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RESUMEN

La utilizacion de sistemas de hidrogeles que responden a estimulos, como vehiculos
para la liberacion controlada de farmacos es una linea de investigacion que ha sido de
interés dentro del campo biomédico, debido a la estructura y propiedades fisicoquimicas
gue presentan. El desarrollo de estos sistemas multifuncionales comprende la sintesis de
matrices altamente porosas a partir de polimeros con grupos funcionales que pueden unirse
entre si y a su vez, su desempefio como materiales sensibles a estimulos como pH y
temperatura. Ademas, es posible adicionar nanoestructuras para potenciar las propiedades

mecanicas, eléctricas, opticas, entre otras.

En este trabajo se presenta la sintesis y caracterizacion de hidrogeles compuestos
basados en poli(vinil alcohol) (PVA), poli(vinil metil éter-alt-acido maleico) (COP), poli(vinil
metil éter) (PVME) y nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados (MNTC-f)
como sistemas con respuesta a estimulos para la liberacién controlada de farmacos. Los
hidrogeles fueron fabricados mediante métodos de sintesis libres de solventes, reticulantes

0 entrecruzantes toxicos, lo que ofrece una ventaja para aplicaciones biomédicas.

Se desarrollé una red semi-interpenetrada (s-IPN) basada en el atrapamiento de
cadenas lineales del polimero termosensible PVME dentro de una estructura reticulada de
PVA 'y COP mediante un proceso de autoclave. La s-IPN mostr6 un comportamiento dual
de sensibilidad al pH y temperatura atribuido a los grupos laterales ionizables del COPy al
comportamiento LCST del PVME, respectivamente. Esto, permiti6 llevar a cabo una
liberacion sostenida del farmaco 5-FU hasta 5 h a 37 °C, en diferentes condiciones de pH.

Adicionalmente, se prepar6 un sistema de hidrogel nanocompuesto basado
principalmente en el entrecruzamiento fisico del PVA con la combinacion de COP, PVME y
MNTC-f, mediante el proceso de congelamiento/descongelamiento. Este sistema presenta
propiedades fisicoquimicas favorables permitiendo la eficiencia de liberacion de 5-FU e
ibuprofeno por efecto fototérmico con radiacion en el infrarrojo cercano (NIR, por sus siglas
en inglés).

Los sistemas de hidrogeles estimulo-respuesta estudiados en este trabajo, presentan
propiedades fisicoquimicas con ventajas para una variedad de aplicaciones farmacéuticas

y biomédicas, en particular, para la liberacion controlada de farmacos.



ABSTRACT

The use of stimuli-response hydrogel systems as a vehicle for controlled drug delivery
is a research line that has been of interest to the biomedical field, due to the structure and
physicochemical properties that hydrogels exhibit. The development of these multifunctional
systems involves the synthesis of highly porous polymer matrix with functional groups that
can interconnect with each other, and at the same time, the study of their sensitive response
to different stimuli like pH and temperature. Additionally, it is possible to add nanostructures
to polymer networks to improve their mechanical, electrical, and optical properties, among

others.

This work dealt with the synthesis and characterization of composite hydrogels based
on poly(vinyl alcohol) (PVA), poly(vinyl methyl ether-alt-maleic acid) (COP), poly(vinyl
methyl ether) (PVME), and functionalized multiwalled carbon nanotubes (MNTC-f) as
stimuli-responsive systems intended to controlled drug release applications. The hydrogels
were prepared by solvent-free methods without toxic crosslinkers, offering some advantages

to biomedical applications.

A semi-interpenetrating network (s-IPN) based on the entrapment of a thermosensitive
polymer, PVME within a crosslinked 3D structure of PVA and COP was developed by an
autoclaving process. The s-IPN exhibited a dual sensitive behavior to pH and temperature
conditions attributed to ionizable side groups of COP and LCST behavior of PVME,
respectively. Its physicochemical properties allowed the sustained delivery of 5-fluorouracil

(5-FU) from material up to 5 h at 37 °C in different pH conditions.

Additionally, a nanocomposite hydrogel mainly based on PVA physical crosslinking,
with the incorporation of COP, PVME, and MNTC-f, was developed by freezing-thawing
process. This system exhibited suitable physicochemical properties for the controlled
release of 5-FU and ibuprofen by a photothermal effect with NIR radiation.

The stimuli-responsive hydrogel systems prepared in this work showed attractive
physicochemical properties for several pharmaceutical and biomedical applications, in
particular, in controlled drug delivery uses.



INTRODUCCION

Los métodos tradicionales de administracion de farmacos tienen por objetivo cubrir
las necesidades terapéuticas en el sitio objetivo del cuerpo y mantener la concentracion del
farmaco durante un periodo de tiempo deseado. Sin embargo, con frecuencia requieren
grandes cantidades o administraciones continuas para que sean terapéuticamente eficaces
y esto provoca dificultades en la dosificacion adecuada. La biodistribucion no deseada,
inespecifica y toxicidad dependiente de la dosis, conducen a una resistencia al farmacoy

recaida de los sintomas.[12]

Una de las alternativas que se ha desarrollado para mejorar los tratamientos clinicos
es el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos mediante hidrogeles que responden
a estimulos externos, también llamados “hidrogeles inteligentes’. Estos materiales, estan
formados en su mayoria por polimeros que responden a diversos estimulos como pH, luz,
temperatura, exposicion a enzimas, campos magnéticos o eléctricos y calor, entre otros.[7],
[13]-[15]. Estos sistemas inteligentes de administracion de farmacos han demostrado
beneficios notables en la entrega de moléculas bioactivas en sitios especificos o diana,
mejorando la biodisponibilidad del farmacoy disminuyendo de efectos adversos.[16] En
este contexto, se han desarrollado plataformas multifuncionales que combinan diferentes
comportamientos de respuesta para aumentar las opciones de tratamiento en los ensayos

clinicos.

Dentro de estos sistemas poliméricos estimulo-respuesta, los hidrogeles
termosensibles han sido los méas estudiados. Estos tipos de hidrogeles suelen estar
formados por polimeros que muestran un comportamiento de temperatura critica inferior de
solucion (LCST) o temperatura critica superior de solucion (UCST). Un cambio de
temperatura puede modificar el equilibrio hidrofilico/hidrofébico de las cadenas poliméricas
hidratadas, induciendo asi unatransicion de fase del sistema polimérico.[17] Este fendmeno
produce cambios de volumen en el sistema de hidrogel, debido a la modificacion en sus
capacidades de hinchamiento. Este efecto puede ser utilizado para favorecer o
alternativamente, prolongar la liberacion de una molécula bioactiva contenida en el hidrogel.
Uno de los polimeros estudiados dentro de los polimeros termosensibles es el poli(vinil metil
éter) (PVME), el cual presenta una LCST alrededor de 37 °C, lo que lo hace atractivo para
aplicaciones biomédicas.[18] Varios estudios han mostrado la transicion térmica de

hidrogeles basados en este polimero, ademas se han desarrollado materiales



multifuncionales para ser activados térmicamente.[19]-[21] Sin embargo, son pocos los
estudios que han explorado la incorporacion del PYME en sistemas multicomponente y su

evaluacion en aplicaciones de liberacion controlada de farmacos.

Los hidrogeles que responden al pH también son una categoria importante dentro de
la familia de polimeros sensibles a estimulos. Estos sistemas de polimeros contienen
grupos funcionales ionizables que inducen una condicién neutra o i6nica especifica del
hidrogel segun los valores relativos de la constante de disociacion acida (pKa) y el pH de la
solucion circundante. La repulsion electrostatica en un hidrogel cargado promueve la
absorcion de agua; por el contrario, los materiales neutros absorben menos solucion por lo
gue muestran un bajo nivel de hinchamiento. El poli(vinil metil éter-alt-anhidrido maleico)
(PVME-MA) es un copolimero sintético que se ha propuesto dentro de los sistemas
sensibles al pH para aplicaciones biomédicas. Este copolimero en su forma hidrolizada,
contiene grupos laterales carboxilo adyacentes que pueden ser desprotonados
individualmente o no, dependiendo del pH.[22]

Por otro lado, se han estudiado sistemas de hidrogeles combinados con ciertos
nanomateriales que pueden absorber energia térmica transmitida por radiacion en el
infrarrojo cercano (NIR). Estos nanomateriales o agentes fototérmicos tienen la capacidad
de convertir la luz infrarroja en calor. [14], [23] Con esto se puede mantener un control
externo sobre las propiedades del sistema de hidrogel mediante el efecto fototérmico.
Algunos estudios han explorado la incorporacion de nanotubos de carbono (NTC) dentro
de sistemas de hidrogeles termosensibles.[14] Los NTC absorben en la region del infrarrojo
cercanoy, presentan una eficiencia de conversion fototérmicay una conductividad térmica
alta.[24] Por lo tanto, la combinacién adecuada de estas nanoestructuras carbonaceas con
polimeros termosensibles puede llevar al desarrollo de nuevas estrategias para lograr una

administracion de farmacos de forma controlada.

Tal como se ha mencionado, los hidrogeles han sido de interés en las aplicaciones
biomédicas debido a la estructura y propiedades que estos presentan. Estos materiales se
sintetizan tipicamente mediante polimerizacion tridimensional de monoémeros hidroéfilos; sin
embargo, este método requiere una extensa purificacion del hidrogel debido a que el
producto que queda sin reaccionar puede ser toxico. En recientes afios han surgido nuevas
estrategias de sintesis mediante métodos simples y no téxicos. Por ejemplo, Calé et al.
utilizaron la sintesis de hidrogeles mediante autoclave para aplicaciones de curacion de
heridas.[25] Otra de las metodologias amigables con el medio ambiente se basa en la
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formacion de hidrogeles fisicos mediante procesos de cristalizacion inducidos en ciclos de
congelamiento/descongelamiento. En este ultimo caso, el poli(vinil alcohol) (PVA) ha sido
uno de los polimeros mas utilizados debido a su tendencia a formar estructuras cristalinas.
Ademaés, el PVA ha demostrado ser viable para mezclarlo con diferentes polimeros, tanto
sintéticos como naturales, por sus propiedades de solubilidad en agua vy
biocompatibilidad.[26]

El disefio y desarrollo de plataformas multifuncionales enfocadas a su uso en el
campo biomédico, a partir de la combinacion de diferentes materiales mediante métodos
de preparacion que eviten la incorporacion de especies toxicas, continla siendo un reto

para la comunidad cientifica y en particular, en el area de la Ciencia de los Materiales.

En este trabajo, se sintetizaron sistemas de hidrogeles multifuncionales con diferentes
comportamientos estimulo-respuesta. En la primera seccion (Capitulo I) se presenta el
desarrollo de un sistema de red polimérica semi-interpenetrada (s-IPN) basado en el
atrapamiento de cadenas lineales de PVME dentro de una estructura reticulada de PVA'y
poli(vinil metil éter-alt-acido maleico) (COP) mediante un proceso de autoclave. Ademas,
se estudidé el cargado y liberacion in vitro del farmaco 5-fluorouracilo a diferente pH y

temperatura.

En la segunda seccion (Capitulo Il) se presenta la preparacion y caracterizacion de
un hidrogel nanocompuesto basado en la combinacion de los polimeros PVA, COPy PVME
con la adicion de nanotubos de carbono de multipared (MNTC) funcionalizados. La
preparacion de este sistema se llevd a cabo mediante procesos de congelamiento-
descongelamiento y se evalu6 su potencialidad para la liberacién controlada de farmacos
por efecto fototérmico.



OBJETIVOS

Objetivo general

Disefiar, sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente sistemas de hidrogeles

sensibles a estimulos a partir de PVA, COP, PVME y nanotubos de carbono de pared

multiple funcionalizados (MNTC-f) mediante métodos de quimica verde y evaluar su

comportamiento en la liberacion controlada de moléculas bioactivas.

Objetivos especificos

1.

Sintetizar hidrogeles binarios PVA/COP y ternarios PVA/COP/PVME mediante el
proceso de autoclave.

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los materiales mediante
espectroscopia de infrarrojo, termogravimetria, calorimetria diferencial de barrido, la
obtencion de cinéticas de hinchamiento a diferente temperatura y pH, microscopia
electronica de barrido y analisis reolégicos.

Estudiar el cargado vy liberaciéon in vitro de 5-fluorouracilo desde los hidrogeles
compuestos.

Sintetizar hidrogeles nanocompuestos de PVA/COP/PVME/MNTC-fo.2% mediante el
proceso de congelamiento/descongelamiento.

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los materiales mediante
espectroscopia de infrarrojo, termogravimetria, calorimetria diferencial de barrido,
microscopia electronica de barrido, ensayos mecanicos, y cinéticas de
hinchamiento.

Estudiar el efecto fototérmico en los hidrogeles PVA/COP/PVME/MNTC-fo.2%.
Estudiar el cargado y liberacion in vitro de diferentes farmacos desde los hidrogeles

nanocompuestos con y sin estimulos o6pticos.



CAPITULOII

Sistemade hidrogeles sensibles a la temperaturay pH



1. ANTECEDENTES

1.1 Hidrogeles

El desarrollo de hidrogeles ha transformado el estudio de los materiales dentro del
campo biomédico. Al principio, los hidrogeles se desarrollaron para aplicaciones como
ingenieria de tejidos y lentes de contacto; en la actualidad se usan como sistemas para
liberacion controlada de farmacos, apésitos para heridas, proétesis, entre otros usos.[27],
[28]

Wichterle y Lim fueron los primeros en describir un hidrogel como un material
biocompatible.[29] Este material basado en poli-2-hidroxietiimetacrilato (PHEMA) que fue
utilizado para desarrollar lentes de contacto, se le agregaron monémeros de éster de
alquilpolisiloxano  (SiHy) y B-ciclodextrina (B-CD) para mejorar la flexibilidad vy
humectabilidad del material.[29], [30] Tiempo después, se publicaron patentes y articulos
académicos sobre posibles aplicaciones de los hidrogeles en la administracion de farmacos,
atrayendo gran interés debido a las propiedades fisicoquimicas que éstos presentan. Como
ejemplo esta el inserto vaginal Cervidil, el cual esta cargado de dinoprostona utilizado para
inducir el trabajo de parto.[31] También, se ha publicado la combinacion de un hidrogel
sensible a pH formado por poli(hidroxietiimetacrilato-co-acido metacrilico) en un catéter. El
hidrogel se ve afectado por el microambiente dentro del dispositivo por efecto del pH y
desencadena la liberacion del ingrediente activo.[27]

1.1.1 Generalidades

Los hidrogeles son cadenas de polimeros interconectadas de forma tridimensional
con gran capacidad de absorcién de agua o fluido biolégico, poseen caracteristicas de
biocompatibilidad y propiedades fisicas que los hacen similares a los tejidos vivos.[32] Estas
redes poliméricas pueden estar formados de polimeros naturales o sintéticos, asi comouna
combinacion de ambos. Esto hace que los hidrogeles tengan diversas funcionalidades y
disefios para adaptarse a una variedad de aplicaciones biomédicas mediante la
modificacion de la composicion quimica, configuracion y biodegradabilidad, entre otras
caracteristicas fisicoquimicas.[33]



Los hidrogeles se clasifican de diferente manera de acuerdo con su origen, método
de preparacion, propiedades fisicas, carga ionica, entre otras categorias. En la figura 1 se
presenta un esquema general de la clasificaciéon de los hidrogeles.

Hidrogeles
inteligentes

Quimica

Hidrogeles Hidrogeles )
copoliméricos Camﬁm Natural Biodegradable Fisico
Hidrogeles Hidrogeles o No .
homopoliméricos Aniénicos Sintético Biodegradablo Quimico
Redes Hidrogeles .
Interpenetradas ne idnicos Hibrido

Figura 1. Clasificacion de los hidrogeles[1]
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1.1.2 Propiedades de los Hidrogeles

Los hidrogeles presentan diferentes propiedades por la presencia de grupos
funcionales unidos a las cadenas poliméricas como: -NHz, -COOH, -OH, -CONH3, -CONH,
-SOsH, que son capaces de ionizarse en presencia de agua o soluciones tampoén y aportan
hidrofilicidad a la red. Estos grupos modifican el hinchamiento, las caracteristicas de
superficie y propiedades mecanicas de los hidrogeles, que pueden modularse mediante
procesos fisicos o quimicos. Estas propiedades son importantes para el desarrollo diversas

aplicaciones biomédicas.[5]

1.1.2.1 Hinchamiento

Los enlaces que interconectan las cadenas poliméricas en los hidrogeles
proporcionan la estructura de red caracteristica de los mismos. Este parametro es
importante para controlar el hinchamiento de estos materiales en las soluciones fisioldgicas.

El proceso de hinchamiento comienza con la interaccion entre el agua (liquido) y las
moléculas de la red polimérica, llamada fuerza de interaccion polimero-agua. Esta fuerza
debilita la interaccion intermolecular entre las cadenas de polimero y permite que el agua
penetre en la red del hidrogel. Las moléculas de agua solvataran a los grupos hidrofilicos
polares a través de la hidratacién, dejando a los grupos hidrofobos expuestos que

posteriormente interactdan con las moléculas de agua generando el agua secundaria



ligada. Por ultimo, el agua que ingresa al hidrogel y llena el espacio libre entre las cadenas

de polimero dentro de la red es denominada agua libre.[34]

Durante el hinchamiento, las cadenas de polimero se extienden gradualmente
evitando la desintegracion de la matriz debido a las interacciones fisicas y/o quimicas que
existen entre las cadenas. Esta extension entre las cadenas hacia el espacio tridimensional
de la red produce una fuerza opuesta al hinchamiento llamada fuerza elastica (Figura 2).
La fuerza de interaccién polimero-agua y la fuerza elastica compiten entre si hasta llegar al

equilibrio. [2]

cadena polimérica

l

+ Liguido
R
‘_
-Liquido
punto de entrecruzamiento
Gel colapsado Gel hinchado

Figura 2. Representacion del proceso de hinchamiento en unared polimérica. [2]

1.1.2.2 Grado de entrecruzamiento y porosidad

El grado de entrecruzamiento es otra de las propiedades importantes en los
hidrogeles debido a su influencia en la estructura y la capacidad de hinchamiento. Se ha
establecido que cuanto mayor es el grado de reticulacion, el hidrogel tiene una estructura
mas compacta, es menos flexible y tiene menor capacidad de hinchamiento.[35] El grado
de entrecruzamiento también esta relacionado con el tamafio de poro del hidrogel, una

mayor reticulacion puede provocar una disminucion de la porosidad del material.

La porosidad en los hidrogeles facilita el intercambio de masa durante el
hinchamiento, es decir, actta como una barrera selectiva en la permeabilidad de
sustancias, moléculas y/o iones.[35] Esta propiedad es importante dentro de la liberaciéon

de farmacos ya que al modificar la porosidad mediante cambios en la concentracion de los
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reticulantes, el peso molecular del polimero o el tipo de polimero (hidrofilico o hidrofébico),

se puede controlar la difusion de la molécula bioactiva.[1]

1.1.2.3 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles juegan un papel importante dentro de
las aplicaciones biomédicas; por ejemplo, la flexibilidad y elasticidad son propiedades
determinantes en la regeneracion de tejidos. En la administracion de farmacos, los
hidrogeles se presentan en diferentes geometrias de acuerdo con la aplicacién fisiolégica
(tanto externa como interna). Un dispositivo disefiado para liberacién controlada de
farmacos debe mantener su integridad hasta que libere la molécula bioactiva (sin dafar
otros Organos).

Una manera de modificar las propiedades mecénicas de los hidrogeles es modular el
grado de reticulacion. Aumentar el grado de reticulacion del sistema dara como resultado
un gel de mayor resistencia mecanica. Sin embargo, un mayor grado de reticulacion crea
una estructura mas rigida y, por tanto, mas fragil. De acuerdo a lo anterior, se debe buscar
un grado 6ptimo de reticulacién para lograr un balance en las propiedades mecanicas del

hidrogel segln su uso.[36]

1.1.3 Sintesis de hidrogeles

Las redes de hidrogel pueden ser reticuladas bajo diferentes mecanismos, de acuerdo
con el sistema que se quiera desarrollar para una aplicacion en especffico. Segun la
aplicacion, se requieren ciertos tipos de polimeros con grupos funcionales determinados o
en algunos casos, la incorporacion a la red de ciertos materiales como nanomateriales,
enzimas, proteinas, entre otros; que aporten propiedades de sensibilidad a estimulos,
biocompatibilidad y/o resistencia mecénica.

Existen dos mecanismos principales mediante los cuales las cadenas poliméricas
interaccionan para formar al hidrogel. Quimicamente se generan enlaces covalentes entre
cadenas de polimeros que dan como resultado uniones permanentes. Por otra parte, los
hidrogeles se pueden reticular fisicamente mediante interacciones supramoleculares (no

covalentes) formando redes reversibles.[33]
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1.1.3.1 Entrecruzamiento Quimico

En ausencia de puntos de reticulacion, las cadenas poliméricas lineales hidrofilicas
se disuelven en agua, proceso favorecidotermodinamicamente. Sin embargo, en presencia
de puntos de reticulacion, la solubilidad se ve contrarrestada por la fuerza de retraccion
elastica que producen los puntos de reticulacién en la red. Cuando estas fuerzas se vuelven

iguales, el hinchamiento alcanza un equilibrio.

Una de las vias mas comunes para formar hidrogeles por entrecruzamiento quimico
consiste en adicionar un agente de reticulacion de bajo peso molecular y con grupos labiles
adecuados, al polimero en solucién. Otros mecanismos incluyen la reticulacion por

condensacion, por reacciones de adicion, por irradiacion de alta energia y usando enzimas.

1.1.3.2 Entrecruzamiento Fisico

El proceso fisico de reticulacion de los hidrogeles se logra a través de la asociacion
de las cadenas por efecto hidrofobico, fendbmenos de cristalizacion, u otros tipos de
interacciones supramoleculares intercadena como la formacion de enlaces por puentes de
hidrogeno.

1.1.3.3 Redes Semi-Interpenetradas

Una red semi-interpenetrada (s-IPN) se sintetiza cuando un polimero lineal penetra
en otra red reticulada sin enlaces quimicos entre estos. Este tipo de red puede preservar
de manera mas efectiva las tasas de respuesta al pH o temperatura, debido a la ausencia
de una red elastica interpenetrante restrictiva, a la vez que proporciona beneficios como

tamafio de poro modificado y una liberacion lenta de alguna molécula bioactiva.

1.1.3.4 Otras alternativas

Por lo general, los hidrogeles se sintetizan mediante polimerizacion tridimensional de
monomeros hidrofilos; sin embargo, este método requiere una extensa purificacion del
hidrogel debido a que el producto que queda sin reaccionar resulta toxico. En el caso de la
sintesis de hidrogeles para uso biomédico se han mostrado numerosos enfoques que
podrian usarse para mejorar o evitar el proceso de purificacién. Una posibilidad es la
seleccion de mondmeros no toxicos y también llevar a cabo la sintesis mediante reticulacion

de polimeros solubles en agua listos para usar, por ejemplo, poli(acido acrilico), poli(vinil
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alcohol), poli(vinilpirrolidona), polietilenglicol, poliacrilamida y algunos polisacéaridos. El uso
de métodos faciles, econémicos y seguros como reticulacion inducida por radiaciéon con
rayos gamma o microondas y tratamiento térmico por autoclave son métodos alternativos
gue se han llevado a cabo para evitar procesos de purificacion, estos métodos permiten la
formacion simultanea del hidrogel y su esterilizacion.[27] Rosiak et al., utilizaron este tipo
de procedimientos para entrecruzar polimeros naturales combinados con polimeros
sintéticos para la aplicacion de apdsitos para heridas.[37] Khutoryansky et al, reportaron un
método de sintesis mediante tratamiento térmico o irradiacion con microondas, en este caso
la mezcla de polimeros de PVAy PVME-MA se realiz6 atemperatura ambiente y el proceso
de reticulacion se logr6 mediante tratamiento térmico y bajo condiciones de autoclave o

radiacion de microondas.[25], [38]

1.2 Sistemas de liberacién de farmacos a partir de hidrogeles sensibles a estimulos

En la actualidad, se han desarrollado investigaciones basadas en hidrogeles que
responden a diversos estimulos como pH, potencial redox, enzimas, campos eléctricos,
campos magnéticos, luz, calor y ultrasonido (Figura 3).[3], [39], [40] Estos sistemas de
hidrogeles estimulo-respuesta, también llamados hidrogeles inteligentes, han cambiado la
formade administrar los farmacos para lograr una administracion sostenida y mas dirigida
hacia sitios terapéuticos. Los polimeros inteligentes exhiben un cambio abrupto en sus
propiedades fisicas en respuesta a un estimulo que conduce a una alteracion macroscoépica
en su estructura.[41], [42] Estas transiciones en los polimeros inteligentes pueden ser
reversibles e incluyen cambios en sus interacciones con disolventes, estado fisico, formay
solubilidad, entre otras. Dentro de las ventajas que presentan este tipo de sistemas se
encuentran la facilidad de preparacion y administracion, liberacion prolongada del farmaco
incorporado, mantenimiento de los niveles terapéuticos farmacoldgicos deseados con una
sola dosis, una administracion localizada/especifica en el sitio de interés, disminucion de
los efectos secundarios y una mayor estabilidad del farmaco incorporado durante la
formulacion.[41], [43], [44]

1.2.1 Hidrogeles termosensibles
Los sistemas termosensibles han sido de los mas estudiados dentro de los sistemas
de hidrogeles estimulo-respuesta (Figura 3). Estos materiales estan formados de cadenas
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poliméricas que exhiben cambios repentinos en su estado fisico en respuesta a pequefios
cambios en la temperatura.[4] Esta naturaleza termosensible de los polimeros ofrece una
estrategia atractiva y prometedora para la administracion controlada de farmacos, debido a
gue la energia térmicaimpulsa una transicién hidrofilica/hidrofobica del gel produciendo un
cambio de volumen con expulsion de la solucion interna lo que puede ser utilizado para una
administracion del farmaco de forma controlada, remota e instantanea.[45]-[47]

Figura 3. Representacion esquemética de los diferentes estimulos empleados en los
hidrogeles estimulo-respuesta.[3]

Las soluciones acuosas de estos polimeros exhiben un cambio de la distribucion de
sus fases en respuesta a variaciones de la temperatura con respecto a un valor critico
(Figura 4). A medida que la solucion alcanza esa temperatura critica, se produce una
marcada alteracion en las interacciones hidrofilicas e hidrofébicas entre las cadenas de
polimero y el disolvente acuoso.[4]
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Figura 4. Representacién esquemaética del diagrama de fase para latemperatura de solucion critica
de polimero (a) Comportamiento de latemperatura critica inferior de solucién (LCST), (b)
Comportamiento de la temperatura critica superior de solucion (UCST).[4]

1.2.1.1Temperatura critica inferior de solucion (LCST)
La LCST representa la temperatura minima del diagrama de fase, debajo del cual el
polimero permanece soluble (hidratado) en un disolvente acuoso y el sistema se vuelve

bifasico al aumentar la temperatura (Figura 5).

Termodindmicamente, los polimeros tipo LCST se comportan de la siguiente manera,
a temperaturas por debajo de la LCST, las moléculas de agua se dispersan alrededor del
polimero estableciendo enlaces por puente de hidrégeno con los grupos hidréfilos de la
estructura, lo que lleva a un pequefio cambio en la entalpia (AH) del sistema y una baja
entropia. Por el contrario, si la temperatura aumenta, la energia asociada a la interaccion
polimero-agua disminuye provocando un aumento en la energia asociada a la interaccion
polimero-polimero, por lo tanto, el cambio de entalpia aumenta. Para mantener bajo el
cambio en la energia libre de Gibbs (AG) y para compensar este aumento en el término de
entalpia, las moléculas de agua se disocian del polimero y aumenta la entropia (AS). En
consecuencia, el polimero se deshidrata cambiando a una estructura méas hidréfoba y
finalmente, se llega a la separacion de fases.[7]
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Figura 5. Representacion esquematica del comportamiento de los hidrogeles LCST. [5]

Polimeros LCST

Muchos polimeros con LCST se emplean actualmente para diferentes aplicaciones
biomédicas. En la Tabla 1 se presentan algunos de los polimeros termosensibles mas
estudiados, con sus respectivos valores de LCST.

Tablal. LCST de polimeros termosensibles.

Polimero TemperaturaLCST
Poli(N,N-dietil acrilamida) (PDEAM) 25-32 °C
Poli(propilenglicol) (PPG) 10-40 °C
Poli(N-isopropil acrilamida) (PNIPAAmM) 32-34 °C
Poli(vinil metil éter) (PVME) 37°C
Poli(N-vinil caprolactama) PNVCa 30-50 °C

Se han disefiado diversos hidrogeles que combinan polimeros naturales con
mondmeros o reticulantes sensibles a la temperatura para controlar el comportamiento de
respuesta termosensible del hidrogel. En la Figura 6 se presenta la estructura quimica de
algunos polimeros que presentan LCST. La NIPAAmM es uno de los mondémeros mas
ampliamente explorado para inducir un comportamiento termosensible en hidrogeles con

fines de liberacion controlada de farmacos.[33]
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Figura 6. Estructuras quimicas de polimeros que presentan temperatura criticainferior de
solucién (LCST). [4], [6], [7]

El PVME es un polimero termosensible que exhibe una temperatura LCST alrededor
de los 37 °C.[48] Algunos estudios han evaluado la transicion térmica de los hidrogeles
PVME entrecruzados bajo radiacion de alta energia como son los rayos y.[49]-[51] Por
ejemplo, Kishi et al., prepararon hidrogeles microporosos de PVME usando radiacion y que
mostraron un cambio de volumen entre los 10 y 40 °C.[19]. En este sentido, los hidrogeles
termosensibles de PVME se han utilizado para la inmovilizacion de enzimas y en
dispositivos quimico-mecanicos activados térmicamente.[20], [21] A pesar del potencial de
este polimero para desarrollar materiales multifuncionales sensibles a estimulos, solo pocos
estudios han explorado la incorporacién del PVME en sistemas multifuncionales y su

evaluacion en aplicaciones de liberacion de farmacos.

1.2.1.2 Temperatura critica superior de solucién (UCST)

La UCST la presentan los polimeros en solucion que forman fases separadas por
debajo de una temperatura especifica y son una mezcla monofasica por encima de su
temperatura critica. Estos polimeros también se denominan polimeros con sensibilidad

positiva a la temperatura.
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Desde el punto de vista termodinamico, al contrario del comportamiento LCST, los
polimeros UCST exhiben valores positivos de AH y AS por debajo de la temperatura de

transicion, los cuales se vuelven negativos a medida que aumenta la temperatura.[8]

Polimeros UCST

Se conocen pocos polimeros que exhiben comportamiento UCST en medio acuoso
(Figura 7). La UCST se observa mas comunmente en solventes organicos o en mezclas
agua/disolvente organico.[52] Esto debido a que a pesar de que hay formacion de fuertes
interacciones polimero-polimero en medio acuoso, éstas son sensibles al incremento de la

temperatura.

A pesar de esto, dentro del campobiomédico también se han realizado estudios sobre
el desarrollo de hidrogeles con polimeros tipo UCST. Zhang et al, en el 2017 reportaron un
sistema de hidrogel basado en un copolimero tribloque de tipo ABA y compuesto de
nanovarillas de oro. ElI P(AAm—co-AN)-b—PDMA-b—P(AAm—co-AN) representa un
copolimero aleatorio de acrilamida, acrilonitrilo y poli(dimetilacrilamida) que exhibe un
comportamiento UCST. EI hidrogel preparado demostrdé una cinética de liberacién de la

proteina albumina de suero bovino (FITC-BSA) activada por la luz NIR.[9]

n n

HO NH,

Poli(acido acrilico) (PAA) Poliacrilamida (PAAmM)
O
/\/\O n
NH, ©O
n
o @]
NH» NH,
Poli(acrilamida-co-butil metacrilato) Poli{N-acriloil glicinamida) (PNAGA)

Figura 7. Estructuras quimicas de polimeros que presentan temperatura critica superior de
solucién (UCST).[8], [9]
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1.2.2 Hidrogeles sensibles a pH

Los hidrogeles sensibles a pH estdn formados por cadenas de polimeros que
contienen grupos laterales ionizables como -COOH, -OH, -NHz, -CONH:z y -SOsH. Estos
grupos dependiendo del pH en el medio circundante y valores relativos de la constante de
disociacion acida (pKa) muestran un efecto de repulsion electrostatica que modifica la
capacidad de hinchamiento del sistema. Las propiedades mecanicasy la turbidez también
pueden modificarse mediante los cambios de pH.[33], [53]

El PVYME-MA es un polimero soluble en agua, con estabilidad térmicay de gran
facilidad para modificar su estructura quimica. En su forma hidrolizada (COP) puede formar
complejos electrostaticos con policationes y cationes metalicos multivalentes.[54] Ademas,
el grupo anhidrido puede ser usado para unir otros compuestos por medio de un enlace
éster degradable. Al reaccionar el grupo anhidrido, la solubilidad en agua se mantiene a
través del grupo carboxilico residual.[55] Estas propiedades hacen que el copolimero sea

atil como vehiculo para la liberacién de moléculas bioactivas.

Entre los diversos polimeros biodegradables, el PVME-MA ha presentado gran
potencial en las aplicaciones biomédicas, siendo un candidato ideal para la fabricacion de
formas de dosificaciobn en particulas debido a sus propiedades bioadhesivas y
mucoadhesivas.[55] Asi mismo, Larrafieta et al., disefiaron dispositivos de microagujas
basados en acido hialurénico y PVME-MA paraliberacion de farmacos mediante un proceso
de esterificacién amigable con el medio ambiente, ya que no utilizaron reticulantes, ni

solventes organicos.[56]
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2. METODOLOGIA

2.1 Materiales
= Poli(vinil alcohal) (PVA) 99% hidrolizado Mw= 85,000-124,000, Sigma Aldrich.
= Poli(vinil metil éter-alt-anhidrido maleico) (COP) Mw 216,000, Sigma Aldrich.
»  Poli(vinil metil éter) (PVME) 50% m/v en agua, Sigma Aldrich.
» 5-Fluorouracilo (5-FU) = 99% (HPLC) Sigma Aldrich.

2.2 Sintesis de hidrogeles binarios PVA/COP

Las condiciones primarias para la preparacion de los hidrogeles PVA/COP se
establecieron con base en el trabajo previo de Calé et al.[25] Inicialmente, se prepararon
soluciones acuosas de PVAal 7.5% (m/v)y COP al 15% (m/v). Las soluciones se mezclaron
con una relacion de masa de PVA a COP 33/67 en un volumen total de 10 mL. La solucion
resultante se agité durante 15 h a temperatura ambiente para después ser vertida en una
placa Petri de 6 cm de didmetro. La formacion del gel se llevo a cabo mediante autoclave
utilizando un esterilizador eléctrico marca All American a una temperatura de 125 °Cy 20
psi de presion durante 90 min.

2.3 Sintesis de hidrogeles ternarios PVA/COP/PVME

Una vez estandarizada la sintesis de los hidrogeles binarios, se prepararon redes
semi-interpenetradas (s-IPN) por reaccion entre grupos funcionales de PVA y COP en
presencia de PVMEllineal. Se mezclaron soluciones acuosas de COP al 15% (m/v)y PVME
al 50 % (m/v) durante 6 h a temperatura ambiente. Luego, se afiadio la cantidad adecuada
de solucion de PVA al 7.5% (m/v) a la solucién anterior con agitaciéon adicional durante 12
h. A continuacion, la mezcla de polimeros se enfrid en un bafio de hielo durante 3 h. La
proporcion de masa de PVA a COP en la s-IPN se mantuvo igual que en el hidrogel de
PVA/COP. La relacion de masa final de PVA/COP/PVME fue 30/60/10 en un volumen total
de 10 mL. Los siguientes pasos de formacién del hidrogel fueron similares a los descritos
anteriormente.

Una vez obtenido los hidrogeles, se hicieron cortes cilindricos de 20 mm de diametro
x5 mm de espesor, para las caracterizaciones.
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2.4 Caracterizacion

2.4.1 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Se obtuvieron espectros de FTIR para verificar y observar la presencia de los grupos
funcionales caracteristicos de cada polimero en la matriz polimérica, asi como el analisis
del proceso de entrecruzamiento. Se uso el espectrofotometro FT-IR Frontier PerkinElmer
en un rango de 4000 a 400 cm™ (DIPM, UNISON).

2.4.2 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmicade los hidrogeles y los cambios por efectode entrecruzamiento
se evaluaron en un analizador termogravimétrico Perkin Elmer modelo Pyris 1. Para el
andlisis se utilizaron aproximadamente 5 mg de muestra de hidrogel seco (liofilizado). Las
muestras se sometieron a una rampa de temperatura de 30 a 800°C bajo atmoésfera de

nitrdgeno con una velocidad de calentamiento de 10°C min?* (DIPM, UNISON).

2.4.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las temperaturas de transicion de PVME dentro de la matriz polimérica PVA/COP se
analizaron en un calorimetro diferencial de barrido Perkin-ElImer DSC 8500 (DIPM,
UNISON) bajo atmosfera de nitrogeno. Se hincharon porciones de 5 mg de muestra de s-
IPN con 20 pL de agua Milli Q y/o soluciones tampdn. Las muestras se dejaron reposar
durante 24 h antes de las mediciones. Los hidrogeles se calentaron de 5 a 60 °C a una
velocidad de 3 °C mint. También se realizaron pruebas de control utilizando soluciones del

polimero PVME en condiciones experimentales idénticas.

2.4.4 Cinéticas de hinchamiento

Se analizaron las propiedades de hinchamiento de los hidrogeles de PVA/COPy
PVA/COP/PVME en soluciones a pH 1.2 (HCI 0.1 M), pH 3 (buffer citrato 0.1 M)y pH 7.4
(buffer PBS 0.2M) mediante gravimetria. Los hidrogeles recién preparados se sumergieron
en las soluciones a temperatura de 25 y 37°C utilizando un bafio marca Precison modelo
2870 con temperatura controlada. Las muestras se secaron con papel filtro para eliminar el
exceso de solucion en las superficies del hidrogel y se pesaron a diferentes tiempos. El

andlisis se hizo por triplicado y se reporta el valor promedio de las mediciones con una
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variabilidad de una desviacion estandar. El porcentaje de hinchamiento se calcul6 de la

siguiente manera:
. . . W-Ws
Porcentaje de Hinchamiento (%)= leoo Ec.(1)

Donde W es el peso del hidrogel en el tiempo t y Ws el peso del hidrogel al inicio de la
medicion (estado relajado).

2.4.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de los sistemas de hidrogeles se estudié utilizando un microscopio
electronico de barrido marcaJEOL modelo JSM-7800F (Departamento de Fisica, UNISON).
Las muestras se congelaron en nitrdgeno liquido y se secaron en un liofilizador Labconco
FreeZone de 4.5 L. Las muestras secas se fijaron en cinta de carbon y se recubrieron con

oro antes de su analisis.

2.4.6 Andlisis reolégicos

Las propiedades viscoelasticas de los diferentes hidrogeles se evaluaron en un
redmetro marca Anton Para modelo MCR 502 (DIPM, UNISON) utilizando una geometria
de placa conica (diametro 25 mm). Los médulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G”) se
obtuvieron durante barridos de frecuencia de corte en el rango de 0.1 a 100 rad s* con
deformaciones maximas del 1 % a temperatura ambiente. También se analizaron los G” y

G” en funcion de la temperatura de 10 a 60 °C.

2.5 Estudio del cargado y liberacion in vitro del farmaco 5-FU

El 5-FU se utiliz6 como farmaco modelo para estudiar el perfil de liberacién de los
sistemas PVA/COP y PVA/COP/PVME. Se obtuvo una soluciéon acuosa de 5-FU de 1.3 mg
mL?* mezclando durante 12 h a temperatura ambiente. Las muestras de hidrogel se
cargaron por inmersion en 3 mL de la solucion del farmaco durante 36 h a temperatura
ambiente. La eficiencia de carga del farmaco en los hidrogeles se calcul6 de la siguiente

manera.:
Eficiencia de carga (%)=

Cantidad total de farmaco —Cantidad de farmaco libre en el sobrenadante
! : far x100 Ec.(2)
Cantidad total del farmaco
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Los experimentos de liberacién de 5-FU se realizaron en 100 mL de soluciones pH
1.2 (HCI 0.1 M), pH 3 (buffer citrato 0.1 M) y pH 7.4 (buffer PBS) a 37 °C. A intervalos de
tiempo especificos, se extrajo 1 mL del medio de libracion y se reemplazé con 1 mL de
medio fresco. La concentracion de 5-FU se determind mediante espectroscopia de

absorcion UV-Visa 266 nm en un espectrofotdmetro Agilent modelo 8435.

2.7 Andlisis Estadistico

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar. El andlisis
estadistico se realizd mediante andlisis de varianza de una via (ANOVA) por el software
NCSS. Se considero p<0.05 como una diferencia significativa.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sintesis de hidrogeles PVA/COP y PVA/COP/PVME

Se obtuvieron hidrogeles transparentes, sin burbujas a simple vista, a partir de la
mezclade PVAy COP en la proporcion de masa adecuada mediante autoclave. Asi mismo,
el entrelazamiento fisico del polimero termosensible PVME dentro de la red reticulada de
PVA/COP produjo una red s-IPN de apariencia blanquecina (Figura 8). El proceso de
autoclave permite obtener hidrogeles multicomponentes esterilizados en un solo paso, sin
utilizar disolventes organicos ni reticulantes toxicos. Esta metodologia promueve la
aplicacién de materiales en el campo biomédico.

En las condiciones adecuadas, el PVA y COP pueden llevar a cabo una reaccion de
esterificacién, lo que conlleva a la formacién de un sistema reticulado.[25] La reticulacion
se atribuye principalmente a la reaccion de esterificacion entre los grupos hidroxilo (OH) del
PVA Yy los grupos carboxilos (COOH) del COP en condiciones de alta temperatura y presion,
y la contribucion de interacciones por puentes de hidrégeno.[44]

matriz polimérica PVA/COP
a) Sintesis del hidrogel PVA/COP

CH,

0
|
-‘-CHz_CH—l» + CH,—CH—CH-CH Autoclave
| N [ [ In )
OH 0=C Csg  125°C,20psi,90 min

o
OH OH

N PN

PVA CcoP
b) Sintesis del hidrogel PVA/COP/PVME (s-IPN)
CH

o
‘{'CH?—ClH-]-n + {’C“z—clﬂ—clﬂ-clﬂi»n + —for-cnf—
OH g

0=C C=p 0

| Gty =
OH OH
-
N— /\./ P o
PVA cop PVME

PVME enredado dentro de la matriz polimérica PVA/COP

Figura 8. Representacion esquematica de la reticulacion de los hidrogeles PVA/COP (a) y
PVA/COP/PVME (b) mediante autoclave.

24



3.2 Caracterizacion

3.21FTIR
El andlisis de la composicion quimica de los materiales y el grado de interaccion entre
los polimeros se realizé mediante FTIR. La Figura 9a muestra los espectros FTIR tanto de

los polimeros individuales PVA, COP y PVME como de los hidrogeles sintetizados.

En el espectro de PVA se observa una banda ancha caracteristica de estiramiento
del enlace O-H en la regién de 3450-3100 cm™. Las sefales correspondientes al
estiramiento de la banda C-H se observan alrededor de los 2941 cm™.[57], [58] La banda
de flexion relacionada al grupo CH:z aparece a 1433 cm, mientras que el pico a 1096 cm?

se atribuye al estiramiento de la banda correspondiente al enlace C-OH.[44], [59]

La hidrolisis del PYME-MA produce la apertura de su anillo de anhidrido maleico (MA)
para producir grupos COOH libres que participan parcialmente en el entrecruzamiento
durante la formacion del hidrogel.[60] El espectro de la forma hidrolizada (COP) muestra
una banda en la region 1750-1700 cm correspondiente al estiramiento de la banda del
grupo carbonilo (C=0)de las unidades libres del grupo COOH (unidades del acido maleico).
Esta banda muestra un pequefio hombro a menor nimero de onda, el cual es relacionado
con la forma dimérica del grupo COOH (ligada por puente de hidrégeno).[25], [61], [62] Las
sefiales traslapadas en 1179 y 1097 cm se atribuyen al estiramiento del enlace C-O y el
modo de flexion del grupo éter (OCHs) respectivamente, ambas sefiales asociadas con las
unidades del metil vinil éter (MVE) del copolimero.[63]

El espectro del PVYME muestra desplazamientos espectrales de la banda doble
asociada al enlace C-O (1189 cm™)y el grupo OCH3s(1091 cm™?) con respecto a su posicion
en el espectro del copolimero. Las diferencias entre la rotacion libre del grupo OCHssobre
el eje de la cadena principal puede causar la posicion particular de estas absorciones para
ambos sistemas poliméricos.[64] Los grupos éter no pueden participar en interacciones
polares en el homopolimero, en cambio, este grupo puede interactuar con los grupos acidos

del copolimero pristino.

Los espectros IR de los hidrogeles, muestran las principales bandas de los polimeros
individuales; sin embargo, se observan cambios en la posicién de las absorciones de
carbonilo y éter en comparacion con los espectros de los polimeros puros. La Figura 9b
muestra los detalles espectrales de la region de 2000-1500 cm™. La banda de estiramiento
de carbonilo aparece alrededor de 1731 y 1726 cm™ en los espectros PVA/COP y
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PVA/COP/PVME, respectivamente. Este cambio de la sefial del carbonilo en los espectros
de los hidrogeles con respecto a su posicion en el espectro del COP, se atribuye a la
superposicion de las contribuciones de los grupos carboxilos libres y de grupos éster
formados en los sistemas entrecruzados.[65], [66] El pequefio hombro que aparece en la
banda del carbonilo, se observa a menor nimero de onda y en menor proporcion en el
espectro PVA/COP que en el de PVA/COP/PVME. Este resultado sugiere una menor
probabilidad de dimerizacion de grupos carboxilo en el hidrogel PVA/COP en comparacion
con el sistema s-IPN. La extension de la reaccion de esterificacion en la s-IPN puede verse

afectada debido a la incorporacion del tercer polimero.

(b)
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Figura 9. Espectros FTIR de polimeros puros e hidrogeles; espectros completos de 4000 a
500cm™ (a) y detalles espectrales de 2000 a 1500 cm ™ (b).

Por otro lado, el pico C-O cambia a un numero de onda mas alto en los espectros de
PVA/COP y PVA/COP/PVME en comparacion con los polimeros individuales (PVME y
COP). Este cambio evidencia la modificacion del entorno electrénico del grupo éter por la

presencia de los grupos donantes de H de los sistemas reticulados.[43], [61]
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3.22 TGA

Las propiedades térmicas de los hidrogeles y los polimeros puros fueron evaluadas
mediante la técnica de TGA. La Figura 10 muestra los termogramas y las curvas de la
primera derivada de los materiales. La Tabla 2, resume las pérdidas de masa de las
muestras y sus temperaturas de velocidad maximade degradacion (Tmax), en diferentes
intervalos de temperatura. En todas las muestras se observa una degradacion inicial en el
rango de temperatura de 50-100 °C, atribuible a la evaporacion de la humedad. Después
del proceso de secado, el PVA presenté dos caidas de pérdida de masa importantes. La
primera pérdida esté relacionada a la eliminacion de los grupos hidroxilos (OH) de la cadena
lateral, y la segunda caida de pérdida de masa esta asociada con la descomposicion de la
cadena principal (C-C).[67]-{69]

El termograma del COP mostr6 una caida de pérdida de masa a una Tmax 168 °C
atribuible ala deshidratacion de los grupos acidos adyacentes.[70], [71] La degradacion con
una Tmax de 280 °C fue asociada con reacciones de descomposicién que involucran a los
grupos laterales, como el éter y anhidridos. [70], [71]. La ultima caida de pérdida de masa
(Tmax 444 °C) se relacion6 con la degradacién de la cadena principal.[70], [72] Reportes
previos han encontrado la formacion de los grupos anhidridos alrededor de los 160-175 °C,
y la degradacion de la cadena principal a los 300 °C en muestras comerciales del COP
(Gantrez).[70], [72]-{74] Por otro lado, el termograma del PVME mostré una sola caida de

pérdida de masa correspondiente a la degradacion de la cadena principal del polimero.

La degradaciéon térmica de los hidrogeles PVA/COP y PVA/COP/PVME presento
cuatro caidas principales de pérdidas de masa. La pérdida de masa entre los 100-200 °C
fue atribuida a la formacién de los grupos anhidridos del copolimero. Es importante sefialar
gue la Tmax del proceso de deshidratacion en los materiales compuestos se desplazo a
temperaturas mas bajas en comparacion con el copolimero puro. La segunda caida de
masa de los hidrogeles (regién de 200-300 °C) también se relaciond con reacciones de
descomposicion especificas de segmentos del copolimero; involucrando grupos laterales
de cadena y reacciones de descarboxilacién de enlaces anhidrido. La pérdida de masa
dentro del intervalo de 300-400 °C se asocio con la degradacion de los grupos laterales de
la cadena de PVA. Esta degradacion térmica se produjo a una Tmax mas baja en las redes
compuestas con respecto al PVA puro. Los procesos térmicos por encima de 400 °C en los
materiales compuestos se atribuyeron a la degradacién combinada de las unidades de la
cadena principal del PVAYy las cadenas del homopolimero de PVME atrapado. La Tmax en

27



ambas muestras de la red se desplazé hacia temperaturas mas altas con respecto a los
polimeros individuales. Ademas, la cantidad de pérdida de masa por encimade 400 °C fue
significativamente mayor en la muestra de PVA/COP/PVME que en el material de
PVA/COP. Este resultado es consistente con la Tmax de PVME y su presencia en la

muestra de s-IPN.
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Figura 10. Termogramas de TGA (a) y de la primeraderivada (b) de polimeros PVA, COP y PVME,
y de los hidrogeles PVA/COPy PVA/COP/PVME.

Tabla 2. Datos de degradacion térmica de polimeros puros e hidrogeles en diferentes rangos de

temperatura.
Muestras 100-200 °C 200-300 °C 300-400 °C >400°C
Tmax Masa Tmax Masa Tmax Masa Tmax Masa
S) (%) C) (%) C) %) (°C) (%)
PVA 328 55 422 43
copP 168 13 280 47 - 444 23
PVA/COP 154 12 240 38 312 11 446 20
PVA/ICOP/PVME 159 9 235 32 315 14 441 38
PVME —- 421 95
3.2.3 DSC

La determinacion de la LCST del PVME en solucion y dentro de la red hidratada de
PVA/COP (hidrogel PVA/COP/PVME) se realizé mediante DSC a diferentes condiciones de
pH (Figura 11). Las sefiales endotérmicas de las curvas DSC de las soluciones de PVME
(Figura 11a) indicaron que la LCST del polimero es de aproximadamente 43 °C sin cambios

significativos con la condicion de pH. Esta LCST es superior que el valor reportado en otros
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estudios.[4], [5], [42] Las diferencias de los resultados encontrados pueden deberse a
variabilidad de peso molecular entre muestras de polimeros y/o las condiciones
experimentales particulares de las pruebas realizadas.
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Figura11. Mediciones DSC de soluciones del polimeroPVME (a) y el hidrogel PVA/COP/PVME (b) en
agua Milli Q, buffer PBS (pH 7.4) y buffer citrato (pH3).

Por otro lado, la determinacion de la LCST en el sistema PVA/COP/PVME (Figura
11b) mostré importantes cambios con respecto a los resultados del polimero PVME en
soluciéon. En la estructura s-IPN, el PVME se encuentra dentro de una red hidratada con
grupos ionizables que pueden alterar el balance hidrofilico/hidrofobico del polimero
termosensible, dependiendo de la solucion de pH.[75] Los datos de DSC de la muestra del
hidrogel PVA/COP/PVME muestra sefiales endotérmicas a 33.9 y41.2 °C. Estudios previos
han encontrado que algunas formulaciones de PVME en medios acuosos pueden exhibir
temperaturas de transicion en dos pasos,[76], [77] es decir, la deshidratacion de la cadena
principal ocurre a baja temperatura, mientras que los grupos metoxide la cadena lateral del

polimero repelen las moléculas de agua a temperaturas mas altas.

Las temperaturas de transicion del PVME atrapado dentro de la red s-IPN se
modificaron significativamente en medios fisiologicos y de pH 3. EIl PVME mostr6 una
temperatura de transicion alrededor de 56 °C cuando los grupos carboxilo del copolimero
estaban en estado ionizado (pH 7.4), mientras que la LCST se desplazé a 24 °C en
condiciones protonadas de los grupos carboxilo (pH 3) (unidad de &cido maleico, pKai =
3.47 y pKaz = 6.47).[78] La ionizacion de las unidades de acido maleico a pH 7.4 promueve
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la hidrofilia del COP. Un aumento de la hidrofilia de la red puede interferir con la tendencia
a la separacion de fases inducida térmicamente del PVME atrapado, lo que debilita la
agregacion del PVME vy, por lo tanto, aumenta su valor LCST. Se han observado
transiciones de fase sensibles al pH similares para polimeros termosensibles
copolimerizados con co-unidades ionizables.[79] Las transiciones de fase inducidas
térmicamente de polimeros termosensibles dependen en gran medida de las condiciones
termodindmicas particulares de los sistemas.[80]

3.2.4 Cinéticas de Hinchamiento
Los perfiles de hinchamiento fueron obtenidos para cada hidrogel a 25 y 37 °C en
diferentes soluciones de pH, con el objetivo de estudiar el comportamiento del material a

diferentes condiciones fisiologicas.

La Figura 12 muestra las cinéticas de hinchamiento de los sistemas PVA/COP y
PVA/COP/PVME en funcion de la temperatura y pH. Ambos hidrogeles mostraron una alta
capacidad de hinchamiento (600-798 %) a pH 7.4 en comparacibn con sus
comportamientos a un pH menor. El porcentaje mas bajo de hinchamiento (97-115 %) de
las muestras se observo a pH 1.2. Estas diferencias de hinchamiento fueron asociadas con
efectos de las cargas de los grupos COOH libres del copolimero. Esos grupos estan
ionizados a pH 7.4, provocando la existencia de fuerzas repulsivas anion-anion que
promueven la absorcion de agua, mientras que a pH 1.2, se produce la protonacion
completa de los grupos carboxilato, las fuerzas repulsivas desaparecen y por lo tanto,

disminuyen los niveles de hinchamiento de los hidrogeles.[56], [78], [81]

Por otro lado, los porcentajes de hinchamiento en equilibrio de las muestras PVA/COP
no mostraron diferencia con respecto a la temperatura (25 y 37 °C) a la misma condicion
de pH (Figura 12a y 12b). En cambio, se observé un comportamiento de hinchamiento
dependiente de la temperatura para el hidrogel que contiene PVME (Figura 5c y 5d). El
sistema PVA/COP/PVME mostr6 una disminucion significativa (p <0.05) de 198 % (pH 7.4)
y 313 % (pH 3) de su capacidad de hinchamiento a 37 °C en comparacion con 25 °C. La
diferencia del 33 % en el hinchamiento de equilibrio de la misma muestra entre ambas
temperaturas no fue significativa a pH 1.2.
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Figura12. Cinéticas de hinchamiento de muestras de PVA/COP (ay b) y PVA/COP/PVME (c
y d) en soluciones buffer PBS (pH 7.4), buffer citrato (pH3) yHCI 0.1 M (pH1.2),a 25y 37 °C.

El comportamiento de hinchamiento sensible a la temperatura se ha observado
tipicamente para hidrogeles en los que un polimero LCST o UCST forma parte de la red.
En estos casos, la transicion de fase inducida por la temperatura del polimero termosensible
puede producir el colapso/expansién del volumen del hidrogel.[82] En nuestro caso, el
polimero termosensible no forma parte del entrecruzamiento quimico; el PVME esta
atrapado dentro de la estructura 3D. Asi, llama la atencion el hecho de que la presencia de
PVME pueda producir termosensibilidad en la s-IPN a diferentes condiciones de pH.
Ademas, cabe sefialar que el efecto fue mas pronunciado a pH 3, donde la temperatura de
transicion es mas baja que a pH 7.4, segun el estudio DSC. A una temperatura (25 °C) por
debajo o cerca de la temperatura de transicion (24 °C a pH 3), dominan los enlaces de
hidrogeno entre el PVYME 'y el agua o entre los grupos donantes de H del COPy el PVA, lo
que conduce a una mayor capacidad de hinchamiento. A una temperatura (37 °C) por
encima de la temperatura de transicion a pH 3, se fortalecieron las interacciones

hidrofébicas de las cadenas de PVME, lo que resulté en una disminucion del grado de
hinchamiento de la s-IPN.
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Algunos estudios explican que la absorcion de agua de los hidrogeles depende de
varias condiciones como la densidad de reticulacion, fuerza iénica y temperatura. [56], [83],
[84] Los polimeros utilizados en esta investigacion tienen funcionalidades hidrofilicas; el
copolimero proporciona a los hidrogeles sensibilidad al pH y una mayor contribucion
hidrofilica que el PVA. La incorporacion de PVME permite ajustar la respuesta de
hinchamiento del material a la temperatura ambiente, lo que podria ser Util para ciertas
aplicaciones biomédicas.

3.2.4 Andlisis SEM

La Figura 13 muestra las micrografias SEM de los sistemas PVA/COP vy
PVA/COP/PVME. La muestra de PVA/COP mostr6é una estructura altamente porosa con
diferentes tamafos de poro y distribucion, lo que indica una morfologia heterogénea
(Figuras 13a y 13c). Por otro lado, la muestra de PVA/COP/PVME mostré una baja
definicién de los limites de los poros en comparacién con el sistema PVA/COP (Figuras 13b
y 13d). La reduccion del tamafio de los poros internos de las redes entrecruzadas mediante
la incorporacion de cadenas poliméricas interpenetradas se ha relacionado estrechamente

en la literatura con el fortalecimiento de las interacciones no covalentes.[85]

Figura 13. Imagenes SEM de hidrogeles liofilizados de PVA/COP (ay b) y
PVA/COP/PVME (cy d). Ampliacién 500x (ay c) y 2500x (b y d).
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3.2.5 Reologia

La Figura 14 muestra los resultados del andlisis reoldgico de los hidrogeles. Para
ambos materiales, el médulo de almacenamiento (G’) superd al modulo de pérdida (G”) en
todo el rango de frecuencia, lo que indica que el caracter sélido predominé sobre la
respuesta liquida. Ademas, el G’ fue casi independiente de la frecuencia; esta caracteristica

se ha asociado con un comportamiento de “gel fuerte™.[86], [87]

La incorporacion del PVME dentro de la matriz polimérica no afecté las propiedades
mecanicas, es decir, el almacenamiento de energia mecanica durante la deformacion para
recuperar la geometria original del hidrogel permanecié mas alto que la disipacion de
energia.[88] De hecho, los médulos dindmicos del hidrogel PVA/COP/PVME fueron
ligeramente superiores a los de la muestra de PVA/COP durante todo el analisis de
frecuencia. La Figura 14 también muestra las propiedades reoldgicas del sistema de
hidrogeles en funcion de la temperatura. Los médulos G’ y G” fueron casi idénticos en el
barrido de temperatura para ambas muestras. Ademas, el comportamiento elastico continué
siendo casi independiente de la temperatura, y los valores de G’ fueron mayores que G” en
ambas muestras, lo que indica que el caracter sélido predominé sobre la respuesta liquida.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en el barrido de frecuencia.
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Figura 14. Propiedades reoldgicas de hidrogeles de PVA/COP y PVA/COP/PVME durante barrido

de frecuencia (a)y en funcién de la temperatura (b).

3.3 Liberacion in vitro del farmaco 5-FU.

El 5-FU es un farmaco quimioterapéutico clasico utilizado para combatir tumores
malignos.[89] Se ha reportado que el 5-FU tiene una vida media en plasma muy corta como
resultado de su rapido metabolismo hepatico. Ademas, la administracion intravenosa de
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este farmaco puede causar un efectode alta citotoxicidad.[89]-[92] Los hidrogeles cargados
con el farmaco 5-FU para su administracion controlada en sitios diana, es una estrategia
atractiva para mejorar la biodisponibilidad del farmacoy disminuir los efectos secundarios
en el tratamiento clinico del cancer.

Los hidrogeles fueron cargados por inmersion en una solucion de concentracion
conocida de 5-FU. La eficiencia del cargado del farmacofue del 79% (3.08 mg) y 87% (3.38
mg) para los sistemas PVA/COPy PVA/COP/PVME, respectivamente. Estudios previos han
reportado cantidades de carga de 5-FU de 5-10 mg en portadores similares de tipo
hidrogel.[17], [89], [93]

La Figura 15 muestra los perfiles de liberacion in vitro del farmaco 5-FU desde los
hidrogeles sintetizados por autoclave. Al inicio, se observé una liberacion por efecto burst
en los primeros 90 min para los hidrogeles PVA/COP y PVA/ICOP/PVME, seguida de una
etapa de liberacion sostenida de hasta 5 h de duracién. El efecto burst se asocié con
algunas cantidades del farmaco localizadas en la superficie del hidrogel, que se libera
facilmente por difusion.[94] Ambos hidrogeles también tienen en comun que la cantidad
total de 5-FU liberada en el medio a pH 3 es significativamente menor (p <0.05) que las
cantidades liberadas a pH 7.4 y pH 1.2. No se encontré diferencia significativa (p >0.05)

entre el farmaco total liberado a pH 7.4 y pH 1.2.

La cantidad de 5-FU liberado en el equilibrio puede determinarse por la solubilidad
del farmaco en el medio de liberacion, también por el comportamiento del hinchamiento
dependiente del pH de la matriz polimérica. Estudios previos han reportado que la cantidad
de 5-FU liberado depende del pH del medio de liberacion porque la hidrélisis del farmaco
se ve favorecido en medios acidos. Este hecho, puede explicar la alta concentracion del

farmaco liberado en la solucion a pH 1.2.[90], [94]-{96]

Ambos hidrogeles exhibieron un mayor porcentaje de hinchamiento en el equilibrio a
pH fisiolégico en comparacion consus valores de pH 3y 1.2 (Figura 15). Una alta capacidad
de absorcion de agua puede promover la liberacion del farmaco 5-FU, que es consistente

con el efecto positivo de la liberacion del farmacoapH 7.4.
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Figura 15. Cinética de liberacion del farmaco5-FU a partir de los hidrogeles PVA/COP (a)
y PVA/COP/PVME (b) en soluciones buffer PBS (pH 7.4), buffer citrato (pH3) y HCI 0.1M
(pH1.2) a 37 °C y curvas ajustadas por el modelo de Korsmeyer-Peppas: MyM= K

Por otro lado, se sugiere que a pH 3, el efecto del comportamiento de hinchamiento
de los hidrogeles en la liberacion del 5-FU es mas notable que las caracteristicas de
solubilidad del farmaco en medio &cido, disminuyendo la cantidad acumulada de 5-FU
liberado en el equilibrio. De hecho, a pH 3, el hidrogel de PVA/COP/PVME mostré un valor
mas bajo del farmaco total liberado que el hidrogel de PVA/COP. Esta caracteristica
concuerda con la explicaciéon anterior ya que el hinchamiento en el equilibrio del s-IPN fue
menor con respecto al valor del hidrogel PVA/COP (Figura 12).

Para hacer un andlisis cuantitativo mas detallado, los datos de liberacion cinética se

ajustaron a la ecuacion empirica propuesta por Korsmeyer-Peppas[97]:
Mt/M,, = kpt" Ec. (3)

Donde, Mty M., se refieren al peso del gel en el tiempo t y el peso en el equilibrio del
gel, respectivamente; k es el coeficiente de tasa de liberacion y n es el exponente de
liberacion. Segun este modelo, para geles en forma de cilindro, cuando n es menor a 0.45,

el mecanismo de transporte estd gobernado por la difusion Fickiana; cuando n esta entre
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0.45 y 0.89, el proceso sigue un mecanismo de transporte anémalo, y para n superior a
0.89, se produce un transporte de Caso Il. La Tabla 3 resume los valores de n, ky el
coeficiente de determinacién (R?) segun las curvas ajustadas de los perfiles de liberacion
del farmaco.

Es importante sefialar que, en los medios de las tres liberaciones, el parametro k fue
menor para el hidrogel PVA/COP/PVME que para el sistema PVA/COP. Ademas, la
tendencia es mas pronunciada a pH 3, en el que la tasa de liberacion fue significativamente
menor en el sistema termosensible que en el hidrogel binario. Como se discutié
anteriormente, la temperatura de transicion de PVME en el s-IPN es inferior a 37 °C, por lo
gue el efecto hidrofébico de PVME puede limitar la absorcién del medio y, por lo tanto, se
produce una mayor retencion de 5-FU por parte del hidrogel.[75]

Tabla 3. ParAmetros de ajuste para perfiles de liberacion del farmaco5-FU desde los
sistemas de hidrogel sintetizados por autoclave.

Sample Korsmeyer-Peppas
k R? n Mecanismo de liberacién

PVA/COP

pH1.2 0.1296 0.9874 0.4918 Difusion anémala
pH3 0.0627 0.9829 0.6308 Difusi6nanémala
pH7.4 0.0995 0.9544 0.6168 Difusion anémala
PVA/COP/PVME

pH1.2 0.0871 0.9880 0.8400 Difusion anémala
pH3 0.0039 0.9264 1 Transporte caso Il
pH7.4 0.0988 0.9677 0.5884 Difusion anémala

Los valores de n indicaron que el transporte del farmaco a través de los hidrogeles
fue gobernado por ambos mecanismos, difusion Fickiana y el proceso de relajacion de las
cadenas poliméricas, excepto en el caso del hidrogel PVA/COP/PVME apH 3 en el que el
mecanismo de transporte fue de Caso Il. Este resultado es consistente con el efecto del
PVME sobre las relajaciones de cadenas que ocurren durante el proceso de hinchamiento
a este pH, y su repercusion en la liberacion del farmaco.
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CAPITULO I

Sistema de liberacion de farmacos por efecto fototérmico
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1. ANTECEDENTES

1.1 Hidrogeles nanocompuestos sensibles a la luz NIR

Los hidrogeles estimulo-respuesta han mostrado ser prometedores en aplicaciones
biomédicas. Existe una gran variedad de sistemas de hidrogeles hibridos basados en la
combinacion de polimeros naturales o sintéticos y nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas de metal, de 6xido de metal, de 6xido de grafeno, nanotubos de carbono,
entre otros.[98] Los hidrogeles que incorporan nanoestructuras con propiedades
fototérmicas han exhibido prometedores resultados en la liberacion de farmacos mediante

el efecto de la radiacién en el infrarrojo cercano (NIR).

Los nanotubos de carbono (NTC) se han aplicado ampliamente dentro de los sistemas
de hidrogeles debido a su alta resistencia mecanica, area de superficie efectiva, alta
conductividad eléctricay estabilidad térmica.[98] Diversos polimeros han sido usados como
matrices en estos sistemas nanocompuestos basados en NTC como el quitosano, la goma
guar, polietilenglicol (PEG) y PVA. Estos polimeros biodegradables y biocompatibles se han
usado extensiva  mente en aplicaciones biomédicas como curacién de heridas, ingenieria
de tejidos, biosensores, liberacién de farmacos, entre otros.[98]

Los hidrogeles hibridos basados en NTC exploran una nueva estrategia dentro de la
administracion de farmacos, al lograr una liberacion espacial y temporal del farmaco con el
efectosinérgico de la liberaciéon controlada y sostenida. Los NTC pueden mejorar la eficacia
de los medicamentos terapéuticos al aumentar su biodisponibilidad y reducir su efecto
secundario adverso debido a su capacidad de permeacién efectivay su fuerte capacidad
de carga que surgen de sus dimensiones estructurales Unicas y propiedades quimicas.[14]
Los NTC también pueden inducir transiciones estructurales en los hidrogeles que los
contienen debido a sus fuertes efectos fototérmicos para la luz NIR, lo que puede permitir
la entrega del medicamento “on-demand” mediante la aplicacion de estimulos de
irradiacion.[14], [99]

1.1.1 Poli(vinil alcohol) (PVA)

El PVA es un polimero sintético semicristalino, biodegradable y biocompatible. Es un
polimero comunmente utilizado en diferentes aplicaciones debido a sus propiedades fisicas,
es soluble en agua y sus soluciones pueden presentar altas viscosidades dependiendo de

su peso molecular, grado de hidrdlisis y cristalinidad. Se pueden formar peliculas con
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capacidad emulsionante, adhesiva y alta resistencia mecanica.[100]

El PVA es preparado por métodos indirectos. Debido a la inestabilidad del alcohol
vinilico, se sintetiza usando como mondémero del acetato de vinilo, el cual polimeriza para
dar lugar al acetato de polivinilo. Posteriormente, se hidrolizan los grupos ésteres del
acetato de polivinilo, en presencia de hidréxido de sodio, formandose asi el PVA (Figura
16).[101]

+CHy—CHE NaOH {-CHz—tch-]-n

| Metanol
<|3 OH
Cc=0
|
CH;
Poli(vinil acetato) Poli(vinil alcohol)

Figura 16. Hidrélisis del poli(vinil alcohol).

La sintesis de hidrogeles reticulados fisicamente ha mostrado grandes ventajas
dentro del campo biomédico, ya que se evita el uso de reactivos o reticulantes toxicos que
pueden afectar la naturaleza de las moléculas bioactivas como proteinas, farmacos e
incluso células cuando quedan atrapadas dentro de la red polimérica.[26] EI PVA puede
formar hidrogeles fisicos mediante el método de congelamiento/descongelamiento.[102]
Este método es preferentemente considerado para obtener hidrogeles de PVA fisicamente
reticulados sin utilizar ningln compuesto quimico adicional.[26] Diversos estudios han
reportado hidrogeles de PVA reticulados fisicamente mediante cristalizacion a baja
temperatura para liberacion de indometacina,[103] atenolol[104] y proteinas.[105]

En este sentido, la combinacién del PVA con otros polimeros y/o nanoparticulas,
facilita la obtencion de un sistema de hidrogeles con mejores propiedades fisicoquimicas
para una variedad de aplicaciones, sobre todo en el campo biomédico. NeSovi¢ et al.,
lograron sintetizar nuevos hidrogeles nanocompuestos de plata, PVA, quitosano y grafeno,
donde investigaron la influencia del contenido de quitosano en la incorporacién y
estabilizaciéon de las nanoparticulas de plata, encontrando una fuerte actividad
antibacteriana del material y perfiles de liberacion de farmacos controlados por el contenido
de quitosano en el sistema.[106]
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1.1.2 Nanotubos de Carbono

1.1.2.1 Estructura y propiedades
Los NTC se consideran un al6tropo del carbono en formade estructuras cilindricas.
En esta forma alotrépica, los atomos de carbono presentan hibridacién intermedia entre sp?

y sp?, con un orbital deslocalizado que permite formar enlaces 7.[107]

Los NTC son cilindros formados de una o més capas de grafeno (Figura 17). La
produccion en masa de los nanotubos produce algunos defectos tales como formacién de
pentagonos, heptagonos y otras imperfecciones en la superficie que generalmente
deterioran principalmente sus propiedades eléctricas y mecanicas. Los diametros de los
NTC oscilan entre 0.8 a 2 nm y de 5 a 30 nm, aungque en ocasiones los MNTC pueden
exceder los 100 nm.[10], [108]
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Figura 17. Representacién esquematica de nanotubos de carbono de pared simple (NTC) y nanotubo de
carbono multipared (MNTC).[10]

Estos materiales han sido de gran interés debido a sus excelentes propiedades
estructurales, electronicas y mecanicas, alta area superficial, estabilidad térmica y
conduccién eléctrica en el rango de metal a semiconductor. Ademas, muestran una fuerte

capacidad de absorcién a la radiacion en la regién NIR.[109][110]
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Los NTC pueden obtenerse por diferentes técnicas y son clasificados como de pared
simple o multipared, dependiendo del nimero de capas de grafeno que forman su
estructura. Debido a su alta area superficial pueden conjugarse facilmente con diversas
moléculas biolégicas, como proteinas, enzimas, acidos nucleicos y farmacos.[107] Estas
laminas de grafeno enrolladas se mantienen unidas por interacciones de Van der Waals.
Estas interacciones favorecen la formacion de agregados de NTC que se asemejan a
racimos.

La solubilidad limitada de los NTC (no solo en agua sino en la mayoria de los
solventes organicos), es resultado de su alta fuerza de cohesion, lo que limita severamente
su uso en aplicaciones quimicas, bioquimicas y biomédicas.

Existen dos enfoques principales para la modificacion de la superficie de los NTC

pristinos conla finalidad de aumentar su capacidad de dispersion en solventes polares.[107]

1) Unidn covalente de grupos funcionales a las paredes laterales o a los sitios de
defectos.

2) Funcionalizaciébn no covalente de la pared lateral mediante principalmente
interacciones hidrofébicas. Esta opcion permite unir diferentes moléculas
funcionales mientras se mantiene la estructura y superficie pristina del grafeno.

La funcionalizacién covalente puede darse por medio de oxidacion quimica, donde se
incorporan a la superficie de los NTC diversos grupos funcionales como acidos carboxilicos,
aminas y amidas. También se utiliza la quimica del diazonio que permite la adicion

covalente de grupos de disulfuro de fenilo y radicales arilos.[111]

La funcionalizacion no covalente se basa en la adsorcion de moléculas como
surfactantes, compuestos aromaticos y polimeros como poliacrilamida, poliestireno, entre

otros; que no alteran la estructura grafitica de los NTC.[112]

En general, la funcionalizacion de los NTC mejora su capacidad de procesamiento y
modifica su comportamiento fisico y quimico, lo que puede favorecer su capacidad para
interaccionar con moléculas biologicas.
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1.1.2.2 Métodos de preparacion

a) Descarga de arco eléctrico

Son producidos al momento del golpe de un arco entre dos electrodos de grafito en
una atmosfera inerte (Ar o He). Este proceso también produce hollin de carbono que
contiene fullerenos.[113]

En un proceso tipico, se introducen a la cAmara dos barras de grafito y se aplica
corriente, una sera el anodo y otra el catodo (Figura 18). Cuando se acercan las barras
(separaciéon 1 a 2 nm) se produce una chispa que hara que la punta de una de las barras
se vaporice, y ese gas de carbono formaralos NTC (el anodo es el que se consume y el
hollin negro cubre toda la camara). Normalmente los nanotubos producidos por este método
tienen de 20 a 30 capas. Sin embargo, si se inserta un metal en el &nodo se obtienen
nanotubos de una sola pared.[114]

Catodo

Anodo

[

Conexionde Conexionde
electrodos electrodos

Figura 18. Representacion esquematica del método descarga de arco eléctrico.[10]

El plasma caliente entre los electrodos controla el diametro de los NTC con la
densidad de los vapores de carbono. Los nanotubos producidos por esta técnica se
producen sin defectos, pero se obtienen otras formas de carbono lo que hace dificil su
aislamiento. Ademas, es dificil producir grandes cantidades por esta técnica.[114]
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b) Deposiciéon quimica en fase vapor (CVD)

El material de inicio es un gas a base de carbono (hidrocarburo). Se necesita de un
metal que actuar4 como catalizador y formara diminutas particulas que serviran para el
crecimiento del nanotubo. El catalizador ferroceno contiene un dtomo de hierro (Fe) por
molécula. Se introduce una base limpia en el interior del tubo y se pasa un gas no reactivo
por una solucion caliente del hidrocarburo (Figura 19). La mezcla se conduce a través de
un horno donde la temperatura puede ser de 300 hasta 1100 °C. Los atomos de Fe
induciran la formacion de las particulas y el experimento puede durar desde minutos hasta
horas para conseguir tubos mas largos. Una vez que el experimento acaba, se extrae el
tubo del horno y se recogen los NTC del hollin de las paredes.[114]

Horno

[

> Catalizador -

———l

Controlador de temperatura

CxHy

-

Gas hidrocarbono Burbujeador

Figura 19. Esquemade un reactor CVD.[11]

La técnica CVD es probablemente la mas viable para producir NTC en usos
industriales. Es facil introducir otros elementos como boro o nitrégeno en la materia prima
inicial. Se puede controlar el didmetro de los NTC con el didmetro de la particula del metal
y también se pueden hacer crecer los NTC directamente sobre un soporte, lo que puede
ser util en sus aplicaciones. [11]

Se han sintetizado NTC de una sola pared y multipared usando esta técnica. Otra
ventaja es que se logra mayor control de la morfologia y estructura de los nanotubos
producidos. Se puede producir NTC individuales aislados, siempre y cuando estén
soportados sobre sustratos planos o suspendidos a través de las zanjas.[11]
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c¢) Vaporizacioén por laser

Consiste en utilizar un laser de alto poder junto con hornos de alta temperatura para
vaporizar una pieza de grafito en atomos de carbono, normalmente el laser produce
nanotubos de una sola pared, a 1200 °C produce MNTC (Figura 20).[114]

Gas inerte Fuente de grafito

\ fe-—
O == LR
N |\

Colector de cobre

Laser Horno (1200 °C)

Figura 20. Diagrama ilustrativo del método vaporizacion porlaser. [10]

Ningin mecanismo de crecimiento de nanotubos se ha establecido bien hasta la
fecha, pero el mas aceptado explica que el vapor de hidrocarburo cuando entra en contacto
con las nanoparticulas del metal caliente se descompone en especies de carbono e
hidrégeno. El hidrogeno se desplaza, mientras que el carbono se disuelve en el metal.
Después de que el carbono ha alcanzado su limite de solubilidad en el metal a esa
temperatura precipita y cristaliza en la forma de una red cilindrica energéticamente
estable.[11]

1.2 Efecto Fototérmico

1.2.1 Generalidades
El efecto fototérmico se basa en el incremento de la energia vibracional de las
moléculas al absorber la radiacion, especialmente radiacion infrarroja, y convertirla en

energia térmica.[115]

Algunos estudios han reportado que la luz en el infrarrojo cercano tiene un intenso
efecto de calentamiento en aplicaciones clinicas como terapia fototérmica y liberacion de
farmacos.[14],[99], [116], [117] La luz NIR puede penetrar el tejido sin causar dafios graves
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debido a su minima absorbancia por parte de la piel y fluidos corporales, por lo que se

considera una buena fuente de estimulacion.

Las interacciones de fotones con nanoparticulas estan dominadas por los fendmenos
de dispersion y absorcion. Para fines de aplicaciones terapéuticas, son deseables las

nanoparticulas con secciones transversales de alta absorcion y baja dispersion.[117]

El uso de estimulos como la luz para la entrega controlada de farmacos tiene varias
ventajas, como la modulacion de la intensidad y duracion del estimulo para permitir el
control remoto de la liberacién. Si es necesario, se pueden usar ciclos repetidos de
estimulacion para reemplazar la dosificacion repetida de un farmaco. También, la irradiacion
de luz se puede ajustar al sitio especfifico, es decir, permite la liberacion del farmaco enun
espacio controlado. Asi mismo, la radiacion NIR se aplica de forma no invasiva, lo que

causa menos efectos secundarios en comparacion con otros tratamientos.[118]

Los sistemas de liberacion de farmacos basados en nanoparticulas se han explotado
intensamente para mejorar los niveles terapéuticos, modular la distribucion y controlar la
liberaciéon de las moléculas bioactivas en los sitios diana. Qin et al., desarrollaron un sistema
nanocompuesto multifuncional basado en NTC recubiertos de quitosano (CS)
encapsulados en un nanogel termosensible de PNIPAAM (CS/PNIPAAM@NTC), el sistema
fue cargado con doxorrubicina y mostré gran potencial para la terapia dirigida contra el
cancer activada por NIR.[99] También, Dong et al., obtuvieron un sistema de administracion
de farmacos activado por NIR basado en un hidrogel termosensible de policaprolactona-
polietilenglicol-policaprolactona (PCL-PEG-PCL) combinado con MNTC-CS. En este
estudio se mostré el efecto de los MNTC sobre la estructura del hidrogel activada por la
NIR. La alteracion estructural del hidrogel desencadend la liberacion del farmaco
doxorrubicina, demostrando una liberacion sostenida y controlada.[14] Zhou et al.,
prepararon un sistema sensible a la luz NIR para la liberacién de farmacos hidrofilicos e
hidrofébicos basado en poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) y estructuras carbonaceas
(carbon dots).[119]

1.2.2 Conversion fototérmica
Para las nanoparticulas en suspension que muestran propiedades de calentamiento

fototérmico, la eficiencia fototérmica puede calcularse a partir de la siguiente férmula:
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_ hS(ATpygx Q)
1(1-1044)

Ec.(3)

Donde h, es el coeficiente de transferencia de calor de la solucion al medio ambiente,
S es el area superficial del recipiente que contiene la solucién, ATwvax, €s el cambio de
temperatura de la solucion en el estado estacionario, Qs, es el calor asociado con la
absorbancia del solvente, | es la intensidad de la luz incidente (W cm?)y A4 es la

absorbancia a alguna longitud de onda especifica de la luz incidente.[115]

En los dltimos afios, se han estudiado diferentes tipos de agentes fototérmicos, tanto
nanomateriales inorganicos (nanoparticulas de metales nobles y materiales a base de
carbono) como compuestos 0 materiales organicos (polianilina, polidopamina y
polipirrol).[120] Los materiales inorganicos como las nanoparticulas de oro, nanotubos de
carbono, nanoparticulas de éxido de grafeno y éxido de hierro han mostrado alta eficiencia
de conversion fototérmica en los diversos sistemas utilizados. Song et al., reportaron un
nuevo tipo de anillo de NTC recubierto con nanoparticulas de oro utilizado como un agente
para la terapia de cancer con una alta conversion fototérmica (76%) bajo irradiacion NIR a
808 nm.[121]

46



2. METODOLOGIA

2.1 Materiales
= Poli(vinil alcohol) (PVA) 99% hidrolizado Mw= 85,000-124,000, Sigma Aldrich.
= Poli(vinil metil éter-alt-anhidrido maleico) (PVME-MA) Mw 216,000, Sigma Aldrich.
= Poli(vinil metil éter) (PVME) 50% m/v en agua, Sigma Aldrich.
» 5-Fluorouracilo (5-FU) 99% Mw= 130.08 g/mol, Sigma Aldrich.
= [|buprofeno sodico 298% Mw=228.26 g/mol, Sigma Aldrich.
» Dodecil sulfato de sodio (SDS) 98%, Aldrich.
» Nanotubos de carbono de pared multiple (MNTC) (298%, Aldrich, OD x ID x L:10 nm

+1nMm x4.5nm+0.5nmx 376 ym).

2.2 Sintesis de hidrogeles nanocompuestos PVA/COP/PVME/MNTC-f0.2% (H-MNTC-f).

Para preparar los hidrogeles nanocompuestos se utilizd la técnica de
congelamiento/descongelamiento. Se hicieron mezclas acuosas de los polimeros PVA,
COPy PVME tomando como base la relacién en masa del hidrogel PVA/COP (60/40). Los
nanotubos de carbono de pared multiple, previamente funcionalizados (MNTC-f) mediante
la técnica de Puentes, et al. 2017, se sonicaron en 3 mL de solucién SDS 0.03 M durante
30 min y la suspension resultante se agregd a la mezcla de los polimeros. Se hicieron
hidrogeles con una composicion de PVA/COP/PVME 55/34/10 agregando 0.2 % de los
MNTC-f.

La mezcla resultante se coloc6 en un recipiente cilindrico de 10 mm de diametro y
se congel6 a -14°C durante 18 h para después descongelarlo a temperatura ambiente
(aproximadamente 30°C) durante 6 h, esto se hizo dos veces (2 ciclos).

2.3 Caracterizacion

2.3.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Se obtuvieron espectros FTIR de los MNTC y MNTC-f, asi como de los sistemas de
hidrogeles PVA/ICOP/PVME y H-MNTC-f, en el equipo Perkin EImer modelo Frontier en un

rango de 4000 a 400 cm, utilizando la técnica de KBr.
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2.3.2 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

Se evalud la estabilidad térmica de los hidrogeles PVA/COP/PVME y H-MNTCH
utilizando el equipo Perkin EImer modelo Pyris 1. El experimento se realizd6 con 5 mg de
muestra y una rampa de temperatura de 10 °C min?, en un rango de 30 a 800 °C, bajo

atmésfera de nitrogeno.

2.3.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La medicion de los efectos térmicos tanto de los hidrogeles como del PVA se
realizaron en un calorimetro diferencial de barrido Perkin-Elmer DSC 8500. Se analizaron
10 mg de muestra a una razon de calentamiento de 10 °C min* en un rango de 100 a 250

°C, bajo atmosfera de nitrégeno.

2.3.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se estudié la morfologia del sistema de hidrogel nanocompuesto utilizando un
microscopio electronico de barrido JEOL JSM-7800F. Las muestras de hidrogel fueron
cortadas de formalaminar y fijadas a una cinta de carbono, posteriormente se congelaron
rapidamente en nitrogeno liquido y se secaron mediante un liofilizador Labconco FreeZone
de4.5 L.

2.3.5 Propiedades Mecénicas

Se llevaron a cabo ensayos de compresion a 58 de deformacion maxima en
muestras de hidrogeles hidratados de 10 mm de diametro y 15 mm de espesor, a una
velocidad de deformacion de 0.1 mm s?, utilizando un equipo TA ElectroForce Sistema
BioDynamic 5110 con una celda de carga de 200 N (Laboratorio de Biofisica, UNISON).

2.3.6 Cinéticas de hinchamiento

Se analizaron las propiedades de hinchamiento de los hidrogeles de
PVA/COP/PVME Y H-MNTC-f en solucion de pH 7.4 (buffer PBS) mediante gravimetria. Los
hidrogeles liofilizados se sumergieron en las soluciones a temperatura de 25 y 37°C
utilizando un bafio Precison modelo 2870 con temperatura controlada. Las muestras se
secaron con papel filtro para eliminar el exceso de agua en las superficies del hidrogel y se
pesaron a diferentes tiempos. Elandlisis se hizo por triplicado y se reporta el valor promedio
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de las mediciones con una variabilidad de una desviacion estandar. El porcentaje de

hinchamiento se calculdé mediante la ecuacion 1 mencionada en el Capitulo 1 seccion 2.4.4.

2.3.7 Andlisis Estadistico

Los resultados se presentan como media + desviacién estandar.

2.4 Estudio del Efecto Fototérmico

Los hidrogeles PVA/COP/PVME y H-MNTC-f fueron irradiados con un laser NIR
(Opto Engine, modelo PSU-III-LED) de 808 nm a 1 W/cm?de potencia durante 10 min. Al
mismo tiempo, la temperatura fue monitoreada mediante un termopar insertado en el
hidrogel y conectado a un multimetro Agilent modelo 34410A. Los datos fueron obtenidos
del software Agilent IntuiLink. Previo al estudio, los xerogeles fueron hidratados durante 4
h en un recipiente con 100 mL de solucién buffer PBS (pH 7.4). También, se tomaron
imé&genes representativas del estado térmico de las muestras usando una camara
termografica FLIR E53 24° y el software FLIR Tools.

2.5 Estudios de liberacién in vitro de los farmacos 5-FU e ibuprofeno del sistema
nanocompuesto H-MNTC-f cony sin estimulo optico.

Se utilizaron las moléculas 5-FU e ibuprofeno como farmacos modelos para estudiar
el perfil de liberacion del sistema H-MNTC-f. Se adicionaron 4 mg de 5-FU y 5.3 mg de
ibuprofeno durante la formacion de los hidrogeles. La porcién de cadafarmaco se adicioné
a la mezcla de los polimeros COP y PVME agitandose durante 2 h, una vez disuelto se

continud con la adicion del PVAy los MNTC-f en el caso del hidrogel nanocompuesto.

Los experimentos de liberacion de 5-FU e ibuprofeno se realizaron sin estimulo
Optico (liberacion pasiva) y bajo el estimulo de luz NIR. El estudio de liberacion pasiva se
realizé de la siguiente manera. Los hidrogeles se sumergieron en 100 mL de solucion de
pH 7.4 (buffer PBS) a 37 °C. A intervalos de tiempo especificos, se tomd 1 mL del medio
de liberacion y se reemplaz6 con 1 mL de medio fresco. La concentracion de 5-FU e
ibuprofeno se determind mediante espectroscopia de absorcion UV-Vis en un

espectrofotdmetro Agilent 8435 a 266 nmy 223 nm, respectivamente.
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En el estudio de liberaciéon de 5-FU e ibuprofeno mediante la aplicacion del estimulo
de luz NIR, se insert6 un termopar en los hidrogeles que se conect6 a un multimetro Agilent
modelo 34410A, para medir el incremento de temperatura en el hidrogel durante la
irradiacién. El hidrogel con el termopar se sumergié en 100 mL de solucion de pH 7.4 (buffer
PBS) a 37 °C. En el estudio de liberacion de 5-FU, el hidrogel se expuso al estimulo del
laser NIR de 808 nm a 1 W/cm? de potencia durante 3 min, a los 64 min (1.07 h) y 194 min
(3.23 h) de introducir el hidrogel en el medio de liberacion. Por otro lado, en el estudio de
liberaciéon del farmaco ibuprofeno, el estimulo del laser NIR fue a 2 W/cm? de potencia
durante 5 min, alos 460 min (7.67 h) y 1600 min (26.67 h) de haber puesto en contacto el
hidrogel con el medio de liberaciéon. La concentracion del farmaco liberado, en ambos

casos, se midio tal como en el estudio de liberacion pasiva.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Un sistema de hidrogeles nanocompuesto basado en PVA, COP, PVME y MNTC+H
fue sintetizado con éxito mediante el método de congelacion/descongelacion. De esta
manera se exploro la posibilidad de aumentar la funcionalidad del material en aplicaciones

biomédicas.

La formacion de estos hidrogeles fisicos se produce principalmente por la
separacion de fases que se da en el PVA. Al exponer la solucién del PVA a temperaturas
por debajo de los 0°C, el agua se congela y se forman regiones de alta concentracion del
polimero, favoreciendo un mayor contacto intercadena en el polimero, con un aumento de
las interacciones por puente de hidrogeno y la formacion de regiones cristalinas. Estas
interacciones permanecen intactas una vez que el material se lleva a altas temperaturas
(descongelacién), formando una estructura tridimensional no degradable.[122]

La Figura 21 muestra los hidrogeles sintetizados a partir del entrecruzamiento fisico
del PVAen combinaciéncon el COP,PVMEyY MNTC-f. Laincorporacion del COPy el PVME
a la matriz reticulada de PVA, permite reforzar la estructura tridimensional mediante la
interaccion fisica entre los grupos carboxilo (COOH) del COP, grupos éter (C-O-C) del
PVMEYy los grupos hidroxilo (OH) del PVA.[44] En el caso del hidrogel nanocompuesto, la
adiciéon de los MNTC-f permite incorporar las propiedades inherentes de los nanotubos al
sistema compuesto. Ademas, se considera que los grupos oxigenados de la superficie de
las nanoestructuras pueden participar en interacciones fisicas con el resto de los polimeros
presentes, ya sea por puentes de hidrogeno, ademds de las interacciones hidrofébicas.
Cualitativamente, los  hidrogeles obtenidos con solo dos ciclos de
congelamiento/descongelamiento, son homogéneos, con propiedad elastica al tacto y
facilidad de manipulacion. Cabe mencionar que en este estudio se sintetizaron hidrogeles
con un tamafio de 10 mm de diametro por 15 mm de grosor. Sin embargo, con esta
metodologia se pueden obtener diferentes tamafios y formas del hidrogel.
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Figura 21. Hidrogeles sintetizados por entrecruzamiento fisico
congelamiento/descongelamiento. PVA/COP/PVME (hidrogel claro) y H-
MNTC-f (hidrogel oscuro).

3.1 Caracterizacion

3.11FTIR

La Figura 22 muestra los espectros de infrarrojo de los sistemas de hidrogeles, los
nanomateriales pristinos (MNTC) y funcionalizados (MNTC-f). Los espectros FTIR de los
hidrogeles muestran las principales bandas de los polimeros individuales (identificadas en
el capitulo ). En el espectro del PVA/COP/PVME (Figura 22a) se observa la banda
caracteristica de estiramiento OH a 3396 cm™ relacionada con los enlaces de hidrégeno
intermoleculares e intramoleculares.[59] En el hidrogel PVA/ICOP/PVME esta banda se
observa més ensanchada o amplia en comparacion con el espectro del hidrogel H-MNTC-
f, esto puede deberse al debilitamiento de los puentes de hidrégeno entre las cadenas del
PVA, por la presencia del copolimero donde la interaccion es mayor en comparacion con el

hidrogel que contiene los nanotubos de carbono.[44]

En el espectro de los MNTC se observan unas bandas a 3482 cm?y 1646 cm?
atribuidas al estiramiento de los grupos O-H y C=0 respectivamente.[123] Ademas, se
muestra una banda a 1079 cm correspondiente a las vibraciones de estiramiento de los

grupos C-0O, lo que indica que los nanotubos estan parcialmente oxidados.[11]

El espectro de los MNTC-f muestra un pico a 1573 cm™ relacionado con el
estiramiento C=C, lo que confirma la hibridacion sp? de los nanotubos de carbono.[123]
Ademéds, se muestran diferencias en la intensidad y posiciones de las bandas en
comparacion con el espectro de los MNTC. Por ejemplo, en la region de los 3500-2200 cmr
! se observa un ensanchamiento de la banda correspondiente al estiramiento OH, debido
al incremento de la contribucién de los grupos carboxilos. También, se observa un aumento

considerable en la intensidad relativa de la banda a los 1098 cm- correspondiente al
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estiramiento C-0.[124] Estos resultados muestran la comparacién de los nanotubos de

carbono, revelando la funcionalizacion exitosa.
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Figura 22. Espectros FTIR de hidrogeles y nanomateriales;
PVA/COP/PVME (a), H-MNTC-f (b), MNTC-f (c) y MNTC pristinos (d).

El espectro del hidrogel H-MNTC-f también presenta la banda caracteristica del OH
a 3397 cm, sin embargo, ésta aparece mas angosta en comparacion con el espectro del
hidrogel sin MNTC-f. Esto indica una disminucién entre la interaccion PVA con el COP
debido a la presencia de los MNTC-f, que a su vez provocaun aumento de las interacciones
intramoleculares del PVA e intermoleculares entre el PVA y los grupos funcionales
adheridos a la pared de los MNTC-f.[125] También, en el hidrogel nanocompuesto se
observa un aumento en la intensidad relativa de la banda caracteristica de estiramiento C-
O a 1095 cm en comparacion con la banda que aparece en el hidrogel PVA/COP/PVME
(1096 cm™). Esta diferencia en la intensidad se atribuye a la presencia de las

nanoestructuras en el hidrogel nanocompuesto. Asi mismo, en los dos sistemas de
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hidrogeles se observa la banda de estiramiento de carbonilo (C=0) a 1723 cm*que indica
la presencia del copolimero.[56] Esta banda no presenta cambios en la posicion de
absorcion a pesar de la presencia de los nanotubos de carbono en el hidrogel
nanocompuesto.

3.1.2 TGA

La Figura 23 presenta los termogramas y las curvas de la primera derivada de los
polimeros puros y los sistemas de hidrogeles PVA/COP/PVME y H-MNTC-f. La Tabla 4
muestra las pérdidas de masay temperaturas de velocidad méximade degradacion (Tmax).
de los materiales. El termogramade PVA indica dos caidas principales de pérdida de masa,
después del proceso de evaporacion (50-100 °C) como se mencioné en el capitulo I. La
primera caida de pérdida de masa esta relacionada con la eliminacion de los grupos
hidroxilos (OH), que corresponden a los grupos laterales de la cadena polimérica, y la
segunda pérdida de masa esta asociada a la descomposicion de la cadena principal (C-
C).[67]-69] Asi mismo, el termograma del copolimero muestra tres caidas principales de
pérdida de masa, la primeraa una Tmax de 168 °C debido ala deshidratacion de los grupos
acidos, la segunda a Tmax de 280 °C atribuida a la descomposicion de los grupos laterales
y la tercera a una Tmax de 444°C relacionada con la degradacion de la cadena
principal.[126], [127]

La descomposicién de los hidrogeles sintetizados se presenté en cuatro caidas
principales de pérdida de masa. La primera pérdida de masa, relacionada con la formacion
de grupos anhidridos por parte del copolimero, ocurrio en el rango de 100-200 °C a menor
Tmax en los hidrogeles comparado con el copolimero puro. La segunda pérdida de masa
(rango 200-300 °C) relacionada con la degradacion de los grupos laterales de la cadena
principal del copolimero y reacciones de descarboxilacién de enlaces anhidridos, también
se observé a una menor Tmax en los hidrogeles que en el copolimero. Por el contrario, la
degradacion térmica en el intervalo de los 300-400 °C, relacionada con los grupos laterales
de la cadena de PVA se produjo a una Tmax mas alta en los hidrogeles comparado con el
PVA puro. La degradacion térmica después de los 400 °C en las muestras se atribuye a la
descomposicion combinada de segmentos del PVA, COPy PVME.
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Figura23. Termogramas TGA y de la primera derivada de polimeros PVA, COPy PVME (ayc) y
de los hidrogeles PVA/ICOP/PVME, H-MNTC-fy MNTC-f (b y d).

Tabla 4. Datos de degradacion térmica de polimeros puros, hidrogeles ternarios, hidrogeles
nanocompuestosy MNTC-f en diferentes rangos de temperatura.

Samples 100-200°C 200-300°C 300-400°C >400 °C
Tmax Masa Tmax Masa Tmax Masa Tmax Masa
(0 W (0 k) Q) (K (O (%
PVA 328 55 422 43
copP 168 13 280 47 - 444 23
PVA/COP/PVME 146 10 223 22 342 26 442 33
H-MNTC-f 145 10 222 22 340 26 441 35
MNTC-f 262 23
PVME - 421 95
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Algunos estudios han informado que la degradacion térmica de los MNTC comienza
alrededor de los 600 °Clo que se atribuye a la degradacion de las paredes de grafeno.[128],
[129] En este estudio, los MNTC-f mostraron una pequefia pérdida de masa en el intervalo
de los 200-300 °C que corresponde a la descomposicion de los grupos presentes en la
superficie, lo que confirmala funcionalizacion. Los MNTC se han utilizado como refuerzo
de matrices poliméricas, ademas se ha sefialado la mejora de la estabilidad térmica del
material.[130] Sin embargo, en este estudio no se observé algun cambio en la estabilidad
térmica entre los hidrogeles PVA/COP/PVME y H-MNTC-f. Esto puede ser por la baja
concentracion de los MNTC-f en el peso total del hidrogel nanocompuesto, la cual fue de
0.2%.

3.1.3 DSC

Se realizaron estudios DSC para determinar cambios fisicogquimicos de los
polimeros durante la formacion de los hidrogeles nanocompuestos. La Figura 24 presenta
las curvas DSC del PVA y de los hidrogeles sintetizados por el método
congelacion/descongelacion. En el estudio DSC del PVA se observo un pico endotérmico
a 225 °C que corresponde a la temperatura de fusion (Tm). Esta temperatura es similar a la
reportada en otros estudios con un PVA 99 % hidrolizado.[44], [131] En los hidrogeles, este
evento térmico aparece a menor temperatura y el pico endotérmico se observa menos
definido, particularmente en el hidrogel nanocompuesto (Tm= 217 °C). Esto puede deberse
a la disminucion de las regiones cristalinas formadas durante los ciclos de
congelacién/descongelaciéon por la presencia de los nanotubos. Comparado con el PVA
puro, las cadenas de este polimero pueden interactuar con el resto de los componentes del
sistema en los hidrogeles, modificando su grado de cristalinidad, extendiendo el intervalo
de temperatura del proceso endotérmico y limitando la deteccion de la Tm del PVA en los
hidrogeles.
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Figura 24. Curvas DSC de PVA e hidrogeles PVA/ICOP/PVMEY H-MNTC-f.

3.1.4 SEM

La Figura 25, muestra la morfologia de los hidrogeles liofilizados estudiados
mediante micrografias SEM. Se puede observar que ambas muestras tienen una estructura
altamente porosa; sin embargo, la muestra PVA/COP/PVME presenta una morfologia
heterogénea ya que se observan poros de gran tamafo y distribuidos de forma irregular.
Por el contrario, el hidrogel nanocompuesto presenta una morfologia méas homogénea con
tamafio de poro mas reducido y una distribucion mas uniforme en la seccion transversal
estudiada. Esta reducciéndel tamafio de poro se atribuye a la adicién de los nanomateriales
que fortalece el entrecruzamiento. Este resultado es consistente con lo observado en las
pruebas de DSC y sugiere que los MNTC-f afectan la velocidad y el mecanismo de
gelificacion del PVA, es decir, la dispersion de los MNTC-f dentro del sistema puede
modificar el proceso de formacionde cristales del PVA, lo que en este caso permite obtener
una estructura de red mas uniforme. Xu y Li prepararon hidrogeles compuestos de
nanofibrilas de celulosa (CNF) y PVA,  utlizando el proceso de
congelacién/descongelacion, obteniendo hidrogeles altamente porosos y controlando el
tamafio de poro mediante la adicion de diferentes concentraciones de CNF.[132] Estos
resultados corroboran que la incorporacién de nanomateriales a un sistema de hidrogel

puede mejorar las propiedades fisicoquimicas del material.
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3.1.5 Propiedades Mecénicas

Las propiedades mecénicas de un hidrogel especifico son importantes, ya que estas
determinan sus aplicaciones. Estos parametros mecénicos varian en funcién de los
precursores poliméricos, la microestructura del sistema y las condiciones en las que se
encuentre el material, entre otros.

La Figura 26 representa la curva de esfuerzo-deformacion y modulo de Young en
un ensayo a compresion de los hidrogeles nanocompuestos. Se encontr6 que el hidrogel
nanocompuesto, presentd un mayor modulo de Young, lo cual nos indica una mayor rigidez
del material en comparacion con el hidrogel ternario. Esto puede deberse a que en el
hidrogel PVA/COP/PVME las cadenas tienen mayor movilidad al aplicarles una fuerza en
comparacion con el hidrogel nanocompuesto donde la estructura de red es masrigida y hay
menor movilidad de las cadenas, lo que hace que los hidrogeles H-MNTC-f sean mas
resistentes a la deformacion a una carga dada.

La resistencia mecanica de un hidrogel depende directamente del entrecruzamiento
entre las cadenas poliméricas, el tamafio y morfologia de los poros.[132] De acuerdo con
los resultados de las micrografias SEM, los hidrogeles con MNTC-f mostraron una
disminucion del tamafio del poro en comparacién con el hidrogel ternario. Esta reduccion
de la porosidad generalmente conduce a obtener hidrogeles mas rigidos, porque se

presentan mas puntos de entrecruzamiento y esto causa una mejor dispersion de la carga
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aplicada.[133] También, se ha reportado la utilizacién de los NTC como relleno en matrices
poliméricas para mejorar las propiedades mecanicas, eléctricas y Opticas. Los NTC
presentan una inherente resistencia mecanica elevada y en términos generales, aportan
rigidez a los materiales compuestos.[134]
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Figura 26. Imagen representativa de curvas de esfuerzo-deformacién (a) y médulo de Young (b) de
hidrogeles PVA/COP/PVME e hidrogeles nanocompuestos (H-MNTC-f). Evaluacion del

comportamiento mecanico a compresion (10%). Los datos se muestran como media + desviacion
estandar (n=3).
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Figura 27. Imagen representativa de esfuerzo-deformacion de
hidrogeles PVA/COP/PVME (a y b) e hidrogeles nanocompuestos
(H-MNTC-f) (c y d).

Estudios similares como el de Luo et al., han reportado que la adicion de particulas
de dioxido de silicio (SiO2) en hidrogeles de PVA fabricados por la metodologia de
congelacion/descongelacion aumentan la resistencia mecanica de los hidrogeles. En este
trabajo, se adicionaron diferentes concentraciones de SiO2 al material compuesto,
obteniendo hidrogeles prometedores en una variedad de aplicaciones biomédicas, como
cartilago articular artificial, administracion de farmacosy biosensores.[135]
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3.1.6 Cinéticas de hinchamiento

El entrecruzamiento fisico de estos hidrogeles por el método de sintesis de
congelamiento/descongelamiento produce la cristalizacion del PVA que determina parte de
las propiedades del hidrogel obtenido.[136] La Figura 28 muestra las cinéticas de
hinchamiento de los sistemas de hidrogeles cony sin MNTC-f a diferente temperatura (25
y 37 °C) en solucion PBS (pH 7.4). Al comparar los dos sistemas de hidrogeles, se observo
un mayor porcentaje de hinchamiento en el equilibrio en el sistema de hidrogeles
nanocompuesto a 25 °C (709 %) y 37 °C (993 %) con respecto al hidrogel sin nanotubos
(Tabla 5). Esto puede deberse a que la integracion de MNTC-f al sistema, disminuye la
cristalinidad del PVA (como también se observé en el estudio DSC).[137] Ademas, el
hidrogel H-MNTC-f present6 una estructura altamente porosa y con tamafo de poro mas
homogéneo que contribuye a controlar de mejor manera la captacion de los fluidos.[132]
Asi mismo, la diferencia de porcentaje de hinchamiento a 37°C, la cual fue superior que a
25°C se atribuye a que la absorcion de agua en estos hidrogeles fisicos aumenta con el

aumento de la temperatura, debido a la contribucion cinética por el efecto térmico.[102]
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Figura 28. Cinéticas de hinchamiento de hidrogeles PVA/COP/PVME y H-MNTC-f en solucién PBS (pH
7.4)a25°C (a)y 37 °C (b).

Tabla 5. Porcentaje de hinchamiento de los sistemas
de hidrogeles fisicos PVA/ICOP/PVME y H-MNTC-f a
diferente temperatura.

Sistemade Temperatura Hinchamiento
hidrogel (°C) (%)
PVA/COP/PVME 25 520
37 709
H-MNTC-f 25 626
37 993
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3.2 Estudio del efecto fototérmico

Los NTC han mostrado una fuerte propiedad de absorcion a la luz NIR y efecto
fototérmico estable. Asi mismo, los MNTC-f incorporados a sistemas de hidrogeles han
tenido resultados positivos al generar el efecto fototérmico en el material compuesto para

liberacion de farmacosy terapia fototérmica.[14]

En la Figura 29 se muestra la evaluacion del efecto fototérmico en el sistema de
hidrogel nanocompuesto H-NMTC-f. Se observa que la temperatura aumentd
considerablemente con respecto al hidrogel PVA/COP/PVME debido al efecto fototérmico
de los MNTC-f. Durante la irradiacion NIR (10 min), la temperatura del H-MNTC-f alcanzo
los 29 °C con un aumento de 9 °C con respecto a la temperatura inicial, mientras que el
hidrogel PVA/COP/PVME aumenté solamente 1 °C. También, en la Figura 29b y 29c se
muestran imagenes térmicas representativas de los hidrogeles con y sin MNTC-f irradiados
por el laser de 808 nm donde se distingue claramente el cambio de temperatura por efecto
del estimulo NIR en el caso de los hidrogeles nanocompuestos. Resultados similares fueron
reportados por Dong, et al. donde encontraron cambios de temperatura por efecto
fototérmico (15 °C)en el hidrogel termosensible basado en policaprolactona-polietilenglicol-

policaprolactona (PCL-PEG-PCL)conNTC en comparacioncon el hidrogel sin los NTC.[14]
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Figura 29. Estudio del efecto fototérmico (808 nm, 1 Wem-2) de los hidrogeles nanocompuestos
con hinchamiento previo en solucién buffer PBS (pH 7.4) a 37°C por 4 h. Los datos se muestran
como media + desviacion estdndar (n=3) (a). Imagenes termogréaficas representativas del

hidrogel PVA/COP/PVME (b) e hidrogel H-MNTC-f (c).
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3.3 Estudio de liberacion in vitro de los farmacos 5-FU e ibuprofeno.

Los sistemas de hidrogeles que responden a estimulos han presentado algunos
beneficios en la liberacion de moléculas bioactivas, como una liberaciéon mas localizada,
gue puede durar dias o incluso semanas mejorando la biodisponibilidad del farmacoy la
disminucion de efectos adversos.[40] La Figura 30 muestralos perfiles de liberacién in vitro
de los farmacos modelos, 5-FU e ibuprofeno a partir de los hidrogeles PVA/COP/PVME y
H-MNTC-f.

El estudio de liberacion del farmaco5-FU (Figura 30a y 30b) en condiciones pasivas
mostré una liberacion rapida (burst) del farmaco en la primera hora y media
aproximadamente para ambos hidrogeles, alcanzandose un porcentaje de liberacion del 80
% a las 6 h. No se observaron cambios considerables en la cinética de liberacion y el
porcentaje de liberacion del farmaco en el equilibrio para el sistema PVA/COP/PVME al
irradiarlo con la luz NIR (Figura 29a). En contraste, se observo un cambio notable en la
cinética de liberacion desde el hidrogel H-MNTC-f después de la segunda irradiacion con el
laser de 808 nm, provocando la liberacién del 97 % del farmaco (Figura 29b). Este efecto
en el perfil de la liberacion se atribuye a las propiedades fototérmicas de los MNTC-H
incorporados al sistema, que provoca un aumento de la temperatura en el hidrogel. El
incremento de temperatura produce un cambio en la matriz polimérica aumentando la
movilidad de las cadenas y la capacidad de absorcién de agua, promoviendo la liberacion

del farmaco 5-FU.

Por otro lado, en la Figura 30c y 30d se presenta el estudio de liberacién del farmaco
ibuprofeno, un antiinflamatorio no esteroideo. En este estudio se observéd una liberacion
espontanea mas lenta desde ambos hidrogeles en comparacién con el 5-FU, alcanzandose
el equilibrio a las 47 h, con méaximos de liberacion de 61% y 57% para los sistemas de
PVA/COP/PVME y H-MNTC-f, respectivamente. De la misma manera que en el estudio
anterior, no se presentaron cambios en el hidrogel sin MNTC-f al irradiarlo con la luz NIR.
Por el contrario, en el sistema nanocompuesto, al aplicarle el estimulo NIR, la liberacién se
incrementd hasta el 79 %. Este resultado confirma la capacidad fototérmica del hidrogel H-
MNTC-f y su efecto para aumentar liberacion de los farmacos contenidos, incrementando
la eficiencia del sistema para la aplicacion. A pesar de esto, se observé en este sistema
gue el farmaco no llego a la liberacién completa, esto puede atribuirse a que el ibuprofeno
esté interactuando con las cadenas de los polimeros debido a los grupos funcionales que

presenta la molécula. El farmaco tiene un grupo carboxilo que puede interactuar, por

62



ejemplo, con los grupos OH del PVA mediante puentes de hidrogeno, ya que el farmaco es

cargado durante la formacion del hidrogel.
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Figura 30. Cinéticas de liberacion de los farmacos 5-FU (a y b) e ibuprofeno (c y d) a partir
de los hidrogeles PVA/COP/PVME y H-MNTC-f con y sin estimulo NIR, en solucion buffer
PBS pH(7.4) a 37°C.
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CONCLUSIONES

El desarrollo de sistemas de hidrogeles con respuesta a estimulos externos
mediante meétodos de sintesis libres de solventes, reticulantes o entrecruzantes toxicos
permitio controlar los perfiles de liberacion de los farmacos5-FU e ibuprofeno por diferencia
de pH, temperatura o aplicacion de luz NIR.

Se fabricouna red s-IPN homogénea basada en el atrapamiento de cadenas lineales
del polimero termosensible PVME dentro de una estructura reticulada de PVA y COP
mediante un proceso de autoclave. Este método de preparacién permite obtener un material
compuesto multifuncional en un solo paso, yaque se logra la esterilizacion simultanea del
hidrogel durante su formacion, ademas se considera amigable con el medio ambiente y
ofrece ventajas en el campo biomédico. Las temperaturas de transicion del PVME
interpenetrado en la red de PVA/COP se modificaron significativamente en condiciones de
pH 3y pH 7.4, con respecto alos valores de dichas temperaturas para el PVME en solucion.
Ademas, la s-IPN mostro un comportamiento dual de sensibilidad al pH y temperatura
atribuido a los grupos laterales ionizables del COP y al comportamiento LCST del PVME,
respectivamente. La s-IPN exhibié un comportamiento elastico estable y de gel fuerte, asi
como una morfologia porosa con limites de poros irregulares, lo que puede favorecer el
movimiento de intercambio de las moléculas cargadas del farmaco dentro y fuera del
hidrogel.

El hidrogel PVA/COPy la s-IPN mostraron una liberacion sostenida de 5-FU hasta
5 ha 37 °C, en diferentes condiciones de pH. La cantidad acumulada de farmaco liberada
en el equilibrio puede estar influida por la solubilidad del 5-FU en el medio de liberacién y
también, por la dependencia del hinchamiento del hidrogel con el pH del medio de
liberacion.

Adicionalmente, se obtuvo un sistema de hidrogel compuesto basado principalmente
en el entrecruzamiento fisico del PVA mediante procesos de
congelamiento/descongelamiento, con la combinacion de los polimeros COP y PVME, asi
como la adicion de nanoestructuras de MNTC-f. Esta técnica permite la obtencion de
diferentes tamafios y formas del hidrogel para la adaptacion del material a la aplicacion que
se requiera. Ademas de las ventajas ya mencionadas en el método de sintesis de quimica
verde, estos hidrogeles son faciles de preparar y se les puede incorporar un farmaco

durante el proceso de entrecruzamiento.
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El sistema polimérico ternario mostré propiedades fisicoquimicas favorables
permitiendo una liberacion lenta del farmaco ibuprofeno en condiciones pasivas. La
incorporacion de MNTC-f mejora la uniformidad de la estructura porosa del sistema,
aumenta la resistencia mecanica y favorece su capacidad de hinchamiento, asi como
incrementa la eficiencia de liberacion de 5-FU e ibuprofeno por efecto fototérmico con
radiacion NIR. Con el sistema nanocompuesto se llegé a una liberacion completa en el caso
del farmaco 5-FU y se activo la cinética de liberacion del farmaco ibuprofeno mediante el
estimulo optico. Los MNTC-f demostraron ser efectivos a la absorcion de luz NIR incluso

estando inmersos en la matriz polimérica y en una concentracion baja (0.2%).

Las propiedades encontradas en estos sistemas estimulo-respuesta los hacen
prometedores para una variedad de aplicaciones farmacéuticasy biomédicas, en particular,
para la administraciéon de farmacos controlada por el comportamiento sensible a la

temperatura, pH y la luz NIR.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir de los estudios realizados en este proyecto de investigacion es
recomendable continuar con el desarrollo de hidrogeles termosensibles para aplicaciones
biomédicas por el método de autoclave. Se sugiere una modificacion de la composicién de
polimeros PVA y COP, y experimentar con otros polimeros LCST. Ademas, se podrian
hacer pruebas de adhesion ya que en este trabajo se observd fisicamente cierta
adhesividad en ambos sistemas. Esta propiedad podria potenciar al sistema para
aplicaciones comoregeneracion de tejidos, con la liberacion de algun farmaco, por ejemplo,

algun antibiético.

En el caso del sistema nanocompuesto, seria interesante probar la adicion de
nanoparticulas poliméricas que respondan a la luz NIR como el polipirrol, polidopamina o
polianilina y comparar el efecto fototérmico conlos MNTC-f, asi como el estudio liberacién

de farmacos presentado en este trabajo.
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ANEXOS

1. Estandarizacion del estudio del efecto fototérmico

La estandarizacion del estudio del efecto fototérmico se llevo a cabo con hidrogeles
en estado relajado, las muestras se colocaron dentro de una celda de cuarzo donde se
irradié con un laser NIR (808 nm 1 Wcm?) durante 10 min (Figura anexos 1). La Figura
anexos 2 muestra los cambios de temperatura de los hidrogeles por efecto fototérmico. El
hidrogel PVA/COP/PVME present6é un aumento de temperatura de 1°C al ser irradiado con
luz NIR. Por otro lado, el hidrogel con 0.2% de MNTC-f presentd una diferencia de
temperatura de 28 °C por efecto fototérmico, al inicio de la irradiacion NIR el hidrogel tuvo
una temperatura de 25 °C y 52°C al final. En el caso del hidrogel con el 0.5 % de MNTC+
solo se pudo medir el aumento de temperatura hasta la irradiacion por 5 min, debido a que
el hidrogel perdia su forma o consistencia fisica. Por ultimo, podemos observar que el
hidrogel nanocompuesto con 1% de MNTC-f tuvo un aumento de temperatura durante la
irradiaciéon NIR de 16 °C, considerablemente menor al comparar el aumento de temperatura
con el hidrogel con menor porcentaje de MNTC-f. Esto puede deberse a la dispersién de
los nanotubos dentro del sistema de hidrogel y el efecto que provoca el método de
congelacion/descongelaciéon durante la sintesis.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se decidid realizar la
caracterizacion y liberacion de farmacos a partir de hidrogeles nanocompuestos conel 0.2%
de MNTC-f.

Figura anexos 1. Imagenesrepresentativas de la estandarizacion del estudio del efecto fototérmico para
hidrogeles H-MNTC-f.
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Figura anexos 2. Estudio del efecto fototérmico (808 nm, 1 Wem?2) de
los hidrogeles nanocompuestos desde el estado relajado. Los datos se
muestran como media * desviacion estandar (n=3).
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2. Estancia de Investigacion

Serealizd una estancia de investigacion en la Universidad Estatal de Arizona (ASU).
El objetivo de esta estancia fue disefar y sintetizar materiales nanocompuestos por medio
de la técnica de impresién 3D para obtener dispositivos biomédicos. En este caso se
obtuvieron mallas de 20x20 mm compuestas de PVAy PEGDA, asi como PVA/PEGDA con
MNTC-f. También se logré caracterizar el material por medio de algunas técnicas como
reologia, DSC, TGA, pruebas de degradacion y propiedades mecanicas.

1

Direct ink writing (DIW)

PVA/PEGDA PVA/PEGDA/CNT0.2%
Figure 1. Images of meshes after 3D printing.
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Figure 3. in vitro degradation test of PVA/PEGDA and Figure 2. Storage (G’) and loss (G”) moduli as a function of oscillation strain.
PVA/PEGDA/CNTO0.2% meshes in PBS buffer (pH 7.4) at PVA/PEGDA (a) without UV light and (b) exposed UV light; PVA/PEGDA/CNTO0.2%
37 °C, (n=3). (c) without UV light and (d) exposed UV light.

Figuraanexos 2. Representacidon esquematica del trabajo realizado durante la estancia de investigacion.
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n
her-alt-maleic acd) (COP) was synthesized by
an autoclaving process. The s-IPN exhibited a promising
performance for the controlled drug delivery in response
to the pHand temperature conditions.
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