando se utilizan péptidos que tengan una funcién a
nivel fisiolégico en el organismo. Estos son naturalmente biocompatibles y biodegradables, sin
embargo, atn no se ha estudiado lo suficiente su biocompatibilidad cuando se adaptan como
nanomateriales [32].

Como ya se mencioné, aparte de las biomoléculas, los polimeros también son materiales
basados en compuestos organicos que se utilizan en sistemas LCF. Estos materiales se basan
en la unién de varias moleculas organicas llamadas monémeros mediante enlaces covalentes,
organizadas de forma lineal o ramificada. Estos materiales pueden ser extraidos de una fuente
natural como el quitosano, el dextrano o el almidon, biosintéticos como el polihidroxibuti-
rato (PHB) o sintética como el acido polildctico (PLA) o el poliuretano [33]. Cuando estos
biomateriales se utilizan para sistemas LCF se organizan en diferentes estructuras como na-
noparticulas poliméricas, dendrimeros, conjugados polimero-farmaco e hidrogeles [2], [34]. Las
primeras dos estructuras son sistemas que se basan en la funcionalizacién o encapsulamiento
de farmacos, polipéptidos, proteinas o material genético, para la entrega controlada en tejidos
especificos del organismo. Su estructura permite también la adicién de moléculas que permiten
una mejor interacciéon con barreras biolégicas o tejidos a los cuales se dirige el medicamento.
Los conjugados polimero-farmaco son sistemas LCF que se basan en la funcionalizacién de
algunos polimeros con farmacos de molécula pequena con el fin de proteger el medicamento
de algunas enzimas o condiciones que se pueda encontrar en el cuerpo [4]. Por tltimo, los
hidrogeles son redes polimericas hidrofilicas que se han investigado ampliamente en esta area
debido a su biocompatibilidad y a la capacidad de estos de responder a estimulos externos
por medio de la adicién de algunos polimeros, dopantes o agentes de entrecruzamiento que
sean sensibles a estos [6], [8]. En este material se basa el sistema propuesto en este documento
y por esta razén, se describiran a profundidad en la seccion 2.2.

2.1.2. Aplicaciones

Los sistemas LCF han sido estudiados para diversos usos biomédicos como la ingenieria
de tejidos, la curacion de heridas o la liberaciéon de farmacos altamente téxicos en sitios espe-
cificos. En el primero, esta se ha usado debido a la necesidad que requiere este de administrar



factores de crecimiento e incluso células en un tejido en regeneracién, puesto que, durante
este proceso es necesario que estos se encuentren en niveles especificos en el area donde se
esta realizando el crecimiento del tejido [35]. En cuanto a la curacién de heridas, algunos
materiales poliméricos, como los hidrogeles, tienen la capacidad de adaptarse a la forma del
lugar en el que se encuentren. Esto permite crear un ambiente 6ptimo para la regéneracion
de este tejido mediante la entrega de factores que promuevan la reconstruccién del tejido y la
modulacién del sistema inmunitario [36].

En ultima instancia, la liberacién controlada de farmacos para el tratamiento de diversas
enfermedades como el cancer, ha permitido reducir significativamente los efectos secundarios
de algunos de estos medicamentos y mejorar su biodisponibilidad en el tejido blanco de este
[37]. Asimismo, varios tipos de vehiculo estan siendo investigados con el fin de poder mejorar
la permeabilidad de algunos medicamentos en diferentes barreras bioldgicas como la barrera
hemato-encefalica o la barrera mucosal del sistema gastrointestinal, lo cual permitira tratar
nuevas enfermedades y mejorar la aceptacion de los pacientes a la administracion de algunos
medicamentos [19], [35].

2.2 Hidrogeles

Un hidrogel es una red tridimensional de polimeros hidrofilicos que se caracteriza por tener
la capacidad de absorber agua en cantidades que van desde 0.1 hasta 1000 veces su volumen
total [38], [39]. Estos se sintetizan mediante el entrecruzamiento de polimeros altamente po-
lares utilizando diversos métodos fisicos o quimicos y estos, al igual que en los sistemas LCF
poliméricos, pueden provenir de fuentes naturales o sinteticas. Entre sus propiedades mas im-
portantes se encuentran la capacidad de modificar sus propiedades mecanicas y de superficie
para usarse en diferentes aplicaciones, y la permeacién y la capacidad de hinchamiento, que
se relacionan con su potencial aplicacién en sistemas LCF [40], [41].

La investigacion en estos materiales se inici6 en la década de 1960 y desde entonces se ha
estudiado su potencial uso para aplicaciones biomédicas como en ingenieria de tejidos, apdsito
para heridas, lentes de contacto y sistemas LCF. Estas aplicaciones han sido posibles debido
a la capacidad de este material de sintetizarse en diferentes formas y tamanos. También su
estructura hidrofilica le da una mayor resistencia a la degradacion debido a su alta interaccion
con algunos fluidos del cuerpo humano, lo que a la vez mejora su biocompatibilidad [41].
Asimismo, se ha mostrado en muchos estudios la capacidad de estos materiales de responder
a diferentes estimulos externos mediante la adicién de algunas moléculas o monémeros durante
la sintesis que poseen la capacidad de tener este tipo de respuesta. Hoy en dia se han estudiado
métodos y precursores para sintetizar hidrogeles que permiten la responsividad de estos a
cambios en el pH, temperatura, enzimas, luz y campos eléctricos [7], [42], [43].

2.2.1. Clasificacion

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente se puede clasificar los hidrogeles basan-
dose en tres diferentes criterios: la fuente del polimero, el método de sintesis y el estimulo al
cual responde el material, como se detalla en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2: Clasificacion de los hidrogeles

Criterio de clasificacion Clasificacién
Natural
Sintético
Quimico
Fisico

Por la fuente del polimero base

Por método de entrecruzamiento

Temperatura
pH

Por estimulo al cual responde el material Luz
Enzimas

Campos eléctricos

2.2.1.1 Por la fuente del polimero base

Para la clasificacion utilizando este criterio, se tiene en cuenta el origen del polimero hidro-
filico utilizado durante la sintesis. Este puede ser de origen natural o sintetico. Para el primero,
usualmente son polimeros que ya forman parte de algunas estructuras dentro del cuerpo hu-
mano como acido hialurénico y el coldgeno, dentro de otros animales como el quitosano o la
gelatina, o dentro de organismos unicelulares y plantas como el dextrano o el alginato. Estos
se caracterizan por tener una alta biocompatibilidad y biodegradabilidad [40]. Sin embargo,
estos requieren entrecruzarse con otros polimeros para mejorar o adicionar propiedades al
hidrogel como la capacidad de hinchamiento o la responsividad a diversos estimulos.

Con respecto a los polimeros de origen sintético, como el acido polivinilico, el polietilengli-
col o el alcohol polivinilico poseen una baja toxicidad y usualmente tambien mejores propieda-
des mecénicas, lo que permitiria una mayor viabilidad del material para algunas aplicaciones
[39]. También existen hidrogeles hibridos lo cuales utilizan polimeros de diferentes fuentes con
el fin de obtener un material que cubra todos los requerimientos de la aplicacién para la cual
este se va a utilizar [39], [44].

2.2.1.2 Por método de entrecruzamiento

Utilizando este criterio, es posible clasificar los hidrogeles en dos grupos, aquellos que se
entrecruzan quimicamente y los que lo hacen fisicamente. Los que se entrecruzan quimica-
mente, son aquellos que forman enlaces covalentes entre cadenas de polimeros para formar el
material. Estos enlaces usualmente se realizan por medio de grupos funcionales como carbo-
xilos o aminas. Esta formacién de enlaces covalentes se induce por diferentes métodos como
la irradiacion con luz ultravioleta, el uso de agentes de entrecruzamiento o por métodos de
polimerizacién como el método de radicales libres [38], [40].

En cuanto a aquellos que se entrecruzan por métodos fisicos, se encuentran los que forman
el material por medio de interacciones no covalentes como por fuerzas de Van der Waals, puen-
tes de hidrégeno o interacciones hidrofébicas [38]. Estos hidrogeles son usualmente llamados
reversibles debido a que cuando estos entran en contacto con un medio que cambie caracteris-
ticas como su carga o pH, pueden degradarse por la perdida de las interacciénes que permiten
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su entrecruzamiento. No obstante, sobre estos hidrogeles no se tiene tanto control sobre su
estructura, lo cual dificultaria su uso para aplicaciones que requieran conocer y modificar la
matriz del material [40].

2.2.1.3 Por el estimulo al cual responde el hidrogel

Aunque no todos los hidrogeles responden a estimulos externos, aquellos que si lo hacen
son altamente relevantes para el uso de estos en sistemas LCF, por esta razén, es necesa-
rio utilizar este criterio para su clasificacién. Algunos de los estimulos para los cuales se han
reportado investigaciones son temperatura, pH, luz, actividad enzimatica y campos eléctricos.

Los hidrogeles responsivos a la temperatura se basan en el uso de polimeros sensibles a
este tipo de estimulo durante el entrecruzamiento del hidrogel. Su mecanismo de respuesta se
basa en la deshidratacién del polimero, lo cual causa que no sea posible generar puentes de
hidrégeno entre el medio y el polimero, lo que simultaneamente crea un ambiente hidrofébico
al interior del hidrogel que provoca la repulsién de las moléculas polares fuera del hidrogel
[45]. Estos polimeros usualmente tienen esta transicién a una temperatura entre 32°C y 35°C.
Sin embargo, el entrecruzamiento con otros polimeros permiten aumentar esta temperatura a
niveles mayores a los de la temperatura corporal humana [46], [47].

Los hidrogeles responsivos al pH poseen moléculas entrecruzadas dentro de su estructura
que pueden modificar la capacidad de hinchamiento y retenciéon de agua del hidrogel depen-
diendo de la acidez del ambiente. El uso de este estimulo ha atraido interés porque para lograr
una liberacion intracelular de un farmaco, estos pueden ser absorbidos dentro de endosomas,
los cuales inducen un ambiente acido en la molécula o el agente que se encuentre contenido
[48], [49]. Las moléculas que proveen este tipo de responsividad poseen grupos funcionales
como carboxilos y aminas que sean sensibles a la protonacién provocando una atraccién o
repulsién de moléculas polares segiin el pH en el que se encuentren [50].

En cuanto a los hidrogeles fotoresponsivos utilizan moléculas sensibles usualmente a la luz
que al irradiarse pueden fotodegradarse, fotoisomerizarse o fotodimerizarse. El primero es un
proceso irreversible que provoca la pérdida de la estructura y las propiedades del hidrogel y
lo que causa que en sistemas LCF estos liberen en medicamento despues de la accién de este
estimulo [51], [52]. Los otros dos mecanismos son reversibles mediante la irradiacién de luz en
dos diferentes longitudes de onda. Esto permite conservar la estructura y algunas propiedades
del material, lo que para la aplicacion en sistemas LCF permite una entrega del medicamento
de forma periédica [51], [53].

Los hidrogeles con capacidad de degradarse mediante la accién de enzimas se han estu-
diado debido a la presencia de este tipo de proteinas en el cuerpo que podrian ser tutiles
durante la administraciéon de medicamentos mediante sistemas LCF. Las enzimas que mas se
han estudiado para esta aplicacién son las proteasas y las glucosidasas [54]-[56]. El primero se
estudia debido a la sobrexpresion de estas bajo algunas enfermedades y usualmente se utiliza
para degradar sistemas LCF compuestos por diferentes polimeros entrecruzados mediante el
uso de dominios peptidicos que pudiesen ser captados por este tipo de enzimas. Con respecto
a las glucosidasas, estas permiten la degradacién de los hidrogeles cuando se utilizan ciertos
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polisacdridos junto con polimeros en el entrecruzamiento del material [54].

Finalmente, los hidrogeles electroresponsivos se basan en el uso de polimeros de origen
natural o sintético entre cruzados con polimeros conductores. Cuando se induce un campo
eléctrico sobre estos materiales, este provoca un movimiento de electrones a lo largo del
polimero, lo cual provoca que cambie la magnitud de la fuerza de atraccién/repulsion entre
los polimeros y el medio en el que se encuentre, y entre las cadenas poliméricas que forman
la red tridimensional del hidrogel [9], [57]. Esto aplicado a sistemas LCF permite la retencién
o la repulsion de los medicamentos al interior de este, permitiendo asi su entrega en lugares
especificos en frecuencias y tasas controlables [9], [58]. Este tipo de hidrogel es el que se
sintetizard para el sistema LCF de este proyecto, a partir de un tetramero de anilina que
actuard como polimero conductor y dextrano que se entrecruzard con este polimero para
formar la red tridimensional del hidrogel. El tetramero de anilina se ha evaluado previamente
como polimero conductor en sistemas LCF basados en hidrogeles electroresponsivos [10] y el
entrecruzamiento de este con dextrano y su evaluacién como vehiculo de liberacion controlada
de farmacos también ha sido reportada [11]. Sin embargo, estos unicamente han evaluado su
potencial como vehiculo en sistemas LCF con moléculas polares. Por esta razén, en el proyecto
actual se evalia el uso de este hidrogel para la liberacion de moléculas hidrofébicas y esta se
compara con la liberaciéon de moléculas hidrofilicas, para la cual se utiliza fluoresceina como
modelo de molécula pequenia de alta polaridad.

2.2.2. Estrategias para el encapsulamiento de medicamentos hidrofébicos
en hidrogeles

Uno de los obstaculos que enfrentan los hidrogeles es el encapsulamiento de moléculas
hidrofébicas. Esto se debe a que los polimeros utilizados para el entrecruzamiento de estos
hidrogeles son altamente polares, lo cual limita su interaccién con agentes de baja o mediana
polaridad. Por esta razén, en los ultimos afios se ha investigado en diferentes estrategias que
permitirian el uso de estos materiales como vehiculos para sistemas LCF. Las tres técnicas
mas reportadas se describen en las secciones 2.2.2.1 a 2.2.2.3.

2.2.2.1 Encapsulamiento mediante nanoemulsiones

El encapsulamiento mediante nanoemulsiones se basa en la dispersiéon de los medicamen-
tos hidrofébicos en un solvente apolar que contenga un surfactante, que luego se mezcla con
una fase acuosa y se sonica de forma que la fase hidrofobica se disperse en partes de tamano
nanométrico. Luego, esta mezcla se vierte en una solucién del polimero hidrofébico para des-
pués realizar la gelacién mediante la inmersién de este en una solucién salina (gelacién i6nica)
[59]. Asi, se puede encapsular moléculas hidrofébicas en hidrogeles sin necesidad de utilizar
polimeros o agentes entrecruzantes diferentes que puedan afectar la estructura del material.

Este método se ha reportado principalmente para el encapsulamiento de moléculas como
la curcumina y en hidrogeles basados en polimeros como el quitosano, el alginato, la gelatina
y el 6xido de polietileno [59]. No obstante, este método limita las modificacién de las pro-
piedades del material luego de la formaciéon del hidrogel debido al proceso de polimerizacion
que se utiliza. Por ende, las propiedades de estos dependen ampliamente de las carcteristicas
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propias del polimero que se utilice como precursor y del método de sintesis, por ejemplo, la
gelacién i6nica permite sintetizar hidrogeles responsivos al pH [60].

En esta estrategia de sintesis también se podria incluir el uso de polimeros que en soluciones
concentradas presentan alta viscosidad. Este es el caso, por ejemplo, del acetato de polivinilo
(PVA). Del uso de este polimero, se ha reportado la posibilidad de encapsular medicamentos
hidrofébicos mediante la mezcla de una dispersién de estos farmacos en un aceite de silicona,
que luego se puede mezclar con la solucién viscosa de PVA y, debido a la alta adsorcion
que presenta este polimero hacia superficies hidrofébicas, es posible encapsular este tipo de
moléculas dentro de un hidrogel de este material, ver Figura 2.2 [61].
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Figura 2.2: Encapsulamiento de moléculas hidrofébicas en hidrogeles mediante nanoemulsio-
nes. Tomado y modificado de [61]

2.2.2.2 Encapsulamiento mediante el uso de nanoparticulas

En la literatura se ha reportado el uso de diversos tipos de nanoparticulas con superfi-
cies polares que permiten la funcionalizacién o la encapsulacién de moléculas hidrofébicas, de
forma que luego estas se puedan absorber en un hidrogel para ser liberadas en un tiempo o
lugar especifico. Este tipo de estrategia tiene algunas ventajas como la posibilidad de utilizar
las propiedades especificas de las nanoparticulas para generar otro tipo de efecto terapéutico
o diagnostico en el sistema LCF.

Como parte de esta estrategia de encapsulamiento de medicamentos hidrofébicos es posible
encontrar reportes en los cuales se utilizan liposomas o micelas como vehiculo de encapsula-
miento de este tipo de farmacos. Las micelas que se han estudiado, se basan en polisorbato
u otros surfactantes que por sus propiedades anfifilicas pueden encapsular los medicamentos
mediante interacciones hidrofébicas en una nanoparticula con un centro de este tipo y una su-
perficie polar [62]. Los liposomas también se han utilizado para este tipo de encapsulamiento
y utiliza también de moléculas anfifilicas durante la sintesis. En cuanto a este tipo de nano-
particula, también se ha investigado en la posibilidad de encapsular en estas nanoparticulas
magnéticas (de menor tamano) junto con el medicamento con el fin de que estas puedan ser
ttiles en su liberacién, como se muestra en la Figura 2.3 [63].
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Figura 2.3: Encapsulamiento de moléculas hidrofébicas en hidrogeles utilizando magnetolipo-
somas. Tomado y modificado de [63]

También se ha reportado ampliamente el uso de nanoparticulas poliméricas de diversos
origenes y métodos de polimerizacién que se usan para encapsular moléculas hidrofébicas.
Entre estos métodos varias publicaciones sintetizan polimeros con propiedades anfifilicas me-
diante la unién de polimeros hidrofilicos e hidrofébicos [64]. Este proceso permite obtener
estructuras que en un medio polar se comportan de forma similar a las micelas y pueden
encapsular farmacos hidrofobicos en su interior. Entre los polimeros usados como precursores
para este método se encuentran usualmente el polietilenglicol (PEG) y la policaprolactona
(PCL), con propiedades hidrofilicas e hidrofébicas, respectivamente [65], [66]. Otras publica-
ciones muestran el uso de polimeros extraidos de organismos como bacterias o biopolimeros
sinteticos como los polimeros tipo elastina (ELP) utilizados con este mismo fin [67], [68].

Por dltimo, para este tipo de estrategia tambien se han comenzado a utilizar nanopar-
ticulas ceramicas las cuales segin su morfologia pueden crear ambientes anfifilicos mediante
la funcionalizaciéon de moléculas que permitan brindar este tipo de propiedades. Este es el
caso de la montmorillonita, la cual se ha usado para crear este tipo de ambientes mediante
la conjugacién con moléculas hidrofébicas organicas y la organizacién por capas del material,
que permite crear ambientes propicios para la encapsulacién de farmacos poco solubles en el
agua, para luego ser contenidos en un hidrogel para su transporte y aplicacién [69].

2.2.2.3 Encapsulamiento mediante el uso de polimeros hidrofébicos en la sintesis
del hidrogel

Para el encapsulamiento mediante el uso de polimeros hidrofobicos en la sintesis del hi-
drogel se suelen utilizar diferentes polimeros o agentes de entrecruzamiento que brinden la
posibilidad de encapsular medicamentos hidrofébicos mediante enlaces covalentes o interac-
ciones hidrofébicas. El uso de esta estrategia suele modificar las propiedades mecédnicas de
material, lo cual podria ser relevante dependiendo de la ruta de entrega del sistema LCF.

Una de las moléculas mas investigadas para esta aplicacion son las ciclodextrinas. Es-
tas tienen la capacidad de actuar como agente de entrecruzamiento durante la sintesis del
material, y debido a su estructura, esta presenta propiedades anfifilicas lo cual permite la en-
capsulaciéon de moléculas poco solubles en agua en su interior, y afecta poco la arquitectura y
las propiedades del hidrogel [70]-[72]. En los articulos revisados fue posible observar el uso de

15



de hidroxietil celulosa y quitosano como polimeros precursores para esta aplicacion, y mentol
o curcumina como medicamentos de entrega [73], [74].

En la literatura también se encontraron investigaciones en las cuales se sintetizan hidro-
geles utilizando como precursores polimeros sintéticos anfifilicos. Por medio de este método
los polimeros se apilan y se unen mediante interacciones no covalentes [75]. De esta forma, si
se disuelve el medicamento hidrofébico en el medio durante la reaccién, este va a interactuar
con las partes poco polares de los precursores lo cual va a permitir encapsular estas moléculas
dentro del hidrogel mediante interacciones hidrofébicas [76], [77]. Para este método, también
se ha reportado el uso de glucolipidos como precursores debido a sus propiedades anfifilicas
similares a los polimeros precursores que se utilizan habitualmente [78].

Finalmente, la estrategia mas utilizada para la encapsulacién de medicamentos hidrofébi-
cos en hidrogeles es la sintesis de estos materiales utilizando polimeros naturales o sinteticos,
parcialmente o completamente hidrofébicos [79], [80]. Esto permite crear pequenos espacios
dentro del hidrogel donde lo farmacos de este tipo podrian encapsularse o funcionalizarse por
medio de enlaces covalentes. De este tipo de encapsulamiento, se ha reportado suficientemen-
te el uso de polietilenglicol diacrilato (PEGDA), polietilenglicol dimetacrilato (PEGDMA),
fibroina de seda y policaprolactona (PCL). En la Figura 2.4, se muestra la preparaciéon y la
compresién de un hidrogel basado en cadenas hidrofilicas de PEG, cadenas hidrofébicas de
PCL y un agente entrecruzante hidrofébico de P(BOD) [56], [81]. Estos presentan partes en
su estructura que pueden ser parcialmente afines a moléculas hidrofébicas [82], [83]. También
se ha estudiado la modificaciéon de polimeros precursores como el alginato con alguno grupos
funcionales, con el fin de formar enlaces covalentes con el farmaco [84].

Entrecruzante
. = hidrofébico Y X\ (s
P(BOD) : . <
d { Compresién L

% <« d/}‘\ﬁk

A £ Cinine 20 73h

PEG

Figura 2.4: Introduccién de polimeros hidrofébicos en el hidrogel. a) Matriz de PEG entrecru-
zada con dominios hidrofébicos de P(BOD), b) Cadenas de PEG y PCL entrecruzadas con
P(BOD) y c¢) interacciones hidrofébicas entre las cadenas de PCL y los dominios de P(BOD)
que causan una compresién del material. Tomado y modificado de [72].

2.3 Puntos de Carbono

Como se observo en la tltima seccion, existen multiples estrategias para encapsular mo-
léculas de baja o mediana polaridad en hidrogeles. Sin embargo, también existen estrategias
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basadas en nanomateriales que permitirian modificar la solubilidad del medicamento y por
tanto, permitirfan mantener una alta eficacia del mediamento luego de ser liberado [85]. Para
esta aplicacion se han comenzado a utilizar puntos de carbono, los cuales por su composicion
y cardcteristicas de superficie pueden mejorar estas propiedades del farmaco [13].

Los puntos de carbono (PCs) son nanomateriales basados en carbono que se componen
de multiples atomos de carbono usualmente con hibridaciones sp? y sp?, lo cual crea siste-
mas con enlaces dobles conjugados con enlaces simples, lo que disminuye la energia entre los
orbitales y permite la absorcién y la emisién de luz en el espectro UV-Vis [86]. Estas par-
ticulas se reportaron por primera vez en el afo 2004 y se comenzaron a estudiar con el fin
de reemplazar los puntos cuanticos basados en materiales semiconductores, especialmente en
aplicaciones biomédicas. Esto se debe a que los puntos de carbono han mostrado una mejor
biocompatibilidad, tienen procesos de sintesis mas sencillos y econémicos y no requieren del
uso de metales pesados para generar luminiscencia [87], [88].

Los PCs se pueden obtener en diferentes morfologias: en forma de disco y en una forma
cuasi-esférica. Los PCs en forma de disco se obtienen cuando en la reaccién se superponen
capas de grafeno enlazadas mediante algunos dopantes como nitrégeno u oxigeno [89]. Los
PCs en forma cuasi-esférica es la forma mas comin de obtencién y se compone de un nicleo
de carbono cristalino y una capa de carbono amorfa con los diferentes dopantes expresandose
en forma de grupos funcionales en la superficie de la nanoparticulas. Estos tltimos le permiten
funcionalizarse con diferentes medicamentos para ser utilizados dentro de un sistema LCF,
mejorar la solubilidad y modificar las propiedades de la fotoluminiscencia presentada por el
material [90].

2.3.1. Propiedades

Los puntos de carbono poseen propiedades quimicas, eléctricas y épticas, que al ser utiliza-
dos en sistemas LCF, permiten mejorar la biodistribucién de los farmacos, obtener plataformas
terandsticas e incrementar la solubilidad de algunos medicamentos. Dado, que el sistema LCF
que se plantea en este proyecto desea obtener estas mejoras en la entrega de curcumina (medi-
camento que se discutira en la siguiente seccién), a continuacién se describen las propiedades
mas importantes de estas nanoparticulas.

2.3.1.1 Propiedades electroquimicas

Los PCs poseen una mayor conductividad cuando se les compara con otros materiales
basados en carbono. Esto se debe a que presentan una mejor transferabilidad en sus cargas
debido a la dopacién con heterodtomos como nitrégeno, oxigeno, boro, entre otros. Por esta
razén, pueden ser utilizados como electrocatalizadores en reacciones de este tipo. Asimismo,
debido a la alta relacion area superficial: volumen, estos al tener diversos grupos funcionales

en la superficie, tienen una alta capacidad para modificar su superficie con diferentes fines
[89].
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2.3.1.2 Absorciéon

La absorcién de fotones luz dentro del espectro UV-Vis se da por la transiciéon 7 — 7* de
los enlaces dobles entre atomos de carbono de los anillos arométicos que se forman dentro
del nticleo de carbono del PC y por la transicién n — 7* de los enlaces entre los atomos
de carbono, y entre estos y los heteroatomos dopantes del nanomaterial. Estas transiciones
para estos elementos usualmente se encuentran entre los 250nm y los 400nm las cuales son
longitudes de onda dentro del espectro UV, lo que permite que cuando los electrones pasen
de nuevo al estado de reposo emitan luz en el espectro visual, es decir, permite que los PCs
exhiban fluorescencia [91].

2.3.1.3 Fluorescencia

La fluorescencia de los PCs se da debido a la disipacién de energia en forma de radiacion
electromagnética de los electrones luego de absorber fotones por medio de la irradiacién de luz
UV. Esta usualmente se da en longitudes de onda mayores a la onda de excitaciéon debido a la
disipacién de energia no radiativa que se da por la transicién de los electrones desde el estado
vibracional alto a otros estados vibracionales, por la cual se pierde poca energia. La longitud
de onda de esta emisién se puede modificar utilizando diferentes dopantes. Esto se debe a que
la inclusion de estos cambia la estructura y por tanto, las condiciones de transicién de los or-
bitales moleculares, de forma que la emisién se da en luz con longitudes de onda diferentes [91].

FEn PCs se han reportado dos tipos de fluorescencia. Aquella que depende de la longitud
de onda de la luz de excitacién y otra que es independiente de esta. La independencia de
la longitud de onda se explica con el mecanismo mencionado anteriormente [90]. Sin embar-
go, para explicar la dependencia de longitud de onda de la luz de la fluorescencia, algunos
autores creen que se debe a la posibilidad de que dentro del nicleo de carbono del PC se
encuentren diferentes fluoréforos que hayan conservado sus propiedades fotoluminiscentes y
por esta razén, el PC puede excitarse y fluorescer con luz de diferentes longitudes de onda [92].

La fluorescencia de los PCs presenta ventajas con respecto a la presentada por otros
fluordforos o por los puntos cudnticos. Una de estas ventajas es que la emisiéon de estos no
presenta fotoblanqueo lo cual permite que se irradie la muestra continuamente durante un
largo tiempo y evita dificultades en el almacenamiento de los PCs [91].

2.3.2. Meétodos de sintesis

Como se observa en la Tabla 2.3, los PCs se pueden sintetizar mediante dos métodos:
"Top-Down’ y ’Bottom-Up’. La primera se basa en la sintesis de PCs utilizando como precur-
sores otras estructuras de carbono como nanotubos de carbono o grafeno. Para este método se
usan técnicas como métodos ultrasénicos, por oxidacién electroquimica, ablacién lédser y arco
eléctrico. Estas técnicas permiten fragmentar estos compuestos de carbono en nanoparticulas
y se caracterizan por ser métodos amigables con el medio ambiente [86].
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Tabla 2.3: Métodos de sintesis de puntos de carbono

Ruta de sintesis Técnica Precursor

Ablacién laser
Arco eléctrico
Oxidacion electroquimica
Métodos ultrasénicos

Compuestos basados en
carbono como grafeno, grafito
o nanotubos de este material

"Top-Down’

Método solvotermal
"Bottom-Up’ Metodo de descomposicion térmica
Método por microondas

Moléculas orgénicas pequeiias,
o polimeros naturales y sintéticos

Los métodos ’Bottom-Up’ se basan en la sintesis de PCs utilizando moléculas pequenas
mediante la polimerizacién y la carbonizacién de estas formando el niicleo de anillos aromati-
cos que permiten la generacion de fluorescencia. Para esta se utilizan métodos como la sintesis
solvotermal, por microondas o descomposicién térmica [86]. Estos permiten una produccién
econémica de estas nanoparticulas, utilizando métodos sencillos que requieren poca instru-
mentacion y con los cuales se pueden controlar las propiedades de los productos [89].

El método solvotermal se basa en la disolucién de precursores de pequenas moléculas como
el acido citrico y la urea, o grandes moléculas como proteinas o polisacaridos en un solvente.
Luego, este se situa en un recipiente y se realiza la reaccién a altas temperaturas y presiones,
lo que permite formar diferentes compuestos organicos entre los que se encuentran los PCs
[93]. El método de descomposicién térmica se basa en la carbonizacién o la pirolisis de los
precursores a temperaturas altas. Este permite la modificacién de la composiciéon y las pro-
piedades de los PCs, debido al control que se tiene de diferentes variables.

El método de sintesis por microondas permite la formacién de los PCs mediante la descom-
posicién de los precursores debido a la radiaciéon electromagnética de ondas con una longitud
entre Imm y 1m. Este método permite una obtencién rapida de estas nanoparticulas con
propiedades y composicién modificable segin los tiempos y precursores de sintesis [89].

2.3.3. Aplicaciones

Los PCs tienen aplicaciones reportadas en el campo de la electrénica, la energia y la medi-
cina. En este ltimo, se ha estudiado especificamente la capacidad de estos para la obtencion
de biomagenes, biosensores, nanoplataformas para terapias fotodinamicas y fototérmicas y en
sistemas LCF.

La obtencion de biomagenes utilizando este método es posible debido a la capacidad de
fluorescencia en diferentes longitudes de onda que pueden tener los PCs. Ademaés, la obten-
cién de imagenes por fluorescencia tiene varias ventajas frente a las técnicas de obtencién de
imégenes utilizadas en la actualidad [94]. Esto se debe a que la fluorescencia permite obte-
ner imagenes de forma inmediata sin necesidad de utilizar equipos altamente especializados
o costosos que requieran un alto procesamiento de datos. Para esto también ha sido util la
biocompatibilidad que ha sido probada para diferentes nanoparticulas de este tipo, puesto
que, se podria utilizar de forma sencilla para obtener bioimagenes en organismos de forma in
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vitro e in vivo [87].

En cuanto al uso de PCs como biosensores, estos se han estudiado principalmente para
detectar iones metélicos, cambios en el ambiente en cuanto a pH y temperatura, diferentes
biomoléculas y microorganismos. Esto se ha logrado debido a que los iones metélicos atenuan
la intensidad de la emisién de los PCs porque la interaccion de estos con los PCs modifican las
condiciones de excitacién y relajacién de los electrones, aumentando la cantidad de energia
que se disipa de otras formas diferentes a la irradiacién de luz. En cuanto a la deteccién de
cambios en el pH, estos se dan por la interaccién de los agentes acidicos con el PC, mostrando
una mayor fluorescencia en pH menores a 7 [95].

Con respecto al uso de PCs en la deteccién de biomoléculas, es posible debido a la ca-
pacidad de funcionalizar diferentes moléculas o receptores que tengan una alta afinidad con
la biomolécula que se desea detectar [95]. Asi, se pueden evaluar los resultados dependiendo
de la fluorescencia que presenta la muestra luego de ser dispersada en el medio en el cual se
desea detectar una biomolécula especifica. Asimismo, en relacién a la deteccién de microor-
ganismos, el mecanismo de sensado utilizando estos nanomateriales es similar al mencionado
previamente, la diferencia radica en que los PCs se funcionalizan con moléculas que permitan
la endocitosis por parte del organismo, lo que no permitiria observar la fluorescencia de los
PCs en caso de que se encuentre este microorganismo en el medio [96].

Estos se han utilizado tambien para realizar terapias fototermales y fotodinamicas, debido
a que su estructura de carbon podria aumentar su temperatura si durante la sintesis se utili-
zan los precursores necesarios y se irradia la nanoparticula con una luz de la longitud de onda
en el espectro infrarrojo necesaria para provocar este efecto [88]. También, se podria realizar
terapia fotodindmica al generar especies reactivas de oxigeno cuando se irradian células ma-
lignas con luz de una determinada longitud de onda emitida por los puntos de carbono por
medio de la fluorescencia [97].

Finalmente, los sistemas LCF basados en PCs utilizan la posibilidad de realizar enlaces
covalentes en la superficie del PC, para funcionalizar medicamentos directamente con la na-
noparticula o a traves de moléculas que sean sensibles a responder a diferentes estimulos [91].
Estas nanoparticulas permiten tambien la funcionalizacién de moléculas hidrofébicas, lo cual
permitiria mejorar la biocompatibilidad, la biodisponibilidad y entregar este tipo de medi-
camentos en sitios espécificos previniendo asi efectos secundarios del farmaco debido a esta
caracteristica quimica. Asimismo, estos permiten funcionalizar varias moléculas a la vez, lo
cual es 1til para enlazar receptores o moléculas afines a un tipo de célula o tejido especifico
con el fin de mejorar el efecto terapéutico de estos medicamentos en el organismo [89].

2.4 Curcumina

La curcumina es molécula que se extrae de la Curcuma (curcuma longa) de la cual se han
sabido las posibles aplicaciones medicinales por siglos. Esta molécula en los ultimos afios ha
tomado interés dentro de la comunidad cientifica debido a la posibilidad que tiene de usarse
para el tratamiento contra el cancer, puesto que, se ha probado la existencia de propiedades
quimioterapéuticas y quimiopreventivas de esta [98]. Hasta el momento, es posible encontrar
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estudios de la accién de esta molécula en tratamientos contra el cancer de mama, de colon,
de pulmén, de prostata, de pancreas y de estémago [99]-[102]. Ademds de mostrar algunas
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias e inmunomodulatorias [98].

En la figura 2.5 se observa la molécula de la curcumina. Esta se clasifica como un po-
lifenol y se caracteriza por su baja solubilidad en el agua, lo que causa dificultades en su
administraciéon en el organismo, por lo cual es necesario encontrar soluciones mediante los
sistemas LCF para mejorar el rendimiento terapéutico de esta [98]. En la actualidad se han
estudiado liposomas, nanoparticulas poliméricas y micro y nanoemulsiones para encapsular
estas moléculas y mejorar su biodisponibilidad y biodistribucién [103], [104]. Sin embargo,
algunos estudios describen la posibilidad de utilizar estos vehiculos para realizar diferentes
tratamientos simultaneamente. Entre estas se encuentra la terapia fotodindmica que como se
mencionoé antes se puede realizar mediante la fluorescencia de los PCs, que también se podrian
usar como agente terandstico, permitiendo la monitoriacién del vehiculo de entrega en tiempo
real [105].

Figura 2.5: Estructura quimica de la curcumina
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Capitulo 3

METODOLOGIA

Como se detalla en la Figura 3.1, en esta seccién se describe el procedimiento llevado a
cabo para la sintesis y caracterizacion de cada componente del sistema LCF desarrollado para
este proyecto. Luego, se realiza la evaluacién del hidrogel electroresponsivo como potencial
vehiculo del sistema mediante la realizacién de pruebas de encapsulamiento de fluoresceina,
cémo modelo de molécula pequeiia de alta polaridad, de los puntos de carbono y de estas
nanoparticulas funcionalizadas con curcumina.

Sintesis de puntos de
carbono y
funcionalizacién con
curcumina

Sintesis y caracterizacion

del hidrogel
electroresponsivo

Encapsulamiento de

Encapsulamiento de Encapsulamiento de puntos de carbono

fluoresceina puntos de carbono funcionalizados con
curcumina

Figura 3.1: Diagrama de la metodologia utilizada para las pruebas de encapsulamiento del
hidrogel

3.1 Sintesis y caracterizacion del hidrogel electroresponsivo

El proceso de sintesis y caracterizacién del hidrogel electroresponsivo se divide en dos
partes. La primera es la sintesis y caracterizacion del tetramero de anilina el cual permitira la
conductividad del hidrogel y electroresponsividad del hidrogel, y la segunda, es el entrecruza-
miento de este con dextrano para formar la red hidrofilica del material.
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3.1.1. Sintesis y caracterizacién del tetramero de anilina (AT)

El AT se sintetizé a partir de los procesos de sintesis de diferentes polimeros de anilina
sintetizados para esta aplicacion previamente [10], [11]. Este se forma por la reaccién entre
los grupos amina de la N-fenil-p-fenilendiamina, ver Figura 3.2. Para obtener esta reaccién se
disuelven 460,9 mg de N-fenil-p-fenilendiamina en 37,5 ml de acetona, 25 mililitros de acido
clorhidrico (HCI) y 25 ml de agua destilada. La mezcla se coloca en un bano con hielo para
a 0°C bajo agitaciéon magnética. Después, 5 ml de persulfato de amonio (NH4)252,0g 1 M
se dejan gotear sobre la mezcla anterior. Se deja reaccionar bajo agitacién magnética por 4
horas monitoreando la temperatura periodicamente. Posteriormente, se filtra el producto al
vacio y se lava con 5 ml de HCl y se agrega hidréxido de amonio (NH4OH) hasta neutralizar.
Finalmente, se deja secar al vacio por 15 horas a 50°C.

H Acetona, HCL, H N
N NH, N
B (NH,),5,04
0°C 4h
N
H

Figura 3.2: Reaccién de obtencién del tetrdmero de anilina

Para caracterizar el tetramero de anilina se tomaron espectros de absorcién UV-Vis en un
espectrofotémetro Flame (Ocean Optics, Reino Unido). Para esto se realiz6 la disolucién de
este en dimetilsulf6xido (DMSO), con una concentracién de 0,005 mg/ml. También se tomaron
espectros FTIR en un espectrémetro Nicolet iS5 (ThermoScientific, EEUU). Estos permitiran
determinar la presencia de los anillos aromaticos, la organizacién de los sustituyentes de estos
y las aminas caracteristicas de la anilina.

3.1.2. Sintesis del hidrogel electroresponsivo

El hidrogel electroresponsivo se sintetiza mediante un método reportado anteriormente
[11], el cual se basa en el entrecruzamiento entre el tetrdmero de anilina y el dextrano me-
diante el uso de diisocianato de hexametileno (HDI) como agente de entrecruzamiento. Para
esto, se realiza una solucién de 202,5 mg de dextrano (DEX) en 2,5 ml de DMSO, 62 pl de
HDI y 25,5 nl de octanato de estano. Luego, se anaden 20,2 mg de AT y se sitta la mezcla
en un balon aforado de 50 ml y se deja reaccionar la mezcla a 80°C durante 8 horas.

El hidrogel se caracteriza mediante espectros FTIR tomados en un espectrémetro Nicolet
iS5 de ThermoScientific.

3.2 Sintesis y caracterizacién de los puntos de carbono funcionalizados con
curcumina

La sintesis y la caracterizaciéon de los puntos de carbono funcionalizados con curcumina se
realizan en dos etapas. En la primera, se sintetizardn y caracterizaran los puntos de carbono,
y en la segunda, se realizara la funcionalizacién de estos con curcumina.
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3.2.1. Sintesis y caracterizacién de puntos de carbono

La sintesis de puntos de carbono se realiz6 utilizando el procedimiento reportado por [106].
Los PCs se sintetizaron mediante el método solvotermal a partir de una solucién de 1 g de
urea y 1 g de acido citrico en 15 ml de formamida. Luego, la mezcla se coloca en una auto-
clave y se dejé reaccionar por 12 horas a 160°C. Después, el producto obtenido se centrifugd
a 4000 rpm por 20 minutos y posteriormente el sobrenadante se centrifugd a 10000 rpm por
10 minutos, dos veces. Luego, se mezcl6 el sobrenadante obtenido de esta mezcla con agua
milipore en una proporcién 1:1. Esta mezcla se utilizé para realizar la separacién de los pro-
ductos obtenidos de la reaccién usando columnas de cromatografia para este proceso. Para
estas se utilizé una mezcla de dimetilformamida y agua milipore en una proporcién 1:1 como
disolvente y los puntos de carbono se seleccionaron utilizando una lampara de luz ultravioleta
de 365 nm de longitud de onda. Después se secan el solvente restante a 100°C por 12 horas en
un horno. Posteriormente, se dispersan estos puntos en agua destilada y se lavan agregandoles
5 ml de etanol y centrifugandolos a 9000 rpm por 15 minutos. Este proceso se repite con el
sobrenadante 2 veces mas, una de estas con etanol, y otra con acetona. Finalmente se dejan
secar en un horno por 12 horas a una temperatura de 100°C.

La caracterizacion se realiza mediante la toma de espectros de absorcién UV-Vis de la
dispersiéon de estas nanoparticulas en agua destilada utilizando un espectrémetro UV-Vis
Flame de Ocean Optics, espectros FTIR de los puntos de carbono secos en un espectrémetro
FTIR Nicolet iS5 de ThermoScientific y una prueba de potencial zeta.

3.2.2. Funcionalizacién de los puntos de carbono con curcumina

La funcionalizacién de puntos de carbono se realiza por medio de la adsorcién de la curcu-
mina en la superficie de los puntos de carbono debido a las interacciones electrostaticas entre
la superficie negativamente cargada de los PCs y la molécula de curcumina positivamente
cargada. Para esto, se disuelve curcumina en 5 ml de etanol en diferentes concentraciones
(0.05 mg/ml, 0.5 mg/ml, 5 mg/ml y 12.5 mg/ml) y 6.25 mg de puntos de carbono en 7.5 ml
agua destilada. Posteriormente, la mezcla de estas soluciones se deja en agitacién magnetica
por 48 horas y al finalizar, se centrifugan y se realiza didlisis con agua destilada por 72 horas,
realizando cambios de agua cada 12 horas. Finalmente, el producto obtenido se caracteriza
utilizando espectrometria UV-Vis.

3.3 Pruebas de encapsulamiento

Las pruebas de encapsulamiento se realizan utilizando fluoresceina como referencia debido
a su tamano y a su caracter hidrofilico. Para esta, primero se realiza una curva de calibracion
de la fluoresceina en PBS. En esta, se tomaron los espectros de absorcién de soluciones de
diferentes concentraciones de fluoresceina en PBS (0.001 mg/ml, 0.002 mg/ml, 0.004 mg/ml,
0.006 mg/ml, 0.008 mg/ml y 0.01 mg/ml) con el fin de encontrar una equivalencia lineal entre
ambas magnitudes (absorbancia y concentracién de fluoresceina). Luego, se selecciona una
concentracién dentro de esta curva y se realiza la solucién con el fin de sumergir el hidrogel
en esta. Asi, se toman espectros de absorcién del medio en la cual se encuentra el hidrogel
cada hora, por 7 horas. Esto permite determinar la capacidad del hidrogel de encapsular esta
molécula, puesto que, se espera que por medio de procesos de difusiéon esta ingrese dentro

24



del hidrogel hasta que llegue a un equilibrio en la concentracién de la molécula en el medio
externo y al interior del material. Este proceso se repite con los puntos de carbono y los puntos
de carbono funcionalizados con curcumina con el fin de comparar la capacidad del hidrogel
de encapsular estos tres agentes.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados de la sintesis y caracterizacion de los com-
ponentes del sistema LCF planteado durante el proyecto. Posteriormente, se detallan los
resultados de las pruebas de encapsulamiento y liberacién de los diferentes agentes usados.

4.1 Sintesis y caracterizacién del hidrogel electroresponsivo

En esta secciéon se detallan los resultados de la sintesis y caracterizacién del tetrdmero
conductor de anilina y del hidrogel entrecruzado.

4.1.1. Sintesis y caracterizacién del tetrdmero de anilina (AT)

En la figura 4.1 se encuentra el espectro de absorcion UV-Vis del AT. En esta se obser-
van claramente dos bandas absorcién. La primera banda con maximo en 320 nm se relaciona
con las transiciones 7 ->7* del anillo aromatico que compone el AT. La segunda banda con
maximo en 600 nm de longitud de onda se atribuye a la absorcién de los electrones que se
encuentran entre las diferentes estructuras de la anilina, como en su forma de anillo benzoico
o en forma de quinona. Esta es importante porque de esta transicion de electrones que se
da debido a la absorcién de luz en el expectro visible, es la misma que se da bajo un campo
eléctrico y por tanto, es la transicion responsable de la conductividad del polimero y de la
electroresponsividad del hidrogel.

En la figura 4.2.a, se observan los resultados para la caracterizacién del AT mediante
FTIR. En este espectro, es posible observar bandas de absorcién entre 1480 cm™'y 1600
cm ™!, entre 2900 cm ™! y 3500 cm ™!, y entre 800 cm ™! y 1400 cm ™. Para el primer rango, es
posible relacionar esta absorcion a la vibracién de los enlaces dobles de los anillos aromaticos
de la anilina. Para el segundo y el tercero, es posible relacionar esta absorciéon a los diferentes
enlaces de las aminas de la anilina.
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Figura 4.1: Espectro de absorcién UV-Vis del AT

La presencia de estos dos componentes es relevante para el entrecruzamiento y funciona-
miento del hidrogel. Esto debido a que el HDI que se utiliza como agente entrecruzante, debe
enlazarse con las aminas del tetramero y con los grupos hidroxilo del dextrano para formar
la red tridimensional del material. En cuanto a los anillos aromaticos, estos son los que van a
permitir la conductividad al realizar la transicién de electrones entre los grupos amina estos
anillos, que van a cambiar la distribucién de sus enlaces debido a la presencia de un campo
eléctrico inducido.

4.1.2. Sintesis del hidrogel electroresponsivo

En la figura 4.2.b, se observa el espectro FTIR del hidrogel electroresponsivo. Este permite
comprobar el entrecruzamiento del dextrano con el AT mediante la disminucién de la transmi-
tancia en dos bandas especificas. La primera se encuentra entre 950 cm™! y 1400 cm ™!, aqui
se detallan las vibraciones relacionadas con el enlace glusidico del DEX. También se observan
2 bandas entre 2500 cm™! y 3500 cm~!. Estas se relacionan con las vibraciones de los enlaces
C-H en las hibridaciones expecificas que se encuentran en el DEX, también se observa una
banda relacionada al grupo hidroxilo del DEX y al agua destilada en la cual se encontraba
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hinchado el hidrogel en el momento de realizar la prueba.
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Figura 4.2: Espectro FTIR del tetramero de anilina

4.2 Sintesis de los puntos de carbono funcionalizados con curcumina

4.2.1. Sintesis y caracterizacion de puntos de carbono

En el espectro de absorcién UV-Vis presentado en la figura 4.3, es posible detallar la pre-
sencia de dos bandas de absorcién encontradas en el rango de 200 nm a 400 nm. La banda
con maximo en 250 nm de longitud de onda, se atribuye a las transiciones 7 ->7* de los ani-
llos aromaticos encontrados dentro del nucleo carbonizado del punto de carbono. La segunda
banda con maximo en 340 nm, se relaciona con las transiciones n->7*. Esta se da debido a la
presencia de enlaces C-O y C-N de los grupos hidroxilo y los grupos amina que se encuentran
en la superficie de la nanoparticula y contienen atomos presentes en los precursores. También
se observa el espectro de emisiéon que permite determinar un maximo en 530 nm. Estos puntos
de carbono permiten observar fluorescencia en longitudes de onda mayores a 500 nm, debido
a que la dopacioén con nitrégeno que se realiza, disminuye la proporcion de energia que liberan
estas nanoparticulas mediante la irradiaciéon de luz cuando sus electrones pasan de un estado
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excitado a un estado de reposo [107], [108].
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Figura 4.3: Espectros de absorciéon y emisién UV-Vis de los puntos de carbono. El espectro
de emisién se toma bajo la excitacién de luz UV de 365 nm.

En el espectro FTIR de la figura 4.4 es posible observar las bandas de absorcién rela-
cionadas a los enlaces presentes en la superficie de los PCs. En esta, se observa una banda
entre 1500 cm™! y 1800 cm ™! provocado por la presencia de enlaces dobles de carbono de los
anillos aromaéticos del punto de carbono. Asimismo, tambien es posible observar picos mas
pequeiios entre 3000 cm ™! y 3500 cm ™! relacionados a la presencia de heteroatomos y grupos
funcionales en la superficie de la nanoparticula como aminas y carboxilos.
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Figura 4.4: Espectro FTIR de los puntos de carbono

Los resultados de la medicién de potencial zeta se observa en la figura 4.5. En esta se
observa que existe una mayor proporcién de particulas con un potencial negativo cercano a
-22 mV. Esta polaridad se debe a los grupos funcionales que poseen los puntos de carbono en
la superficie, los cuales poseen atomos de nitréogeno y oxigeno que disminuyen el potencial de
las nanoparticulas. Este resultado es importante porque a diferencia de los PCs, la curcumina
no posee tantos grupos funcionales o atomos que disminuyan su potencial, lo que causa que
su potencial sea positivo. Esta diferencia de potenciales permitira funcionalizar los PCs con

esta molécula mediante la adsorciéon de la curcumina a su superficie mediante interacciones
electrostaticas.
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Figura 4.5: Potencial Z de los PCs

4.2.2. Funcionalizacion de puntos de carbono con curcumina

La funcionalizacién de la curcumina con los puntos de carbono se probé utilizando dife-
rentes concentraciones de curcumina: 0.01 mg/ml, 0.1 mg/ml, 1mg/ml y 5 mg/ml, ademés de
una muestra de control donde solo se agregaron puntos de carbono. Como se observa en los
espectros de la Figura 4.6, se obtuvieron 3 bandas principales de absorcién. La primera con
un maximo en 260 nm se presenta en la curcumina y en los PCs, sin embargo, en la curcumina
este es un pico débil que se le atribuye a las transiciones n ->7* de los sustituyentes de los
ciclos aromaticos de la curcumina y en los PCs se relaciona a las transiciones w ->7* de los
anillos aromaticos que forma el carbono. Esta banda en el caso de la curcumina puede verse
dividido en dos picos, uno con méximo 260 nm y otro en 300 nm, pero se atribuyen a la
misma transicién. En la siguiente banda, con maximo en 340 nm, se atribuye la absorcion
a las transiciones n ->7* de los enlaces entre el carbono, y el nitrégeno y el oxigeno que se
encuentran en la superficie de los PCs. Finalmente, en la tercera banda, con un méaximo en
430 nm, es posible observar las absorcién relacionada a las transiciones 7 ->7* de los anillos
aromaticos y el sistema conjugado de esta molécula. Esta transicién, a pesar de requerir alta
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energia para su realizacion, se ve afectada al dispersar esta molécula en un medio polar. Esto
se da debido a que las interacciones electrostaticas entre el solvente y los cromoforos polares
de la curcumina, estabilizan los estados excitados 7* disminuyendo asi la energia en la cual
se realiza esta transicién [109], [110].
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Figura 4.6: Espectro UV-Vis PC-Cur

Al analizar los espectros UV-Vis de los PCs-Cur, es posible observar que la absorcién de
la banda con méaximo en 300 nm tiene una relaciéon directa con la concentracién de curcumina
durante la reaccién, y a pesar de que esto pueda significar una mayor funcionalizaciéon de la
curcumina con los PCs, esto también puede deberse a residuos de curcumina que se man-
tuvieron en la muestra luego del proceso de purificacién. Por esta razon, a pesar de que los
espectros de absorcion UV-vis permiten observar la funcionalizacién, no debe ser el tnico cri-
terio para determinar cual fue la mejor reaccién llevada a cabo. Durante la reaccién, también
se observé que las reacciones con concentraciones de 1 mg/ml y 5 mg/ml saturaban el medio
y cuando la mezcla no se encontraba bajo agitacién magnetica, se mantenia la homogeneidad
de la reaccién pero se precipitaba una alta cantidad de curcumina, de manera que, estas no
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son las reacciones mas eficientes para lograr la funcionalizacién. Asi, teniendo en cuenta los
espectros UV-Vis y la eficiencia de la reaccién llevada a cabo, es posible observar que la me-
jor funcionalizacién se da bajo una concentracién de curcumina de 0.1 mg/ml, puesto que,
presenta las bandas caracteristicas de la curcumina y los PCs en los espectros, y ddemas,

en la reacciéon se observa la formacién de una mezcla homogenea con una baja cantidad de
curcumina residual al finalizar el proceso.

4.3 Pruebas de encapsulamiento

Para realizar la prueba de encapsulamiento, primero fue necesario realizar la curva de
calibracién para los tres agentes con los cuales se iba a realizar la prueba (fluoresceina, PCs
y PCs-Cur). En la figura 4.7 se observan las curvas de calibracién realizadas para los tres
agentes con un coeficiente de determinacién mayor a 0,98. Estas curvas permitieron encontrar
una relacion lineal entre la absorbancia y la concentraciéon para convertir la absorbancia de
cada muestra tomada durante el encapsulamiento a la masa de moléculas o nanoparticulas
almacenadas en el hidrogel.
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Los resultados finales de la prueba de encapsulamiento se observan en la Figura 4.8. Estos
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Figura 4.7: Curva de calibracién de a) fluoresceina b) PCs ¢) PCs-Cur
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permiten observar la diferencia en el encapsulamiento de los tres agentes. En estos es posible
observar que la fluoresceina se encapsula a una mayor velocidad y al final el hidrogel mues-
tra una mayor capacidad para almacenar fluoresceina que las otras nanoparticulas. Entre las
nanoplataformas encapsuladas fue posible observar que aquellas que no se encuentran funcio-
nalizadas con curcumina encapsulan a una mayor velocidad que aquellas que si lo estan. Estos
resultados se deben al mecanismo por medio del cual se realiza el encapsulamiento, puesto que
el proceso de difusion que se lleva a cabo entre el medio y el hidrogel puede verse afectado por
diversos factores. Por ejemplo, es posible que la velocidad y la capacidad de almacenamiento
del hidrogel para nanoplataformas se vea afectado por la formacién de aglomerados que por
sus caracteristicas fisicas no contribuyan al encapsulamiento de este agente. También es posi-
ble que en el caso de los PCs-Cur, el cambio de polaridad debido a la funcionalizacién haya
disminuido la interacciéon de estas nanoparticulas con la red polimérica del hidrogel aunque
siguen manteniendo un caracter mayormente polar.
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Figura 4.8: Curva de encapsulamiento del hidrogel

Asi, es posible observar como el hidrogel tiene la capacidad de encapsular la nanoplata-
forma funcionalizada, confirmando el efecto que tienen los puntos de carbono para mejorar la
interacciéon de moléculas hidrofébicas con el ambiente hidrofilico del hidrogel. Ademés, se debe
mencionar que la anilina tambien posee una polaridad mediana, por lo cual, el AT puede ha-
ber contribuido también a la absorcién y retencién de esta nanoplataforma dentro del hidrogel.
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Acerca de los resultados también se debe mencionar que se observan datos atipicos para
el encapsulamiento de las nanoplataformas, especificamente en los tltimos dos datos de cada
prueba. Esto se atribuye a la forma en la cual se realizé el experimento, puesto que, el proceso
de difusién se realizo mediante el intercambio de DMSO por estos agentes dispersados en
PBS. Esto indujo al medio a dividirse en dos fases por la diferencia de polaridad entre ambos
solventes y caus6 que la absorcién del medio que se intercambiaba con el hidrogel dependiera
de la zona del recipiente de la cual se tomara la muestra. De esta forma, a medida de que se
tomaban alicuotas la concentracion del agente dependia de que tan mezcladas estaban ambas
fases en el momento de la toma de datos o de la cantidad de medio tomada de cada fase, lo
que era mas dificil de percibir con el pasé del tiempo y con cada toma.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

La revisién de literatura permitié identificar tres estrategias principales mediante las cua-
les es posible encapsular medicamentos hidrofébicos en una red polimérica hidrofilica: encap-
sulamiento mediante nanoemulsiones, encapsulamiento mediante el uso de nanoparticulas y
encapsulamiento mediante el uso de polimeros hidrofobicos en la sintesis del hidrogel. A partir
de esto, dado que la curcumina es una molécula de baja polaridad, se utiliza el encapsulamien-
to mediante nanoparticulas a través de la funcionalizaciéon de esta molécula a la superficie de
puntos de carbono dopados con nitrégeno lo que permite la obtencién de una nanoplataforma
con una superficie principalmente polar para mejorar la interaccion del medicamento con el
ambiente hidrofilico del hidrogel. Ademaés, se utiliza polianilina como polimero conductor la
cual posee mediana polaridad y por tanto, favorece el encapsulamiento de moléculas de baja
polaridad dentro del material.

Para realizar las pruebas se sintetizaron y caracterizaron los componentes del sistema
LCF propuesto. Para esto se realiz6 la sintesis del tetramero de anilina y se caracterizaron los
grupos funcionales que permitirian el entrecruzamiento con el dextrano. Asimismo, se realizé
la sintesis de puntos de carbono dopados con nitrégeno y su respectiva funcionalizaciéon con
curcumina. Para este procedimiento, se comprobé la presencia de grupos amina e hidroxilo en
la superficie de las nanoparticulas, lo que permitiria tener una superficie polar y un potencial
electrostatico negativo. Esto dltimo, permite funcionalizar la curcumina a la nanoparticula
mediante adsorciéon debido a que esta molécula posee un potencial electrostatico positivo.

Finalmente, se realiza la prueba de encapsulamiento en la cual los resultados permiten
observar la capacidad del hidrogel para encapsular moléculas y nanoparticulas hidrofilicas, y
medicamentos hidrofébicos mediante el uso de PCs que permitan una mejor interaccion del
mediamento con el medio polar. Los resultados muestran los diferentes perfiles de encapsu-
lacién, sin embargo, existe un margen de mejora en la toma de la prueba relacionado con el
mantenimiento de un medio homogeneo para que los datos mantengan tendencias claras a lo
largo del tiempo.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

Es necesario realizar las pruebas de liberacién del hidrogel para comprobar el efecto electro-
responsivo de este en la entrega de medicamentos. Esta deberia hacer basandose en protocolos
existentes para la induccién de un campo electrico en el hidrogel que permita los cambios fi-
sicos y quimicos que este requiere para la liberacion del medicamento de forma activa. Para
esto, es necesario realizar la caracterizacién eléctrica del hidrogel con el fin de conocer el vol-
taje y la corriente necesarias para realizar la liberacién.

Luego de finalizar con las pruebas de funcionamiento del hidrogel, es necesario realizar
las pruebas de liberacién y citotoxicidad de la nanoplataforma a nivel celular in wvitro. Para
esto es necesario realizar un montaje para la induccién de un campo eléctrico de forma esteril
y con valores de corriente y voltaje aptos para aplicarlos en un medio celular. Esto con el
objetivo de comparar el desempenio de la curcumina en lineas celulares cancerosas cuando
esta se encuentra funcionalizada con puntos de carbono y en su forma natural.

Finalmente, a largo plazo deben realizarse pruebas de liberacién y citotoxicidad del sistema
LCF completo a nivel in vivo. El objetivo de estas pruebas debe ser caracterizar la diferencia
en la farmacocinética de la curcumina cuando se aplica directamente y cuando se encuentra
dentro del sistema LCF. Deben realizarse protocolos para aplicar el potencial eléctrico a la
especie que se esté estudiando de forma que sea compatible con su vida y que simultdneamente
provea suficiente potencia para liberar el medicamento del sistema LCF.
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