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RESUMEN

En la actualidad, la industria farmacéutica esta en busqueda de procesos de liberacion de
farmacos para mejorar la formulacion, biodisponibilidad y la modificacién de las vias de
administracion. En este contexto, la Ciencia de Materiales tiene un papel fundamental, con el
disefio, sintesis, caracterizacion y evaluacién de materiales y sistemas funcionales en el area
biomédica. Las aplicaciones incluyen el diagnéstico, terapia, tratamiento de enfermedades,
ingenieria de tejidos y la liberacion de farmacos.

Los hidrogeles son candidatos ideales para el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion
controlada de farmacos, debido a su alta biocompatibilidad, insolubilidad en agua, su caracter
hidréfilo y capacidad de hinchamiento. Adicionalmente, algunos hidrogeles tienen la capacidad
para cambiar ciertas propiedades fisicoquimicas de forma reversible al ser sometidos a
estimulos externos, lo que representa una gran potencialidad para ser empleados como
sistemas de liberacion controlada de farmacos en los diferentes tejidos del cuerpo humano.
En este proyecto se sintetizaron y caracterizaron nuevos hidrogeles nanocompuestos
electroconductores a partir de la combinacion de una matriz reticulada de goma gellan y
nanoparticulas de polipirrol. Las nanoparticulas de polipirrol se obtuvieron mediante el método
de quimica “verde” y los hidrogeles nanocompuestos se prepararon mediante la reticulaciéon
del polisacarido en presencia de las nanoparticulas del polimero electroconductor. Se
estudiaron las propiedades estructurales y morfoldgicas de los sistemas compuestos, asi como
su comportamiento en la liberaciéon controlada de ibuprofeno, como farmaco modelo, bajo
estimulacién eléctrica en sitios especificos. Los resultados demostraron que la cinética de
liberacion del farmaco puede ser controlada mediante la aplicacion de un potencial eléctrico
de baja intensidad, lo que evidencié la potencialidad de los sistemas obtenidos para

dispositivos de liberacién controlada.



1. INTRODUCCION
Actualmente los farmacos son administrados convencionalmente por via oral o mediante la
aplicacion de inyecciones, lo que conduce a una baja especificidad del medicamento en el sitio
requerido. Existen métodos para mejorar la accién de los farmacos como el uso de los
sistemas de liberacion controlada (Saez et al. 2002). Estos sistemas pueden ser localizados
en cualquier cavidad corporal, ser adheridos o implantados.

En un tratamiento convencional, la administracion del farmaco se debe realizar en
varias dosis, en cambio, en un sistema de liberacion controlada se puede lograr una
concentracion sostenida en una dosis. Comunmente, la concentracion del farmaco puede
llegar a concentraciones toxicas o subterapéuticas durante un tratamiento convencional,
mientras que en un sistema de liberacidn controlada es posible regular el nivel en el intervalo
terapéutico.

En este contexto, el uso de materiales poliméricos como matrices para el cargado y
liberacion controlada y/o prolongada de farmacos ha adquirido gran interés (Saez et al. 2002).
Los polimeros destacan por su versatilidad de aplicaciones, facilidad de sintesis y la posibilidad
de controlar sus propiedades durante su preparacion y procesamiento, haciéndolos candidatos
excelentes como materiales para el transporte y liberacion controlada de farmacos.

Entre los materiales poliméricos utilizados como matrices para el cargado y liberacion
de medicamentos destacan los hidrogeles, debido a su estructura tridimensional, propiedades
mecanicas similares a tejidos bioldgicos, alto contenido de agua y biocompatibilidad.

Los hidrogeles son redes poliméricas obtenidas a partir de polimeros hidréfilos, que
pueden ser naturales o sintéticos. La presencia de grupos funcionales hidrofilicos y su
naturaleza entrecruzada permite que el hidrogel se hinche sin disolverse en medio acuoso.
Estos sistemas se consideran una buena opcién para aplicaciones biomédicas en ingenieria
de tejidos, separacién de biomoléculas o células y administracion de farmacos (Bencherif et
al. 2009; Hoare y Kohane 2008).

El uso de hidrogeles para la liberacion de farmacos aporta mdultiples ventajas entre las
que se encuentran la disminucion de los efectos secundarios, reduccion de la pérdida de
farmaco y de la dosis administrada, asi como la proteccién contra farmacos irritantes. Ademas,
su implementacion contribuye a mantener durante mas tiempo un nivel terapéutico del farmaco
y aporta propiedades de adherencia a los tejidos lo que permite su localizacion en diferentes

sitios de nuestro organismo.



En la actualidad se trabaja en el disefio y preparacion de nuevos sistemas “inteligentes”
para la administracion de farmacos capaces de responder ante un estimulo externo; como
cambios de pH, temperatura y campos eléctricos. Los estimulos pueden desencadenarse por
factores internos o externos, incluso por la combinacion de ambos. El uso de sistemas
estimulo-respuesta para la administracion de farmacos tiene la finalidad de conseguir la
administracion correcta del agente activo en un sitio especifico, en el momento adecuado y de
esta manera, disminuir los efectos secundarios (Moghanjoughi et al. 2016).

Se han desarrollado sistemas estimulo-respuesta constituidos por una matriz de
hidrogel que incorpora nanoestructuras electroconductoras como materiales a base de
carbono (nanotubos de carbono y grafeno) para aplicaciones biomédicas, incluyendo la
liberacion controlada de farmacos (Rauti et al. 2019). Sin embargo, estos materiales tienen
varios inconvenientes ya que, a largo plazo, pueden provocar efectos de toxicidad in vivo.

Los problemas antes mencionados se pueden superar empleando nanoestructuras de
polimeros electroconductores como el polipirrol (PPy), el politiofeno (PTh) y sus derivados. En
este sentido se ha reportado que los polimeros electroconductores en combinacion con otros
polimeros biodegradables naturales, semisintéticos y sintéticos son compatibles con células y
tejidos (Guo y Ma 2014), por lo que se pueden considerar como candidatos para la liberacion
controlada de farmacos bajo estimulacién eléctrica.

Buscando reducir los efectos secundarios con sistemas de liberaciéon capaces de
administrar dosis terapéuticas del farmaco y tener un control sobre la cinética de liberacion del
farmaco mediante una senal eléctrica, en este trabajo se desarrollé un sistema que integro
nanoestructuras electroconductoras de PPy en una matriz hidrogel de goma gellan.

El PPy se sintetiz6 mediante método de quimica “verde” basado en la técnica de
emulsién. El sistema de hidrogel nanocompuesto se caracteriz6 mediante mediciones de
cinéticas de hinchamiento, termogravimetria, FTIR, ensayos reolégicos, mediciones de
conductividad, voltametria ciclica y TEM. Adicionalmente, se evalué el comportamiento de los
materiales en el cargado y liberacién in vitro de un farmaco modelo, el ibuprofeno, en

condiciones de liberacién pasiva y bajo estimulacion eléctrica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Preparar y caracterizar fisicoquimicamente hidrogeles nanocompuestos basados en goma

gellan y nanoparticulas de polipirrol, asi como evaluar su potencialidad para la liberacion

controlada de farmacos bajo estimulos eléctricos.

2.2 Objetivos Particulares

1.

Sintetizar nanoparticulas de polipirrol mediante método de quimica verde basado en la
técnica de emulsion.

Preparar hidrogeles de goma gellan e hidrogeles nanocompuestos de goma
gellan/nanoparticulas de PPy.

Caracterizar los hidrogeles mediante la obtencion de cinéticas de hinchamiento,
termogravimetria, espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR),
mediciones de propiedades mecanicas, voltametria ciclica, microscopia electrénica de
barrido (SEM) y microscopia electronica de transmision (TEM).

Estudiar el cargado y liberacién in vitro de ibuprofeno desde los hidrogeles compuestos

sin y con estimulos eléctricos.



3. ANTECEDENTES
3.1 Hidrogeles
Los hidrogeles se definen como redes poliméricas tridimensionales que pueden ser obtenidos
a partir de polimeros naturales o sintéticos, capaces de absorber y retener grandes cantidades
de agua (Arredondo y Londorio 2009).
Los hidrogeles se pueden clasificar como quimicos y fisicos, de acuerdo con el tipo de
entrecruzantes empleados durante su sintesis. Los hidrogeles entrecruzados quimicamente

son los que forman enlaces covalentes.
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Figura 1. Representacioén de la reticulacién quimica de hidrogel (Gururajan y
Narayanaswamy 2016).

Por otra parte, los hidrogeles fisicos se basan en la interaccion fisica entrecruzante-
matriz, mediante interacciones secundarias no covalentes como puentes de hidrégeno,
interacciones de van der Waals e interacciones iénicas. El tipo de interacciones con las que
se unen los hidrogeles fisicos, facilita su biodegradabilidad y la eliminacion de sus

constituyentes en el organismo (Lépez-Cebral et al. 2013).
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Figura 2. Representacion de la reticulacion fisica de hidrogel (Gururajan y Narayanaswamy
2016).

Sin embargo, también se pueden clasificar los hidrogeles con otros métodos. En la

literatura se encuentran diversas formas, por ejemplo, en base a la composicién quimica del



polimero, la carga iénica presente, el origen del polimero, el tipo del entrecruzante y el tipo de
respuesta (Bahram et al. 2016). A continuacién, se describe a mas a detalle las propiedades
de los hidrogeles.

3.2 Propiedades de los hidrogeles

3.2.1 Hinchamiento: Es una de las propiedades mas caracteristicas de los hidrogeles,

consiste en que los hidrogeles pueden absorber y mantener en su estructura tridimensional
grandes cantidades de agua o fluidos biologicos. Este proceso consta de tres pasos: 1) los
grupos hidrofilicos de la matriz son solvatados, los grupos polares son rodeados por moléculas
de agua, provocando que la matriz se hinche y expone los grupos hidrofébicos, 2) otras
moléculas de agua interaccionan con los grupos que quedaron expuestos y 3) ocurre un
balance entre las fuerzas osmoéticas, por el agua que entra en la red, y las fuerzas de oposicion
que ejercen las cadenas poliméricas a esta expansion (Ahmed 2015; Arredondo y Londofio
2009).

3.2.2 Porosidad: La porosidad es un factor determinante que facilita el transporte de

moléculas a través de la matriz. El tamafio de poro se puede controlar desde la sintesis de los
hidrogeles, con la cantidad de entrecruzante. Por ejemplo, al incrementar la cantidad de
entrecruzante, provoca un mayor grado de reticulacion y una disminucion del tamario del poro.
La regulacion del tamano de poro es muy importante en la liberacién de farmacos, una
estructura porosa homogénea permite que el cargado del farmaco sea eficiente (Arredondo y
Londofio 2009; Quevedo-Robles 2020).

3.2.3 Biocompatibilidad y biodegradabilidad: | a biodegradabilidad es la capacidad del

material de degradarse por microorganismos, los enlaces labiles presentes en la cadena
principal del polimero o en las reticulaciones tienden a romperse en condiciones fisiolégicas,
por accion enzimatica o quimicamente (Gururajan y Narayanaswamy 2016). Adicionalmente,
los hidrogeles en su mayoria son biocompatibles, incluyendo aquellos que en su formulacién
incorporan carbohidratos, ya que estos presentan propiedades no tdxicas y pueden ser
utilizados en diversas aplicaciones como en la liberacion de farmacos (Lopez-Cebral et al.
2013).

3.2.4 Rigidez: Generalmente los hidrogeles son de naturaleza blanda y gomosa, la

rigidez depende del grado de reticulacién y de la concentracion del polimero. Existen diversas
investigaciones que evaluan el comportamiento mecanico del hidrogel a partir de parametros
como el mddulo de Young, el limite elastico y la resistencia maxima a la traccién (Gururajan y

Narayanaswamy 2016).



3.2.5 Aplicaciones: El uso de hidrogeles es muy variado y esto se debe en gran medida

a la versatilidad de estos sistemas, durante el proceso de sintesis. Las aplicaciones abarcan
desde la industria y la agricultura hasta aplicaciones biomédicas. En las aplicaciones
biomédicas, los hidrogeles se utilizan en la ingenieria de tejidos debido a su similitud con
tejidos biologicos y a sus propiedades de biocompatibilidad. En la actualidad, se encuentran
en desarrollo investigaciones enfocadas al uso de hidrogeles en la liberacion de farmacos, con
el objetivo de desarrollar nuevos sistemas que permitan la administracion de farmacos de
manera controlada y mejorar los sistemas actuales, haciéndolos mas comodos y efectivos.
(Berti et al. 2017; Lopez-Cebral et al. 2013).

Como una de las principales aplicaciones biomédicas de los hidrogeles consiste en la
liberacion de farmacos, a continuacion, se describe los diferentes mecanismos de cargado y
liberacion.

3.3 Mecanismo de cargado de farmacos en hidrogeles

Debido a la estructura tridimensional caracteristica de los hidrogeles, es posible cargar
farmacos u otras moléculas en su interior. El cargado de farmacos puede deberse (Martinez
2016):

3.3.1 Cargado posterior de la formacion del hidrogel: Cuando el farmaco se carga por

absorcion, después de la formacion del hidrogel. Si el hidrogel es inerte, la liberacion se
puede dar por difusion y/o hinchamiento. Si el hidrogel contiene un ligando de unién con
el farmaco, se debe considerar la interaccion polimero-farmaco.

3.3.2 Cargado in situ: Cuando el farmaco o la mezcla de farmaco-polimero se carga antes de

la formacion del hidrogel, es decir, el cargado y la gelificacion se dan simultdneamente.
El tipo de liberacion a través de este cargado puede ser por difusion, hinchamiento o

por control quimico.
3.4 Mecanismo de liberacion de farmacos en hidrogeles

Los mecanismos de liberacién de farmacos desde los hidrogeles pueden clasificarse en tres
tipos: difusién, hinchamiento y por efecto quimico. A continuacién, se describen mas a detalle
los mecanismos (Figura 3) (Martinez 2016; Pal et al. 2009; Zarzycki et al. 2010):

O 3.4.1 Liberacién controlada por difusién, a partir de un sistema reservorio o un sistema

matricial:



En el sistema reservorio, el farmaco esta contenido en el nucleo rodeado por una
membrana polimérica que permite la difusion del farmaco. Cuando el hidrogel entra en
contacto con el agua, se disuelve el farmaco y se difunde a través de la membrana
hacia el exterior, disminuyendo la concentracién del farmaco en el nucleo. Este
fendbmeno se puede explicar con la primera ley de Fick debido al gradiente de
concentracién. Este es proceso continuo y permanece constante hasta que el farmaco
se agota.

El sistema de difusion matricial es similar, este mecanismo difiere en que el hidrogel
no esta rodeado por una membrana y la liberacion del farmaco ocurre cuando el
hidrogel entra en contacto con agua o un medio acuoso. Posteriormente, el farmaco se
disuelve y se sale por difusion a través de la matriz o de los poros.

3.4.2 Liberacién por hinchamiento:

En este sistema la matriz es hidrdéfila y la liberacién ocurre cuando entran moléculas
del medio acuoso a la matriz, produciendo un hinchamiento de la matriz y por lo tanto,
el farmaco se disuelve, provocando su liberacion. En este sistema el parametro que
limita la velocidad en la que se relajan las cadenas es la velocidad de hinchamiento.

3.4.3 Liberacion quimica, por erosion homogénea o por erosion heterogénea:

La liberacion ocurre por la degradacion y/o disolucion de la matriz, existen dos tipos de
erosion homogénea y heterogénea. Dependen del grado de hidrofobicidad y morfologia
del polimero.

La erosién homogénea se produce por la degradacion de toda la matriz, en cambio la
liberacién heterogénea ocurre en la superficie. En cuanto mas hidréfilo sea el polimero
tiene mayor probabilidad que la erosidbn sea homogénea debido a que tiene mayor

capacidad de absorber agua.



Figura 3. Esquemas de liberacion controlada por: a) Difusién a partir de un sistema
reservorio, b) Difusién a partir de un sistema matricial, ¢) Hinchamiento, d) Quimicamente por
erosion homogénea y e) Quimicamente por erosion heterogénea (Martinez 2016).

3.5 Polimeros

El conocimiento de los polimeros es fundamental para el estudio de las propiedades y
caracteristicas de los hidrogeles. Los polimeros son macromoléculas formadas por la unién de
muchas moléculas pequefas llamadas “mondmeros”, cuyo componente principal es el
carbono. El origen de la palabra polimeros es griego, es una combinacion de “polys” que
significa muchos y “meros” que significa partes. La Real Academia Espafola, define a los
polimeros como “un compuesto quimico, natural o sintético, formado por polimerizacién y que
consiste esencialmente en unidades estructurales repetidas”.

A la reaccion quimica que da como resultado la formacion del polimero se le conoce
como polimerizacion. Los polimeros pueden presentar diferentes estructuras (Figura 4). Las
diferentes estructuras se pueden deber a la velocidad de la formacion de las cadenas y a la
terminacion del crecimiento de las cadenas. Existe la probabilidad de que se produzcan
cadenas ramificadas, cuando hay reacciones laterales e incluso se pueden formar redes
tridimensionales por el entrecruzamiento de dos cadenas distintas a través de una misma
ramificacion (Pardilla et al. 2007; Pérez 2013).
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Figura 4. Representacién de las diferentes estructuras de polimeros: a) Lineal, b)
Ramificado y c¢) Entrecruzado (Pardilla et al. 2007).

Los polimeros tienen un papel importante en la vida cotidiana del hombre. En la
naturaleza encontramos polimeros naturales como el alginato, la seda, la lana, el caucho y la
celulosa, que han sido utilizados desde el principio de los tiempos, incluso sin tener
conocimiento de su composicion, estructura y propiedades.

En la actualidad se utilizan exitosamente una gran variedad de polimeros naturales y
biomateriales; por ejemplo, en odontologia para la fabricacion de dispositivos dentales, en la
medicina para la cirugia plastica mediante implantes o protesis, en ingenieria de tejidos y en
la liberacion controlada de farmacos. Los hidrogeles elaborados a partir de polimeros naturales
tienen varias ventajas que incluyen buena estabilidad y nula o baja toxicidad en comparacién
a los polimeros sintéticos. Sin embargo, tienen algunos inconvenientes debido a la complejidad
estructural.

Por otra parte, el uso de los polimeros sintéticos y su campo de aplicacién ha ido en
aumento. Los polimeros sintéticos se obtienen mediante reacciones quimicas y entre los mas
utilizados, encontramos las poliolefinas, poliésteres, poliamidas, entre otras familias de
polimeros (Salazar 2018).

Los inconvenientes que presentan los hidrogeles de polimeros naturales relacionados
con sus pobres propiedades mecanicas y rapida degradacion pueden ser superados
modificando el método de sintesis o mediante la combinacién de polimeros naturales con

polimeros sintéticos. Por ejemplo, los hidrogeles a base a polimeros naturales se pueden
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combinar con cargas, como particulas de polimeros electroconductores para mejorar la

capacidad de transporte y ampliar sus aplicaciones.

3.6 Biopolimeros

Los biopolimeros son polimeros formados en la naturaleza durante los ciclos de crecimiento
de los organismos o por procesos quimicos a partir de monémeros naturales.

La Figura 5 muestra ejemplos de los biopolimeros mas comunes. En un primer grupo
se encuentran los biopolimeros provenientes de organismos vivos que son proteinas
(colageno, queratina, gelatina y proteinas de leche), polisacaridos (derivados de la celulosa,
alginatos, pectinas y goma gellan) y lipidos (ceras y acidos grasos). Los polisacaridos naturales

se degradan en subproductos biocompatibles a través de la hidrolisis enzimatica.

Biopolimeros

Biomasa Mondomeros Organismos
Bio-derivados I

I | Polihidroxialcanoatos

Polisacaridos Proteinas Acaties vegeisies PHA

Figura 5. Clasificacién de los biopolimeros.

En el segundo grupo se encuentran los que requieren ser sintetizados; sin embargo,
provienen de recursos renovables, por ejemplo, el acido polilactico. En un tercer grupo se
encuentran aquellos que se obtienen por accion de microorganismos, como los poliésteres y
polihidroxialcanoatos que son productos del metabolismo de bacterias (Burrola 2014; Chandra
y Rustgi 1998).

Dentro de los polisacaridos destaca la goma gellan por sus propiedades hidrofilicas,
estabilidad termica, nula toxicidad, bajo costo y buenas propiedades mecanicas (Sharanappa
et al. 2019).
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3.7 Goma gellan

Dentro de los biopolimeros se encuentra la goma gellan (GG). Es un polisacarido de origen
biolégico obtenido a partir de la fermentacién anaerébica de la bacteria Shingomonas elodea
(Higgins et al. 2011). Es un polimero anidnico lineal (Figura 6) con un peso molecular alrededor
de 0.5x108 Da, formado por unidades repetitivas de un tetrasacarido, que contiene a-L-
ramnosa, g-D-acido glucurénico y g-D-glucosa (Gibson y Sanderson 1997).

Se puede variar el grado de acetilacion de la GG, para obtener diferentes propiedades,
los de mayor grado de desacetilacion se caracterizan por formar geles mas fuertes. La GG se
caracteriza por tener elevada estabilidad térmica y por ser formador de hidrogeles

transparentes en presencia de cationes mono o divalentes.

\W@@Q

Figura 6. Estructura quimica de la Goma gellan de alto acilo.

Sus aplicaciones varian desde la industria alimenticia como agente espesante,
gelificante y estabilizador, hasta en la medicina, donde se utiliza en la regeneracion de tejidos
y en la administracion de farmacos. El uso de la GG en la preparacién de alimentos y medicinas
ha sido aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) y la Unién
Europea.

La versatilidad de la GG permite su procesamiento para formar diferentes estructuras
como discos, membranas, fibras, particulas, andamios e hidrogeles. Oliveira et al. 2010
demostraron que la GG es muy versatil en términos de procesamiento y se puede controlar su
geometria final por medio de la temperatura y pH, dando como resultado estructuras con

diferentes formas usando diferentes técnicas.
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La GG puede formar redes acopladas o redes interpenetradas para mejorar las
caracteristicas gelificantes y propiedades del gel (como mecanicas, barrera, etc.) de la manera

deseada.

3.7.1 Sintesis

Para obtener GG, el cultivo puro de S. elodea es inoculado en un medio de fermentacion que
contiene una fuente de carbono como la sacarosa, glucosa, fuente de nitrégeno y sales
inorganicas (Figura 7). Después, el sistema se mantiene en condiciones estériles y controladas
de pH, temperatura y agitacion (Giavasis et al. 2000; Gibson y Sanderson 1997).

El caldo se vuelve mas viscoso conforme el organismo metaboliza la glucosa. Cuando
la fuente de carbono se agota, el caldo se somete a un tratamiento con alcali para eliminar
sustituyentes de acilo y residuos.

Por ultimo, el polimero se precipita con alcohol o se realiza un proceso de
desacetilacion. Este caldo puede recuperarse por diferentes caminos para obtener dos tipos
diferentes de GG, es decir si se recupera directamente usando precipitacion con alcohol se
obtiene GG de alto acilo (A). La GG alto de acilo se caracteriza por su naturaleza viscosa y su
capacidad para de formar geles con propiedades cohesivas y elasticas.

Alternativamente, la goma se puede tratar en medio alcalino para eliminar el
componente acilo, creando la estructura desacetilada (B). Esta goma desacetilada da lugar a

soluciones de bajas viscosidades, mientras que sus geles son bastantes rigidos y quebradizos.
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Figura 7. Proceso de fabricacién de goma gellan. A) Goma gellan de alto acilo clarificada B)
Goma gellan de bajo acilo clarificada.

Es de vital importancia conocer las propiedades caracteristicas de los diferentes tipos de GG,

en seguida se explica las propiedades fisicoquimicas que los diferencian.

3.8 Propiedades Fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas de la GG se ven influenciadas por la presencia y la cantidad
de cadenas laterales de grupos de acilo. Sus propiedades estan definidas con base en el
contenido de acilo y en la relaciéon de acetato/glicerato en las cadenas. A continuacion, se
tratara con mas detalle las propiedades de la GG.

3.8.1 Grado de desacetilacion
Ademas de la GG nativa existen dos tipos diferentes de acuerdo con su grado de

desacetilacion (Sworn 2009):
= GG de alto acilo clarificada: donde el grado de desacetilacion es parcial.
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= GG de bajo acilo clarificada: el grado de desacetilacion es alto.
3.8.2 Viscosidad

La viscosidad intrinseca depende de la fuerza idnica, de su estructura y de la presencia o

ausencia de grupos acilo (Banik et al. 2000). Ademas, la viscosidad es dependiente de la
temperatura; disminuye cuando la temperatura aumenta. En general, la solucion acuosa de
GG presenta alta viscosidad.

3.8.3 Transparencia

El alto contenido de azucares presentes en la GG, permite que se formen geles transparentes.
3.8.4 Hidratacion

La presencia de iones mono y divalentes tiene un efecto inhibidor sobre la hidratacion a
temperatura ambiente. En agua desionizada a temperatura ambiente, la GG se hidrata
parcialmente. Para alcanzar una hidratacion completa se requiere utilizar agua caliente
alrededor de los 70 °C.

La GG puede ser hidratada incluso a pH bajo, pero si el pH es inferior de 3.2, la
hidratacién de la GG se inhibe (Garcia et al. 2011). Cabe mencionar que se debe tener cuidado
cuando se expone a condiciones acidas y calientes, ya que la exposicidon prolongada a altas
temperaturas puede provocar degradacion hidrolitica y con la consiguiente pérdida de
funcionalidad (Sworn y Stouby 2021).

Cuando la GG ha sido hidratada, la adicion de iones a la solucidn caliente, si se
mantiene la temperatura por encima de la temperatura de gelificacién, evitara que el gel se
forme (Sworn 2009).

3.8.5 Solubilidad

La GG es soluble en agua. Se requieren cationes, acidos, solidos solubles o combinaciones
de estos para mejorar su solubilidad y ser capaz de formar geles (Cassanelli et al. 2017).
3.8.6 Gelificacion

El mecanismo de gelificacidon en hidrogeles reticulados fisicamente se debe a las interacciones
idnicas entre las hélices del polisacarido cargadas negativamente y la presencia de cationes
provenientes del reticulante.

Los hidrogeles reticulados fisicamente tienen ventajas respecto a los hidrogeles
quimicos. Las interacciones secundarias que unen a los hidrogeles fisicos facilitan su
biodegradabilidad y la eliminacién de sus componentes en el cuerpo.

Los hidrogeles de GG se han preparado mediante la combinacién de diferentes

azucares como sacarosa, fructosa y glucosa para mejorar las propiedades gelificantes.
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Adicionalmente, se han utilizado cationes o productos naturales (por ejemplo, quitosano,

pectina, alginato, gomas, polisacaridos, almidén, proteinas, etc.) y polimeros sintéticos (es

decir, acido poliacrilico, polietilenglicol, alcohol polivinilico, carboximetilcelulosa, etc.).

3.9 Aplicaciones

La GG es muy versatil y sus aplicaciones abarcan desde la industria alimenticia hasta

aplicaciones biomédicas (Figura 8). A continuacion, se describen con mas detalle:

3.9.1 Aplicaciones en alimentos:

Se utiliza como estabilizador, para dar mas textura, como espesante y como formador
de pelicula comestible. Dependiendo de la aplicacion, se elige la fuente de produccién
de la GG. Patarroyo y Cardenas, 2014 aplicaron una pelicula comestible a base de
goma gellan, caseinay gelatina para prolongar la vida de anaquel de la mora de castilla.

Se utiliza en la elaboracién de bebidas a base de frutas y en diversos productos
lacteos como helados, leche y yogur como agente gelificante y estabilizante, debido a
la estabilidad térmica y la baja viscosidades de la GG a altas temperaturas (Giavasis
et al. 2000).

La interaccion de las cargas negativas de la GG con los grupos positivos de las
proteinas de la leche provoca la precipitacion de la leche. En otros productos lacteos
como el queso cheddar, las interacciones de la GG con las proteinas de leche ayudan
a reducir la pérdida de sdélidos como proteinas en el suero.

Kia et al. 2018 desarrollaron un yogur probiético mediante la incorporacién de
concentrado de proteina de leche y micro encapsulado Lactobacillus paracasei en una
mezcla de GG-caseinato. La GG influyé positivamente en las propiedades funcionales
del yogur.

Ademas, es utilizado en la reposteria y panaderia como agente reductor de
fraguado. Se puede utilizar como gelatina, en comparacion con el alginato o el agar, la
GG es altamente transparente.

Kim y Chun, 2004 utilizaron una mezcla de GG y goma xantana en diferentes
proporciones, para modificar la textura de un pastel frito tradicional coreano, donde se
observé que la GG modifica mas la textura del pastel en comparacion de la goma

xantana.
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Ofras investigaciones en la industria alimenticia se han enfocado en las
propiedades térmicas de la GG para su uso con rellenos de frutas utilizados en
panaderia y reposteria. El estudio de Cropotova et al. 2017 revelé que existe una
influencia en la GG como estabilizador térmico en rellenos de manzana, y lo
correlaciona con las propiedades termoestables del polimero

3.9.2 Cosméticos:

Por la naturaleza estable e hidrofila de la GG, se utiliza para extender el tiempo de
hidratacién de cremas faciales, locion, mascarillas y lapiz labial.

Kozlowska et al. 2020 elaboraron materiales a base de microesferas de goma
gellan y goma xantana cargadas con extracto de hierbas para aplicaciones cosméticas;
que se pueden almacenar liofilizados y se pueden usar en productos con un tiempo de
liberacion prolongada.

3.9.3 Medio de cultivo:

La GG se puede utilizar como alternativo al agar para medios microbiolégicos, como

medio de crecimiento bacteriano y para el cultivo de microorganismos termofilos.
Destaca por formar geles termoestables, ya que pueden soportar tiempos de
incubacion prolongados a altas temperaturas.

3.9.4 Aplicaciones biomédicas:

Se utiliza para la liberacion controlada o sostenida de varios farmacos.

Singh y Kim, 2005 estudiaron el efecto de la liberacién y encapsulacion de
azatioprina en perlas de GG preparadas con diferentes reticulantes: CaCl,, ZnCly,
BaCl,, CuCl, y MgCls. Los estudios mostraron que a pesar de que las perlas reticuladas
con CuCl, presentaron una mayor eficiencia de cargado del farmaco, las perlas
reticuladas con CaCl. mostraron mayor resistencia mecanica y facilidad de
manipulacion.

Investigaciones anteriores han logrado incorporar ibuprofeno en hidrogeles de
GG reticulados con CaCl, (Sebri y Amin 2015). El perfil de liberacidn mostré una
liberacion lenta, junto con excelentes propiedades mecanicas, haciéndolo candidato
potencial para apésito de heridas en ingenieria de tejidos.

Los autores (Cardoso et al. 2017) prepararon un hidrogel mezclando dos
polisacaridos naturales (GG y almiddn) reticulado con AICI; y glutaraldehido, los cuales
presentaron adecuadas propiedades mecanicas y estructurales convirtiéndolos en

materiales prometedores para aplicaciones de administracion de farmacos.
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También se han investigado hidrogeles de GG-albumina-sulfato de condroitina
reticulados con poliaminas como la espermidina (SPD), para aplicaciones
farmacéuticas. Los hidrogeles presentaron propiedades de hinchamiento, mecanicas y
morfoldgicas adecuadas y fueron capaces de liberar eficientemente diferentes
moléculas de uso farmacéutico (Teofilina, Vitamina B12 y mioglobina). Los hidrogeles
mostraron ausencia de citotoxicidad en fibroblastos W3T3, evidenciando su gran
potencial para aplicaciones en el campo biomédico (Lépez-Cebral et al. 2013).

Koivisto et al. 2017 evaluaron el potencial de hidrogeles de GG reticulados con
la espermidina y espermina. Concluyeron que los hidrogeles de GG son
citocompatibles y pueden ser usados como andamios para células neurales humanas.

Ademas, se han desarrollado hidrogeles GG que contienen nanotubos de
carbono como candidatos prometedores para aplicaciones biomédicas en ingenieria
de tejidos, capaces de estimular células para la formacion de tejido (Ferris y Panhuis
2009).

Por otro lado, se investigo la eficiencia de hidrogeles de GG con PPy (Berti et
al. 2017) en usos de ingenieria de musculo esquelético. La polimerizacién quimica
oxidativa del Py se llevo a cabo in situ, utilizando como oxidante persulfato de amonio
(APS). No se observo citotoxicidad en células L929 y se observé buena adherencia en
células (C2C12) del musculo esquelético, por lo tanto, se propuso el material para
aplicaciones en ingenieria de tejido de musculo esquelético.

Zargar et al. 2019 incorporaron 2% en peso de 6xido de grafeno reducido en
hidrogeles de GG reticulado con CaCl,, para la aplicacion como andamio en tejido

miocardico. Los ensayos no mostraron citotoxicidad en mioblastos de rata (H9C2).
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Figura 8. Aplicaciones de GG.

La GG es capaz de formar geles en presencia de cationes, como la espermidina.

3.10 Espermidina

La espermidina es una poliamina de naturaleza policatiénica en un amplio intervalo de valores
de pH y se encuentra en los tejidos asociados con acidos nucleicos. Es una molécula
estructuralmente sencilla que regula multiples procesos celulares.

La SPD se encuentra entre los principales constituyentes de las poliaminas como la
putrescina y la espermina (Figura 9). Las poliaminas fueron descubiertas en 1678 por Antonie
Van (Herrera et al. 2014). Tienen cadenas variables de hidrocarburos y dos o mas grupos
amino primarios.

La espermidina es una de las moléculas que se encuentra en todas las células de todos
los reinos, prevaleciendo en las células de mamiferos, donde puede cumplir diferentes
funciones (Lopez-Cebral et al. 2013). Se encuentran en altas concentraciones en el sistema
nervioso de los vertebrados.

En los seres humanos, la espermidina proviene de dos fuentes diferentes, por origen

enddgeno y exdgeno. Se obtiene endégenamente mediante la biosintesis de novo y los
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productos del catabolismo de las células intestinales. El origen exégeno se deriva del consumo
dietético y de la produccion de espermidina por microorganismos intestinales (Herrera et al.
2014).

HZN\/\/\
NH,

pKa 10.8 9.4
Putrescina
H

H,N N \/\/NHz
pKa 10.9 8.4 9.9

Espermidina

H
HZN\/\/N\/\ /\/\
/\H N
pKa 10.9 8.4 7.9 10.1
Espermina

Figura 9. Estructura y valores de pKa de putrescina, espermidina y espermina.

3.10.1 Sintesis

La sintesis de las poliaminas inicia con los precursores arginina u ornitina, los cuales son
metabdlicamente reversibles, la L-ornitina se puede convertir en L-arginina por accioén de la
enzima arginasa (Luna-Esquivel et al. 2014).

Estas poliaminas se generan a partir de la descarboxilacion de arginina u ornitina,
catalizados por arginina u ornitina descarboxilasa (ADC o ODC) como se observa en la Figura
10. Un gran porcentaje de células de mamiferos tienen la capacidad de producir poliaminas a
partir de ornitina descarboxilasa (ODC), primero se produce la putrescina y después se
originan la espermidina y la espermina, por accién de la espermidina sintasa y la espermina

sintasa, respectivamente.
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Figura 10. Sintesis de poliaminas.

3.10.2 Aplicaciones

Numerosas investigaciones realizadas en seres humanos y en animales han evidenciado la
importancia de las poliaminas. Estas son de gran interés para el hombre porque participan en
procesos de senalizacion, replicacion, transcripcion, traduccion, diferenciacion y apoptosis
celular (Herrera et al. 2014).

Ademas, las poliaminas son de vital importancia en procesos de estimulacion del
sistema inmunitario y modulan diferentes actividades enzimaticas (Figura 11). La espermidina
desempena un papel positivo en diferentes procesos regenerativos, se cree que modulan el
aprendizaje y la memoria al interactuar con el sitio de unién de la poliamina con el receptor
NMDA, y se ha comprobado que ayuda a mejorar la memoria en ratones; sin embargo, no se
ha definido el mecanismo por el cual ocurre (Guerra et al. 2012). La citotoxicidad y la
biocompatibilidad son puntos clave para su uso, informes anteriores muestran toxicidad nula
en fibroblastos W3T3 en la aplicacion de hidrogeles reticulados con espermidina (Lépez-
Cebral et al. 2013).

El uso de espermidina es prometedor, recientes investigaciones han encontrado que

es util para la deteccidon de biomarcadores de cancer de prdstata y ha demostrado ser eficiente
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en la proteccion y union del ADN (Gururajan y Narayanaswamy 2016). Asimismo, se ha
observado que tiene efectos antinflamatorios y proporciona proteccion al ADN ante el estrés

oxidativo.

Empaguetamiento de acidos
nuclaicos

Expresion génica
Estabilizacion de proteinas
Regulacion enzimatica

Poliaminas

3 Ciclo celular

3 Apoptosis

3 Autofagia

3 Sefializacion celular

J Balance redox

J Permeabilidad de membrana

Metabolismo de biomoléculas Celular
Respuestainflamatoria
Sistema inmune
Actividad antimicrobiana
Sistema nervioso

Tracto digestivo

Figura 11. Sistemas bioldgicos y procesos en los que participan las poliaminas.

Cuando se trata de unir y proteger al ADN, la espermidina se convierte en buen
candidato para este uso. La distribucién de sus cargas y la flexibilidad de la molécula le permite
unirse a macromoléculas como el ARN, ADN y en menor proporcion a moléculas de ATP,
proteinas y fosfolipidos. Ademas, dado a su naturaleza policatiénica puede ser util en la
administracion de farmacos con carga negativa.

Debido a la elevada afinidad y a la selectividad de la espermidina se ha identificado
como una molécula de relevancia biologica. Por las buenas propiedades que se describieron
de la espermidina, en este trabajo se optd por utilizarlo como entrecruzante en la formacién de
hidrogeles de GG. Como se mencion6 anteriormente, en la actualidad se estudian nuevos
sistemas para la administracion de farmacos, es por lo cual, en este proyecto se propuso
elaborar un material hibrido que responda a estimulos eléctricos para controlar la liberacién

de farmacos, partir de la incorporacién de un polimero electroconductor.
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3.11 Polimeros conductores

Un polimero conductor (PC) es un material organico capaz de conducir electricidad. En 1964,
Little publico un trabajo tedrico sobre la posibilidad de obtener superconductores organicos a
temperatura ambiente, lo cual impulso la idea de obtener los llamados polimeros conductores
intrinsecos (Little 1964).

Los polimeros electroconductores han sido ampliamente estudiados debido a sus
caracteristicas distintivas, como propiedades fisicas y quimicas versatiles, es por lo que su
investigacion es un requisito indispensable para su apropiada utilizacion.

Los conductores electrénicos se pueden clasificar como extrinsecos e intrinsecos. Los
conductores extrinsecos son aquellos donde la conductividad eléctrica se debe a la inclusion
de otros materiales (como nanotubos de carbono, metales, etc.) que poseen conductividad.
En cambio, los conductores intrinsecos son aquellos polimeros en los cuales la conductividad
es una propiedad inherente del material.

Los polimeros conductores intrinsecos se caracterizan por poseer una distribucién de
dobles enlaces alternados C=C con enlaces sencillos C-C, a lo largo de la cadena polimérica.
En algunos casos, la conjugacion se extiende por la presencia de heteroatomos con pares de
electrones libres. Entre este grupo de polimeros se encuentran el poliacetileno, el polipirrol

(PPy), el politiofeno y la polianilina (Figura 12).
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Figura 12. Polimeros conductores (en su forma no dopada).

Entre los polimeros conductores intrinsecos destaca el PPy, el cual se ha evaluado en
multiples aplicaciones, que abarcan dispositivos electronicos, baterias, sensores y sistemas
biomédicos. La sintesis del PPy puede llevarse a cabo mediante diferentes técnicas, basadas
en procesos electroquimicos o de oxidacion quimica usando diversos disolventes organicos y
también, medios acuosos.

La relativa sencillez en el proceso de sintesis, la estabilidad quimica, la alta afinidad
electrdnica, el bajo potencial de ionizacién y la biocompatibilidad con diferentes células, hacen
que el PPy sea un buen candidato para su evaluacién en aplicaciones biomédicas. En este
contexto, se ha reportado su uso como recubrimiento electroconductor de poliaminas para

ingenieria de tejidos.
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3.12 Polipirrol

El pirrol es un compuesto heterociclico, compuesto de un anillo que contiene atomos de
carbono y nitrégeno, unidos por dobles enlaces (C=C) alternados. El PPy se forma al oxidar
monomeros de pirrol que, en conjunto con los contraiones asociados a la cadena principal,
generan un polimero conductor.

El PPy se descubrié en 1968 por Dall'Olio et al. quienes lo obtuvieron por oxidacion
electroquimica del pirrol en medio sulfurico diluido. Inicialmente, fue llamado negro de pirrol
por su apariencia ya que se formé un precipitado negro, insoluble y en forma de polvo. Sin
embargo, es hasta 1977 que se reconocid su capacidad conductora después del
descubrimiento de (Shirakawa et al. 1977).

El mecanismo de polimerizacion del pirrol se basa en el acoplamiento de radicales
catiénicos, tal como se muestra en la Figura 13. El mecanismo comienza con la oxidacioén de
un monomero de pirrol que promueve la formacion de un cation radical. En seguida, ocurre el
acoplamiento de dos cationes radicales y posteriormente la desprotonacién, dando como
resultado la formacion del bipirrol. El bipirrol se oxida y se une a otro segmento oxidado.

En la propagacion ocurre una re-oxidacion, el acoplamiento y la desprotonacion para
formar oligébmeros o cadenas largas de PPy. Cuando la longitud de la cadena sobrepasa el

limite de solubilidad del disolvente, el PPy se precipita.
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Figura 13. Mecanismo de polimerizacion del PPy mediante el acoplamiento de radicales
cationes.

3.12.1 Aplicaciones

Se ha reportado la incorporacion de PPy en matrices de hidrogeles con potencialidad para

aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad con varios tipos de células. Entre los
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estudios se encuentra la preparacion de un hidrogel nanocompuesto de polipirrol y goma gellan
que mostré no tener citotoxicidad para las células L929 y ademas, presenté adherencia a
células del musculo esquelético C2C12 (Berti et al. 2017).

Por otro lado, también se reporté el recubrimiento de electrodos de polipirrol dopados
con GG (Higgins et al. 2011), con lo que se obtuvo una reduccién significativa de la impedancia
encontrada en las frecuencias relevantes para la comunicacion de las células neurales,

mejorando las caracteristicas electroquimicas de electrodos protésicos neurales.

3.13 Polimerizacién por emulsién

3.13.1 Emulsién
Uno de los métodos de obtencion de PPy mas amigables con el medio ambiente, es por el

método de emulsién. La polimerizacion en emulsion se lleva a cabo en medio liquido y requiere
de un emulsificador, controladores de pH, reguladores de tensién superficial, reguladores de
polimerizacion y activadores.

El emulsificante tiene la funcién de formar micelas, donde el monémero queda
contenido. La reaccion de polimerizacion se puede llevar dentro de las micelas, los polimeros
obtenidos con esta técnica son de altos pesos moleculares y la polimerizacion tiene alta
velocidad de reaccion y conversion. Esta polimerizacion se puede controlar facilmente a través
de la agitacion y temperatura.

En este trabajo se utilizé la técnica de emulsion por ser un método eficaz para producir
polimeros a escala nanométrica. Reportes anteriores han mostrado que las moléculas de
tensioactivos permanecen ligadas fuertemente a los coloides de PPy como contraiones o
estabilizadores. Debido a lo anterior, es importante seleccionar adecuadamente los
tensioactivos, principalmente cuando el polimero se pretende usar en un medio biolégico.

Por ello en este trabajo se consideré utilizar la quimica verde para obtener coloides
poliméricos con caracteristicas adecuadas para aplicaciones biomédicas (Grijalva-Bustamante
et al. 2020). Se utilizé taurocolato de sodio como biosurfactante y H2O, como iniciador de la
polimerizacion ya que este se degrada a agua y oxigeno molecular.

En seguida se explica la teoria de conduccién para poder entender con mayor

profundidad, como conducen electricidad los polimeros electroconductores.

27



3.14 Teoria de conduccion

Los materiales se pueden clasificar en funcion de su conductividad eléctrica como aislantes,
semiconductores y conductores. Entre las diferentes teorias y mecanismos para explicar la
conduccion electronica, las mas comunes son el modelo de banda, el mecanismo de salto y el
modelo de percolacion.

El modelo de bandas proporciona informacion sobre los estados electrénicos del
material para comprender si un material es conductor o aislante. En este modelo se consideran
los estados electrénicos de la banda de conduccion (BC) y la banda de valencia (BV). La BC
incluye los niveles de energia no ocupados, mientras que la BV corresponde a los niveles

electrénicos ocupados (Figura 14).
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Figura 14. Modelo de bandas para los materiales con base a su grado de conductividad
eléctrica.

A la diferencia de energia entre la BV y la BC se le denomina brecha de banda o banda
prohibida (Eg). En los materiales convencionales, el material se comporta como conductor
cuando hay una transicion de electrones desde la BV a la BC.

En los materiales conductores como los metales, la BV y la BC se solapan. Por otro

lado, en los semiconductores inorganicos, la Eg es estrecha y a temperaturas relativamente
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bajas, los electrones se pueden excitar desde la BV a la BC y funcionar como portadores de
carga para conducir electricidad. La brecha de energia que separa las BC y BV es muy grande
en los materiales aislantes y, por consiguiente, es dificil excitar los electrones.

Un polimero con carga neutra se clasifica como aislante porque la brecha de energia
es suficientemente amplia para limitar la transferencia de electrones de la BV a la BC a
temperatura ambiente (Figura 15).

La conductividad asociada a los polimeros en estado conductor no se puede explicar
completamente con el uso de este modelo. Actualmente se acepta que la naturaleza
conductora de los polimeros se fundamenta en la formacion de diferentes estados redox
desestabilizados tras la oxidacién o reduccién de unidades de la cadena principal. Estas
distorsiones electronicas asociadas a segmentos de la cadena pueden extenderse a lo largo
de las cadenas y generar portadores de carga moviles. Segun su naturaleza electrénica, las
distorsiones pueden ser de tipo polarones y bipolarones.

En este contexto, el dopaje se define como un proceso donde se introducen contraiones
(dopantes) para estabilizar las cargas méviles en un sistema polimérico 7-conjugado. Este
proceso acompana la oxidacién o reduccion de la cadena principal del polimero.

Durante la formacion del PPy en medio acido, se produce la extraccién de una carga
negativa en un segmento neutro de la cadena del polimero, lo que produce una estructura con
carga positiva y espin desapareado que se conoce como polardon (Figura 15). La formacién
del polarén induce dentro de la Eg, la formacion de dos nuevos estados intermedios (enlazante
y antienlazante). El electron desapareado ocupa el lugar en el estado enlazante de baja
energia y otorga un espin de %2 al polarén (Figura 15).

Si el proceso de oxidacion se extiende, se favorece la extraccion de otra carga negativa
en el segmento que abarca el polarén, dando lugar a la formacion de un bipolarén. El bipolardn
es energéticamente mas favorable en comparacion a la formacioén de dos polarones (Figura
15y 16).
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Figura 15. Diagrama de energias electrénicas para PPy Neutro, Polardn, Bipolaron y PPy
Completamente dopado.

Figura 16. Estructuras electronicas de PPy: A) Neutro, B) Polarén y C) Bipolardn en estado
completamente dopado.
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3.14.1 Aplicaciones biomédicas

Se ha reportado la incorporacion de PPy en matrices de hidrogeles con potencialidad para
aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad con varios tipos de células. Entre estos
estudios se incluye la preparacion y caracterizacién de un hidrogel nanocompuesto de GG y
PPy que demostré no tener citotoxicidad para las células L929 y ademas, al que se adhirieron
a células del musculo esquelético C2C12 (Berti et al. 2017).

Por otro lado, también se ha reportado el recubrimiento de electrodos de PPy dopados con
GG (Higgins et al. 2011), mostrando una reduccion significativa de la impedancia en
frecuencias que son relevantes para la comunicacion de las células neurales, mejorando las

caracteristicas electroquimicas de electrodos protésicos neurales.

3.15 Mecanismos de cargado de farmacos en PC

En general, los principales mecanismos para el cargado de farmacos en polimeros
electroconductores se basan en interacciones electrostaticas entre el polimero conductor y el
farmaco cargado, interacciones hidrofdbicas y el atrapamiento fisico.

3.15.1 Interacciones electrostaticas:

Como se observa en la Figura 17, un farmaco (As) de caracter aniénico se puede
asociar al PPy como contratién por medio de un proceso de oxidacion, donde se produce una
interaccion electrostatica a partir de las cargas positivas que se generan en el polimero
electroconductor y las que tiene el farmaco cargado.

En el caso del PPy, teéricamente se considera que el maximo cargado o incorporacion
de dopante al PPy se da cuando se asocia una molécula de dopante por cada 3 unidades de
pirrol. Esto es en el caso de moléculas pequenias.

En caso de utilizar dopantes de gran peso molecular, este intercambio de masa que
comunmente ocurre en el polimero electroconductor mediante los procesos redox es mucho
mas complejo, ya que es mas dificil el proceso de difusion del dopante a través del volumen
del polimero. En este caso, un farmaco catiénico B* puede incorporarse al PPy dopado con un

dopante de alto peso molecular mediante un proceso de reduccion.

0L 4= e .-
PPy” + A; 2 PPy™ [/ A;
Red
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Figura 17. Interacciones electrostaticas.

En el proceso redox se intercambian los iones que estan presentes en el medio, es
decir, los iones del electrolito que esta en contacto con el sistema conductor. Cuando el PPy
esta en estado conductor y se quiere llevar a estado neutro, se lleva a cabo un proceso de
reduccion. Durante este proceso, el ion dopante de alto peso molecular no va a salir del
sistema polimérico. Al aplicar carga catddica al sistema, lo que va a ocurrir es que las especies
ionicas cargadas positivamente presentes en el electrolito se van a incorporar al polimero
conductor para balancear la carga negativa del dopante.

En resumen, mediante un proceso de reduccion se tendra asociado al PPy, el dopante
de alto peso molecular cuya carga se contrarresta, no con la del polimero conductor sino con
la del farmaco de caracter catiénico.

3.15.2 Interacciones hidrofébicas y atrapamiento fisico:

El mecanismo de interacciones hidrofébicas sirve para explicar el cargado de farmacos de baja
solubilidad, por lo que comunmente se utilizan sistemas como micelas para realizar el cargado

y como material de soporte.

Los farmacos pueden formar complejos directamente con los polimeros conductores,
pero el uso de plantillas durante la polimerizacion hace que la polimerizacion sea mas versatil

y se pueda dirigir.

En el atrapamiento fisico se puede usar una plantilla para cargar el farmaco, la plantilla
se puede retirar después de la polimerizacion y el espacio vacio puede actuar como un
depdsito para contener el farmaco. El atrapamiento incluye el encerramiento del farmaco

dentro de una matriz polimérica o detras de una membrana semipermeable.

La interaccion hidrofobica ocurre en la solucion acuosa, donde las sustancias poco
solubles en agua pueden tener una interaccion entre si. Debido a la baja afinidad de ambas
sustancias con la fase acuosa, la agregacion de las sustancias seria favorable, ya que reduce

el area de contacto entre la sustancia hidréfoba y la fase acuosa.
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La sintesis de los polimeros conductores se puede realizar mediante la técnica de
emulsiéon. Las micelas se forman en la fase continua acuosa, donde el nlcleo hidrofobo se
puede usar para cargar farmacos hidrofobos, y su superficie hidrofila proporciona estabilidad
coloidal. Comunmente las micelas tienen la capacidad para solubilizar el farmaco y actuar

como plantilla para guiar la polimerizacion del monémero.

La estimulacién eléctrica a sistemas de polimero conductor/farmaco puede alterar las
tasas de administracién del farmaco. Este comportamiento estimulo-respuesta se puede
atribuir a los cambios en la carga de la cadena principal del polimero, asi como modificaciones

del volumen del polimero, su permeabilidad y equilibrio hidrofilico/hidrofébico.

3.16 Mecanismo de liberacion de farmacos en PC

El mecanismo de liberacion del farmaco desde polimeros conductores esta controlado por su
estado redox. De acuerdo con su condicion redox, se puede modificar sus interacciones

electrostaticas y, al mismo tiempo, su volumen:
_Oxi _
PPy° + A Rr—‘dPPny / A3
e

Liberacion de

farmaco

Reduccion por
contraccion de
volumen

Figura 18. Mecanismo de liberacion del farmaco por contraccion de volumen.

Cuando un farmaco de caracter anionico es incorporado al PPy mediante un proceso
de oxidacion, la liberacion del farmaco se puede lograr por un proceso de reduccion, que
implica la disociacién del farmaco del polimero. En este caso, el PPy queda en estado neutro
y a su vez, ocurre una disminucién del volumen libre que hay en el sistema polimérico. Al estar

en estado neutro, el PPy genera fuertes interacciones intermoleculares, lo que provoca una

33



contraccién en su volumen que puede llevar a la liberacion del farmaco. Este efecto puede ser
producido por un estimulo eléctrico o quimicamente.

El otro mecanismo ocurre cuando el PPy de caracter catidnico se encuentra asociado a un
dopante voluminoso de caracter aniénico y un farmaco de caracter cationico. En este caso, el
proceso de liberacién se da por oxidacion, que trae consigo una expansion volumétrica, es
decir, que aumenta el volumen libre del sistema polimérico y se favorece la difusion del

farmaco a través del polimero hasta el medio de liberacién (Figura 19).

Red
PPyt + A; +B* = PPy°/ AL / B
Oxi

Liberacion de

farmaco

Oxidacion
Expansion de
volumen

Figura 19. Mecanismo de liberacion del farmaco por expansién de volumen.

3.17 Hidrogeles que responden a estimulos

Una alternativa para generar sistemas poliméricos multifuncionales consiste en encapsular
nanoparticulas en matrices de hidrogeles. De esta manera se combinan las propiedades
inherentes de cada material para potenciar sus aplicaciones. Estos hidrogeles compuestos
pueden considerados materiales “inteligentes”, si responden a uno o varios estimulos externos
como cambios de pH, temperatura, aplicacién de campos magnéticos, eléctricos, entre otros
(Figura 20) (Oak et al. 2012).
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Figura 20. Estimulos que controlan la liberacion del farmaco en
los sistemas poliméricos inteligentes (Oak et al. 2012).

Los sistemas de liberacion controlada basados en polimeros inteligentes buscan
reducir los efectos secundarios mediante administracién de dosis terapéuticas del farmaco.
Otro punto importante que se busca es mantener la concentracion requerida del farmaco en el
organismo. Como se puede observar en la Figura 21, en un sistema convencional se necesitan
varias administraciones del farmaco durante el tratamiento, en cambio, en un sistema de
liberacion controlada, se busca mantener la concentracion terapéutica del farmaco en una

dosis.
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Figura 21. Curvas comparativas de los distintos sistemas de liberacion de farmacos.

La concentracién del farmaco en el sistema de liberacién controlada se mantiene dentro
del limite terapéutico, lo que difiere del sistema convencional, en el que se puede llegar a
concentraciones toxicas y concentraciones subterapéuticas.

En particular, los hidrogeles sensibles a campos eléctricos se pueden preparar a partir
de particulas de polimeros electroconductores en una matriz reticulada de polimeros
hidrofilicos. Los hidrogeles sensibles a campos eléctricos se caracterizan por exhibir una

respuesta y deformacion rapida bajo condiciones tales como exposicion a corrientes ionicas.

3.18 Mecanismos de liberacion de farmacos en hidrogel compuesto electroconductor

En hidrogeles estimulados por un campo o potencial eléctricos, la liberacion se promueve por
cambios fisicos o quimicos. Por ejemplo, el farmaco puede migrar hacia un electrodo de carga
opuesta o bien el hidrogel puede sufrir un cambio en su morfologia, como la contraccion y
promover la salida del farmaco. Los sistemas de liberacién eléctricamente activados se pueden
explicar con tres mecanismos:

3.18.1 Desarrollo de un gradiente a lo largo del hidrogel. Se mantiene un gradiente de

concentraciéon en cada lado del hidrogel y al aplicarle un campo eléctrico se produce
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una fuerza en los contraiones madviles y en los grupos cargados inmdéviles (Guiseppi-
Elie 2010; Murdan 2003). Los contraiones cargados positivamente migran hacia el

catodo, mientras que los grupos anidnicos poliméricos inmoéviles son atraidos hacia el

anodo. Se cree que este gradiente de tension contribuye a la deformacién del hidrogel.
S

Cathode Anode

«—@ - Counter jons * - Matrix Nepative charge muawl - Slress

Figura 22. El efecto de un campo eléctrico sobre un gel de polielectrolito (Murdan 2003).

3.18.2 Cambios en el pH del electrodo inducido por la electrdlisis del agua (Murdan

2003). _Cuando se aplica un campo eléctrico en un medio acuoso, el proceso de
electrélisis del agua da como resultado una disminucion del pH local en el anodo y un
aumento del pH en el catodo, conforme el agua se oxida en el &nodo y se reduce en el
catodo.

En los hidrogeles anidnicos, los iones H* afectan al hidrogel situado en el anodo. Los
grupos cargados negativamente se protonan y se neutralizan y da como resultado una
disminucion en la densidad de carga de las cadenas del polimero, repulsion entre
cadena-cadena y disminucién en la hidratacién del polimero, haciendo que el gel se
deshaga en el anodo.

Ocurre de manera similar en los hidrogeles catiénicos, la generacion de iones OH™ dan
como resultado la deprotonacién y neutralizacion de los grupos cargados positivamente
en la red del polimero y por consecuente deshinchamiento del gel en el catodo. El
proceso de deshinchamiento del gel es inducido por el cambio del pH.

3.19.3 Electo-6smosis del agua acoplada por electroforesis (Murdan 2003). Después

de la estimulacién eléctrica, los contraiones méviles pueden estar hidratados en la red
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del gel (son los que normalmente neutralizan las cargas) migran hacia el electrodo de
carga opuesta, trayendo consigo el agua. Se cree que se debe a la fuerza de volumen

en los iones y al efecto de presiéon osmética inducida.
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Figura 23. Representacion esquematica de los principales mecanismos de deshinchamiento
en un hidrogel electroactivado (Merino et al. 2015).

3.19 Ibuprofeno

El ibuprofeno (IB) es un derivado del &acido propidnico que posee propiedades
antiinflamatorias, antipiréticas y analgésicas (Figura 24). Es un antiinflamatorio no esteroideo
que se utiliza a menudo para el tratamiento de enfermedades artriticas agudas y cronicas
(Rhee et al. 2008). Su efecto terapéutico es derivado de la actividad inhibitoria de la
prostaglandina-sintetasa.

El ibuprofeno tiene mayor potencia analgésica a la del acetaminofeno y una potencia
analgésica y antiinflamatoria similar al acido acetilsalicilico. La dosis usual en adulto para el
tratamiento del dolor en via oral es de 600 mg a 1-2g divididos en varias dosis y en uso cutaneo
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para adultos y nifios mayores de 12 afios se debe aplicar una capa en la zona con dolor de 3

a 4 veces al dia (es recomendable dar un masaje ligero, para facilitar su penetracién).

OH

O

Figura 24. Estructura quimica del ibuprofeno.

En este trabajo se propone la administracion de ibuprofeno via transdérmica,
especificamente mediante un parche transdérmico. Los parches transdérmicos son
preparaciones flexibles de tamafo variable que contienen uno o mas principios activos. El
medio de aplicacion es sobre la piel, para liberar y difundir el principio activo en la circulacion,
después de atravesar la barrera cutanea.

Para incrementar la absorcion transdérmica del farmaco se propuso utilizar promotores
quimicos nanotransportadores, es por lo que en este sistema se incorporé nanoparticulas de
PPy.

La administracién transdérmica presenta varias ventajas:

. Pueden abarcar gran area superficial

. Son facilmente accesibles

" No son invasivos 0 son minimamente invasivos

. Tienen la capacidad de lograr una liberacién sostenida y/o controlada
. Evita la degradacion en el tracto gastrointestinal del farmaco

. Reduce la frecuencia de administracion

3.19.1 Mecanismo de accion

El ibuprofeno inhibe la accién de las enzimas ciclooxigenasas (COX-1y COX-2), los efectos
antiinflamatorios del ibuprofeno son el resultado de la inhibicién de la sintesis de las
prostaglandinas y como consiguiente, la inhibicion de la ciclooxigenasa. Ademas, inhibe la

migracion leucocitaria, impidiendo la liberacién de leucocitos de citoquinas (Bonilla 2018).
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La ciclooxigenasa COX-1 es predominante en casi todas las células y tejidos normales
y es dominante en células del epitelio gastrico, ademas es la principal fuente para la formacién
de prostaglandinas citoprotectoras. Por otro lado, la COX-2 es inducida por las citocinas y

mediadores de inflamacion.

3.19.2 Farmacocinética

El ibuprofeno se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal y presenta picos de
concentraciones plasmaticas en 1 o 2 horas después de ser administrado. La vida media de
eliminacion es de aproximadamente 2 horas. El ibuprofeno se une fuertemente a proteinas
plasmaticas. Posteriormente se metaboliza en el higado y da a lugar a 2 metabolitos inactivos
que, en conjunto con el ibuprofeno, se excretan por via renal como metabolitos conjugados o
como su forma inalterada. La excrecion renal es rapida y compleja, su corto tiempo de vida
media plasmatica (1.8 a 2 h), lo hace candidato ideal para formular sistemas de liberacion
controlada y/o sostenida (Negm y Furst 2019).
3.19.3 Toxicidad

El ibuprofeno no es teratogénico en diferentes especies animales, de igual manera los estudios

de mutagénesis como el de cancerogénesis han arrojado resultados negativos. Las reacciones
mas frecuentes son gastrointestinales como nauseas, vomitos, hemorragia digestiva, dolor
abdominal, ulcera gastrica y perforacion.

Por lo tanto, existe un gran interés en desarrollar formas de dosificacién tdpica, para
evitar los efectos secundarios orales y administrar niveles terapéuticos en el sitio de aplicacion

durante periodos prolongados.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

= Pirrol 98,0% (Sigma-Aldrich).

= Peroxido de hidrogeno 50,0%(Sigma-Aldrich).

= Taurocolato de sodio hidratado 97,0% (Sigma-Aldrich).

= (Citrato de sodio monobasico 99,0% (Sigma-Aldrich).

= Gelzan™ CM (Sigma-Aldrich).

= Triclorhidrato de espermidina 99,0% (Sigma-Aldrich).

= HEPES (Sigma-Aldrich).

4.2 Sintesis de nanoparticulas de PPy

Se prepararon nanoparticulas de polipirrol (PPy) como se reportd previamente por el grupo de
investigacion (Grijalva-Bustamante et al. 2020). Brevemente, se disolvid hidrato de taurocolato
de sodio 9 mM en 15 mL de tampdn citrato (100 mM, pH 4), manteniéndose en agitacién
constante durante 1 h a temperatura ambiente, posteriormente se adiciono pirrol (800 mM) y
se sometio a agitacion magnética durante 2 h. La reaccién de polimerizacion se llevé a cabo
por la adicidon de alicuotas de peréxido de hidrégeno (800 mM). Después, la mezcla se dejo
reaccionar por 24 h. Finalmente, los coloides se separaron por filtracion se realizaron lavados

con agua deionizada por centrifugacion y se sometieron a secado por vacio (Figura 25).
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Figura 25. Diagrama general de la sintesis de nanoparticulas de PPy.

4.3 Estudios de caracterizaciéon de nanoparticulas de PPy

4.3.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

Para la caracterizaciéon de las nanoparticulas de PPy se llevé a cabo el analisis por
espectroscopia de infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) utilizando un
espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Frontier. Para el analisis se prepararon pastillas
mezclando la muestra con bromuro de potasio (KBr) previamente secado a 110 °C. Estas
pastillas se colocaron en el equipo de FTIR, para obtener los espectros correspondientes de
las muestras. Los espectros se registraron en el intervalo de 3600 a 400 cm™ con una
resolucion de 4 cm™ sobre 16 escaneos.

4.3.2 Dispersion dinamica de luz (DLS)

Las mediciones de dispersién de luz dinamica se obtuvieron de un equipo Moébiul (Wyatt
Technologies). El sistema Mobiu utiliza un diodo de estado sélido bombeado con laser en
modo longitudinal simple, operando a 532 nm y un angulo de deteccién de 163.5. La muestra
de nanoparticulas de PPy se dispersé en agua milli-Q a una concentracion de 2 mg mL™.
Previo a su medicion, las muestras se sonicaron por 5 minutos en un bafo ultrasonicator
Bransonic CPX® (Branson Ultrasonic baths) y posteriormente se colocaron en celdas de
cuarzo de 45 L con un ensamblaje de electrodo y se analizaron a 25 °C. Los datos colectados

se analizaron con el software DYNAMICS 7.10.1.21(Wyatt Technology Corporation).

42



4.3.3 Microscopia electrénica de transmision

Una gota de la suspensiéon de las muestras se colocé entre dos rejillas de cobre, para su
analisis morfolégico utilizando un microscopio JEOL JEM-2010F.

4.3.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

Se analizaron las propiedades térmicas de los materiales por medio de TGA utilizando un
equipo Pyris 1 con automuestreador de Perkin Elmer. Se pesaron aproximadamente 5 mg por
muestra y se realizaron corridas de 25 hasta 800 °C, utilizando una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min y un cambio de gases N2/O2 a 600 °C. Con los termogramas obtenidos, se
determinaron las temperaturas de velocidad maxima de descomposicion de los materiales
(Tmax)-

4.3.5 Voltametria ciclica (VC)

Se utilizé un sistema de electrodos serigrafiados para la medicion (Dropsens modelo 110CNT).
El sistema tiene un electrodo de trabajo circular (4 mm de diametro), constituido por una
mezcla de carbono conductor y nanotubos de carbono funcionalizados con grupos
carboxilicos.

Se depositd la muestra sobre el electrodo de trabajo y se afiadidé una gota de solucion
de H2SO., 100 mM sobre los electrodos. Se realizaron barridos de voltaje en intervalos de
potencial de -0.9 a + 0.9V, utilizando un potenciostato Dropsens STAT 400 controlado con un
software DropView.

4.3.6 Conductividad eléctrica

Las mediciones de conductividad eléctrica se realizaron mediante el método de dos puntos,
utilizando un multimetro Agilent 344102. Primero se formaron pastillas de nanoparticulas de
PPy previamente liofilizadas, después se les midié su espesor con un micréometro y se midio

la conductividad con el multimetro (Figura 26).
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Figura 26. Diagrama para la prueba de conductividad eléctrica.

La conductividad eléctrica se calculd aplicando la siguiente ecuacion:

y I
Ecuacion1 o= ——

Donde:

o = Conductividad (S/cm)
| = espesor (cm)

R = Resistencia (Q)

S = Area seccion transversal (cm?)

4.4 Preparacion de hidrogeles de goma gellan

Se prepararon hidrogeles de goma gellan (GG) usando como entrecruzante espermidina
(SPD) (Figura 27). Se partié6 de soluciones acuosas del polisacarido (5 mg mL™") y de
espermidina (0.5 mg mL™). Se utilizé como disolvente buffer HEPES 20 mM (pH 6.5) en ambos
casos.

A la disolucion del polisacéarido, previamente calentada a 55 + 1°C, se le adicion6 la
disolucion de espermidina, previamente calentada a 37 + 1°C. La mezcla resultante se colocé
en moldes cilindricos (9 mm de diametro) y se dejé en reposo a temperatura ambiente hasta
la gelacion. Se mezclaron diferentes proporciones de las soluciones, tal como se muestra en
la Tabla 1.
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Los hidrogeles se sometieron a procesos de lavados con agua Mili-Q durante 24 h para

eliminar los residuos de los reactivos que no reaccionaron. Después, el producto se liofilizd
durante 24 h.
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Figura 27. Diagrama general de la sintesis de hidrogel GG-SPD.

Tabla 1. Descripcion de las formulaciones preparadas de los hidrogeles de goma gellan.

Formulacién (Sfi) (nEglc:w]L) GG (mg) (‘?:LD) (rLS;'ﬂL) SPD (mg)
GG-SPD; | .71 5 3.55 43 0.5 0.215
GG-SPD; | .71 5 3.55 43 0.25 0.1075
GG-SPD; | .71 5 3.55 43 0.125 0.0575

4.5 Preparacion de hidrogeles nanocompuestos

Se prepararon hidrogeles nanocompuestos de PPy usando goma gellan y espermidina como
entrecruzante.

Los hidrogeles GG-SPD-PPy se prepararon a partir de la incorporacién de las
nanoparticulas de PPy en la solucion acuosa del polisacarido (5 mg mL™") (Figura 28). Se utilizd
como disolvente buffer HEPES 20 mM (pH 6.5) en ambos casos.
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La suspension del polisacarido con los coloides de PPy previamente calentada a 55 +
1°C por 5 minutos, se le adiciono la disolucién de espermidina (0.5 mg mL™"), previamente
calentada a 37 £ 1 °C. La mezcla resultante se colocé en moldes cilindricos (9 mm de diametro)
y se dejo en reposo a temperatura ambiente hasta la gelacion. Se utilizaron 2 proporciones de
PPy en el hidrogel (GG-SPD-PPy,y GG-SPD-PPYys>), tal como se muestra en la Tabla 2.

Los hidrogeles se sometieron a procesos de lavados con agua Mili-Q durante 24 h para

eliminar los residuos de los reactivos que no reaccionaron. Después, el producto se liofilizd

durante 24 h.
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Figura 28. Diagrama general de la sintesis de hidrogel nanocompuesto.

Tabla 2. Descripcion de las formulaciones preparadas de los hidrogeles nanocompuestos.

Formulacién | NPS | GG [GG] GG | SPD | [SPD] SPD
PPy | (mL) [ (mg/mL) | (mg) | (mL) | (mg/mL) [ (mg)

GG-SPD+-PPy4| 11 mg
.71 5 3.55 43 0.5 0.215

GG-SPD+-PPy2| 22 mg
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4.6 Preparacion de hidrogeles de goma gellan cargados de farmaco ibuprofeno

Se prepararon hidrogeles de goma gellan (GG) usando como entrecruzante espermidina
(SPD) (Figura 29). Se partié de soluciones acuosas de GG-ibuprofeno y SPD. Primero se
disolvio el ibuprofeno (3 mg/mL) en buffer HEPES (pH 6.5) y se dejo en agitacion magnética
durante 3 h. A la disolucién del farmaco se le afadio el polisacarido y se calenté a 55 + 1 °C.
Una vez obtenida la solucion, esta se vaciéo en moldes cilindricos (9 mm de diametro) y se
mezclé con la solucién de espermidina previamente obtenida a 37 + 1°C. El proceso de
gelacién ocurrié a temperatura ambiente.

Los hidrogeles se sometieron a procesos de lavados con agua Mili-Q durante 24 h para
eliminar los residuos de los reactivos que no participaron en la reticulacion, asi como las
moléculas de farmaco que no quedaron retenidas en la matriz por interacciones fisicas.

Después, el producto se liofilizé durante 24 h.
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Figura 29. Diagrama general de la sintesis de hidrogel GG-SPD+ cargado con ibuprofeno.

4.7 Preparacion de hidrogeles nanocompuestos cargados de farmaco ibuprofeno

Se prepararon hidrogeles GG-SPD-PPy, y GG-SPD-PPy> cargados con el farmaco a partir de
la incubacioén de las nanoparticulas de PPy en la solucion del farmaco y siguiendo los pasos
descritos de la preparacion de los hidrogeles nanocompuestos (Figura 30).

Se disolvid ibuprofeno (3 mg/mL) en la suspensién de NPs y se dej6 en agitacién
magnética durante 3 h. A la suspension PPy-farmaco se le afadio el polisacarido y se calentd
a 55 + 1°C. La mezcla resultante se vacié en moldes cilindricos (9 mm de didmetro) y se mezclo
con la solucién de espermidina previamente obtenida a 37 + 1°C. El sistema se dejé gelar a

temperatura ambiente.
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Los hidrogeles se sometieron a procesos de lavados con agua Mili-Q durante 24 h para
eliminar los residuos de los reactivos que no participaron el proceso de reticulacién y las

moléculas de farmaco no retenidas. Después, el producto se liofilizé durante 24 h.
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Figura 30. Diagrama general de la sintesis de hidrogel nanocompuesto cargados con
ibuprofeno.

4.8 Estudios de caracterizacién de los hidrogeles

4.8.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

En la caracterizacion de los hidrogeles de GG-SPD sin y con nanoparticulas se llevo a cabo el
analisis por FTIR-ATR para elucidar el mecanismo de entrecruzamiento y posibles
interacciones entre los componentes del sistema.

Se utilizé un espectrofotémetro Perkin ElImer modelo Frontier. Para el andlisis se utilizd
el accesorio de reflexion total atenuada (ATR). Los espectros se registraron en el intervalo de
4000 a 500 cm™" con una resolucion de 4 cm™ sobre 16 escaneos, en el modo de transmitancia.
4.8.2 Estudios de hinchamiento
Se obtuvieron las cinéticas de hinchamiento de los hidrogeles sin y con la adicion de
nanoparticulas de PPy, a partir de muestras cilindricas de xerogel de dimensiones 1.14 cm de
altura y 1.5 cm de diametro, las cuales se sumergieron en buffer de citrato (pH 3) o PBS (pH
7.4) a la temperatura de 37 °C.

En diferentes intervalos de tiempo, el hidrogel fue retirado del medio de hinchamiento,
se retird la humedad en la superficie y se midié su peso. El porcentaje de hinchamiento de los

hidrogeles se calculé utilizando la ecuacion:
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Donde W;es el peso del hidrogel a un tiempo f del hinchamiento, W, es el peso inicial de los
hidrogeles secos.

4.8.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de los hidrogeles se observd utilizando un microscopio electrénico de barrido
JEOL 5410LV. Todas las muestras se recubrieron con una pelicula de oro previo a su analisis
en el microscopio.

4.8.4 Estudios reolégicos

Se evaluaron las propiedades viscoelasticas de las diferentes formulaciones de hidrogeles
GG-SPD sin y con la adicién de nanoparticulas de PPy. El estudio se realizé en sistemas
hidratados sometidos a cargas cortantes en un reémetro Anton Para MCR 502.

Se utilizaron muestras cilindricas de 50mm de diametro y 2mm de espesor. Se
obtuvieron el médulo de almacenamiento (G”) y el médulo de perdida (G™') durante un barrido
de frecuencia de 0.1 a 100 rad/s, con un porcentaje de deformaciéon maximo de 1%.

4.8.5 Analisis termogravimétrico (TGA)

Se analizaron propiedades térmicas de los materiales por medio de TGA utilizando un equipo
Pyris 1 con automuestreador de Perkin Elmer. Se pesaron aproximadamente 5 mg por muestra
y se realizaron corridas de 25 hasta 800 °C, utilizando una velocidad de calentamiento de 10
°C/min y un cambio de gases N2/O- a 600 °C. Con los termogramas obtenidos, se determinaron
las Tmax.

4.8.6 Voltametria ciclica (VC)

Se utilizé un sistema de electrodos serigrafiados para la medicion (Dropsens modelo 110CNT).
El sistema tiene un electrodo de trabajo circular (4 mm de diametro), constituido por una
mezcla de carbono conductor y nanotubos de carbono funcionalizados con grupos
carboxilicos.

Se depositd la muestra sobre el electrodo de trabajo y se afiadié una gota de solucién
de H2SO. 100 mM sobre los electrodos. Se realizaron barridos de voltaje en intervalos de
potencial de -0.9 a + 0.9V, utilizando un potenciostato Dropsens STAT 400 controlado con un

software DropView.
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4.8.7 Conductividad eléctrica

Las mediciones de conductividad eléctrica se realizaron mediante el método de dos puntos,
utilizando un multimetro Agilent 34410A. Primero se comprimieron los hidrogeles
nanocompuestos previamente liofilizados, después se les midioé su espesor con un micrémetro

y se midio la conductividad con el multimetro (Figura 31).
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Figura 31. Diagrama para la prueba de conductividad eléctrica en hidrogeles
nanocompuestos.

La conductividad eléctrica se calculd aplicando la siguiente ecuacion:

Ecuacion3 o =—
Donde:
o = Conductividad (S/cm)
| = espesor (cm)
R = Resistencia (Q)

S = Area seccion transversal (cm?)

4.8.8 Estudios de cargado y liberacion de farmaco modelo

Los estudios de liberacion de farmaco a partir de las diferentes formulaciones de hidrogeles
se realizaron en buffer PBS (pH 7.4, 1M) a 37 °C, se estudiaron sin la aplicacion de voltaje y
bajo la aplicacién de voltaje.

La liberacion espontanea de ibuprofeno se realizé colocando el hidrogel en 20 mL de solucién
buffer PBS. Se tomaron alicuotas en diferentes intervalos de tiempo y se reemplazaron con

buffer fresco. Se monitored la concentracion del farmaco en el medio de liberacion mediante
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espectroscopia de absorcion UV/Vis (espectrofotdmetro Agilent), monitoreando la absorbancia
a una longitud de onda de 265 nm. El valor de absorbancia resultante se relacioné con la
concentracién de ibuprofeno liberado mediante una curva de calibracion.

Los estudios de liberacién mediante la aplicacion de un estimulo eléctrico se realizaron
insertando en el centro de los hidrogeles, un electrodo de titanio recubierto con platino (Figura
30). Se conectaron los electrodos a una fuente de poder DC marca Agilent (E3632A). El
hidrogel se sumergié en 20 mL de buffer PBS y se colocd un contraelectrodo (idéntico al
electrodo de trabajo) a una distancia de 5 mm. Inmediatamente después de sumergir el
hidrogel en el medio de liberacion (tiempo 0), se aplicd un unico potencial durante 1 min. La
concentracion del farmaco liberado se obtuvo en diferentes tiempos tal como se describié en
la liberacion espontanea. Todos los estudios de liberacién se realizaron por triplicado y se

reporta el valor promedio con una variabilidad de una desviacion estandar.

o L[] »

) W' g

T=37°C Alicuotas en diferentes
intervalos de tiempo

Figura 32. Esquema de liberacién de ibuprofeno bajo un estimulo eléctrico.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES
En esta seccidon se presentan los resultados obtenidos de las nanoparticulas de PPy
sintetizadas por emulsion, mediante diversas técnicas de caracterizacion. Del mismo modo,
se muestran los resultados de la caracterizacion de los hidrogeles GG-SPD sin y con

nanoparticulas de PPy.

5.1 Nanoparticulas de PPy

En este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de PPy de acuerdo con el método reportado por
(Grijalva-Bustamante et al. 2020). Se estudio las propiedades eléctricas de las nanoparticulas,
para posteriormente, comprobar si conservan sus propiedades eléctricas en los hidrogeles
nanocompuestos.

5.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier

En la Figura 33 se muestra el espectro de FTIR de las nanoparticulas de PPy. Se observan
las sefiales tipicas de sus grupos funcionales. La banda ancha ubicada de 3500 a 3150 cm™
se asigna al modo de estiramiento vibracional de N-H (G. Grijalva-Bustamante et al. 2020). La
banda a 2868 cm™' corresponde a movimientos simétricos y asimétricos del grupo -CH; en la
muestra de PPy (G. Grijalva-Bustamante et al. 2020).

Ademas, el espectro muestra una sefal notable en 1572 cm™', que esta relacionada
con las vibraciones de C=0 debido a la sobre-oxidacién del PPy. Esta caracteristica se ha
observado previamente para PPy sintetizado por reacciones mediadas por H2O- (Bouldin et al.
2010; Cruz-Silva et al. 2008; Kausaite-Minkstimiene et al. 2015).

La sefial a 1561 cm™' se atribuye al estiramiento de anillo (C—C), mientras que la banda
a 1377 cm™ esta relacionada con el estiramiento vibracional asimétrico C-N. Las bandas
intensas a 1044 y 932 cm™ se asignan a N-H y C-H en vibraciones de deformacion plana,

respectivamente.
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Figura 33. Espectro de FTIR para nanoparticulas de PPy sintetizadas por técnica de
emulsion.

5.1.2 Distribucién de tamanos por DLS
La Figura 34 muestra los resultados del analisis de la muestra de PPy por DLS. En el grafico
se observa una distribucibn monomodal de tamanos, encontrandose que las nanoparticulas
tienen un diametro hidrodinamico (Dn) aparente de 175 nm, con indice de polidispersidad (PDI)
de 0.15. Estos datos obtenidos muestran que las particulas se encuentran en un intervalo de
la escala nanométrica y submicrométrica, lo que se considera adecuado para aplicaciones
como la liberacion de farmacos (De Jong y Borm 2008; Kharb et al. 2006; Saez et al. 2000).
Resultado similar se reporta en la literatura para el nanocompuesto de PPy/nanotubos
de carbon/alginato en un medio emulsionado con surfactante dodecil sulfato de sodio (SDS)
mediado por el efecto oxidativo del H202. En este caso se formaron agregados en el medio
micelar de 3.78, 53.39 y 205.4 nm (Quevedo-Robles et al. 2019).
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Figura 34. Distribucion de diametro hidrodinamico (Dh) de particulas de PPy por DLS.

5.1.3 Microscopia electronica de transmision (TEM)
La Figura 35 muestra en las micrografias de TEM de las particulas de PPy. Se observa que la
mayoria de las nanoparticulas tienen dimensiones alrededor de los 100 nm. Las
nanoparticulas sintetizadas tienen morfologia uniforme con bordes definidos y geometria
cuasiesférica.

Si se comparan los resultados obtenidos por DLS y TEM, en las micrografias de TEM
se observa que hay variaciones de tamafnos, encontrandose también particulas
submicrométricas de tamanos alrededor de los 400 nm. Esto se puede deber a que el DLS

proporciona informacion del tamafio hidrodinamico, en cambio en el TEM el tamano observado

es libre de solvente.

Figura 35. Micrografias de TEM de particulas de PPy.
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5.1.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico del PPy aporta informacién de su estabilidad térmica y
composicion. Las Figuras 36a y 36b muestran el termograma del PPy y su primera derivada,
respectivamente. La descomposicién del PPy ocurre en cuatro etapas. La primera pérdida de
~7 % se asocia con la liberacién de humedad (<130°C).

La segunda pérdida de ~10% ocurre en el intervalo de 200 a 300°C y se atribuye a la
descomposicién de las cadenas de bajo peso molecular del PPy; Hazarika & Kumar, 2013
reportaron pérdidas similares en el intervalo de 170-320 °C para nanoparticulas de PPy
sintetizadas con persulfato de amonio y dodecilsulfato de sodio.

Se observaron pérdidas de ~15% en cada uno de los intervalos de 300 a 423 °C y de
600-719 °C. Estas ultimas pérdidas se relacionan con la degradacion de las cadenas
principales del polimero.

Los resultados obtenidos demostraron que las nanoparticulas de PPy que se
sintetizaron por emulsion tienen mayor estabilidad térmica en comparacion a reportes
anteriores de PPy sintetizado quimicamente, donde el inicio de la pérdida de masa comienza
~250 °C, por Cruz-Silva et al. 2008.
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Figura 36. Termograma de nanoparticulas de: a) PPy y b) derivada de las curvas de
porcentaje de masa con respecto a la temperatura.

5.1.5 Conductividad eléctrica
Los métodos de sintesis de nanoparticulas de PPy mas comunes son la polimerizacion
quimica y electroquimica. Sin embargo, los oxidantes utilizados son fuertes y generan

subproductos daninos para el medio ambiente. En este trabajo se empled una alternativa mas
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ecoldgica para obtener nanoparticulas mediante la técnica de emulsién utilizando agentes
oxidantes verdes. En la tabla 3 se muestra la conductividad eléctrica de las nanoparticulas de
PPy es de 6x102 S/cm™.

Investigaciones anteriores de sintesis de nanoparticulas de PPy oxidadas con H;O: y
radiacion de UV, encontraron valores de conductividad eléctrica de 10° S/cm™ (Zhang et al.
2015). Heidarizadeh y Asadipour 2015 reportaron la conductividad de fibras y nanoparticulas
globulares de PPy en un rango de 3.3x10® a 102 S/cm™', oxidadas con H,O; y FeCls. Si bien
estas investigaciones son aportes a la quimica verde, en nuestro caso se uso un biosurfactante

en una via de emulsion totalmente verde para obtener las nanoparticulas de PPy.

Tabla 3. Conductividad eléctrica de nanoparticulas de PPy e hidrogeles nanocompuestos.

Muestra Conductividad (S/cm)

PPy 6x1072

5.2 Obtencién de hidrogeles GG-SPD

Se obtuvieron diferentes formulaciones de hidrogeles con un volumen de 1 mL (Figura 37 y
38). Cualitativamente, se observa que los hidrogeles son homogéneos y transparentes, en los
tres casos cuando se vari6 la concentracién de SPD (0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL). Ademas, los
hidrogeles conservan la geometria del molde. Lo anterior indica que los componentes se

mezclaron adecuadamente y el proceso de reticulacién ocurrié homogéneamente.

GG-SPD1 GG-SPD:z GG-SPD3

Menor concentracion de SPD

Figura 37. Imagen de las diferentes formulaciones
de hidrogel.
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Figura 38. Imagen de las diferentes formulaciones de hidrogel.

5.2.1 Mecanismo de gelificacion
La Figura 39 muestra un esquema del proceso de gelificacién de la GG con SPD. Se propone
que los grupos carboxilicos de la GG interaccionan iénicamente al estar en contacto con la
espermidina en un pH de 6.5. Los grupos carboxilicos de la GG estan desprotonados debido
a que el pH del medio es mayor a su pKa; en cambio, los grupos aminos de la espermidina se
encuentran protonados ya que el pKa es mayor al pH del medio.

El hecho de que las poliaminas enddgenas estdan completamente protonadas a pH
fisiolégico, ha sido la base para justificar su uso como reticulante, ya que son propensas a

interactuar con otros materiales cargados negativamente (Lopez-Cebral et al. 2013).
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Figura 39. Mecanismo de gelificacion de goma gellan cuando se utiliza espermidina como
reticulante en un pH 6.5.

5.2.2 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier
Con el fin de conocer la identidad quimica de las muestras de hidrogel, se procedi6 a
caracterizarla por espectroscopia FTIR. La Figura 40 muestra el espectro de las muestras de
GG reactivo y el entrecruzante SPD, asi como de los hidrogeles de GG con diferentes
proporciones de SPD.

En el espectro de SPD se observa la banda de flexion de N-H a 1608 cm™ y la banda
estiramiento C—N a 1057 cm™'. Gururajan & Narayanaswamy, 2016 reportaron en el espectro

de la espermidina la banda del estiramiento C-N a 1265 cm™.
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El espectro de GG-SPD; muestra una vibracion de estiramiento del grupo (-OH) en el intervalo
3622-3000 cm™', mientras que en la muestra GG-SPD; se observé en el rango 3618-3000cm-
. La GG-SPD+ mostré un pequefio corrimiento en la banda de vibracion de estiramiento del
grupo (-OH) 3587-3000cm™'. Resultados similares han sido reportados por diferentes autores
(Mohd et al. 2016; Sebri y Amin 2015).

Las bandas 2919-2876 cm™', 2915-2853 y 2913-2871 corresponden a estiramientos
simétricos y asimétricos de (-CHs) en GG-SPD1, GG-SPD; y GG-SPD.. En las regiones de
1606-1601 cm™y 1415-1405 cm™' se observaron los estiramientos asimétricos y simétricos del
grupo carboxilo (-COO-) (Bonifacio et al. 2017; De Souza et al. 2016; Zargar et al. 2019). En
el espectro de polvo de GG también se puede observar las sefiales de (-COO-), pero con una
menor intensidad relativa y desplazadas a 1598 y 1405 cm™.

Las sefales a 1033, 1032 y 1029 cm™ corresponden a flexiones (C-O) de las
formulaciones GG-SPD3, GG-SPD, y GG-SPD+. Esta banda se observé a 1018 cm™ en el polvo
de GG.

SPD
GG-SPD, (1608)
B | (1415)
o (1606)
8 |GG-SPD, ks
e /
@ (1605)(1409)
® |GG-SPD, (1032
|_
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Figura 40. Espectro de FTIR-ATR de GG en polvo, hidrogeles de GG-SPD con diferentes
concentraciones de SPD (0.5, 0.25 y 0.125 mg/mL) y polvo de SPD.
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5.2.3 Estudios de hinchamiento

Se observd un rapido hinchamiento en todas las formulaciones de hidrogeles liofilizados
durante los primeros 25 min de contacto con el buffer a 37°C. La capacidad de hinchamiento
en funcién al pH y la cantidad de entrecruzante a diferentes temperaturas se observa en las
Figuras 41 a) y b).

Como es de esperase, a mayor cantidad de entrecruzante, menor es la capacidad de
hinchamiento y esto se refleja en la Figura 41 a) y b). La capacidad de hinchamiento de GG-
SPD; es menor en comparacion a la del GG-SPD, y GG-SPDs, en ambas temperaturas (37°C
y 25°C) y en los diferentes pH (7.4 y 3.0). Esto se debe a que a mayor entrecruzamiento la
movilidad es menor y por lo tanto los hidrogeles tienen menor capacidad en la penetracion de
agua. Cabe destacar que la capacidad de hinchamiento en todas las formulaciones es menor
a 25°C en comparacion al hinchamiento a 37°C.

En la formulacion de GG-SPDs se obtuvieron valores mas altos de hinchamiento,
debido que al ser la formulacién que contiene menor concentracién de entrecruzante, tiene
mayor movilidad de las cadenas poliméricas, al no ser tan obstaculizadas por la presencia de
SPD (Pacelli et al. 2016).

Lopez-Cebral et al. 2013 estudiaron la capacidad de hinchamiento en hidrogeles de
GG reticulados con espermidina, al incrementar la cantidad de entrecruzante disminuyé la
capacidad de hinchamiento en agua.

Otros autores muestran el mismo comportamiento en hidrogeles entrecruzados con
diferentes concentraciones de lisina. Al aumentar la concentracion de entrecruzante disminuy6
la capacidad de hinchamiento en agua a 37 °C (Matricardi et al. 2009).

En cuanto al efecto del pH, se observé que a pH 3.0, la capacidad de hinchamiento es
menor debido a la alteracion en la red del hidrogel, causada por la protonacién de los grupos
carboxilicos de la GG y por consiguiente, se produce una menor expansion de la red
polimérica, en comparacion con el comportamiento a pH 7.4 (Bonifacio et al. 2017; Coutinho
et al. 2010; Pacelli et al. 2016).
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Figura 41. Estudios de hinchamiento de hidrogeles de GG-SPD con diferentes
concentraciones de entrecruzante a pH 3y 7.4: a) 25 °C y b) 37 °C.
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5.2.4 Estudios morfoldgicos
Los estudios morfoldgicos en los xerogeles podemos observar que en todas las formulaciones
poseen morfologia tridimensional, poros abiertos y porosidad anisotropica (Figura 42). No se
encontraron diferencias en la morfologia al variar la cantidad de entrecruzante.

En hidrogeles de GG-almiddn reticulados idGnicamente en diferentes proporciones de
Al*3, observaron estructuras porosas e irregulares en micrografias de SEM a 500 y 1000x
(Oliveira et al. 2017).

0K VA

Figura 42. Micrografias de SEM en las diferentes formulaciones de hidrogeles GG-SPD con
diferentes concentraciones de entrecruzante: A-B) GG-SPD+, C-D) GG-SPD; y E-F) GG-
SPDs a 150 y 350 X.

5.2.5 Estudios reologicos
La Figura 43 muestra barridos de frecuencia del médulo de almacenamiento (G") y el médulo
de pérdida (G™") para las diferentes formulaciones de hidrogeles de GG con SPD.

Se observé una dependencia de los médulos dinamicos en funcién de la cantidad de
SPD utilizada. Los valores de G" aumentan cuando la SPD se increment6 de 0.125 mg/mL a
0.5 mg/mL. Este resultado evidencia la efectividad del entrecruzamiento del polisacarido con
la SPD, aumentando la rigidez del hidrogel debido al aumento en la densidad de

entrecruzamiento.
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Un comportamiento similar ha sido registrado por Lépez-Cebral et al. 2013 en
hidrogeles de GG-albumina-sulfato de condroitina-SPD; entre mayor es la cantidad de SPD
mayor es el médulo de almacenamiento. Matricardi et al. 2009 reportaron también un efecto
similar en hidrogeles de GG reticulados con diferentes concentraciones de lisina (8.91, 17.82,
26.73 umol), al aumentar la cantidad de entrecruzante, aumenté G’.

El valor de G"" en las formulaciones GG-SPD+ y GG-SPD- es un orden menor respecto
a G’ lo que indica que en estos hidrogeles domina el componente elastico sobre el viscoso y
que estos materiales tienen un comportamiento de un sélido viscoelastico (Cardoso et al. 2017;
Koivisto et al. 2018; Matricardi et al. 2009).

Los valores de G’y G™" son casi independientes a la frecuencia, lo que es tipico de los
materiales gelatinosos (Garcia et al. 2011); los modulos dinamicos permanecen practicamente

constantes a excepcion de la formulacion de GG-SPDs; que contiene menor cantidad de SPD.

1000
1 c6-sPDy
I e Tl L S S S -
- .
1 GG-SPD,
GG-SPD3
GG-SPD4
GG-SPD3

“lEF

T

10

T T L
0.1 1 10 100
Frecuencia Angular [rad/s]

Figura 43. Barrido de frecuencia de hidrogeles de GG-SPD a diferentes concentraciones de
espermidina realizado a 25 °C G’ (simbolos rellenos) y G” (simbolos vacios).

63



5.2.6 Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico de las diferentes formulaciones de hidrogeles aporta informacion
de su estabilidad térmica y composicion. La Tabla 4 muestran las Tmax para todas las
muestras examinadas, es decir de los reactivos y de las diferentes formulaciones de
hidrogeles.

El termograma de polvo de GG indic6 una pérdida de masa de ~3%, con una Tmax de
52 °C, lo cual se debe a la eliminacion del agua (Lopez-Heredia et al. 2018). La segunda
pérdida de masa del 23% a 251 °C, se asocia a la ruptura de la cadena y a la pérdida de
componentes volatiles (Bonifacio et al. 2017). Una ultima pérdida se observo a 556 °C del
22%, que se asocia con la fragmentacién de los monémeros (Bonifacio et al. 2017).

En el polvo de entrecruzante (SPD) se observé una buena estabilidad térmica, ya que
la primera perdida ocurrioé hasta los 314 °C.

La mezcla de GG-SPD muestra una estabilidad térmica intermedia en comparacion a
sus componentes individuales. La primera pérdida del ~5% se asocia con la liberacion de
humedad (<130°C), se observé una Tmax de 36 °C para GG-SPD4, Tmax de 37 °C para GG-
SPD2y Tmax de 33 °C para GG-SPD:s.

La segunda pérdida para GG-SPD1, GG-SPD,y GG-SPDs, es de ~20-22%, conforme se
aumenta la cantidad de entrecruzante disminuye la Tmax de 254 °C a 247 °C. Esta segunda
pérdida de masa se atribuye a la descomposicién de las cadenas de bajo peso molecular.

Finalmente el ultimo paso de pérdida de masa ocurrio a 621-626 °C, que corresponde

a la degradacion del polimero de GG (Douglas et al. 2016; Lopez-Heredia et al. 2018).

Tabla 4. Resultados TGA. Velocidades maximas de degradacién y pérdidas de masa de GG
y SPD en polvo e hidrogeles GG-SPD a diferentes rangos de temperatura.

0-130 °C 130-300 °C >300 °C
Rangos de

temperatura Tmax Masa | Tmax Masa | Tmax Masa
(C) (%) (C) (%) (S (%)

e 52 3 251 | 23 | s56 | 22
SPD ; i ; i 314 | 37
SlEey 36 5 | 247 | 20 | 626 | 64
GG-SPD; 37 5 251 | 21 | 621 59
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Figura 44. Curvas TGA y DTG en hidrogeles de GG-SPD, a diferentes concentraciones de
espermidina.

5.3 Obtencién de hidrogeles nanocompuestos

Se obtuvieron diferentes formulaciones de hidrogeles con un volumen de 1 mL como se
observa en la Figura 45. La superficie, en vista macroscopica es homogénea en ambos casos,

dando indicios de que los componentes que lo formulan se mezclaron adecuadamente.

GG-SPD1-PPy GG-SPD:-PPy:

Figura 45. Imagen de las diferentes formulaciones de hidrogel fresco nanocompuesto.
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5.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier

La Figura 46 muestra el espectro de FTIR-ATR de los diferentes hidrogeles nanocompuestos
con diferentes proporciones de PPy. En los hidrogeles nanocompuestos se observé bandas
similares al hidrogel sin nanoparticulas GG-SPD+. Se puede observar que hay un ligero
recorrimiento de las bandas y variacién en las intensidades.

El espectro de GG-SPD1 muestra una vibracion de estiramiento del grupo (-OH) 3587-
3000cm™, en GG-SPD+-PPy+ se observo a una longitud de onda de 3612-3067cm™y en GG-
SPD1-PPy, se mostré a 3590-3049cm".

En las regiones de 1601-1596 cm™ y 1417-1406 cm™' se observaron las vibraciones de
estiramientos asimétricos y simétricos del grupo carboxilo (-COQO-), respectivamente (Bonifacio
et al. 2017; De Souza et al. 2016; Zargar et al. 2019).

En la region de 1037-1029 cm™' se sefiales que corresponden a flexiones (C-O) en las
diferentes formulaciones. La diferencia entre las intensidades y el recorrimiento de las bandas
se debe a la cantidad de PPy utilizado. En los hidrogeles nanocompuestos no se observaron
las bandas del PPy ya que las sefales del PPy estan dentro del mismo rango de las sefales
de la GG. Ademas, estos hidrogeles estan reticulados fisicamente, es decir no estan unidos
covalentemente. Lo que dificulta aiun mas su visualizacion por FTIR. A pesar de que no se
pueden ver las bandas correspondientes de PPy se observd un recorrimiento y un cambio en

las intensidades de las senales.
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Figura 46. Espectro de FTIR-ATR en hidrogel GG-SPD1 e hidrogeles nanocompuestos.
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5.3.2 Estudios de hinchamiento

Se observd un rapido hinchamiento en todas las formulaciones de hidrogeles liofilizados
durante los primeros 25 min de contacto con el buffer a 37°C. La capacidad de hinchamiento
en los hidrogeles nanocompuestos en funcién del pH y temperatura se puede observar en las
Figuras 47 a) y b).

El hidrogel GG-SPD:-PPy: presenta un menor porcentaje de hinchamiento en el
equilibrio en comparacién con el hidrogel sin nanoparticulas (GG-SPD+). Esto se relaciona con
la naturaleza hidrofébica de las nanoparticulas de PPy y la disminucion del volumen libre de
la matriz (Bonifacio et al. 2017; Coutinho et al. 2010).

Se aprecia una disminucion en la capacidad de hinchamiento al aumentar el contenido
de nanoparticulas de PPy en ambos pH y temperaturas, como se puede apreciar la capacidad
de hinchamiento del hidrogel GG-SPD+-PPy> es menor en comparacién a la formulacion que
contiene menor concentracion de nanoparticulas (GG-SPD+-PPy1). Estas disminuciones en la
absorcion de agua pueden estar relacionadas al contenido del polimero hidrofébico (Bonifacio
et al. 2017; Huang et al. 2017).

En hidrogeles de GG con glicerol cargados con nanotubos de halloysita y
entrecruzados con CaCl;, se obtuvo menor capacidad de hinchamiento en buffer PBS, en los
hidrogeles que contenian mayor concentracion de nanotubos (Bonifacio et al. 2017).

Para los hidrogeles tipo esponjosos de GG, reforzados con nanoparticulas de vidrio
bioactivo y entrecruzados con CaCl, por Gantar et al. 2014 se reporté el mismo
comportamiento en buffer PBS. A medida que aumentaron la cantidad de nanoparticulas de
vidrio bioactivas del 25% al 50%, disminuyd la capacidad de hinchamiento.

Se observé que las muestras GG-SPD-PPys y GG-SPD;-PPy., tienen una mayor
capacidad de hinchamiento a pH 7.4 comparado con su comportamiento a pH 3.0. Lo anterior
evidencia que la adicion de nanoparticulas de PPy, no afecta la sensibilidad al pH de la red de
GG.

Estas diferencias podrian ser Utiles para controlar la liberacion de farmacos cargados
en la matriz y estos resultados muestran la versatilidad para responder de manera diferente

segun la fuerza iénica, el pH y la temperatura, de este nuevo sistema nanocompuesto.
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Figura 47. Estudios de hinchamiento de hidrogel GG-SPD+ e hidrogeles nanocompuestos
con diferentes concentraciones de PPy a pH 3y 7.4: a) 25 °C y b) 37 °C.

5.3.3 Estudios morfolégicos

Los estudios morfoldgicos y de microestructura en los xerogeles sin y con nanoparticulas

podemos observar que en todas las formulaciones el tamafio de poro no es uniforme (Figura
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48). Ademas, se observo que el afiadir nanoparticulas no tiene efecto en el control del tamano
de poro.

En hidrogeles de GG-glicerol-nanoarcilla de halloysita (HNT) reticulados con CaCls, no
observaron cambios significativos en la microestructura o en el tamano de los poros de los

hidrogeles, al variar la concentracion de HNT (Bonifacio et al. 2017).

Figura 48. Micrografias de SEM en las diferentes formulaciones de hidrogeles
nanocompuestos y del hidrogel GG-SPD+: A-B) GG-SPD+1, G-H) GG-SPD-PPy1 y I-J) GG-
SPD;-PPy; a 150 y 350 X.

5.3.4 Estudios reoldgicos
La Figura 49 muestra barridos de frecuencia del médulo de almacenamiento (G”) y el médulo
de pérdida (G"") para las formulaciones de hidrogeles nanocompuestos de PPy con diferente
concentracién de nanoparticulas. Se incluyen los resultados de la matriz de GG-SPD con fines
comparativos.

Se observo un efecto en el G™ al incorporar nanoparticulas de PPy; es mayor en el
hidrogel que contiene nanoparticulas de GG-SPD+-PPy; en comparacién al hidrogel sin
nanoparticulas (GG-SPD+) lo que indica que la adicidon de las nanoparticulas produce un

reforzamiento de la estructura tridimensional de los hidrogeles.
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De forma contrastante, se puede observar que el hidrogel que contiene mayor
concentraciéon de nanoparticulas de PPy (GG-SPD;-PPy;) tiene menor G y G~ en
comparacion al GG-SPD+-PPyjs.

El valor de G™” en la formulacién GG-SPD+-PPy+es una orden menor respecto a G lo
que indica que en los hidrogeles domina el comportamiento elastico sobre el comportamiento
Viscoso y que estos materiales tienen un comportamiento de un sélido viscoelastico (Cardoso
et al. 2017; Koivisto et al. 2018; Matricardi et al. 2009).

En el hidrogel GG-SPD+-PPy, predomina el comportamiento de semi-liquido (G">G').
Esto denota el caracter predominante como un liquido viscoelastico, lo que indica que la
energia utilizada para deformar el material se disipa de forma viscosa (Farahnaky et al. 2010;
Naficy et al. 2014).

Los valores de G’y G™" son casi independientes a la frecuencia, lo que es tipico de los
materiales gelatinosos (Garcia et al. 2011); permanecen practicamente constantes a

excepcion de la formulacién de GG-SPD+-PPy2 que contiene mayor cantidad de PPy.
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Figura 49. Barrido de frecuencia de hidrogel GG-SPD; e hidrogeles con nanoparticulas de
PPy, con diferentes proporciones de PPy realizado a 25 °C G’ (simbolos rellenos) y G”
(simbolos vacios).
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5.3.5 Analisis termogravimétrico (TGA)
La Tabla 5 muestra las Tmax para las diferentes formulaciones de hidrogeles nanocompuestos
con diferentes concentraciones de PPy.

En los hidrogeles nanocompuestos, la primera pérdida de masa fue del 4 al 5% con
una Tmax de 45 °C para GG-SPD+-PPy,y Tmax de 35 °C para GG-SPD+-PPy;. La ultima
pérdida de masa en los hidrogeles nanocompuestos fue menor en comparacion a la
formulacién de hidrogel que contienen la misma cantidad de entrecruzante, pero sin
nanoparticulas GG-SPD;.

Estas ultimas pérdidas se relacionan con la degradacién de las cadenas principales del
polimero. Al incorporar PPy en las muestras de GG-SPD+-PPy y GG-SPD+-PPy, se observan
los mismos patrones de pérdida de masa que en los hidrogeles sin nanoparticulas, pero con

menor intensidad y un recorrimiento en el intervalo de temperatura.
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Figura 50. Curvas TGA y DTG en hidrogel GG-SPD+ e hidrogeles nanocompuestos con
diferentes concentraciones de PPy.
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Tabla 5. Resultados TGA. Velocidades maximas de degradacion y pérdidas de masa en
hidrogeles nanocompuestos y GG-SPD;.

0-130 °C 130-300 °C >300 °C
Rangos de

temperatura | Tmax Masa | Tmax Masa | Tmax Masa
CC) (%) (C) (%) (C) (%)

GG-SPD; 36 5 247 20 | 626 64
GG-SPD:-PPy: | 5. 5 250 19 | 632 60
GG-SPD+-PPy; 45 4 248 18 639 55

5.3.6 Voltametria ciclica (VC)
La VC se utilizé para investigar las caracteristicas electroquimicas de las nanoparticulas de
PPy, en funcién de la carga que abarca tanto las reacciones de reduccién como la oxidacion,
sin causar cambios irreversibles en el polimero. El estudio se realizé en el polvo de PPy
sintetizado y en el hidrogel GG-SPD+-PPy1.
En el caso de la muestra de PPy se observaron los picos de oxidacion y reducciéon del polimero
alrededor de 0.12 (a) y -0.19 V (b), respectivamente (Figura 51 izquierda).

En la figura 51 derecha se observan los picos de oxidaciéon y reduccion a 0.07 y -0.32
V, respectivamente, con menor intensidad en comparacion a PPy, esto se debe a la presencia
de la matriz no conductora GG.

No se logré obtener VC del hidrogel GG-SPD+-PPy», a causa de la mala adhesion del

hidrogel con el electrodo.
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Figura 51.Curvas de VC del quinto ciclo de: a) Pelicula de PPy y b) Xerogel GG-SPD+-PPy;
en H2SO4 100 mM.

5.3.7 Conductividad eléctrica

Para comprobar si los hidrogeles conservaban la capacidad conductora del PPy se realiz
analisis de conductividad eléctrica. La conductividad en el xerogel que contiene mayor
concentracién de PPy fue mayor en comparacién a GG-SPD+-PPy+. Se observd que mantienen
sus propiedades eléctricas. La prueba de conductividad en los xerogeles no es comun; sin
embargo, por las caracteristicas de estos hidrogeles fue posible la medicion (Anexo 2).

La conductividad en el xerogel que contiene mayor concentracion de PPy (GG-SPD1-PPy-) fue
mayor en comparacién al GG-SPD-PPy1 Tabla 6. Es importante destacar que la conductividad
de la muestra GG-SPD-PPy, es aceptable en comparacién a la conductividad obtenida en
otros sistemas como particulas de PPy obtenidas con H2O; y radiacion de UV. La

conductividad eléctrica que reportaron fue de 10 S/cm™ (Zhang et al. 2015).

Tabla 6. Conductividad eléctrica de nanoparticulas de PPy e hidrogeles nanocompuestos.

Muestra Conductividad (S/cm)
PPy 6x1072
GG-SPD;-PPy; 3.9x1072
GG-SPD;-PPy, 5x1072
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5.4 Obtencion de hidrogeles cargados con ibuprofeno

Se utilizo Ibuprofeno como farmaco modelo para estudiar el comportamiento de liberacion a
partir de los hidrogeles. El IB es un farmaco muy utilizado como analgésico y antiinflamatorio
para el tratamiento de estados dolorosos, acompafiados de inflamacion como artritis
reumatoide leve, osteoar-tritis, esguinces y torceduras (Sebri y Amin 2015).

La Figura 52 muestra las diferentes formulaciones de los xerogeles sin y con NPS cargados
con IB. En todas las formulaciones los xerogeles tienen forma definida. Los xerogeles

conservaron la forma cilindrica proveniente del molde utilizado, durante su elaboracion.

IGG-SPD1 GG-SPD:-PPy:

Mayor cantidad de PPy

Figura 52. Diferentes formulaciones de los xerogeles sin y con nanoparticulas de PPy.

La masa y el porcentaje de cargado de farmaco en el hidrogel se observa en la Tabla 7. Al
aumentar la concentracién de nanoparticulas, provoca una disminucion en la capacidad de 1B
cargado en los hidrogeles. ElI aumentar el contenido PPy disminuye el volumen libre del

hidrogel.

74



Tabla 7. Masa y porcentaje cargado de IB en los hidrogeles sin y con nanoparticulas de PPy.

wiosira | Iuprefono(s) | upcefne
GG-SPDq .0145x0.0875 46.91£0.0875
GG-SPD+-PPy;4 .0018+0.069 56.55+0.069
GG-SPD+-PPys> .00116%0.072 36.43+0.072

5.4.1 Estudios morfolégicos

Los estudios morfologicos en los xerogeles sin y con nanoparticulas cargados con ibuprofeno,

se observo que en todas las formulaciones el tamafo de poro no es uniforme (Figura 53).

Ademas, se observo que el afiadir farmaco no tiene efecto en el control del tamafio de poro.

En hidrogeles de GG-almidén cargados con ketofreno, reticulados iénicamente en

diferentes proporciones de Al*3, observaron estructuras porosas e irregulares en micrografias
de SEM a 500 y 1000x (Oliveira et al. 2017).

b ]

Figura 53. Micrografias de SEM en las diferentes formulaciones de hidrogeles
nanocompuestos y del hidrogel GG-SPD+ cargados con ibuprofeno: K-M) GG-SPD+, N-O)
GG-SPD;-PPy1 y P-Q) GG-SPD+-PPy2 a 150 y 350 X.
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5.4.2 Estudios de liberacién

En este trabajo se realizé la liberacion in vitro en un ambiente controlado usando una solucion
de tampdn de fosfato 100mM a pH 7.4 para imitar las condiciones fisioldgicas. Los hidrogeles
nanocompuestos se prepararon para evaluar su potencial como material sensible a estimulos
eléctricos para la administracién controlada de farmacos.

Existen diversos factores que pueden afectar los perfiles de liberacién como la
naturaleza del farmaco, el método de cargado y la interaccion entre el farmaco—polimero
(Bansal et al. 2020).

La liberacion espontanea en GG-SPD; fue de 0% (Figura 54). Se asume que uno de
los factores principales que afecto la liberacidén del farmaco del hidrogel GG-SPD; fue la fuerte
interaccion del farmaco con el entrecruzante, debido a que a pH 7.4 el ibuprofeno (pKa= 4.91)
esta desprotonado y el entrecruzante esta protonado.

Quevedo-Robles et al. 2019 obtuvieron un comportamiento similar en hidrogeles
reticulados fisicamente, donde el farmaco interaccioné fuertemente con la matriz. En este caso
se fundamenté la formacion de un complejo entre alginato aniénico y el farmaco catiénico en
condiciones fisiologicas.

Sin embargo, la aplicacién de un estimulo eléctrico puede cambiar el tamafo de poros
y puede provocar un aumento en la liberaciéon de biomoléculas (Bansal et al. 2020).

Al aplicarle un voltaje negativo de -5V la liberacion es mayor en comparacion a la
liberacion espontanea (Figura 54), ya que el impulso aplicado puede provocar la repulsion en
los grupos (-COOH) del farmaco. Esta liberacién también puede asociarse a los movimientos
de las moléculas cargadas del farmaco (electroforesis) por el impulso eléctrico aplicado,
debido a que el ibuprofeno a pH 7.4 presenta carga negativa.

Cuando se aplico un impulso +5V, se observo que el porcentaje de liberacion fue mayor
en comparacion a la liberacion espontanea. Este comportamiento se puede atribuir a una
repulsién del farmaco con el entrecruzante (-NH), por la aplicacion de la carga.

En general, la liberacién del farmaco desde la matriz de GG-SPD fue menor al 18%,
tanto de forma pasiva, como con la aplicacion del estimulo eléctrico positivo o negativo.

Una de las ventajas de emplear un polimero electroactivo se basa en que las drogas
idnicas pueden ser cargadas y liberadas electroquimicamente de la matriz polimérica de forma
controlada. Al aplicar un impulso eléctrico se produce un cambio redox en la carga de la red
del polimero durante la reaccién, como respuesta de la sefal eléctrica aplicada, permitiendo

al polimero atraer y expulsar iones (Saez y Sanz, 2002).
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En la Figura 55a) y b) se observa que la liberacion espontanea del farmaco aumenta
ligeramente al afadir nanoparticulas en comparacion al hidrogel sin nanoparticulas (GG-
SPD;). También se observd que la cantidad de farmaco liberado aumentd con el incremento
de concentracién de NPs de PPy en los hidrogeles.

Favorablemente, el hidrogel GG-SPD+-PPy: liber6 casi un 70% de ibuprofeno cuando
se aplicé un impulso negativo de -5 V, en cambio GG-SPD1-PPy; liberé 60%. Este efecto se
puede deber al cambio de carga neta global dentro de la matriz, después del proceso de
oxidacion-reduccion (Ge et al. 2012). La reduccién electroquimica del PPy puede provocar
cambios en la densidad de carga y contraccion del volumen de la matriz, lo que conlleva a la
liberacion de ibuprofeno. Este resultado indica que la cinética de liberacién del farmaco desde
los hidrogeles compuestos puede ser controlada y activada mediante la aplicaciéon de un
potencial eléctrico de baja intensidad. La aplicacion de un voltaje positivo de 5V produjo
también un incremento en la liberacién con respecto a la liberacion espontanea; sin embargo,
este aumento es menos significativo que el obtenido con el potencial negativo.

Con base en los resultados obtenidos, es posible proponer un esquema que muestre

el efecto de las cargas sobre la liberacion del farmaco a partir de los hidrogeles de goma gellan

nanocompuestos.
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Figura 54. Liberaciéon de hidrogel GG-SPD+1 cargado con ibuprofeno
en pH 7.4.
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en pH 7.4 a) GG-SPD+-PPy1 y b) GG-SPD+-PPys.

78



6. CONCLUSIONES
En este trabajo se desarroll6 la sintesis de coloides de PPy mediante el método de emulsion
basado en la quimica verde por el uso de perdxido de hidrogeno como agente oxidante, que
no genera residuos contaminantes en el polimero y es amigable con el medio ambiente. Se
sintetizaron hidrogeles homogéneos de goma gellan, utilizando espermidina como
entrecruzante iénico, sin y con la adicién de nanoparticulas de PPy.

En los estudios de hinchamiento se observé que al variar la cantidad de entrecruzante
en los hidrogeles de GG-SPD cambia la capacidad de hinchamiento, confirmando la
efectividad de la reticulacion con la SPD. Se observé también que la capacidad de
hinchamiento disminuye al afadir nanoparticulas de PPy en los hidrogeles, lo que se asocia
con el efecto hidrofébico del polimero electroconductor. Los hidrogeles nanocompuestos (GG-
SPD+-PPy1 y GG-SPD1-PPy2) conservaron la sensibilidad al pH tipica de la matriz GG.

Se comprobd la estabilidad mecanica de los diferentes sistemas preparados,
encontrandose que el médulo de almacenamiento se modifica segun el contenido de PPy. La
estabilidad térmica fue mayor en los hidrogeles nanocompuestos y ademas se observé que
las nanoparticulas de PPy conservaron sus propiedades conductoras y electroactivas, a pesar
de estar contenidos en una matriz no conductora.

La cinética de liberacién de ibuprofeno desde los hidrogeles nanocompuestos fue
sensible a la aplicacién de potenciales eléctricos, lo que se relacion6 con las propiedades
electroactivas del polimero electroconductor.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la formulacion del hidrogel nanocompuesto
GG-SPD+-PPy; se considera la mas favorable ya que se observaron valores adecuados de
capacidad de hinchamiento, propiedades mecanicas estables con un caracter de hidrogel
verdadero y un perfil de liberacion mas sostenido y controlado en funcién del estimulo aplicado,

en comparacion a las otras formulaciones de hidrogeles.
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7. RECOMENDACIONES
Realizar pruebas de voltametria ciclica con otro método, por ejemplo, con un
potenciostato galvanostato.
Realizar pruebas de liberacion a diferentes pH y temperatura, sin y con estimulos
eléctricos.
Realizar pruebas de liberacion con estimulos eléctricos, en base al mecanismo del
sistema prendido-apagado.
Realizar pruebas de liberacion con diferentes farmacos. Para confirmar la efectividad
de liberacion de los hidrogeles.

Realizar pruebas de citotoxicidad.
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2. Morfologia del hidrogel de GG-SPD+-PPy; antes de realizar la prueba de conductividad.
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