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RESUMEN

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos permiten liberar el agente
activo, en un tiempo determinado y con un perfil de liberacién predeterminado justo
en el sitio de accién. El desarrollo de sistemas de liberacion controlada de farmacos
innovadores incluye el disefio y preparacion de hidrogeles electroconductores
(HEC), que pueden ser formados por matriz (hidrogel) y un polimero conductor. La
matriz actia como un reservorio altamente poroso para la incorporacion de
pequefas y/o grandes moléculas en altas concentraciones, mientras que las
propiedades eléctricas y electroactivas de los polimeros electroconductores,
permiten el control dinamico de la liberacion de farmacos, bajo la aplicacion de un
impulso eléctrico modificando la cinética de liberacion del farmaco y favoreciendo el

transporte de diferentes moléculas y iones.

En este trabajo se llevd a cabo la sintesis y caracterizacion HEC compuestos
de una matriz de un polimero biocompatible, alginato (Alg), conteniendo
nanoestructuras de polipirrol (PPy), sintetizadas mediante “quimica verde”. Los
nanomateriales de PPy y los HEC fueron caracterizados mediante diferentes
técnicas con la finalidad de estudiar su estructura y propiedades, asi como las
interacciones entre los diferentes componentes de estos novedosos materiales
compuestos. Los HEC fueron preparados modificando la densidad de
entrecruzamiento y la cantidad de nanoestructuras de PPy. Las cinéticas de
liberacion de metoprolol, farmaco modelo cargado en los HEC, se obtuvieron de
manera pasiva y con la aplicacién de un potencial eléctrico. Los estudios revelaron
que a relaciones de entrecruzamiento bajas, la matriz de alginato presenta una
respuesta ante el estimulo eléctrico debido a fuerzas electrostaticas de repulsion
entre los grupos carboxilicos. Sin embargo, al introducir el PPy nanocompuesto, se
incrementé el porcentaje de liberacidon del metoprolol bajo impulso eléctrico
influenciado por las propiedades electroactivas del PPy en sinergia con la respuesta
de la matriz a la aplicacion de una diferencia de potencial. Adicionalmente, al

incrementar el entrecruzamiento de la matriz, se observé que la liberacion del



farmaco bajo impulso eléctrico se ve activada por la reduccion del PPy. Los sistemas
nanocompuestos estudiados en este trabajo, pueden ser utiles en aplicaciones de

liberacion pulsada de farmacos mediante estimulos eléctricos.



ABSTRACT

Controlled drug release systems are able to deliver the active agent for a period
of time, and at a specific rate in the target site. Innovative developments in controlled
drug release include the design and preparation of electroconductive hydrogels
(ECH), which may consist of a matrix (hydrogel) and a conductive polymer. The
matrix acts as a highly porous reservoir for the incorporation of small and/or large
molecules in high concentrations, while electrical and electroactive properties of the
electroconductive polymers, allow the dynamic control of drug release, under the
application of electrical stimulus, modifying the kinetics of drug release and allowing

the transport of different molecules or ions.

In this work, we carried out the synthesis and characterization of ECH, composed
of a matrix of biocompatible polymer, alginate, containing a polypyrrole (PPy)-based
nanostructures synthesized by "green chemistry". The PPy nanostructures and the
ECH were characterized by different techniques in order to study their structures and
properties, as well as, interactions between the different components of the novel
composite materials. The ECH were prepared varying their cross-linking density and
the amount of PPy nanostructures. The kinetics of metoprolol release, model drug
loaded in ECH, were obtain in a passive mode and with the application of an
electrical potential. The results revealed that at low cross-linking ratios, the alginate
matrix has a response to the electrical stimuli due to repulsion electrostatic forces
between carboxylic groups. However, when PPy is added to hydrogel matrix, the
metoprolol release under electrical stimulus was enhanced by the electroactive PPy
behavior in synergy with the response of the matrix to the electrical potential.
Nevertheless, when the cross-linking density of the matrix is increased, it was
observed that electrically driven drug release is activated by the electrochemical
reduction of PPy. The composite systems studied in this work can be useful in

applications of drug release controlled by electrical stimuli.



1. INTRODUCCION

Los agentes farmacolégicamente activos no son inherentemente efectivos, sus
beneficios estan directamente relacionados con su administracién y con las
propiedades fisicas del farmaco como: la solubilidad, la carga neta y su capacidad
de penetrar e interactuar con células o tejidos. Debido a ello, se necesita aplicar
dosis elevadas que conllevan efectos tdxicos e inmunolégicos no deseados. Esto
ha impulsado a la comunidad cientifica al disefio de sistemas de liberacion
controlada de farmacos que permitan liberar el agente activo, en un tiempo
determinado y con un perfil de liberacion predeterminado justo en el sitio de accidn.
En este sentido, se persigue prolongar la actividad farmacolégica, reducir los efectos

secundarios y minimizar la frecuencia de administracion[1].

Una de las propuestas innovadoras en la liberacion controlada son los
hidrogeles compuestos electroconductores. Estos sistemas se disefian para que,
bajo la aplicacién de un pulso eléctrico liberen el agente activo, con una respuesta
en tiempo real[2] y dosificando la cantidad de farmaco segun la demanda que

requiera el organismol3].

Los hidrogeles basados en polisacaridos han sido considerados sistemas
ideales para liberacion de farmacos. Estos son intrinsecamente biocompatibles
debido a su origen natural y estructura quimica, asi como por su capacidad de
absorcidon de agua que permite simular los tejidos humanos. De acuerdo a ello, las
formulaciones de polisacaridos se consideran seguras y no toxicas. Sin embargo,
los hidrogeles pristinos de polisacaridos presentan un rapido hinchamiento debido
a su naturaleza y pueden ser degradados enzimaticamente en fluidos bioldgicos,
por lo que, estos materiales requieren algunas modificaciones para su
implementacion[4]-[6]. Una de las alternativas reportada en la literatura consiste en
la formacion de hidrogeles compuestos, incorporando otros materiales, por ejemplo,
polimeros electroconductores, permitiendo compactar y reforzar la red polimérica[7]
y con ello, modificar la difusién de las moléculas bioactivas hacia el medio de

liberacion. Por su parte, los polimeros electroconductores poseen cargas



deslocalizadas a lo largo de sus cadenas, y bajo condiciones electroquimicas
adecuadas, estos polimeros intercambian especies cargadas con el medio que lo
rodea, proceso asociado con la éxido-reduccion del polimero. La posibilidad de
intercambio de masa de los polimeros electroconductores con el medio se ha
utilizado para preparar sistemas de liberacion de controlada de farmacos mediante

estimulos eléctricos externos.

El polipirrol (PPy) es uno de los polimeros electroconductores mas utilizado
en el area biomédica. Entre las propiedades de este polimero destacan su alta
conductividad eléctrica, su estabilidad quimica a condiciones atmosféricas, su
biocompatibilidad y, ademas, puede ser sintetizado facilmente por distintos
métodos[8]-[11]. Sin embargo, el PPy se caracteriza por ser insoluble e infusible, lo
cual complica su procesamiento y limita sus aplicaciones. Una de las estrategias
para mejorar las propiedades del PPy durante su polimerizacion, es la incorporacion
in situ de otros materiales como biopolimeros[8] y materiales carbonaceos[12], los
cuales pueden mejorar la procesabilidad, estabilidad y las propiedades de
conduccién eléctrica, consolidando la estructura del polimero y sosteniendo sus
propiedades eléctricas y mecanicas. La combinacion adecuada de PPy,
polisacaridos y nanotubos de carbono (NTC) puede generar novedosos materiales
compuestos que reunan tanto las propiedades eléctricas, mecanicas y de
biocompatibilidad que se requieren en numerosas aplicaciones biomédicas,
incluyendo los sistemas de liberacion de farmacos controlados por la aplicacion de

impulsos externos.

En la literatura se han descrito varios métodos para la preparacion de PPy,
incluyendo la polimerizacion electroquimica, quimica, por emulsién y la inducida por
radiaciéon UV. La mayoria de las sintesis que involucran la polimerizacion quimica
oxidativa del pirrol se utilizan agentes oxidantes fuertes como el FeCls, el KMnO4 y
el K2Cr207 [9], [13]-[15]. En estos procesos, el PPy incorpora aniones como
balanceadores de carga derivados del oxidante, productos y otras especies que se
afiaden a la solucibn de reaccién. Los dopantes podrian ser téxicos al
implementarse en sistemas bioldgicos. Una de las alternativas para obtener PPy

mediante un proceso de sintesis “verde” consiste en la polimerizacion del monémero
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de pirrol utilizando peréxido de hidrogeno (H202), ya que sus productos finales de
degradacion reportados son H20 y Oz por lo que no introduce impurezas en el

producto de la sintesis.

Al considerar tanto las propiedades de los polimeros electroconductores
como las de los hidrogeles, se prevé que su combinacion puede tener efectos
sinérgicos positivos en la liberacién controlada de farmacos, potencializando la
creacion de sistemas cuya cinética de liberacion pueda ser modificada por estimulos
eléctricos para la administracion de una cantidad apropiada de farmaco en un

tiempo y lugar adecuado.

En este trabajo, se llevd a cabo la sintesis en emulsion de nanoestructuras de
PPy/ NTC en solucidon acuosa, usando, H202, oxidante amigable con el medio
ambiente, y dodecil sulfato de sodio (SDS), un surfactante anionico. Se analizé
sistematicamente el efecto de distintas condiciones de polimerizacion sobre el
rendimiento de la reaccion y las propiedades fisicoquimicas-eléctricas del producto
resultante. Se evalu6 también el efecto de la incorporacion de alginato de sodio
(Alg), asi como nanotubos de carbono de pared multiple pristinos (p-NTCPM) y
funcionalizados (f-NTCPM) en el medio de reaccién. Posteriormente, se trabajoé en
la formacién de hidrogeles hibridos homogéneos de alginato de sodio entrecruzado
ionotrépicamente con Ca?* y las nanoestructuras de PPy sintetizadas, los cuales
fueron cargados con un farmaco modelo (metoprolol). Se realizaron diversos
estudios de liberacion de farmaco, por difusién pasiva y bajo la aplicacion de un

estimulo eléctrico.

Los estudios mostraron que la presencia de los nanocompositos de PPy en la
matriz del hidrogel con alta densidad de entrecruzamiento, permite la activacion de
la liberacidon del metoprolol mediante la aplicacion de estimulos eléctricos
influenciado por las propiedades electroactivas del polimero electroconductor. Por
otra parte, se observo que, a relaciones de entrecruzamiento bajas del hidrogel, la
liberacion de metoprolol esta relacionada con la reduccion del material conductor en

conjunto con la respuesta de la matriz de alginato ante un pulso eléctrico.



La liberacién de metoprolol como farmaco modelo a través de los hidrogeles
electroconductores es activada por la aplicacion de estimulos eléctricos, los cuales

podrian ser implementados en sistemas de liberacion controlada de farmacos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar hidrogeles compuestos electroconductores basados

en una matriz de alginato y polipirrol nanocompuesto, asi como estudiar la liberacion

controlada de metoprolol mediante la aplicacion de un estimulo eléctrico.

2.2 Objetivos especificos

1)

5)

Estudiar el efecto de las condiciones de sintesis de polipirrol (concentracion
de surfactante, pH, temperatura, presencia de alginato y nanotubos de
carbono) sobre las propiedades finales del producto, mediante mediciones
de rendimiento masico, conductividad eléctrica, espectroscopia de infrarrojo
por transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia ultra violeta visible (UV-
Vis), microscopia electrénica de barrido de emisién de campo (FE-SEM),
analisis termogravimétrico (TGA), espectroscopia fotoelectronica de rayos-X
(XPS), dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial Zeta.

Estudiar la relacion estructura-propiedad para hidrogeles compuestos de
alginato y nanocompositos de PPy, usando mediciones de cinéticas de
hinchamiento, FT-IR, SEM, TEM, TGA y ensayos mecanicos de compresion.
Estudiar la cinética de liberacién in vitro de metoprolol desde los hidrogeles
compuestos a pH 7.4.

Estudiar la cinética de liberacion in vitro de metoprolol desde los hidrogeles
compuestos bajo la aplicacion de impulsos eléctricos.

Evaluar la citotoxicidad de los hidrogeles compuestos.



3. ANTECEDENTES

3.1 Polimeros electroconductores

3.1.1 Generalidades

Los polimeros intrinsecamente conductores (PCs) son materiales organicos
basados en sistemas m policonjugados, que exhiben excelentes propiedades
Opticas, magnéticas y eléctricas[16]-[19] similares a las presentes en los
semiconductores inorganicos y/o metales pero conservando ciertas propiedades de
los polimeros convencionales. Adicionalmente, los PCs son materiales
electroactivos referidos como “materiales inteligentes”, ya que, bajo condiciones
adecuadas, ocurre la introduccibn o salida de moléculas pequefas (0
macromoléculas) de la matriz del polimero, lo cual conlleva a un preciso control de

procesos de transferencia de masa por estimulacion eléctrica externa.

En la actualidad, se conocen alrededor de 25 polimeros electroconductores
en la Figura 1 se muestran las estructuras quimicas de algunos de estos. Debido a
sus caracteristicas eléctricas vy fisicoquimicas, los PCs son utilizados en un rango
amplio de aplicaciones como: sensores[20], en el almacenamiento de energia como
capacitores[21] y baterias [22] e inhibidores de corrosion[23]. Debido a su
biocompatibilidad, se han estudiado para su utilizacion en aplicaciones biomédicas
como: ingenieria de tejidos[24]-[27], estimuladores de células[28],[29],
bioactuadores[30],[31], biosensores [32], electrodos cardiacos/neurales y en

sistemas de liberacion controlada de farmacos[33]-[35].

Los primeros trabajos realizados con PCs radican desde mediados del siglo
XIX, cuando Letheby y col.[36] reportaron la primera oxidacion anddica de anilina en
acido sulfurico diluido, cuyo producto fue un polvo brillante azul-negro insoluble sobre
un electrodo de platino. Tiempo después, en 1876, los experimentos realizados por
Goppelsréeder y col.[37] revelaron la presencia de oligdbmeros producidos por la
oxidacién de anilina. Por otra parte, a mediados del siglo XX Natta y col.[38]

descubrieron el poliacetileno y, en 1968, Dall'olio sinterizd el PPy, llamandolo pirrol



negro. Sin embargo, el auge de los PCs se presentd en 1977, cuando los cientificos
Hideki Shirakawa, Alan MacDiarmid, y Alan Heeger[17], reportaron un incremento de
siete 6rdenes de magnitud en la conductividad eléctrica de una pelicula de trans-
poliacetileno (Figura 1), al incorporar iodo. Este proceso, se produce por la extraccion
de un electron de la cadena principal del polimero generando portadores de cargas
(“huecos”) e incorporando el iodo simultdneamente como balanceador de carga. En el
polimero conjugado, un electron vecino ocupa la posicion y genera un nuevo hueco,
lo cual permite que la carga fluya a través de la cadena polimérica, propiciando la
generacion de la conductividad eléctrica. El fendmeno de neutralizacion de la carga
se nombro dopaje, y es esencial para las propiedades eléctricas y electroquimicas de
los PCs.

A pesar de la buena conduccién eléctrica obtenida para el frans-poliacetileno
este era dificil de sintetizar y exhibia inestabilidad en presencia de aire. Sin embargo,
este evento fue una pauta importante para el estudio en los PCs, que hasta entonces
eran considerados como materiales aislantes. Consecutivamente, en 1979, los
investigadores Diaz y Kanazawa[39] lograron la sintesis de una pelicula de PPy, un
heterociclico altamente conductor, con buena estabilidad bajo condiciones
ambientales y que conjuntamente, podia modular sus propiedades electroquimicas.
Desde entonces los polimeros de heterociclos han emergido como una familia de
polimeros conductores con alta estabilidad en el ambiente y excelente conductividad

eléctrica.
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Figura 1. Estructuras quimicas de polimeros conductores.

3.1.2 Polipirrol

El PPy, cuya estructura quimica se muestra en la Figura 2, es uno de los PCs
heterociclicos aromaticos mas utilizado en diversas areas de la ciencia y la tecnologia,

particularmente, en la electronica y la biomédica. Se distingue por su biocompatibilidad
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in vitro e in vivo[40], [41], su estabilidad quimica al ambiente, sus propiedades eléctricas
y electroquimicas y, ademas, por presentar propiedades estimulo-respuesta, que permite
el control dinamico de sus propiedades bajo la aplicacién de un impulso eléctrico. Lo
anterior permite que pueda ser utilizado en diversas aplicaciones biomédicas, incluyendo
la ingenieria de tejidos y como moduladores en la liberacidn controlada de farmacos[42]—
[44].

Figura 2. Estructuras electronicas de PPy a) neutro, b) polardn parcialmente dopado

y c) bipolaréon[45].

La conductividad eléctrica del PPy esta determinada por su estructura electronica.
La heteroaromaticidad proporciona estabilidad quimica al PPy mientras que su cadena
nt altamente conjugada permite la deslocalizacion electronica y el movimiento libre de los
electrones. No obstante, la conjugacion de la cadena no es suficiente para obtener una
alta conductividad eléctrica, debido a que las deslocalizaciones estan limitadas por el

desorden y los defectos en la cadena polimérica, asi como, la interaccion Coulémbica
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entre electrones y huecos[46]. Al extraer electrones de la cadena principal del PPy, se
generan portadores de carga que se estabilizan con especies de carga contraria
(dopaje). Existen diferentes métodos de dopaje con la finalidad de incrementar la
conduccion eléctrica del polimero, permitiendo ir de un régimen aislante (PPy sin dopar)
hasta un comportamiento metalico (PPy altamente dopado), lo cual depende del alcance

del dopaje y del método de sintesis, entre otros factores.

Durante el proceso de polimerizacion, la estructura electronica y de bandas del
PPy es modificada de acuerdo al nivel de dopaje en la cadena. Con la estructura
bencenoide (estado neutro), el PPy se comporta como aislante y su banda de energia
prohibida (band gap) tiene un valor de 3.16 eV (Figura 3 (a)). Sin embargo, durante la
polimerizacion, simultdneamente se asocian los contraiones a la cadena PPy (dopaje).
La extraccidon de un electron de un segmento neutro en la cadena provoca una
deformacion local en la estructura, formando una estructura quinoide energéticamente
mas favorable Figura 3 (b). La combinacién de la estructura quinoide y el espin
desapareado dan origen a un portador de carga llamado polaron, este a su vez genera
dos nuevos estados intermedios (enlace y antienlace). Cuando el proceso de oxidacion
continua, otro electron es removido de la cadena principal, dando lugar a un segundo
tipo de portador de carga, identificado como bipolarén (dication) Figura 3 (c). En este
estado de oxidacién, la banda de energia prohibida presenta un valor de 1.4 eV. Al
aplicar un campo eléctrico sobre el PPy, los electrones en la unidad repetitiva son
atraidos hacia el nucleo de sus atomos vecinos, induciendo la movilidad de los
portadores de carga (polarén y bipolarén) a lo largo de la cadena por la reorganizacion
de enlaces sencillos y dobles. El transporte de la carga puede darse intracadena pero
también puede presentarse intercadena, este proceso requiere mayor energia. Cuando
los portadores de carga encuentran un defecto en la cadena o llegan a los grupos
terminales, la carga se transfiere a las cadenas vecinas. La conductividad eléctrica total

es la combinacion de los componentes intra e intercadena[47].
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Figura 3. Diagrama de energia para PPy a) neutro, b) polardén, c) bipolarén y d)

totalmente dopado[45].

Al incorporar iones dopantes en la cadena polimérica, se generan portadores
de carga acompanados por cambios en la estructura electronica del polimero. Sin
embargo, la estructura pristina del PPy puede ser recuperada al reducirlo. El
dopaje/desdopaje del PPy es reversible y puede realizarse mediante la
cargal/descarga del material por un proceso de 6xido-reduccion. EI mecanismo de
p-dopaje o electro-oxidacion de PPy implica la extraccion de los electrones del
enlace rt y la generacion de cargas a lo largo de la cadena polimérica mientras los
contraiones son insertados en la cadena de PPy como neutralizadores de carga
(Figura 4 (a)). Por otro lado, el mecanismo n-dopaje o electro-reduccién involucra el
transporte de electrones hacia la cadena principal del polimero, ademas, de la
intercalacion de cationes desde la solucion de reaccién hacia el esqueleto del
polimero, equilibrando la carga total (Figura 4 (b)). La técnica electroquimica mas
utilizada para estudiar el proceso redox es la voltametria ciclica (VC). La VC mide
la corriente resultante tras la aplicacion de un barrido de campo eléctrico a una
velocidad determinada. Durante las reacciones redox, la reduccion genera un

polimero neutro mientras la oxidacion produce un polimero con carga positiva.
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Cuando el dopaje/desdopaje son realizados, los iones son introducidos o

expulsados de la matriz del polimero.

LUMO

a)

b)I

HOMO

A —

Oxidacién

Reduccion I

Figura 4. Estructura electronica de bandas con a) p-dopaje y b) n-dopaje.

Por otro lado, el PPy se considera un material biocompatible con base en
diferentes estudios que han reportado el crecimiento de células de hueso[48],
neurales[40], [49], fibroblastos[50], [51] y células madres[33], [52] ante la presencia
de particulas de PPy. Un tamaro de particula controlado y uniforme, asi como, la
estabilidad de las mismas sin formacion de agregados, son caracteristicas
necesarias para la evaluacion precisa de la toxicidad del polimero[19]. Kim y col.
[29] estudiaron la toxicidad de nanoparticulas (NPs) de PPy de diferentes tamafios
en fibroblastos de pulmén. Sus resultados indicaron una dependencia proporcional
entre la toxicidad, el tamafo, y la dosis de las NPs de PPy. Zhu y col.[53] evaluaron
la citotoxicidad de un electrodo hibrido de PPy y éxido de grafeno en células
progenitoras neuronales. Los resultados de este estudio revelaron que la mayoria
de las células tratadas con los materiales compuestos conductores fueron altamente
viables, generandose un minimo de células muertas. Wang y col.[54], evaluaron la

citotoxicidad de células HepG2 (linea celular de cancer de higado) con PPy-
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rodamina, demostrando una biocompatibilidad dependiente de la concentracién del

material compuesto.
3.1.3 Método de sintesis de polipirrol por emulsion

Una peculiaridad importante de los PCs, incluyendo al PPy, es su proceso de
polimerizacion el cual es considerado sencillo y versatil[55]-[57]. El pirrol (Py) puede
polimerizarse en grandes volumenes bajo condiciones suaves como temperatura
ambiente y en un rango amplio de solventes, incluyendo agua[49]. Ademas, durante
su sintesis es posible modular el area superficial, la morfologia, y la porosidad de

las particulas, asi como la electroactividad del polimero.

A pesar de la versatilidad del PPy su naturaleza insoluble, infusible y
fragilidad mecanica restringe su procesabilidad y sus aplicaciones[17], [57]-[59].
Una estrategia de sintesis para mejorar las propiedades mecanicas del PPy es la
de preparar mezclas o materiales compuestos afiadiendo durante la polimerizaciéon
biopolimeros flexibles[59], [60], que permitan mejorar la procesabilidad y que
puedan formar parte de la estructura del polimero conductor como dopantes.
También, se plantea la formacion de PPy nanocompuestos utilizando NTC, debido
a las excelentes propiedades mecanicas, opticas y eléctricas que presentan las

estructuras carbonaceas[61], [62].

Dentro de las técnicas utilizadas para mejorar la procesabilidad de los PCs
se encuentra la polimerizacion en emulsion. A partir de 1986, esta técnica ha sido
aprovechada en la sintesis de PPy con la finalidad de incrementar su dispersion
debido a la formacion de nanoparticulas coloidales mas estables. Ademas, la
técnica permite modular el tamafio de la particula al predefinir apropiadamente las
dimensiones de las micelas y mejora el procesamiento respecto a los polimeros en
bulto’®?7. Paralelamente, durante la sintesis en emulsion es posible incorporar
diferentes materiales que optimicen las propiedades finales del producto de
PPy[63].

16



La técnica de polimerizacion consta de tres etapas; la nucleacion, el
crecimiento y la estabilizacion de particulas. Cuando la concentracion del
surfactante esta por encima de la concentracion critica micelar (CMC), el sistema
de reaccién se caracteriza por la emulsificacién de gotas de mondémero dispersadas
en la fase acuosa, micelas vacias y micelas con mondémero. Solo una pequena
fraccion del mondmero esta dentro de las micelas, parte esencial del mondémero
esta disperso en el medio acuoso y la mayor concentracién se encuentra formado
las gotas o reservorios. La polimerizacién ocurre via radicales libres y es iniciada

por la adicion del agente oxidante (iniciador).

En el caso de la polimerizacion en emulsion del Py, se ha reportado que la
etapa de iniciacion comienza en la fase acuosa donde los radicales libres oxidan el
monomero dando origen a oligdbmeros de Py. Cuando la hidrofobicidad de los
oligbmeros radicales incrementa en una longitud de cadena critica, estos migran
hacia las micelas y continian la fase de propagacion, reaccionando con las
moléculas de Py presente en estas. En consecuencia, las micelas de mondmero se
transforman en nucleos de particulas. Estas contindan creciendo y adquieren sus
reactantes a partir de los reservorios de monémero. El surfactante adsorbido sobre
las gotas de mondmero se difunde a través de la fase acuosa para la estabilizacion
de las particulas de crecimiento. La etapa de nucleacién finaliza después del

agotamiento de mondmero en las micelas[64], [65].

Lui y col.[13], sintetizaron NPs de PPy de diferente morfologia y tamafrios,
utilizando H202 como oxidante amigable, en conjunto con V205 como andamio
(semilla) y catalizador para la producciéon de NPs uniformes y estables. Los autores
destacaron la importancia de la sinergia H202/ V205 en el control de la morfologia
de las nanoparticulas esféricas o nanofibras. Por otro lado, Leonavicius y col.[66],
reportaron la produccion de NPs de PPy, donde también el H202 participa como
agente oxidante. En este reporte, la formacion de un sistema micelar con el
surfactante SDS, produce nanoreactores que favorecen Ila cinética de
polimerizacion con el peroxido, logrando la formacion de NPs esféricas. Kausaite-

Minkstimiene 'y col.[67], evaluaron diferentes condiciones de reaccion
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(concentracion de monoémero, H202, pH, temperatura) en la formacién de particulas
de PPy. Los autores destacaron la importancia del solvente y la temperatura en el

crecimiento, tamafio y morfologia de las particulas.

Los resultados de la literatura han demostrado que es posible lograr la
sintesis de PPy utilizando agentes oxidantes amigables con el ambiente vy
nanoreactores (sistemas micelares). Particularmente, se ha logrado favorecer la
cinética de reaccidon con perdxido de hidrogeno, asi como controlar el tamafio y
morfologia del PPy mediante la técnica de emulsion. Sin embargo, a pesar de ello,
aun existen retos en la preparacién de particulas mediante quimica “verde”, entre
estos se encuentra el incremento de la conductividad eléctrica y la posibilidad de
incorporar de materiales flexibles (especialmente de origen natural) para obtener

nanocompuestos funcionales.

3.2 Aplicaciones de los polimeros conductores
3.2.1 Actuadores

Los actuadores de PPy son dispositivos electroquimicos propuestos como
musculos artificiales capaces de generar fuerza mecanica a partir de movimientos
conformacionales del polimero y del transporte idnico, procesos inducidos
electroquimicamente[68][69]. El fendmeno se debe a la variacién de volumen tras
la aplicacion de un potencial eléctrico, asociado con la insercion/salida de iones y
moléculas del solvente en la matriz del PCs (Figura 5). Durante el proceso de
oxidacion del PPy, en la cadena del polimero se forman cargas positivas y, aniones
poco voluminosos que son incorporados en la matriz del PCs para mantener la
neutralidad, resultando en un incremento de volumen[30], [70], [71]. Por otra parte,
al aplicar un voltaje negativo, los aniones pueden ser extraidos del polimero al

reducirse, provocando una contraccion del volumen del polimero [72].
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Figura 5. Mecanismo de electroactuacion de PPy. Hinchamiento y contraccién del

polimero[73].

Cuando aniones de gran dimensién son incorporados como balanceadores
de carga, estos se inmovilizan y quedan atrapados dentro de la estructura del
polimero. Al realizar un proceso de reduccion se produce un hinchamiento por la
adicion de cationes de la solucion como compensadores de carga de los iones

dopantes voluminosos.

Otero y col.[68] reportaron el mecanismo de actuacion de una pelicula de
PPy basado en el cambio de volumen de las peliculas del polimero dopado con
iones perclorato (PPy/ClO4") aisladas por una capa no conductora adhesiva. La
Figura 6 muestra el esquema del mdusculo triple capa; (PPy/ClOs) /capa
adhesiva/PPy (ClO47)) en una solucion acuosa de LiClO4. Se hace pasar el flujo de
corriente a través de dos peliculas de PPy sumergidas en la solucion electrolitica.
Al oxidar al PPy, los aniones ClO4 son insertados para mantener la neutralidad,
incrementando el volumen de la pelicula, mientras simultdneamente, la otra parte
de la pelicula es reducida, entonces los iones son expulsados y el material se
contrae. Como consecuencia del incremento o disminucion en el volumen de la
matriz polimérica, se produce un movimiento angular. La corriente experimental
controla tanto la velocidad angular como la direccion del movimiento de la triple
capa. El musculo de triple capa es un dispositivo electroquimico donde la reaccion

electroquimica controla el trabajo mecanico.
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Figura 6. Mecanismo de actuacién de una pelicula de PPy[68].

3.2.2 Sensores / Biosensores

Un sensor convierte un parametro inicial en una seial que puede ser medida.
La senal de salida del sensor normalmente se basa en cambios en sus propiedades
eléctricas o electronicas. Los PCs muestran cambios en su conductividad eléctrica,
volumen, y/o electroactividad cuando son expuestos a diferentes cambios quimicos,
lo cual los hace materiales adecuados para utilizarse como sensores. Know y
colaboradores[74] investigaron el efecto del tamafio de NPs de PPy en la deteccion
quimica de compuestos organicos volatiles y gases toxicos, encontrando que la
conductividad y la relacion superficie/volumen se incrementan cuando disminuye el
tamano de las NPs. Las NPs de PPy de menor tamaino, mostraron una excelente
sensibilidad, rapida respuesta, reversibilidad y reproducibilidad con respecto a las
particulas de mayor tamafo, lo que atribuye a la alta area superficial de las NPs que
promueve un contacto eficiente con el analito. El limite de deteccion mas bajo para

el gas amonio fue 10 ppm.

Por otro lado, Yoon y colaboradores[75] desarrollaron un sensor de glucosa
utilizando un transistor de efecto de campo (FET por sus siglas en inglés) de iones

liquidos, para lo cual funcionalizaron nanotubos de PPy (CPNTSs) con la enzima de
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glucosa oxidasa (GOx). Posteriormente, estos se unieron covalentemente a un
microelectrodo y se conectaron a dos electrodos de metal. Cuando la enzima GOx.
inmovilizada sobre los CPNTs interactua especificamente con el monosacarido de
glucosa, se produce un cambio en la corriente de fondo. El sensor FET mostré una
alta sensibilidad en la deteccidén de glucosa en concentraciones de 0.5 a 20 mM
(Figura 7). Este tipo de dispositivo se ha aplicado para la deteccion de distintos

analitos como proteinas[76] y hormonas[77].
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Figura 7. llustracién esquematica de los pasos de reaccion para la fabricacion del

biosensor a base de nanotubos de PPy[75].

3.2.3 Ingenieria de tejidos

Los andamios de PCs han proporcionado sitio de unién y proliferacién celular.
Las interacciones fisicas entre las partes bioldgicas y los andamios conducen a la
curacion e integracion del tejido. Ademas, dichos andamios pueden funcionar como
reservorios y liberadores de proteinas, factores de crecimiento, farmacos, etc. El
PPy fue uno de los primeros PCs evaluados para estudiar su influencia en células
de mamiferos. Estudios celulares in vitro de particulas de PPy tras la exposicion a
un potencial eléctrico, mostraron una buena adhesion y crecimiento, ejerciendo un
efecto positivo en la proliferacién celular. Xu H. y col.[78], reportaron nanofibras
compuestas de poli (D, L-acido lactico) (PLA) y PPy que permiten la diferenciacion

de células de medula supra renal (PC12) y promueve la regeneracion nerviosa. Los
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estudios in vivo, indicaron que el material PLA/PPy podria postularse como un
material adecuado y no toxico, util en ingenieria de tejidos. Un estudio realizado por
Sajesh K. y col.[27] reportd la generacidn de un andamio conductor de alginato/PPy/
quitosano. Los resultados mostraron una adecuada viabilidad y proliferacion de
osteoblastos (MG-63) en dicho andamio, confirmando la naturaleza biocompatible
del material y promoviendo el sistema como sustrato en la ingenieria de tejido de

hueso.
3.2.4 Cargado y liberacion de farmacos a partir del PPy

Los PCs tienen la capacidad de captar y liberar moléculas de su estructura,
procesos que son generalmente controlados mediante interacciones electrostaticas
y el proceso redox. Subsecuentemente, la liberacion del farmaco puede ser activada
mediante un estimulo externo de tipo eléctrico[34]. Sin embargo, no todos los
farmacos son candidatos ideales para la liberacién controlada por un estimulo
eléctrico externo; se requiere que el farmaco no sea electroactivo en los potenciales
de trabajo del sistema de liberacion ya que su actividad biolégica podria
comprometerse. Otro factor importante a considerar es el pKa del farmaco,
dependiendo del valor de este, la carga de molécula con respecto al pH puede
variar, repercutiendo en el cargado del farmaco, asi como en su posterior liberacion.
En general, es deseable que los agentes farmacoldgicamente activos presenten
tiempos de vida cortos ya que, de esta manera, se minimiza el riesgo de
acumulacion. Los sistemas de liberacidén controlada pueden mejorar la eficiencia de
los tratamientos clinicos, liberando dosis que mantengan los niveles terapéuticos.
Ademas, en aquellos farmacos con biodisponibilidad baja, se requieren menores
cantidades para mantener sus niveles en sangre. Un sistema de liberacion permite
la disminucion de la administracion del farmaco ya que este se encuentra en el sitio

deseado y unicamente se libera la dosis necesaria[35].

El cargado de farmaco en el PPy puede realizarse de diferentes maneras.
Compuestos aniénicos pequeios pueden afiadirse durante su sintesis

incorporandolos como balanceadores de carga[79]; sin embargo, esta via puede
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producir una baja incorporacion del farmaco y la conductividad eléctrica del polimero
puede verse comprometida (Figura 8 (a))[35]. Esta limitacion puede corregirse
mediante el método de tres pasos; primero se realiza la polimerizacion utilizando un
dopante primario “ideal”’, después de la polimerizacién el polimero es reducido y
lavado, y finalmente, el farmaco es cargado en la estructura polimérica al aplicar un
potencial inverso (Figura 8 (b)). Cuando, el dopante primario es una molécula
voluminosa y queda inmovilizado en la matriz del polimero durante su sintesis, al
aplicar un potencial de reduccion, una especie catidnica se introduce para mantener
la electroneutralidad del polimero. Este procedimiento, es utilizado para cargar

farmacos positivos (Figura 8 (c)).
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Figura 8. Mecanismos de cargado de farmaco, a) método de un paso (carga
negativa), b) método de tres pasos (carga negativa) y c) método de tres pasos
(carga positiva)[35].

La liberacién del farmaco se activa por la polarizacion eléctrica de la matriz
del polimero. Cuando el estado redox del PPy cambia, los electrones entran o salen
del esqueleto del polimero, lo que promueve el movimiento de iones, para mantener
la neutralidad. Este proceso puede controlar la salida o entrada del farmaco en la

matriz. Cuando el farmaco esta cargado anidnicamente, el PPy libera el agente
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activo al reducirse. Este proceso también conlleva, un cambio de volumen, el
polimero se contrae favoreciendo la liberacion del agente activo (Figura 9 (a)). Por
otra parte, los farmacos cationicos pueden liberarse cambiando las condiciones
electrostaticas. Al aplicar un potencial eléctrico, la interaccion electrostatica del
farmaco con el dopante primario se rompe, liberando el farmaco mientras que el

dopante primario permanece como balanceador de carga Figura 9 (b)[80].
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Figura 9. a) Actividad redox de PPy con la liberacion/ integracion de dopantes

anidnicos, b) liberacién de farmaco anionica y cationica[35].

Por otro lado, el cargado del farmaco también puede realizarse durante la
sintesis en emulsion. Uppalapati y col.[81] adicionaron al medio de reaccion el
surfactante dodecilbencensulfonato de sodio (SDBS) a una concentracion por
encima de su CMC con la finalidad de formar micelas (Figura 9 (a)). Posteriormente,
se afadio dexametasona (Dex) o sulfato de dexametasona (DexP), como farmacos
de estudio. Después de un tiempo, se afadié el mondmero de pirrol y el agente
oxidante, la reaccion se mantuvo durante 4 h a temperatura baja (4°C), y finalmente,
el polvo resultante se lavo y se secd. Para realizar la liberacion de los farmacos se
realizdé una pastilla (25 mg del PPy-farmaco) (Figura 9 (b)), esta fue firmemente
adherida un sustrato de vidrio conductor ITO, utilizado como electrodo de trabajo.
Ademas, se utilizé un electrodo de platino (Pt) y un electrodo de plata/cloruro de

plata como contraelectrodo y electrodo de referencia, respectivamente. La
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liberacion electroestimulada se realizo variando el potencial aplicado y la polaridad.
La tasa de liberacion menor se obtuvo cuando el polimero se mantenia en su estado
oxidado o sin estimulacién eléctrica. Esto se atribuyé a las interacciones
electrostaticas entre el farmaco y el PPy. Un efecto contrario se obtuvo al reducir el
PPy; cuando la cadena del PPy se neutralizo, liber6d las cargas opuestas de su
matriz, obteniéndose la mayor liberacion de DexP a -0.6 V y 2 Hz. Por otro lado,
Dex es un farmaco sin carga, al alternar el estado redox del polimero se logré su

liberacién, atribuido a los cambios de volumen que ocurren en la matriz del PPy.
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Figura 10. a) Esquema propuesto de la sintesis de PPy y b) diagrama esquematico

de la configuracion elecroquimica para la liberacién de Dex y DexP[81].

Otra manera de realizar la liberacion controlada de farmacos se basa en el uso de
hidrogeles compuestos electroconductores. Este tema se retomara en las siguientes

secciones.

3.3 Nanotubos de carbono
3.3.1 Estructura y propiedades

Los NTC son nanoestructuras cilindricas que consisten en un arreglo
hexagonal de atomos de carbono unidos covalentemente con una hibridacién sp2.

Estos materiales se caracterizan por ser de naturaleza hidrofébica, unidos mediante

interacciones no covalentes de tipo Van der Waals, n-n* e hidrofébicas propias de
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su estructura quimica carbono doble enlace carbono (C=C). Basado en su
estructura y dimensiones, los NTC pueden dividirse en dos grandes grupos, los
nanotubos de carbono de pared simple (NTCPS) y los nanotubos de carbono de
pared multiple (NTCPM). Un NTCPS consiste en una lamina de grafeno enrollada y
cerrada en ambos extremos, con un diametro 1-2 nm. Por otra parte, los NTCPM
estan compuestos de varias laminas de grafeno cuya separacion entre cada capa
del NTC es ~34 nm en promedio, mientras su diametro se encuentra entre 10-150

nm con longitudes que varian en micras incluso milimetros (Figura 11)[82], [83].

Figura 11. Representacién esquematica de a) nanotubos de carbono de pared
simple (NTCPS) y b) nanotubos de carbono de pared multiple (NTCPM).

Los materiales carbonaceos se caracterizan por sus excelentes propiedades

dentro de estas destacan las siguientes[84]:

% Area superficial alta ~2630 m2 g™".

¢ Modulo elastico ~1TPa.

% Alta conductividad térmica ~5000 W m™! K.
+¢ Claridad optica ~97.7% transmitancia.

< Movilidad eléctrica ~2.0 x 10-5 cm? V' s

+» Conductividad eléctrica intrinseca.

Debido a sus excelentes propiedades eléctricas, mecanicas y Opticas estos

materiales han sido ampliamente utilizados en diversas areas cientificas.
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3.2.2 Funcionalizacién de nanotubos de carbono

Los NTC pueden presentar una fraccién de volumen alta en suspension de
solventes organicos, originando una gran area superficial de contacto lo cual los hace
un material versatil en distintas areas de aplicacion. Sin embargo, los materiales
carbonaceos se agregan facilmente en solventes polares como el agua, resultado de
la suma de sus interacciones no covalentes, precipitando y con dificultad para re-

dispersarse[85].

La incorporacion de los NTC a matrices de polimeros aporta importantes
funcionalidades en la formacién de materiales compuestos; sin embargo, optimizar la
dispersion de los NTC ha sido un desafio[86]. En la literatura, se han descrito
diferentes tipos de funcionalizacién de NTC que permiten mantener dispersos a los
NTC sin perder sus propiedades distintivas. Los métodos incluyen la funcionalizacion
quimica covalente y la funcionalizacion no covalente. La primera se basa en
tratamientos oxidativos, produciendo grupos funcionales con oxigeno, principalmente
carboxilicos, en las paredes y en las terminaciones del tubo[87]. En cambio, la
funcionalizacidén no covalente consiste en exponer a los NTC a diferentes tensoactivos
que permiten a los nanotubos mantenerse en suspensién. Cuando la funcion de la
molécula anfifilica se cumple, esta puede eliminarse o bien permanecer como parte
activa en un proceso dado[88]. En anos recientes, la funcionalizacion de los NTC ha
atraido la atencion en las areas biomédicas y de tecnologia, ya que se ha reportado
que la funcionalizaciéon baja la toxicidad e inmunogenicidad. Debido a la
funcionalizacién, los NTC se dispersan en agua produciendo compatibilidad con

fluidos biolégicos y permitiendo que puedan ser excretados via renal [89].

3.4 Hidrogeles
3.4.1 Generalidades

Los hidrogeles son redes 3D compuestas de homopolimeros o copolimeros
hidrofilicos, entrecruzados fisica o quimicamente. Estos tienen la capacidad de
absorber grandes cantidades de agua y/o fluidos, conservando su estructura

quimica. El entrecruzamiento provee a los hidrogeles integridad estructural vy fisica,

27



promoviendo la resistencia a la deformacién causada por la absorcion de solvente,
lo cual evita que el material se disuelva en el medio de hinchamiento, dando origen
a un material flexible de consistencia suave similar a la de los tejidos vivos y aplicable

en diversas areas.

Los hidrogeles son sintetizados mediante un proceso conocido como
gelificacion. Este proceso consiste en unir macrocadenas con la finalidad de crear
sistemas reticulados. En el medio de reaccidn, las cadenas polidispersas ramificadas
son llamadas sol. Mientras, que el proceso de gelificacion continua, el tamafo de red
incrementa al mismo tiempo que disminuye la solubilidad del polimero, hasta llegar
a un numero de cadenas ramificadas finito, cuando el proceso finaliza se genera una
red estructurada. Este proceso, se conoce como transicion sol-gel. Este proceso sol-
gel puede separase en dos categorias de entrecruzamiento, el fisico y el quimico[90].
Los hidrogeles quimicos son formados por enlaces covalentes utilizando un
entrecruzante organico que puede contener uno o dos grupos funcionales para la
unioén, o bien, por la irradiacion con rayos gamma (y) de un polimero en solucion
durante su polimerizacion[91]. Por otro lado, en los hidrogeles fisicos su reticulacion
se realiza mediante interacciones no covalentes como interacciones electrostaticas,
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas, entre otras, generando un
hidrogel reversible dependiendo de las caracteristicas del medio en que se

encuentre.

3.4.2 Propiedades de los hidrogeles
3.4.2.1 Hinchamiento

El proceso de hinchamiento permite a los hidrogeles absorber y mantener
dentro de su estructura tridimensional cantidades finitas de agua o fluidos. El proceso
de absorcion de agua consta de tres pasos: 1) solvatacién de los grupos hidrofilicos
de la matriz del hidrogel por el agua, en este proceso los grupos polares son
rodeados por moléculas del agua, la matriz se hincha, exhibiendo a los grupos
hidrofébicos, 2) el agua interacciona con los grupos expuestos, como agua

secundaria ligada y 3) la fuerza impulsora osmotica de la red hacia la difusion es
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infinita, la cual es contrarrestada por el efecto de entrecruzamiento, absorbiendo
agua adicional. El agua absorbida en el estado de equilibrio es llamada agua libre,
esta llena los espacios entre la red o cadenas y los poros mas grandes. La porcion
sélida del hidrogel es la red entrecruzada (malla), esta retiene el fluido y proporciona
un comportamiento elastico al sistema, por ende, son responsables de la solidez del
gel. Estas propiedades proveen caracteristicas similares a membranas celulares y
tejidos bioldgicos, donde la consistencia suave y porosa permite la proliferacién
celular [92]-[94].

3.4.2.2 Porosidad

La porosidad facilita el transporte eficiente de diversas moléculas y/o iones a
través de toda la estructura 3D del hidrogel, la cual es una propiedad importante en
diferentes areas, especialmente en el area biomédica. La porosidad es un factor
determinante ya que permite el flujo de moléculas como nutrientes, diéxido de
carbono y oxigeno a través de la matriz[95]. Es posible modular la porosidad del
material al incrementar la concentracion del entrecruzante, provocando mayor
reticulacion y disminucion del tamafo de poro, o bien por la introduccion de otros
polimeros que no participen en la reticulacion pero que formen parte de la estructura
3D, formando redes interprenetadas, asi como por la formacion de materiales

compuestos[96].

El tamano de poro en la liberacion de farmacos juega un papel crucial. Una
estructura porosa homogénea permite el cargado eficiente del farmaco en la matriz
y su subsecuente liberacion. La velocidad de liberacion depende de la difusion de
moléculas pequenas o macromoléculas a través de la red del hidrogel. Uno de los
beneficios de los hidrogeles en la liberacion de farmacos es la farmacocinética,
considerando que los hidrogeles actuan como depésitos que permiten liberar
gradualmente el farmaco, manteniendo una concentracién elevada del farmaco

alrededor del tejido durante un periodo prolongado.
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3.4.2.3 Biocompatibilidad y biodegradabilidad

La biocompatibilidad de los hidrogeles es promovida por el alto contenido de
agua y su composicion fisicoquimica (generalmente en hidrogeles sintetizados a
partir de carbohidratos) presentando caracteristicas similares con las matrices
extracelulares. Por sus propiedades no téxicas, los hidrogeles pueden ser utilizados
en diversas aplicaciones de ingenieria de tejidos y en la liberacion de farmacos in
vivo[25], [97]. Adicionalmente, los hidrogeles generalmente se caracterizan por ser
biodegradables, lo cual puede ser deseable dependiendo de la finalidad del material,
la escala de tiempo de biodegradacion y la localizacion del material en el organismo.
Se tienen reportes que en sistemas bioldgicos, la biodegradacion puede presentarse
por via enzimatica, asi como por hidrélisis acida o alcalina dependiendo del ambiente
quimico. Esta degradacién puede modularse segun las necesidades y el tipo de

aplicacion.

3.4.2.4 Rigidez

En aplicaciones biomédicas, la rigidez de los hidrogeles es un factor
determinante para el crecimiento celular, ya que esta permite controlar la adhesién,
migracion y diferenciacion celular a través de la matriz del material. En los hidrogeles,
la rigidez puede modificarse variando la concentracion del polimero y la densidad de
entrecruzamiento. Sin embargo, una de las principales limitaciones mecanicas de los
hidrogeles es la baja resistencia a la traccion lo que provoca la ruptura permanente
del hidrogel. Esta propiedad puede ser mejorada al introducir materiales con alta

resistencia mecanica como los materiales carbonaceos[98].

3.5 Clasificacion de los hidrogeles

Los hidrogeles pueden clasificarse de diferentes maneras; en la Figura 12 se
muestran las diferentes clasificaciones de los hidrogeles reportadas en la
literatura[99]. Estos métodos de clasificacion de los hidrogeles se basan en la
composicion quimica del polimero, la carga i6nica presente, el origen del polimero,
el tipo de entrecruzamiento que se lleva a cabo y el tipo de respuesta que pueden

presentar.

30



Hidrogeles

Homopolimero

Copolimero

Interpenetrado

Carga Ionica

Entrecruzamiento

Cationica

Natural

Quimico

Anidnica

Sintético

Fisico

Sin carga/
Switterion

Hibrido

I
[

pH

Inteligente

Convencional

Oxidacion/
Reduccion

\; Temperatura

Campo

sléctrico

Figura 12. Clasificacion de los hidrogeles de acuerdo a diferentes parametros[99].
3.6 Hidrogeles de alginato de sodio

El Alg es un polisacarido de origen natural, extraido de algas marrones
principalmente de Laminaria hyperborea, Macrocys tispyrifera, Laminaria digitata,
Ascophyllum nodosum, Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lessonia nigrescens,
Durvillea antarctica, y Sargassum spp. Este se encuentra en proporciones del 18 al
40% de la masa total de las algas. También, ha sido posible extraer Alg de bacterias
como Azotobacte rvinelandii y Pseudomonades spp.[100]. El proceso de
aislamiento de este polisacarido de su biomasa es simple e, incluye varios procesos
de pre-extraccion con HCI, seguido de lavados, filtracidn y neutralizacién con buffer

alcalino. Finalmente, este es precipitado con alcohol como Alg.

El Alg es un biopolimero aniénico compuesto de dos mondémeros de acido
urénico distribuido como bloques de a-L-acido gulurénico (G) y [B-D-acido
manuronico (M) unidos covalentemente por el enlace glucosidico 1—+ 4 (Figura
13). Este polisacarido se puede encontrar en diferentes secuencias o bloques
(MMMM, GGGG, MGMG, etc.) dependiendo de la fuente de extraccion.
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Figura 13. Estructura del alginato y modelo "caja de huevos"[101].

El Alg en solucién acuosa a pH > 6 y en presencia de cationes divalentes
como Ca?*, Ba?*, Zn?*y, Sr?*, genera un arreglo estructural con las unidades G,
formando hidrogeles. Debido a las fuertes interacciones electrostaticas entre los
cationes divalentes y los grupos COO- del acido gulurdnico residual, captan los
cationes formando una red tridimensional continua, estable y uniforme, conocida
tipicamente como “caja de huevos”[101] (Figura 13). La union de los iones es
altamente selectiva y la afinidad depende estrictamente en la composicion y
secuencia del Alg. Especificamente, los iones Ba?* se une a bloques GG y MM, el
Ca?* se une a bloques GG y GM, y el Sr?* Ginicamente a bloques G[102] (Figura 14).
Sin embargo, en aplicaciones biomédicas, el ion Ca?* presenta mayor relevancia ya
que se considera biocompatible y no téxico y, ademas de que permite, la formacién

de hidrogeles bajo condiciones suaves de reaccion[103].
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Figura 14. Entrecruzamiento de alginato con cationes divalentes [59].

Las fuentes de iones calcio para formar hidrogeles de Alg son diversas. El
CaClz es uno de los entrecruzantes idnicos mas utilizado; sin embargo, el proceso
de gelificacién es demasiado rapido lo cual produce la formacién de hidrogeles
irregulares con un control pobre de la velocidad de gelificacion, atribuido a la alta
solubilidad de la sal de calcio. Una alternativa es utilizar CaCOs, que es poco soluble
en solucion acuosa. El carbonato se combina con glucona-d-lactona (gdl), la cual
se hidroliza en solucidén acuosa promoviendo una acidificacion del medio, lo que
permite la liberacidén gradual de los iones calcio, logrando una gelificacion eficiente

y la formacién de hidrogeles homogéneos (Figura 15).
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Figura 15. Gelificacion in situ de alginato, a) entrecruzando con CaCl2 y b)

entrecruzando con CaCOs y gdI[104].

Los hidrogeles de Alg son prometedores en diversas aplicaciones,
destacando como una alternativa en el area biomédica debido a su
biocompatibilidad, y no toxicidad. En su forma soluble, el Alg puede fluir en sangre

sin causar efectos adversos y es excretado via renal[105].

3.7 Hidrogeles nanocompuestos

En general, los hidrogeles nanocompuestos se definen como redes
tridimensionales poliméricas que contienen de NPs y/o nanoestructuras[5]. Estas
nanoestructuras pueden formar parte del entrecruzamiento fisico o covalente del
polimero, o simplemente estar absorbidas en el material 3D. Un amplio rango de
nanoestructuras han sido utilizadas para la formacion de hidrogeles
nanocompuestos, incluyendo las NPs a base de carbono (NTC, grafeno, 6xido de
grafeno), NPs poliméricas (PPy, politiofeno (PT), poliuretano (PU)), NPs inorganicas
(hidroxiapatita, silicatos, carbonatos) y NPs metal/6xido (oro, plata, 6xido de
hierro)[106]. Al combinar las nanoestructuras con la red polimérica se genera un
reforzamiento mecanico en la red 3D. Ademas, se funcionaliza al nuevo hidrogel

hibrido con las propiedades de las nanoestructuras, proporcionando, por ejemplo,
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propiedades magnéticas, eléctricas y/o de sensibilidad a cambios de luz o pH. El
tipo de nanoestructura utilizada define el tipo de estimulo a aplicar, formando
hidrogeles nanocompuestos “inteligentes” que pueden responder a un estimulo

externo, dependiendo de la nueva propiedad adicionada al hidrogel[107].

Dentro de los hidrogeles compuestos se encuentran los hidrogeles
electroconductores (HEC), los cuales pueden utilizarse en sistemas de liberacion de
farmacos. Los HEC consisten en una matriz de hidrogel y un polimero conductor,
en los que el componente hidrogel actua como reservorios para la incorporacion de
pequefas y/o grandes moléculas en altas concentraciones mientras que el polimero
conductor permite el control electroquimico[108]. Bajo condiciones adecuadas, se
puede modificar la cinética de liberacion del farmaco y favorecer el transporte de

diferentes moléculas o iones[109].
3.8 Cargado de farmacos en hidrogeles compuestos electroconductores.

Los hidrogeles debido a su estructura 3D altamente porosa permite el
cargado y la difusién de moléculas, iones y/o farmacos desde su matriz. El cargado
del farmaco en un hidrogel puede realizarse de dos maneras: posterior a la
gelificacion del hidrogel y la incorporacién in situ. ElI cargado del farmaco post-
gelificaciéon se lleva a cabo una vez formado el hidrogel, el agente activo se
incorpora hinchando el hidrogel en la solucion concentrada de farmaco, Figura 16
(a). En cambio, el cargado de farmaco in situ esta asociado con la incorporacion del

farmaco durante el proceso de formacion del hidrogel Figura 16 (b)[110].

35



P g g - ' DcaoCy """""
D= Formacién =) ) ; 00 LA Jos)
a) ' ¥ », dlHG ST, K Uiy
s = C(AO oear
« =Pp . S 4y » Cargado del sl QQ .
. . 7l T farmaco W lLalr=i i
b) """" "+ Formacién
' WO, . delHG
.- Oo o -
PO =2
o
Cargado del

farmaco in situ

Figura 16. Cargado de farmaco en un hidrogel a) posterior a la formacion del

hidrogel y b) cargado in situ[110].

3.9 Liberacion de farmacos a partir de hidrogeles compuestos electroconductores.

Bajo la influencia de un campo eléctrico o potencial eléctrico, los hidrogeles
pueden hincharse o contraerse dependiendo de su forma y orientacion. La liberacion
del agente farmacoldgicamente activo ocurre mediante diversos mecanismos; por
ejemplo, los farmacos pueden migrar hacia del electrodo de carga opuesta, o bien,
el hidrogel puede sufrir una contraccion, lo cual promueve la salida del farmaco
(Figura 17).
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Figura 17. llustracion de los mecanismos de contraccion en el hidrogel inducida por

la aplicacion de un potencial eléctrico[109].

Tres mecanismos han sido propuestos para la liberacion eléctricamente
activa:
El desarrollo de un gradiente a lo largo del hidrogel.
2. Cambios en el pH local del electrodo como resultado de la electrdlisis
del agua (un incremento del pH en el catodo y una disminucién del pH
en el anodo)

3. Electro-6smosis del agua acoplada por electroforesis.

Sahay col. [111], prepararon un hidrogel electroconductor compuesto de una
matriz de poliacrilamina y PPy como material conductor para la liberacion de
risperidona mediante la aplicacion de un potencial eléctrico. La variacion en el
hinchamiento y el estado de oxidacion del material produjo cambios fisicos y
quimicos en la red 3D conductora. La mayor liberacién de risperidona fue obtenida
a -0.4V, lo que se atribuy6 al cambio de volumen tras la reduccion del PPy. Esta
relajacion en el polimero involucra el transporte de solvente a través de la matriz
polimérica y un lento reordenamiento estructural, asi como, el transporte idnico para
compensar la carga en el PPy. Por otra parte, al aplicar un potencial positivo, el PPy

modifica su estado a oxidado, observandose una menor liberacidén de risperidona
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debido, a una compactacion del polimero lo cual decrece la permeabilidad del

farmaco.

Mongkolkitikul y col. [112], reportaron la liberacion de ibuprofeno a partir de
un hidrogel electroconductor compuesto de una matriz de pectina y poly(3-
metoxidifenilamina) como material conductor. Ellos observaron que al aplicar un
potencial eléctrico de 5 V, el coeficiente de difusion del farmaco se incrementoé en
un orden de magnitud, lo que se atribuyo a la interaccion electrostatica de repulsion

entre el ibuprofeno y el electrodo cargado negativamente.

Yang y col. [52] reportaron la sintesis de hidrogeles compuestos de Alg y
PPy, mediante la polimerizacion quimica del Py dentro de la matriz del hidrogel
entrecruzado iénicamente. Entre los principales resultados se obtuvo un
mejoramiento de las propiedades mecanicas, el Médulo de Young alcanzé valores
entre 20-200 kPa; se mejord la conductividad eléctrica del hidrogel compuesto en
un orden de magnitud con respecto al hidrogel pristino. Ademas, los estudios
histologicos del hidrogel mostraron una buena adhesién y proliferaciéon celular, por
lo que los autores concluyeron que los materiales son buenos candidatos para

aplicaciones biolégicas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

% Pirrol 98%, marca Aldrich.

¢ Perdxido de hidrégeno 50%, marca Sigma-Aldrich.

+ Sal de alginato de sodio, M/G =1.6, marca Aldrich.

+ Nanotubos de carbono multicapa funcionalizados (f-NTCPM).

¢ Nanotubos de carbono multicapa pristinos (p-NTCPM) = 98%, marca Aldrich.
% Dodecil sulfato de sodio (SDS) 98%, marca Aldrich.

% HCI 37.2%, marca Faga Lab.

% Carbonato de sodio 98%, marca Faga Lab.

% D- (+)- acido gluconico-d-lactona (gdl), marca Sigma-Aldrich.

% Metoprolol tartrato, marca Sigma-Aldrich.

4.2 Sintesis de polipirrol.
4.2.1 Tratamiento oxidativo de p-NTCPM

Los p-NTCPM debido a su naturaleza hidrofébica forman agregados en
solucién acuosa, por ello, previo a su incorporacion en la sintesis de PPy, se realizé
un tratamiento oxidativo de los p-NTCPM con la finalidad de mejorar su dispersion
en medio acuoso, siguiendo la metodologia reportada por Puentes y col.[113].
Brevemente, 6 mg de los p-NTCPM se colocaron en una mezcla de acidos
concentrados H2S0O4:HNOs en una relacion molar 3:1. A continuacion, la mezcla de
acidos con los nanotubos se sometié a un tratamiento por microondas a una
potencia de 150 Watts con temperatura constante de 70° C, durante 1h, en un
reactor de microondas marca CEM Discover. El producto de reaccion se purific en
una membrada de dialisis utilizando agua destilada, ésta se cambid en diferentes
intervalos de tiempo hasta lograr un pH semejante al del agua destilada. Finalmente,
los -NTCPM fueron congelados y secados mediante liofilizacion. Este tratamiento
de oxidacion con acidos concentrados permite la incorporacion principalmente de
grupos carboxilicos sobre la superficie de los NTC, con un porcentaje de oxidacion
alrededor de 12%.
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4.2.2 Sintesis de polipirrol

La sintesis de PPy se realizé mediante la técnica de emulsién a temperatura
ambiente. Se disolvieron, 1.5 mmol del surfactante SDS en 3 mL solucién acuosa
(pH 3.1), bajo agitacion magnética constante, para dar origen a la formacion de
micelas. Una vez transcurrido 1 h de agitacion, se anadieron 0.87 mmol del
monomero de Py y se continué mezclando por 30 minutos. Finalmente, se adicion6
el iniciador, el peroxido de hidrégeno, a partir de los cual transcurrié un tiempo de
24 h (Tabla 3).

Bajo estas condiciones de reaccion, se obtuvieron nanoparticulas de PPy; sin
embargo, estas presentaban una alta resistividad eléctrica y, por lo tanto, baja
conductividad eléctrica. Por ello, conservando las condiciones de sintesis y
concentraciones de reactivos iniciales, se introdujeron nuevos materiales para la
formacion de nanocompuestos de PPy con la finalidad de mejorar las propiedades
eléctricas y el rendimiento del producto de reaccion. A la sintesis, se afiadi6 alginato
de sodio, un polisacarido anidnico, que provee flexibilidad al material compuesto y
que al mismo tiempo puede funcionar como dopante. Ademas, se incorporaron
individualmente p-NTCPM y f-NTCPM, utilizados para mejorar las propiedades
eléctricas y mecanicas del material compuesto de PPy. Se eligio la sintesis con
mayor rendimiento masico y conductividad eléctrica (sintesis 8), para llevar a cabo
a mayor escala en condiciones de reaccion controladas, es decir, se utilizdé una

atmosfera de nitrégeno y una temperatura de reaccion de 3°C (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Proceso ilustrado de la sintesis de PPy, a) sintesis 1 y b) sintesis 2-9. La

reaccion se realizé en solucion acuosa acida, temperatura ambiente.
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Figura 19. Sintesis de PPy a mayor escala (cinco veces) bajo condiciones

controladas de temperatura (3°C) y atmdsfera de nitrégeno Na.

4.2.3 Purificacion de la sintesis PPy

La purificacién de PPy se realizé de la siguiente manera:
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a) Se realizaron tres lavados con agua desionizada, centrifugando la muestra

durante 1 h a 6,000 rpm como se muestra en la Figura 20 (a).

b) Se efectuaron lavados en una membrana de dialisis durante 24 h con agua
desionizada, haciendo cambios constantes del medio, la purificacion

continud hasta obtener un pH similar al del agua desionizada, Figura 20 (b).

a)
selido de PPy

Producto de Centrifugar a 6000
reaccion PPy rpm (1h)

b)

-

Producto de
reaccion PPy

Dialisis H,0 SU§pensi6n de
desionizada (24 h) particulas de PPy

Figura 20. Proceso de purificacién de la sintesis de PPy a) centrifugacion y b) dialisis

en agua desionizada.

4.2.4 Caracterizacion de productos de reaccion

a) Rendimiento masico.

El PPy puro, se sec6 mediante liofilizacion y, posteriormente, se obtuvo su

masa (mg) utilizando una balanza analitica Ohaus Pioneer.

b) Conductividad eléctrica.

Las mediciones de conductividad eléctrica se determinaron por el método

estandar de dos puntas, para lo que se elaboraron tres pastillas del polvo purificado

y liofilizado. Se determino:

1. Area de la pastilla.
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2. Espesor de la seccidn transversal de la pastilla, utilizando micrometro digital
Mitutoyo modelo H-2780.
3. Resistencia eléctrica, utilizando un multimetro marca Agilent Technologies

modelo 34410A.
4. Se aplicaron las ecuaciones 1y 2 para la determinacién de la conductividad.
Las mediciones se realizaron por triplicado en pastillas independientes y se

reportd el promedio.

_ R4
P = L (Ecuacion 1)
o =-— (Ecuacion 2)

P

Donde: p = Resistividad (Q cm)
L= Longitud (cm)
A= Area (cm?)
R= Resistencia (Q)

o = Conductividad eléctrica (Q' cm™)

c) Espectrometria de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR).

Los FT-IR fueron tomados de 4000-400 cm™' con una resolucion de 4 cm™,
utilizando un espectrofotometro FT-IR/FIR Frontier marca PerkinElmer. El FT-IR de
cada sintesis se obtuvo realizando una pastilla del producto liofilizado de las sintesis

con bromuro de potasio (KBr).

d) Espectroscopia Ultravioleta-visible (Uv-Vis).

Mediante espectroscopia Uv-Vis se determinaron las principales bandas de
absorcion de los productos de PPy. Los espectros fueron tomados desde 190 nm
hasta 1100 nm, utilizando un espectrometro Lamda 20 marca Perkin Elmer. Para la
preparacion de la muestra se tomé una alicuota de la suspensiéon de PPy purificada
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por dialisis, se dispersé en agua desionizada y se transfirio a una celda de cuarzo

para su posterior medicion. Seccién 8.3 anexos.
e) Potencial Zeta.

El potencial Zeta de las particulas de PPy se obtuvo en un equipo Zetasizer
modelo nano ZS. Se tomaron 40 pL de la suspension de PPy puro y se ajustd a un
volumen final de 2 mL con agua desionizada. Antes de medir el potencial Zeta, las
particulas se sonicaron durante 5 min. Las mediciones se realizaron por triplicado,

reportando el promedio.
f) Analisis termogravimétrico (TGA).

Los termogramas de las particulas de PPy se obtuvieron en un equipo Pyris
1 TGA marca PerkinElmer, a una velocidad de calentamiento de 10°C/min,
comenzando a temperatura ambiente y finalizando en 800°C, con flujo de nitrogeno.
Se pes6 5 mg de PPy y se coloco en el portamuestra para su medicién. Seccion

8.2 anexos.
g) Estudio de la Morfologia.

La morfologia de las sintesis de PPy se estudi® mediante microscopia
electrénica de barrido de emision de campo (FE-SEM) utilizando un equipo JSM-
7610F. Una alicuota pequefia de la suspensién de PPy se colocé sobre un sustrato

de aluminio y se dejé secar para su posterior medicion.

Por otro lado, las micrografias obtenidas por microscopia electronica de
transmisidn-barrido (STEM) fueron observadas en un microscopio electronico de
ultra alta resolucién JEOL-JEM220F + STEM en modo STEM, empleando una rejilla
HOLEY. A partir de la suspensién coloidal de PPy, se tomaron 20 uL y se mezclaron
con 10pL de solucién de SDS 5 mM, esta fue ajustada a un volumen de 1 mL con
agua desionizada. Una porcién de 10 yL de la suspension se depositd sobre el
sustrato, se retird el exceso de agua y se seco a temperatura ambiente durante 24
h.

44



El estudio por microscopia de fuerza atémica (AFM), se realiz6 utilizando un
microscopio Asylum Research model MFP3D-SA, en modo de contacto intermitente
(Tapping). Se depositd una alicuota de la suspension coloidal (igual a la utilizada
para STEM) sobre un sustrato de vidrio y se dejé secar a temperatura ambiente
durante 48 h.

h) Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS).

El analisis XPS se realizé en un equipo Thermo Scientific Escalab 250Xi
instrument con una radiacién de excitacion MgKa (1486.86 eV), un voltaje de rayos-
X de 14 kV y una potencia de 350 Watts. La presion en la camara de analisis se
mantuvo ~10® Torr en cada medicion. Se obtuvieron los datos de fotoemision de

alta resolucion paraC 1Sy N 1S.

i) Determinacion de la concentracién critica micelar (CMC).

La determinacion de la CMC para el surfactante SDS se realizé en medio acido
mediante la medicion de tension superficial utilizando la técnica de goniometria, en
un equipo System OCA 15plus de DataPhysics. Las soluciones del surfactante SDS
se prepararon previo a la medicidn en un rango de concentraciones de 1 mM hasta
11 mM (rango de CMC reportado en la literatura) y se determind la tension
superficial con el método de gota colgante (pendant drop). Las mediciones se

realizaron por triplicado reportando el promedio de estas.

4.3 Proceso de formacién de hidrogeles de alginato

En la fabricacién de los hidrogeles de alginato de sodio, se parti6 de una
solucién acuosa de Alg al 2% (p/v), para la formacion de un hidrogel ionotrépico
entrecruzado con calcio. Brevemente, a la solucion de alginato se anadio el
entrecruzante idnico CaCOs, se puso bajo agitacion magnética y se sonicé durante
7 minutos. Una vez dispersado el CaCOs en la solucion de Alg se desgasificd
mediante vacio y se afadid una solucion recién preparada de glucona-d-lactona
(gdl). La gdl se hidroliza lentamente en agua, acidificando el medio y por

consiguiente, posibilitando la difusion de los iones calcio, dando origen a un hidrogel
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homogéneo alginato-Ca (HgA, relacion gdl:Ca 2:1). Previo a la gelificacion, la
solucion alginato-calcio-gdl| fue vertida en moldes cilindricos de 11 mm de diametro
para formar hidrogeles con esta geometria, El tiempo gelificacion es 10 minutos a

partir de la adicion de gdl. (Figura 21, Tabla 1).

@ ; Mezclar dl —
-— — 1 d -

|_> 3 Sonicar [__>

Desgasificar al ) _
Alg 2% (p/v) _ vacio Hidrogel Alginato-Ca

Figura 21. Proceso de obtencion de hidrogeles de alginato-Calcio.

4.3.1 Proceso de formacion de hidrogeles Alginato-PPy.

Los hidrogeles compuestos de alginato y PPy fueron preparados por un proceso
similar al descrito anteriormente para la fabricacién del hidrogel HgA 2:1. Previo a
la adicidn del entrecruzante, se adicionaron 0.5 mL o 1 mL de la suspensién acuosa
de nanoparticulas de PPy a la solucién de alginato al 2% (p/v) (Figura 22, Tabla 1).
La mezcla se agitd mecanicamente y se continud con el entrecruzamiento tal como
se describié en el punto 4.3, formando los hidrogeles HGAP0.5 e HgAP1 (relacion
molar de gdl: Ca 2:1), Tabla 1.

, 1 Mezclar gdl
: A
- 5 Sonicar /
Desgasificar al

Alg 2% (piv) 2 vacio

Hidrogel Alginato-PPy

Figura 22. Proceso de formacion de hidrogeles compuestos alginato-PPy.
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4.3.2 Proceso de formacion de hidrogeles alginato-farmaco-polipirrol.

La incorporacion del farmaco en el hidrogel se realiza durante el proceso de
fabricacion del hidrogel, a partir de una solucién de metoprolol (61.9 mM). Se
tomaron 200 uL de la solucién del farmaco y, se pusieron en agitacion magnética
con la suspension de nanoparticulas de PPy (0.5 0 1 mL) o bien con un mililitro de
la suspension que contenia 20 o 30 mg de PPy (previamente dispersado), durante
un periodo de 3 h. Posteriormente, la suspensiéon PPy-metoprolol se incorporé a la
solucion de alginato al 2% y la preparacién del hidrogel se continué tal como se
describe anteriormente para el hidrogel HgA en el punto 4.3 (Figura 23, Tabla 1).
Previo a la total gelificacion de los hidrogeles, en el molde, se introdujo un electrodo
cilindrico de titanio recubierto con platino en el centro del hidrogel, el cual se utiliza
como electrodo de trabajo para la aplicacion de un pulso eléctrico en los estudios

de liberacidn del farmaco mediante la aplicacién de un potencial eléctrico.

i Mezclar gdi
: LN
5 Sonicar \ /

i — Desgasificar al
Alg 2% (p/v) 3 vacio

Hidrogel Alginato-PPy

F'=Farmaco |

Figura 23. Proceso de formacion de hidrogeles compuestos Alginato-farmaco-PPy.
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En la tabla 1 se resumen las diferentes formulaciones para la preparacion de los
hidrogeles, asi como el cédigo con que se identifican las diferentes muestras en

esta tesis.

Tabla 1. Composicién utilizada en la preparacién de los diferentes hidrogeles. La

concentracion de Alg fue 2% (p/v) para todos los hidrogeles.

Condiciones de preparacion de los hidrogeles

Hidrogel Relacion Masa de Masa de
gdl:Ca nanoestructuras metoprolol
de PPy o volumen
de suspension
HgAM 1:1 0 8.5 mg
HgAMP20 1:1 20 mg 8.5 mg
HgAMP30 1:1 30 mg 8.5 mg
HgA 2:1 0 0 mg
HgAM 2:1 0 8.5 mg
HgAPO0.5 21 0.5mL 0 mg
HgAMPO.5 21 0.5 mL 8.5 mg
HgAP1 2:1 1.0 mL 0 mg
HgAMP1 2:1 1.0 mL 8.5 mg
HgAMP20 2:1 20 mg 8.5 mg
HgAM 2:2 0 8.5 mg
HgAMP20 2:2 20 mg 8.5 mg
Hg= Hidrogel
A= Alginato
M= Metoprolol
P= Polipirrol

48



4.3.3 Caracterizacion de hidrogeles
a) Cinética de hinchamiento.

Los estudios de hinchamiento para los hidrogeles en estado relajado fueron
realizados en soluciones buffer a diferentes valores de pH (medio neutro pH 7.4 y
medio acido pH 1.2) mediante el método gravimétrico. Se utilizo la ecuacion 3 para

el calculo del porcentaje de hinchamiento.

Wy — W, .
% Hinchamiento = % (Ecuacion 3)
0

Donde: Wo = Peso del hidrogel en estado relajado.

Wx = Peso del hidrogel hinchado.

b) Espectrometria de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR).

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier fueron tomados de 4000
a 400 cm™' con una resolucién de 4cm™, utilizando un espectrofotémetro FT-IR/FIR
Frontier marca PerkinElmer. Se realizaron pastillas del hidrogel seco (liofilizado) con

bromuro de potasio (KBr).
c) Analisis termogravimeétrico (TGA).

Los termogramas se obtuvieron en un equipo Pyris 1 TGA marca PerkinElmer,
a una velocidad de calentamiento de 10°C/min, comenzando a temperatura
ambiente y finalizando en 800°C, con un flujo de nitrégeno. Se pes6 5 mg de

hidrogel seco (liofilizado) y se coloco en el portamuestra para su medicion.

d) Microscopia electronica de transmision (TEM).

El estudio de la morfologia del Alg-PPy se realizdé en un microscopio electrénico
de transmision JEOL2010F, para lo cual, el hidrogel en estado relajado, fue fijado

con la resina SPURR y cortado mediante ultramicrotomia. La muestra fue secada
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en una camara de vacio durante 24 h previas al analisis. Este proceso se realizd

unicamente para el hidrogel HQAMP1 2:1.

e) Microscopia electronica de barrido (SEM).

El estudio de las morfologias para los diferentes hidrogeles se realiz6 en un
microscopio electronico de barrido JEOL 5410V. Una gota de la soluciéon del hidrogel
se dej6 gelificar sobre una placa Petri. Posteriormente, la muestra se congel6 con
nitrégeno liquido y se liofilizd. Una pequefia porcion de la muestra del hidrogel se
coloco en un porta muestra con cinta de carbono, cubriendo la orilla del hidrogel con

pintura de plata. Previo al analisis la muestra fue recubierta con oro.

f) Pruebas mecanicas de compresion.

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles a compresion (médulo de Young,
esfuerzo a la fractura y deformacion a la fractura) se obtuvieron en un Equipo TA
ElectroForce Sistema BioDynamic 5110 con una celda de carga de 225 N, a una
velocidad de deformaciéon 1 mm/min. Se utilizaron 5 muestras cilindricas de los
hidrogeles de cada composicion con dimensiones de 11 mm diametro por 6 mm
espesor.

g) Ensayos de viabilidad celular.

Los ensayos de viabilidad celular in vitro se evaluaron para los hidrogeles HgA
2:1, HgAM 2:1, HgAP1 2:1 y HgAMP1 2:1 utilizando la linea celular de monocitos
THP-1 (ATCCTIB202). Las células se cultivaron durante 20 dias en el medio de
cultivo celular RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero bovino

fetal y 1% de los antibidticos estreptomicina/ penicilina (Sigma-Aldrich).

Los hidrogeles fueron preparados de la siguiente manera: se tomaron 60 pL de
la solucién de cada hidrogel previo a su gelificacion y se colocaron en una placa de
96 pocillos, se dejaron gelificar durante 24 h. Posteriormente, los hidrogeles fueron
congelados con nitrégeno liquido y liofilizados. Estos fueron desmoldados y

esterilizados con luz ultravioleta con la finalidad de eliminar bio-contaminantes.
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Los hidrogeles esterilizados se colocaron en una placa de 96 pocillos,
sembrando una suspension celular de 10,000 células/mL. Como control positivo se
tomd el medio de cultivo mas la suspension de 10,000 células/mL y como control
negativo se tomd solo el medio de cultivo sin la presencia de células. Estos se

incubaron a 37°C bajo una atmosfera de 5% CO2y 80% de humedad relativa.

El numero de células viables se determin6 por triplicado a las 24h y 48h,
utilizando resazurina al 20% en medio de cultivo. Se utilizo la ecuacion 4 para el

calculo del porcentaje de células viables:

02 01
% Viabilidad celular = % (Ecuacion 4)
P1 ﬁ)

Donde: O1 = coeficiente de extincibn molar (E) de resazurina oxidada (azul) a
570 nm.
02 = coeficiente de extincion molar (E) de resazurina reducida (rosa) a
600 nm.
A1 = absorbancia de los pocillos de prueba a 570 nm.
A2 = absorbancia de los pocillos de prueba a 600 nm.
P1 = absorbancia del pocillo de control positivo a 570 nm.

P2 = absorbancia del pocillo de control positivo a 600 nm.
Los estudios del porcentaje de viabilidad se encuentran en la seccion 8.4 anexos.

4 4 Liberacion de farmacos.

La liberacién de farmaco a partir de los hidrogeles se realizé utilizando una
solucion buffer trizma (pH 7.4, 100 mM) a temperatura ambiente (25°C), las cinéticas
de liberacién se estudiaron sin la aplicacion de un voltaje (Unicamente por difusién)

y bajo la aplicacién de un voltaje.
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Las cinéticas de liberacion de farmaco sin la aplicaciéon de un voltaje se
realizaron colocando el hidrogel en 30 mL de solucion buffer trizma. Se tomaron
alicuotas de 200 uL en diferentes intervalos de tiempo. La liberacion se monitore6
mediante espectroscopia Uv-Vis, para lo cual se realizé una curva de calibracion

del farmaco bajo las condiciones de liberacion.

Los estudios de liberaciéon mediante la aplicacion de un estimulo eléctrico se
realizaron insertando un electrodo cilindrico de titanio recubierto con platino en el
centro del hidrogel. Posteriormente, el hidrogel con el electrodo contenido se
introdujo en 30 mL de solucion buffer trizma y a una distancia de 0.5 cm, se colocé
un segundo electrodo cilindrico (idéntico al utilizado como electrodo de trabajo),
conectando ambos electrodos a una fuente de poder DC marca Agilent modelo
E3632A (Figura 24). Una vez aplicada la diferencia de potencial, se tomaron
alicuotas de 200 pL del medio de liberacion, reponiendo el volumen tomado con
buffer trizma. A continuacién, se midié la absorbancia y el porcentaje de liberacion
fue determinado a través de una curva de calibracion. En la Tabla 2 se muestran las

diferentes condiciones estudiadas.

Aglient DC Power
supply

o i y ‘ Alicuctas a diferentes tiempos
25°C 600 rpm ‘

Figura 24. Esquema de liberacion de metoprolol bajo la aplicacién de un estimulo

eléctrico.
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Tabla 2.Condiciones experimentales aplicadas en la liberacion pasiva y por la aplicacion de un pulso

eléctrico.
Datos experimentales
Relacién Potencial Duracion Numero Electrodo Volumen pH
Hidrogel gdl:ca  eléctrico del de durante Farmaco de
potencial pulsos gelificacion liberaciéon
Buffer
Trizma

HgAM 1:1 oV - - si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAM 1:1 -5V 1 min 2 Si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAMP20 1:1 ov - - Si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAMP20 1:1 -5V 1 min 2 Si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAMP30 1:1 oV - - si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAMP30 1:1 -5V 1 min 2 Si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAM 2:1 oV - - Si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAM 2:1 -5V 1 min 2 Si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAMP20 2:1 oV - - Si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAMP20 2:1 -5V 1 min 2 si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAM 21 ov - - si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAM 2:2 -5V 1 min 2 Si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAMP20 2:1 oV - - si Metoprolol 30 mL 7.4
HgAMP20 2:2 -5V 1 min 2 si Metoprolol 30 mL 7.4

Variaciones en el potencial eléctrico, polaridad y duracién del potencial se muestran

en la seccién de anexos 8.5 liberacion de farmacos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Sintesis de polipirrol.

5.1.1 Determinacion de la concentracion critica micelar (CMC).

La polimerizacién por emulsion es un proceso complejo, debido a que la
nucleacion, crecimiento y estabilizacién de las particulas son controladas por
mecanismos de polimerizacion por radicales libres combinados con varios
fendbmenos coloidales. El sistema de reaccion se caracteriza por gotas de
monomero emulsificadas dispersas en la fase continua y las micelas de monémero,
sin embargo, estas solo pueden existir si la concentracion del surfactante se
encuentra por encima de su CMC. La CMC para SDS en medio acuoso (25°C)
reportada en la literatura varia desde 5 mM hasta 11 mM, pero, bajo condiciones

acidas de reaccion, la CMC del surfactante puede modificarse.

A. Rahmany C. W. Brown[114] reportaron una variacion de la CMC del SDS
a diferentes valores de pH. En este estudio, la CMC se evalué mediante DLS y
mediciones de conductancia. Los resultados mostraron que el valor de la CMC se
considera independiente del pH en el rango de 5 hasta 10; sin embargo, a valores
de pH menores de 4, la CMC varia con el pH. La disminucién de la CMC del SDS
en medio acido se atribuye a dos razones: 1) remplazo de iones pesados por iones
ligeros como Na* o H* y 2) por una disminucion de la densidad de carga. Leonavicius
y col.[9] realizaron la sintesis de PPy en condiciones acidas utilizando SDS como
surfactante. En su trabajo se reporta un valor de CMC de 3.3 mM para SDS en
medio acido, utilizando un calculo de extrapolacion lineal de la velocidad de

polimerizacion vs la concentracion.

En este trabajo, se determin6 la CMC mediante goniometria a partir de los
valores de tension superficial. En la Figura 25 (a), se presenta la grafica de tension
superficial vs la concentracion del SDS. Se puede observar un cambio abrupto del
parametro medido entre concentraciones de 1x103 y 2x103 M, esto se atribuye a

que la tension interfacial liquido-vapor (Figura 25 (b)) de la solucion acuosa es
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modificada por la adicion del surfactante disminuyendo la interfase liquido-vapor y.v.
Las moléculas del surfactante se acumulan preferencialmente en la interfase
liquido-vapor con los grupos polares orientados hacia la fase acuosa (Figura 25 (c)),
la adsorcion del surfactante decrece la energia interfacial y consecuentemente, la
tension superficial disminuye. En esta etapa, las moléculas continian unidas
formando una monocapa orientada (Figura 25 (d)). Por encima de esta
concentracion, las moléculas de surfactante se agregan formando micelas. Esta
asociacion contintia en solucion con el aumento de la concentracion del surfactante
mientras en la superficie, las moléculas permanecen en su estado condensado. En
el intervalo de concentraciones de 3 x 10 M hasta 11 x 10 M se observa una
tensidon superficial constante o que no varia drasticamente, en esta etapa la
concentracion del surfactante libre permanece constante mientras la concentracion
de micelas se incrementa (Figura 25 (e)), encontrando un equilibrio dinamico entre
moléculas de surfactante libre y micelas. Se establece como CMC, el valor de la
concentracion donde se vuelve aproximadamente constante para los sistemas en
estudio ya que depende unicamente de la estructura interfacial liquido-vapor.
Tomando en cuenta lo anterior, se obtuvo un valor de CMC de 2 mM para el

surfactante SDS en condiciones acidas de reaccion.
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Figura 25. Variacion de la tension superficial en funcién de la concentracion de SDS

en medio acido.

5.1.2 Rendimiento, conductividad eléctrica y potencial zeta

Los métodos de sintesis de PPy mas comunes reportados en la literatura son
la polimerizaciéon quimica y la polimerizacion electroquimica, esta ultima se
caracteriza por formar polimeros con buenas propiedades eléctricas y pocos
defectos estructurales; sin embargo, estd técnica estd limitada por la
electrodeposicion del polimero conductor sobre el electrodo de trabajo, lo cual
dificulta su rendimiento y su extrapolacion industrial. Por otro lado, la oxidacion
quimica utiliza agentes oxidante fuertes como FeCls, KMnO4 y K2Cr207[115], que
derivan en la incorporacion de subproductos dentro de cadena de polimero, lo que

podria generar toxicidad del polimero para aplicaciones biomédicas.

Una alternativa reportada en la literatura es el uso de agentes oxidantes
‘verdes” que puedan ser utilizados bajo condiciones suaves de reaccion. El H202
ha emergido como un oxidante amigable que permite la obtencion de PPy y cuyos

productos finales de reaccion son H20 y O2. No obstante, su uso en la sintesis de
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PPy ha estado limitado por producir una cinética de polimerizacion lenta. En este
contexto, el uso de surfactantes por encima de su CMC puede generar sitios para
el crecimiento de las cadenas de PPy, favoreciendo la cinética de polimerizacion,
de tal forma que, al combinar H202 con surfactantes se logra llevar a cabo

eficientemente la reaccion de polimerizacion de manera amigable.

En este trabajo se sintetiz6 PPy mediante la oxidacién quimica del monémero
Py en presencia de H202 y SDS, como oxidante y surfactante, respectivamente. Se
estudio el efecto de las condiciones de reaccion como la concentracion del
surfactante SDS, pH y temperatura sobre las propiedades eléctricas y estructurales
del producto de reaccién. Adicionalmente, se analizé el efecto en las propiedades
del producto final de PPy al incorporar Alg, p-NTCPM y f-NTCPM (Tabla 3). El
rendimiento masico y la conductividad eléctrica fueron utilizadas para encontrar las

mejores condiciones de reaccion.

Las condiciones iniciales reaccion se basaron en la metodologia reportada
por los autores Ramanavicius y col.[67] (Tabla 3, sintesis 1). La polimerizacion
oxidativa en emulsion utilizando una concentracion de 100 mM del surfactante SDS
en medio acido fue reproducida, en este caso se encontré la formacion de
nanoparticulas de PPy, con alto rendimiento masico. Sin embargo, en la medicion
de su conductividad eléctrica, se encontré un valor < 101 S/cm, es decir, se obtuvo
PPy aislante. Cabe mencionar que, en el estudio la referencia no se reporta el valor

de la conductividad eléctrica de las muestras que se obtuvieron.

Con la finalidad de usar la minima concentracién de surfactante en la
reaccion con la intencion de reducir su concentracion en el producto final, se
disminuyé la concentracion de SDS de 100 mM a 5 mM en el medio de reaccion,
veinte veces menor a la reportada. La nueva concentracion se encuentra por encima
de la CMC determinada en nuestro estudio de tension superficial. La reduccion de
la concentracion del surfactante permitio la formacion de nanoparticulas de PPy

similar a la obtenida con una concentracion de surfactante mayor (sintesis 2, Tabla
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3); sin embargo, el rendimiento masico de la reaccion disminuye significativamente,

sin mejorar las propiedades eléctricas del producto final.

Con el objetivo de sintetizar un sistema compuesto multifuncional con
mejoradas propiedades eléctricas y mecanicas, se estudié el efecto en la adicion de
Alg, p-NTCPM y f-NTCPM al medio de reaccion. El Alg es un polielectrolito natural
capaz de actuar simultaneamente como andamio para el crecimiento de la cadena
y como co-dopante del polication PPy en su estado oxidado[55]. En cambio, los
materiales carbonaceos pueden servir como puentes entre los dominios

conductores de PPy incrementando la percolacion efectiva[116].

La adicidon de Alg al sistema en emulsion incrementa ligeramente el producto
de rendimiento de reaccion sin mejorar la conductividad eléctrica (sintesis 3). De
manera contraria, al introducir -NTCPM (sintesis 4, Tabla 3) se incrementa la
conductividad eléctrica en 4 6rdenes de magnitud sin incrementar el rendimiento
masico. La combinacion de Alg y f-NTCPM (sintesis 5, Tabla 3) produce un efecto
poco favorable en la conductividad eléctrica, sin embargo, mejora el rendimiento

final de la reaccion.

Interesantemente, la incorporacion de p-NTCPM (sintesis 6, Tabla 3)
incrementa significativamente la conductividad eléctrica del nuevo producto de
reaccion en tres érdenes de magnitud comparado con el producto que contiene f-
NTCPM. Esta diferencia contrastante entre la contribucion eléctrica de los NTCPM
pristinos y los NTCPM funcionalizados puede relacionarse con las propiedades
eléctricas inherentes de las nanoestructuras. Los p-NTCPM exhiben una
conductividad eléctrica en bulto de 0.2 S cm™', en cambio los f-NTCPM presentan
una conductividad eléctrica en bulto de 0.04 S cm'. El mejoramiento significativo en
las propiedades eléctricas tras la adicion de p-NTCPM también sugiere una
transferencia de carga mas efectiva entre los nanotubos y los dominios de PPy,

comparado con lo que ocurre con los f-NTCPM.

La adicion combinada de Alg y p-NTCPM (sintesis 7, Tabla 3) conduce a un

ligero incremento en el rendimiento masico mientras la conductividad se mantiene
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en el mismo orden de magnitud comparada con la sintesis 6, sin la incorporacion
del polisacarido. Sin embargo, el rendimiento se incrementa al doble al modificar
ligeramente el pH a 3.3 (sintesis 8), este incremento se atribuye a la ionizacion de
los grupos carboxilicos presentes en los monémeros M y G del alginato de sodio
(pKa 3.38 y 3.65, respectivamente)[117], con la posible incorporacion del

polielectrolito en el producto final, probablemente como co-dopante.

Posteriormente, considerando las condiciones que permitieron obtener
valores mas altos de conduccidn eléctrica y rendimiento, la reaccion fue escalada a
un volumen de 5 veces mayor, obteniendo un incremento de la conductividad en un
orden de magnitud (sintesis 9). Finalmente, la polimerizacidon escalada 5 veces fue
realizada en temperatura controlada de 3°C, bajo atmodsfera de nitrégeno,
condiciones tipicamente utilizadas en la sintesis de PPy. Estas ultimas condiciones,
resultaron en un ligero incremento en la conductividad eléctrica, atribuido al efecto
de temperaturas bajas[118], las cuales favorecen la alineacién regular de los
polimeros, ademas, de incrementar la longitud de la cadena (mayor conjugacion) y
disminuir los defectos en las cadenas, tales efectos conllevan al incremento en los
valores de conductividad[67], ya que facilita el transporte de cargas a lo largo de las

cadenas.

En la Tabla 3 se resume el potencial zeta obtenido para cada producto de
sintesis, como medida de la estabilidad coloidal de las particulas de PPy. La
superficie cargada negativamente es atribuida a la adsorcidon de especies negativas
en los coloides, incluyendo moléculas de surfactantes y del polisacarido, ademas
de la carga negativa de los -NTCPM en los productos que lo contienen. Se conoce
que la presencia de Alg modifica la carga superficial de las particulas. Mosafer y
col.[119], sugieren que la presencia de Alg en la sintesis de nanoparticulas de
trimetilquitosano incrementa el potencial zeta negativo de las particulas recubiertas
comparada con las particulas sin recubrir. La carga se ha relacionado con el dominio
anidnico derivado de los grupos carboxilicos de la cadena alifatica, proporcionando
una alta densidad de carga superficial negativa para el polisacarido (potencial zeta

-76 mV)[60] en medio acuoso. Se ha reportado que el polielectrolito es adsorbido
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rapido y eficientemente en superficies altamente cationicas. Se sugiere que los
dominios catidnicos de los coloides de PPy, favorecen la adsorcién del polisacarido

dando lugar a la densidad de carga negativa de los coloides.

Tabla 3. Rendimiento de reaccion, conductividad eléctrica y potencial zeta de los
productos de PPy bajo diferentes condiciones de reaccion (Py 290 mM, H202 390
mM).

Condiciones de reaccion Resultados
Reaccién SA f- p- oH Rendimiento Conductividad Potencial
CNT CNT masico eléctrica zeta
(mg) (mg) (mg) (mg) (S cm™) (mV)
Sint.12 -- - - 3.1 103 <10™ -11.00
Sint.2° -- - - 3.1 195 <10 ™M -10.63
Sint.3P 10 -- -- 3.1 25.0 <10 -26.43
Sint.4° -- 3 -- 3.1 18.0 2.05x10”7 -12.47
Sint.5° 10 3 -- 3.1 37.0 5.27x10" -23.60
Sint.6P -- -- 3 3.1 220 9.46x10* -10.63
Sint.7° 10 - 3 3.1 250 5.49x104 -22.13
Sint.8P 10 - 3 3.3 59.0 2.38x10* -16.90
Sint.9bc 50 - 15 3.3 1452 2.49x103 -21.60
Sint.10>¢de 50 - 15 3.3 150 5.60x10° -22.00

a Sintesis realizada con 100 mM de SDS, de acuerdo con el reporte previo[9].
b Sintesis con 5 mM de SDS.

¢ Sintesis escalada 5 veces.

4 Reaccion en presencia de atmasfera de nitrogeno.

¢ Sintesis realizada a una temperatura de 3°C.

5.1.3 Morfologia.

En la Figura 26, se muestran las micrografias representativas STEM, FE-
SEM y AFM para las sintesis de los materiales compuestos de PPy. La Figura 26

(a) representa la morfologia obtenida para la muestra de PPy en la que se disminuyé
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a 5 mM la concentracion de SDS. El polimero presenta una apariencia de agregados
irregulares de particulas primarias que exhiben una morfologia quasi-esférica. NPs
con aspecto similar fueron obtenidas por Choi y col.[119], quienes obtuvieron un
PPy poroso con auto agregacion en medio micelar con SDS. Durante el proceso de
polimerizaciéon en emulsién, las moléculas del surfactante proveen un efecto de
confinamiento controlando los sitios de nucleacion, crecimiento y estabilizacion de
las particulas. Se infiere que, durante la polimerizacion, las moléculas del
surfactante son capaces de incorporarse como contraiones de las cadenas
cationicas de PPy, y como resultado, algunas de las particulas en crecimiento
podrian desestabilizarse, conduciendo a coloides irregulares que coexisten con NPs
esféricas, que forman aglomerados de particulas tal como se muestra en la Figura
26 (a). Este efecto podria ser mas pronunciado en concentraciones de surfactante
mas cercanas a la CMC. Una morfologia similar se observo en la sintesis 3 (Figura

1 anexos)

Una morfologia diferente fue observada cuando los p-NTCPM se anadieron
a la reaccion (sintesis 6). La Figura 26 (b), muestra p-NTCPM adornados con NPs
esféricas de PPy. Se puede observar que algunas NPs individuales crecen sobre la
superficie del material carbonaceo formando nanoestructuras unidimensionales con
superficie rugosa. Esta afinidad entre los anillos aromaticos de PPy y la estructura
grafitica de los nanotubos se fundamenta por interacciones no covalentes
especificas como interacciones r- r* e hidrofébicas[119]. Similar comportamiento
ha sido reportado por otros grupos de investigacion[62], donde se encontraron
estructuras tubulares con una capa densa de crecimiento de particulas de PPy
sobre la superficie de los NTC, estabilizadas por interacciones no covalentes. La
aglomeracion de NPs de PPy y un recubrimiento tipo pelicula sobre la superficie

también se observo en las microscopias.

Caracteristicas morfoldgicas similares fueron obtenidas para las muestras
de sintesis en presencia de p-NTCPM y Alg, en condiciones ambientales (sintesis
7) y bajo condiciones controladas de reaccion (sintesis 10) Figura 26 (c) y (d),

respectivamente. En estas muestras se observo un recubrimiento mas denso de
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NPs de PPy sobre los NTC, en comparacion con la polimerizacion sin Alg, dando
lugar a una estructura tridimensional con una buena conexidén de dominios de cada
material. Este resultado se correlaciona con el aumento de rendimiento de masa

logrado cuando se afadio el polisacarido a la reaccion.

a)

c)

d)

Figura 26. Estudio de morfologia mediante microscopia electronica de barrido
transmisién (STEM), microscopia electronica de barrido de emisién de campo (FE-
SEM) y microscopia de fuerza atémica (AFM) para las sintesis a) 2, b) 6, c) 7 y d)10.
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5.1.4 Analisis de espectroscopia infrarrojo (FT-IR).

Los espectros FT-IR para los reactivos puros utilizados en la sintesis de PPy
se muestran en la Figura 27. El surfactante SDS tiene una banda vibracion
asimétrica intensa la cual es caracteristica del enlace S-O, generalmente, ésta se
observa como una doble banda de intensidad similar y se localiza en 1252 y 1207
cm' (Figura 27 (a)). Las vibraciones ubicadas a 2962, 2921, 2850 y 1469 cm™"
corresponden a los modos vibracionales de estiramiento y flexién del grupo CHz. A
1182 cm™' se encuentra la banda correspondiente al estiramiento C-C. Los picos
ubicados en 833 y 579 cm™' corresponden a la vibracion de flexion asimétrica del

enlace C-H.

En la Figura 27 (c), se exhibe el espectro de infrarrojo para el Alg. Este se
caracteriza por la presencia de una banda ancha centrada a 3457 cm™’
correspondiente a la vibracion del grupo O-H y a 2920 cm™, la vibracion del enlace
C-H. A menor energia, las bandas ubicadas a 1614 y 1406 cm™ se atribuyen a la

vibracién asimétrica y simétrica del enlace COO-, respectivamente.

a) b)
© 2
‘G o
£ §
£ E
£ &
c c
© b
s
= =
S L 1 O R S S S+ A0 il P R S S S M VL | Sl
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
; -1 >
Numere de onda (em™') Numero de onda (cm™1)
X o oo O O ) T [= ] (=]
; 1 il
c), & 3] i & d 3 & o
o Q!
© =
S 5
c c
g B
c =
(] ]
= ~
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 P00 OO0 1500 1000 00

Numero de onda (r:m'1) Nimero de onda (cm=1)

Figura 27. Espectros FT-IR de reactivos a) surfactante SDS, b) p-NTCPM, c) Alg y
d) -NTCPM.
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Por otro lado, en la Figura 27 (b) y (d), se muestran los espectros FT-IR de
los p-NTCPM y f-NTCPM, respectivamente. En el espectro de los NTC
funcionalizados puede observarse la aparicidon de la banda en la region 3600-3000
cm- atribuida a la vibracion del enlace O-H presente en la superficie del nanotubo,
a ~1700 cm™, la vibracion del enlace C=0 y en el intervalo ~1300-1000 cm™' las
vibraciones C-O. La presencia de estas bandas confirma la funcionalizacién de los
NTC.

En la Figura 28 se muestran los espectros FTIR para los productos de las
diez sintesis de PPy. En cada uno de los espectros se puede observar la presencia
de las bandas caracteristicas de las vibraciones para los grupos funcionales
presentes en el PPy, estas se describen a continuacion. En el espectro de la
muestra de la sintesis 1 (Figura 28 (a)), se observa una banda ancha de absorcion
localizada entre 3000-3600 cm™ que se atribuye al estiramiento N-H, mientras que
los estiramientos vibraciones ubicados en 2922 y 2848 cm™' corresponden a los
modos vibracionales de estiramiento y flexiéon del grupo metileno CHz,
respectivamente, presentes en la cadena hidrocarbonada del surfactante. A menor
energia, los picos a 1561 y 1453 cm' corresponden a los estiramientos C=C y C-N
del anillo de pirrol, respectivamente. La banda ubicada a 1050 se asigna a las
vibraciones en el plano de deformacion N-H y la de 934 cm™, la vibracion C-H.
Adicionalmente, el espectro muestra la presencia de la banda centrada a 1604 cm-
'la cual se atribuye al estiramiento del enlace carbonilo (C=0). La presencia de esta
ultima sefal puede deberse a una sobreoxidacion en la cadena del PPy, debido a
un ataque nucleofilico del agua. Esta caracteristica ha sido observada en
polimerizaciones de PPy en presencia de peréxido. Por otro parte, la banda
centrada en 1208 cm™' corresponde a las vibraciones del enlace S-O, lo cual
confirma la incorporacién del SDS en la cadena del PPy, probablemente actuando

como un balanceador de carga.

La Figura 28 (a) muestra el espectro FT-IR de la muestra que se obtuvo al

disminuir la concentraciéon de surfactante a 5 mM. Tal como se describid
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anteriormente para la muestra de la sintesis 1, el espectro del producto de la sintesis
2 muestra las bandas de absorcion infrarroja caracteristica de los grupos
funcionales del PPy; sin embargo, se observé un incremento en la intensidad
relativa de la sefial a 1563 cm™ asociada al estiramiento del anillo de pirrol C=C
respecto a la misma banda de la sintesis 1. Ademas, la intensidad entre las sefales
C=C y C=0 se igualaron. El resto de las sefales permanecieron en posiciones

similares a las descritas para la sintesis con 100 mM de SDS.

Al incorporar Alg en la sintesis de PPy (Figura 28 (a)), ademas de las bandas
caracteristicas descritas para el PPy, se pueden observar algunos cambios en el
espectro FT-IR atribuidos a la presencia del polisacarido. La banda ancha ubicada
a 3000-3600 cm™ correspondiente a la vibracién N-H del pirrol, muestra un
ensanchamiento y desplazamiento a menor numero de onda, respecto al espectro
FT-IR de la sintesis 2, lo cual se atribuye a la presencia de los enlaces O-H
presentes en carboxilos de los bloques G y M del Alg, que podrian estar
interaccionando mediante puentes de hidrogeno con el PPy y generando estos
desplazamientos. Por otra parte, la banda ubicada a 1682 cm™' asignada al enlace
C=0 incrementa su intensidad (respecto a la sintesis 2) lo que se asocia a la

presencia del Alg, el cual presenta la vibracion del enlace C=0.

En la Figura 28 (a) se muestra el espectro FT-IR al incorporar -NTCPM a la
sintesis de PPy. En este caso, el espectro es muy similar al descrito para la sintesis
2; sin embargo, se observa un pequefio incremento en la intensidad de la sefial C=C
a 1561 cm™. El espectro del producto de la sintesis 5 (Figura 28 (a)), donde la
polimerizacion se realizé en presencia de Alg y -NTCPM presenta las bandas de
absorcion infrarroja del PPy. En este caso, hay un desplazamiento a menor energia
del pico ubicado a 1553 cm™ (respecto al espectro FT-IR de la sintesis 4), y
adicionalmente, la banda a 1709 cm™ correspondiente al enlace C=0 incrementa
su intensidad relativa comparada con sintesis 4, lo que se atribuye a la presencia
de los grupos COOH del Alg.
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Figura 28. Espectros infrarrojo FT-IR para los productos de la sintesis de PPy a)

sintesis.1 a la sintesis 5 y b) sintesis 6 a la sintesis 10

El espectro correspondiente a la sintesis 6 se muestra en la Figura 28 (b). Se
observé que las bandas correspondientes a las vibraciones del enlace C=C, C-Ny
N-H/O-H muestran desplazamiento a menor energia, indicando que existen
interacciones no covalentes entre el material carbonaceo pristino y el PPy. Por otro
lado, las sintesis 7, 8, 9y 10, en la cuales, se introdujo Alg y p-NTCPM, se observo
que también exhiben desplazamientos hacia menor energia de las vibraciones del
enlace C=C, C-N y N-H, derivado del establecimiento de interacciones no
covalentes, incluyendo puentes de hidrogeno, entre los diferentes componentes de
la polimerizacion. De manera general, la presencia del Alg en las sintesis, produce
un incremento relativo de las sefiales de los grupos carboxilicos ~1670 cm™ y los
grupos hidroxilos ~3200 cm-', asi como desplazamientos a menor nimero de onda

mas pronunciados.
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5.1.5 Analisis composicional por XPS

La determinacién de la composicién semicuantitativa sobre la superficie de la
muestra se realizé mediante espectrometria foto electronica de rayos X (XPS), para
las sintesis 2, 6, 7 y 10. El resumen de resultados se muestra en la Tabla 4. El alto
contenido de oxigeno en todas las muestras se atribuye a la contribucién de los
grupos funcionales como S04, COOH y OH de los materiales principales
introducidos en la sintesis y posiblemente debido a una sobreoxidacion de la cadena
principal de PPy que tipicamente ocurre por efecto oxidativo del perdxido de
hidrogeno. Por otro lado, la presencia de un remanente de azufre en el analisis
semicuantitativo confirma que algunas moléculas de SDS permanecen asociadas a
las cadenas de PPy, probablemente como contraiones, ya que bajo las condiciones
de pH en la polimerizacion los grupos sulfatos se encuentran totalmente ionizados

con carga negativa (pKa 1.9).

Tabla 4. Composicion atdomica determinada por XPS

para los productos de PPy.

Composicion atomica (%) Razén
Sintesis atomica
C N S O S/N

7392 648 221 17.03 0.34
69.34 1435 0.75 1557 0.05
7162 850 1.05 18.33 0.12
10 7195 916 149 1740 0.16

Las nanoestructuras de PPy exhiben diferentes porcentajes de carbono,
nitrégeno, azufre y oxigeno. El analisis de la relacion atomica S/N para el producto
de reaccion 2 presentd la mayor relacion atomica S/N; sin embargo, esta sintesis
muestra un comportamiento aislante, indicando que el alto contenido del contraion
con azufre no asegura un incremento en la conductividad eléctrica. La menor

relacion atomica S/N se obtuvo en la sintesis 6. Esta muestra contiene p-NTCPM,
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que contribuyen con las propiedades eléctricas del material, con una transferencia
de carga efectiva entre el material carbonaceo y los dominios del PPy. Los
productos de la sintesis 7 y 10 muestran una relacion atémica S/N similar con

contenido mayor de azufre para la muestra sintetizada a temperatura baja.

El espectro de alta resolucién a nivel nucleo se realizé para C1s y N1s de los
productos de sintesis 2, 6, 7 y 10 (Figura 29). El pico del C1s para todas las
muestras presenta 3 contribuciones principales; la senal centrada a ~284.5 eV
relacionada con los enlaces C-C y C=C, el pico a ~286.1 eV asignado al enlace C-
N /C-O vy el tercer componente a ~287.9 eV atribuido al enlace C=0. El C1s para la
sintesis 6 exhibe picos adicionales atribuidos sefiales a satélites, debido a las
transiciones m - * entre los componentes aromaticos. En el caso del C1s para la
sintesis 7 y 10, la sefial C-C se divide en dos componentes adicionales
correspondientes al carbono ay [3, posiblemente también existan por la contribucion

del polisacarido[120].

Por otra parte, el espectro N1s muestra tres contribuciones principales en
todas las polimerizaciones analizadas. EI componente de energia mas bajo es
atribuido al grupo imina (-N=), relacionado con defectos estructurales en la cadena
de PPy que interrumpen la conjugacion. Un contenido menor al 5% de imina fue
encontrado para todas las sintesis analizadas, donde los valores mas bajos se
presentan en la sintesis 2 y en la sintesis 10. Por otro lado, la contribucién centrada
a 399.6 eV de mas alta intensidad se relaciona con la amina neutra (-NH-) del anillo
de pirrol, mientras el pico a mayor energia de enlace localizado a ~400 eV se
atribuye a los atomos de nitrdgeno cargados positivamente (N*), pertenecientes a

la forma conductora de PPy[121].
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Figura 29. Espectros C1s y N1s nivel nucleo para los productos de las sintesis 2 (a
yb),6(cyd),7(eyfland10(gy h).

5.1.6 Propuesta del mecanismo de formacion.

Trabajos previos reportados en la literatura han clarificado los mecanismos
para la polimerizacion en emulsién de PPy en medio micelar con SDS[122]. Basado
en nuestros resultados, se propone un mecanismo general para la formaciéon del
nanocomposito PPy-Alg-p-NTCPM en medio micelar, con SDS como surfactante

mediada por el efecto oxidativo del H20:.
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El SDS provee los sitios de confinamiento para la nucleacién. Las especies
adicionales como alginato y p-NTCPM pueden promover interacciones con el PPy

durante la reaccion de polimerizacion.

Cuando la concentracion del surfactante es de 5 mM, sus moléculas forman
micelas con tamafos promedios de 3.13 y 107.3 nm tal como se muestra en la
Figura 30 (a). Cuando el Py es anadido al medio micelar SDS, ocurre una variaciéon
de la dimension y la distribucion de tamafos de los agregados iniciales, lo que
contribuye a la formacién de las micelas cargadas de monomero de tamafios (53.39
nm) y gotas de monédmero de mayor tamano (205.4 nm) (Figura 30 (b)). No ocurren
cambios significativos en el tamafo de los agregados mas pequefos,

probablemente se mantienen como agregados libres de monémero.
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Figura 30. Distribucion de tamafo por DLS. Las mediciones se realizaron bajo estas
condiciones a) medio acido + SDS, b) medio acido + SDS + Py, y c) medio acido +
SDS + Py + Alg.
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La adicion de Alg perturba el comportamiento de agregaciéon pirrol-SDS,
incrementando las dimensiones de los agregados a una poblacion bimodal de 107.5
nm y 709.5 nm y suprimiendo los agregados con tamafos menores a los 10 nm.
Cabe mencionar que el polisacarido aniénico es capaz de mantenerse soluble en la
fase acuosa, probablemente como un estabilizador en la fase continua via puentes
de hidrogeno[60].

Los p-NTCPM pueden estabilizarse en el medio de reaccion mediante
interacciones hidrofébicas. Previos reportes muestran como las moléculas del
surfactante tipicamente son adsorbidas sobre la superficie hidrofébica de los NTC,
generando agregados (templates) donde se introducen las moléculas de pirrol. La
asociacion entre los NTC y el mondmero esta gobernada por interacciones no

covalente tipo hidrofébicas e interacciones m -n[61].
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Figura 31. Mecanismo de formacion de nanoestructuras de PPy y en presencia de
p-NTCPM y Alg.

La polimerizacién es iniciada cuando el agente oxidante se afiade a la
reaccion. En la sintesis, la concentracion del surfactante 5 mM se encuentra sobre

la CMC (2mM). No obstante es importante considerar que el surfactante puede
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participar como estabilizador de micelas que contienen monémero vy
simultdneamente, es capaz de asociarse con el material carbonaceo que se
caracteriza por tener una gran area superficial. Entonces, se considera que tanto la

nucleacién homogénea como la micelar pueden ocurrir simultaneamente.

Basado en el mecanismo micelar reportado, se considera que en la fase
continua, los radicales libres del iniciador activen a una pequefia fraccion de los
monodmeros disueltos en la fase acuosa formando radicales oligoméricos. Cuando
los oligémeros alcanzan una longitud de cadena critica, los radicales presentan una
naturaleza mas hidrofobica y entran a las micelas de SDS y en los andamios SDS-
NTC, originando, simultdneamente, las NPs esféricas de PPy y el decorado de NPs
de PPy sobre la superficie del material carbonaceo. Este mecanismo, es congruente
con la morfologia observada en FE-SEM y AFM de los materiales nanocompuestos
obtenidos. Una vez que el PPy esta formado, las moléculas del Alg pueden
asociandose con el PPy, probablemente participando como contraion de los
dominios cationicos del polimero, lo cual es consistente con el incremento del
rendimiento masico de la reaccién, asi como con el aumento en el potencial zeta y
los resultados del analisis XPS. Una representacion de la distribucion de las
especies en el medio de reaccion acorde al mecanismo general propuesto se

muestra en la Figura 31.

Adicionalmente se considera que cierta proporcion de las NPs de PPy
pueden precipitar en la fase acuosa, adsorbiendo moléculas libres del surfactante o
del polisacarido como contraiones, de acuerdo con incremento del potencial zeta de

los coloides y el incremento de la carga superficial por la incorporacién del Alg.

5.2 Hidrogeles electroconductores
5.2.1 Cinéticas de hinchamiento a pH 7.4.

Las propiedades de hinchamiento de los hidrogeles de Alg e hidrogeles
compuestos de Alg, PPy nanoestructurado y metoprolol, fueron determinadas
mediante el método gravimétrico a partir de los hidrogeles en estado relajado. Estos

se incubaron en una solucién de buffer trizma a pH 7.4 y se midi6 el cambio de masa
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a diferentes intervalos de tiempo hasta llegar al equilibrio (Figura 32 y 33). En la
Figura 32 (a) se muestra el porcentaje de hinchamiento con respecto al tiempo de
los hidrogeles de Alg-metoprolol-polipirrol con relacion molar gdl:Ca 1:1 (muestras
HgAM 1:1, HQAMP20 1:1, HQAMP30 1:1, Tabla 1). Los hidrogeles presentan su
equilibrio de hinchamiento a los 90 min posteriores a su incubacién en la soluciéon
buffer, alcanzando el hidrogel sin PPy (HgAM 1:1) un hinchamiento maximo de 38%.
Por otro lado, el hidrogel que contiene 20 mg de PPy nanoestructurado (HgJAMP20
1:1) tuvo un hinchamiento del 38% idéntico al hidrogel HQAM 1:1, indicando que
esta concentracion del material electroconductor no interfiere con la reticulacion del
Alg y por ende, no modifica la cinética hinchamiento bajo las condiciones de analisis.
En cambio, el hidrogel que contiene 30 mg del PPy nanocompuesto (HQAMP30 1:1)
presentd un hinchamiento de 21% al llegar al equilibrio, disminuyendo 17% el
porcentaje de hinchamiento al incorporar el PPy. Esto puede atribuirse a un
reforzamiento en la estructura interna de la red tridimensional del hidrogel por la
formacién de interacciones no covalentes entre sus componentes tal como lo
muestran Shin y col. [28] en su trabajo, donde al aumentar el contenido de NTC y
PPy en hidrogeles de acido hialuronico modificado con catecol se disminuyo la
razon de hinchamiento debido a las interacciones que se generaron con la matriz,

aumentando la densidad de entrecruzamiento.
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Figura 32. Cinéticas de hinchamiento para los diferentes tipos de hidrogeles
preparados, a) HQAM 1:1, HQAMP20 1:1 y HQAMP30 1:1 y b) HgAM 2:1, HQAMPO0.5
2:1, HQAMP1 2:1 y HQAMP20 2:1; ¢) HgAM 2:2 y HQAMP20 2:2, en buffer trizma pH
7.4, T=25°C.
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En el caso de los hidrogeles con relacién molar gdl: Ca 2:1 (Figura 32 (b)) el
hidrogel HQAM 2:1 presentd un porcentaje de hinchamiento del 19%. Se observé
que al anadir el material electroconductor en suspension acuosa de 0.5 0 1.0 mL de
los porcentajes de hinchamiento se incrementan a 31% y 39 %, respectivamente,
en comparacion con el hidrogel sin cargas. Este incremento en el porcentaje se
hinchamiento se relaciona estrechamente con interacciones electrostaticas de
repulsién debido a las cargas negativas presentes tanto en las nanoestructuras de
PPy (Tabla 3) cuyo potencial zeta es -22 mV, como en los grupos carboxilicos
desprotonados presentes en los bloques M y G del alginato que no interfieren en el
entrecruzamiento a pH 7.4. Lo anterior, se correlaciona positivamente con el efecto
de hinchamiento al incrementar el contenido de la suspension de PPy. Sin embargo,
se observo que al introducir las nanoestructuras de PPy en polvo después re-
suspenderlas en solucién acuosa, el comportamiento de hinchamiento es diferente
al observado cuando se adicionaron las nanoestructuras electroconductoras
directamente de la suspension inicial. El porcentaje de hinchamiento para el
HgAMP20 2:1 fue del 15%, esto se atribuye a que la presencia de aglomerados de
las nanoestructuras de PPy infiere en la reticulacion del hidrogel y/o bien reforzando

la red tridimensional del hidrogel.

Por otra parte, los hidrogeles Alg-metoprolol-polipirol con relacién gdl: Ca 2:2
(muestras HgAM 2:2 y HgAMP20 2:2, Tabla 1) mostraron una cinética de
hinchamiento idéntica, en ambos casos se obtuvo un hinchamiento en el equilibrio
del 13%, indicando que a mayor reticulacién con los iones Ca?* la adicion de las

nanoestructuras de PPy no influye en el proceso de absorcion de solucion buffer.

En la Figura 33 (a) se muestra la comparacion de las cinéticas de
hinchamiento de los hidrogeles de alginato con metoprolol a diferentes relaciones
molares de gdl:Ca. Se observd que la relaciéon molar gdl:Ca modifica el grado de
entrecruzamiento, ya que la maxima capacidad de hinchamiento disminuye al
incrementar la relacion gdl:Ca; los porcentajes de hinchamiento fueron 38%, 15% y

13% para los hidrogeles HgAM 1:1, HGQAM 2:1 y HgAM 2:2, respectivamente. Esto

74



se atribuye que al incrementar la relacion molar de reticulantes, se genera una red
tridimensional mas densa, dando como resultado un tamafo de malla mas bajo y
produciendo un menor volumen libre lo cual limita la capacidad de absorcién de

fluido en la matriz del hidrogel[112].
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Figura 33. Cinéticas de hinchamiento de hidrogeles de Alg a) HQAM 1:1, HGAM 2: y
HgAM 2:2 con diferente relacion molar de gdl:Ca y b) HQAMP20 1:1, HQAMP20 2:1
y HQAMP20 2:2 diferente relacién molar gdl:Ca y 20 mg de PPy nanoestructurado,
obtenidas en buffer Trizma pH 7.4, T=25°C.

Por otra parte, al incorporar 20 mg de PPy nanoestructurado (Figura 33 (b))
en los hidrogeles de las diferentes relaciones molares de gdl: Ca, los porcentajes
de hinchamiento en el equilibrio obtenidos fueron 38%, 19% y 13% para HQAMP20
1:1, HQAMP20 2:1 y HgAMP20 2:2, respectivamente. Se distingue una ligera
disminucion en el porcentaje de hinchamiento para la muestra HGAMP20 2:1
comparado con el comportamiento del hidrogel HQAM 2:1. Se considera que, la
incorporaciéon de 20 mg PPy no representa un efecto significativo sobre el porcentaje
de hinchamiento en el equilibrio cuando la evaluacién de las propiedades se

hinchamiento se realizan a partir de hidrogeles en estado relajado.

5.2.2 Cinética de hinchamiento a pH 1.2.

Las propiedades de hinchamiento en medio acido (pH 1.2) se evaluaron

unicamente para los hidrogeles compuestos con relacion molar gdl: Ca 2:1 (con
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excepcion del hidrogel HQAMP20 2:1) desde el estado relajado. En la Figura 34, se
muestra el comportamiento de los hidrogeles 2:1 con respecto al tiempo al ser
incubados en solucion &cida, observandose una desorcion del fluido contenido.
Todos los hidrogeles mostraron el efecto de contraccion en medio acido, como
resultado de la inhibicion de los efectos electrostaticos causados por las cargas en
los grupos carboxilicos en la red 3D del hidrogel, ya que los grupos carboxilicos del
bloque G como el bloque M en la matriz de alginato se protonan en medio acido,
segun sus valores de pKa (3.38 y 3.65, para el bloque M y G, respectivamente).
Adicionalmente, se observd que los diferentes hidrogeles presentaron un
comportamiento idéntico, es decir, todos los hidrogeles se contraen en proporcion
similar bajo las condiciones evaluadas, por lo que se considera que este

comportamiento es influenciado unicamente por las propiedades de su matriz.

En la Figura 35 se muestran las fotografias de los hidrogeles antes de
incurvarse en medio acido y después de que llegan al equilibrio. Se observa

claramente, la disminucion en el tamafo del hidrogel.
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Figura 34. Cinéticas de hinchamiento en medio acido (HCI pH 1.2, T=25°C)
hidrogeles HgA 2:1, HQAM 2:1, HgAPO0.5 2:1, HgAP1 2:1, HQAMPO0.5 2:1, HQAMP1

2:1 con relacion molar gdl: Ca 2:1.
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Figura 35. Fotografias de las cinéticas de hinchamiento en medio acido (HCI pH 1.2,
T=25°C) para los hidrogeles a) HgA 2:1, b) HQAM 2:1, ¢) HgAPO0.5 2:1, d) HgAP1
2:1, e) HQAMPO.5 2:1 y HQAM1 2:1.

5.2.3 Morfologia

En la Figura 36 se muestran las micrografias SEM obtenidas de la secci6n
transversal para los hidrogeles compuestos de alginato, PPy y metoprolol con
relacion molar gdl: Ca 2:1 secados mediante liofilizacion. Las imagenes SEM
muestran estructuras microporosas interconectadas en todos los hidrogeles
analizados. En los hidrogeles compuestos compuestos es posible distinguir puntos

brillantes que se atribuyen a la presencia de las nanoestructuras de PPy.

Para confirmar la presencia y distribucion del material eleconductor dentro de
la matriz del hidrogel se realiz6 un corte de la seccion transversal del hidrogel
HgAMP1 2:1 utilizando la técnica de ultramicrotomia. Posteriormente, los cortes
fueron observados mediante TEM. En la Figura 37 se muestra las micrografias TEM
donde es posible observar tanto las nanoestructuras de PPy como los NTC
distribuidos uniformemente en la matriz. En el inciso (f) se muestra la micrografia

STEM para el PPy (sintesis 10) utilizado en la preparacion de los hidrogeles.
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Figura 36. Micrografias SEM para los diferentes hidrogeles compuestos a) HgA 2:1,
b) HgAM 2:1, c) HgAPO0.5 2:1, d) HgAP1 2:1, e) HQAMPO.5 2:1 y g) HQAMP1 2:1.

Figura 37. a-f) Micrografias TEM para el hidrogel HQAMP1 2:1 y g) micrografia
STEM para la sintesis de PPy #10.

5.2.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier.

En la Figura 38 se muestran los espectros FT-IR para los hidrogeles HQAM
1:1, HQAM20 1:1 y HQAMP30 1:1. Se observan las bandas de absorcion infrarroja
caracteristicas del Alg, las cuales fueron descritas en la seccion 5.1.4 (Figura 27

c)). Distintivamente, se observa que la banda O-H ubicada a 3434 cm™ en el
(c) q
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espectro del hidrogel HQAM 1:1 muestra un desplazamiento a menor numero de
onda al incrementar el contenido de PPy, quedando centrada a 3424 cm™'y 3355
cm™, para los hidrogeles HQJAM20 1:1 y el HJAM30 1:1, respectivamente. Este
desplazamiento se atribuye a la formacion de interacciones tipo puente de
hidrogeno entre la matriz del Alg y PPy, que se hace mas significativa al incrementar
el contenido de PPy en el hidrogel. Ademas, la vibracion del enlace C=0 también
presenta un desplazamiento a menor energia observandose a 1614, 1601 y 1603
cm” para los hidrogeles HgAM 1:1, HgAMP20 1:1 y HgAMP30 1:1,

respectivamente.

Por otra parte, es posible observar algunas bandas de absorcion asignadas
al metoprolol tartrato incorporado en el hidrogel (lineas marcadas en azul). La banda
ubicada a 1500 cm™' se atribuye a los grupos carboxilicos presentes en el metoprolol
tartrato y la banda ubicada a 1200 cm™' se relaciona al grupo alquil éter presente en

el farmaco.

Las bandas centradas a 1400 cm™ que se relacionan con el estiramiento
COO- del grupo presente en el Alg, presentan un ensanchamiento debido al traslape
con la banda de vibracion C-N del PPy que se ubica en este numero de onda. Los
resultados de la espectroscopia FT-IR confirmaron la incorporacién del polimero
electroconductor y el farmaco dentro de la matriz tridimensional del hidrogel cuando

se uso la relacion molar gdl:Ca 1:1.
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Figura 38. Espectros FT-IR para los hidrogeles HgAM 1:1, HQAMP20 1:1 y
HgAMP30 1:1.

En la Figura 39 se muestran los espectros FTIR para los hidrogeles de Alg e
hidrogeles compuestos Alg-metoprolol-polipirrol con relaciéon molar gdl:Ca 2:1.
Todos los hidrogeles muestran las bandas de absorcion infrarroja caracteristicas del
Alg. Ademas, se observa desplazamiento a menor numero de onda tanto de las
bandas de las vibraciones O-H como del enlace C=0 con respecto a sus posiciones
en el hidrogel de solo Alg, lo que se atribuye a las interacciones que existen entre
los componentes del hidrogel. Por otra parte, se observa la aparicion de una
pequefia banda ubicada entre 1770-1740 cm', la cual se atribuye a la vibracion
C=0 del PPy. Adicionalmente, es posible observar un ensanchamiento en la banda
ubicada a 1400 cm™ que se atribuye a la superposicion de las sefiales del grupo C-
N del PPy y a la vibracion asimétrica del grupo COO- del Alg. Se observaron las
bandas de metoprolol centradas a 1200 y 1500 cm-' descritas anteriormente,
confirmando la presencia de PPy y metoprolol dentro de la matriz del hidrogel, asi
como la formacion de interacciones no covalentes entre los componentes del

hidrogel electroconductor.
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Figura 39. Espectros FT-IR para los hidrogeles HgA 2:1, HQAM 2:1, HgAPO0.5 2:1,
HgAP1 2:1, HQAMPO.5 2:1, HQAMP1 2:1 y HQAMP20 2:1 con relacién molar gdl:Ca
2:1.

En la Figura 40 se muestran los espectros FTIR para los hidrogeles HQAM
2:2 y HQAMP20 2:2. Se observo la aparicion de las bandas tipicas de la matriz de
Alg. Asi como, la aparicion de una pequefia banda ubicada a 1709 cm'
correlacionada con la sobre-oxidacion del PPy y |la presencia de grupos carboxilicos.
Por otra parte, se observa el desplazamiento a menor numero de onda de las
sefiales de los enlaces O-H y C=0, de 3410 cm™ a 3400 cm™' y 1618 a 1600 cm’,
para los hidrogeles HgAM 2:2 y HgAMP202:2, respectivamente. Se distinguen
también, las bandas ubicadas a 1200 y 1500 cm' caracteristicas de metoprolol
tartrato.

Tal como en los casos anteriores, los resultados confirmaron la presencia del
PPy y el farmaco dentro de la matriz y la existencia de interacciones no covalentes

entre los componentes del hidrogel.
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Figura 40. Espectros FT-IR para los hidrogeles HgAM 2:2 y HQAMP20 2:2 con

relaciéon molar gdl:Ca 2:2.

5.2.4 Analisis termogravimétrico.

Las propiedades térmicas de los materiales utilizados para la sintesis de los
hidrogeles fueron analizadas y se describen a continuacion. En la Figura 41 se
muestra la grafica de pérdida de peso vs la temperatura para el Alg. La primera
etapa a 40-120°C con una pérdida de peso del 9.38% se atribuye a la evaporacién
y deshidratacion del agua adsorbida en la superficie del material. Una segunda
etapa con una pérdida del 46.73% en peso en el rango de temperatura de 220-
250°C se debe a un proceso complejo de degradacion que involucra la ruptura del
enlace glucosidico C-O-C y grupos carboxilicos[123]. Las pérdidas de peso a
temperaturas mayores a los 400°C se atribuyen a la completa degradacion de las
cadenas de Alg[124] formado Na2COs y un material carbonaceo que se

descompone lentamente a temperaturas superiores a los 600°C[125].
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Figura 41. Analisis termogravimétrico para el alginato de sodio.

En la Figura 42 se muestra el termograma para el metoprolol tartrato. Este
presenta una etapa de degradacion con una pérdida de peso del 89.0% la cual se
asigna a la descomposicion del metoprolol formando un residuo de carbono el cual

de degrada a temperaturas superiores a los 400°C [126].

bl Metoprolol
80 |
=)
wu
[0}
S 60
=
[}
E)‘E,‘
< -
o) 40
r_
20
I .~ E— T
0 " 1 . | mimpme D S 1 ) i
0 150 300 450 60 750

Temperatura (°C)

Figura 42. Analisis termogravimétrico para el metoprolol tartrato.
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En la Figura 43 se muestra el termograma para el CaCOs. El CaCOs presenta
una sola etapa de degradacion a 730°C con una pérdida de peso del 43%. Durante
este proceso el CaCOs se transforma a CaO (reaccion de calcinacion) dando como

resultado un residuo del 57%[127], [128].
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Figura 43. Analisis termogravimétrico para el CaCO:s.

La estabilidad térmica para los diferentes hidrogeles de Alg e hidrogeles
compuestos, se evaludé en un rango de temperatura desde 30 hasta 900 °C. En la
Figura 44 se muestran los termogramas para los hidrogeles HGAM 1:1, HQAMP20
1:1 y HQAMP30 1:1. La degradacion de los hidrogeles se lleva a cabo en tres etapas,
la primera etapa se relaciona con la pérdida del agua adsorbida en la superficie de
los hidrogeles, una segunda etapa en el intervalo de 250-280 °C esta asociada con
la degradacion del Alg provocando la perdida de la estructura 3D del hidrogel,
temperaturas superiores a los 400° C se atribuyen a descomposicién de las cadenas
del Alg. Se observa que las etapas de degradacién para los hidrogeles de Alg son
muy similares a las etapas de degradacion de los hidrogeles de Alg compuestos,
por lo que la presencia de las nanoestructuras de PPy no modifican las propiedades

térmicas de los hidrogeles de Alg en la relacién molar gdl:Ca 1:1.
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Figura 44. Analisis termogravimétrico para los hidrogeles HQAM 1:1, HQAMP20 1:1
y HQAMP30 1:1.

En la Figura 45 se muestran los termogramas para los hidrogeles de Alg y
sus derivados compuestos con relacion molar gdl:Ca 2:1. Es posible observar
perfiles de degradacion similares entre los diferentes hidrogeles, la degradacion se
lleva a cabo en tres etapas. La primera etapa se atribuye a la pérdida de peso debido
a la evaporacion y deshidrataciéon del agua adsorbida sobre la superficie del hidrogel
posterior al proceso de secado con una pérdida de peso aproximadamente del 10%.
Todas las muestras exhiben una segunda pérdida considerable de peso en el
intervalo 240-280 °C, la cual es tipica de los polisacaridos y también, se relaciona
con el cambio de la estructura reticulada del hidrogel. Pérdidas de peso mayores a
los 400°C se atribuyen a la descomposicion térmica de las cadenas de Alg[124]. En
general, se observaron tendencias de degradacion térmica de los hidrogeles
compuestos muy similares al hidrogel de Alg, indicando que la incorporacion del
PPy nanoestructurado y del metoprolol presentan una influencia limitada sobre la

estabilidad térmica del hidrogel compuesto.

85



100 - - HgA2:1
- - - - Hg AM 2:1
---=Hg AP0.5 2:1
----- HgAP1 2:1
o st 0B S B iy s Hg AMPO0.5 2:1
| R e | R e e e Hg AMP1 2:1
' —— Hg AMP20 2:1
o
L
(h]
L Ok -
<
0}
|_
25 |
0 " 1 1 1
0 200 400 600

Temperatura (°C)

Figura 45. Analisis termogravimétrico para los hidrogeles HgA 2:1, HgAM 2:1,

HgAPO0.5 2:1, HGAP1 2:1, HQAMPO.5 2:1, HQAMP1 2:1 y HJAMP20 2:1.

La Figura 46 se muestran los termogramas para los hidrogeles de Alg e
hidrogel alginato-metoprolol-polipirrol con relacion molar gdl:Ca 2:2. Se observa una
tendencia de degradacién similar a las descritas anteriormente; sin embargo, para

el hidrogel HJAMP20 2:2, se detecta la aparicion de una tercera etapa de

degradacion, la cual se atribuye al incremento en la concentracion de Ca.
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Figura 46. Analisis termogravimétrico para los hidrogeles HQAM 2:2 y HQAMP20
2:2.

5.2.5 Propiedades mecanicas de los hidrogeles.

En la Tabla 4 se resumen las propiedades mecanicas de compresion;
esfuerzo a la fractura, deformacion a la fractura y moédulo elastico para los diferentes
hidrogeles de Alg. Se observé un incremento en el médulo elastico al modificar la
relacion molar gdl:Ca, siendo 7.70+0.53, 11.76+£4.55 y 15.18+4.07 KPa para HgAM
1:1, HGAM 2:1 y HgAM 2:1, respectivamente. Este comportamiento, es tipico al
incrementar la densidad de entrecruzamiento la cual refuerza la estructura 3D del
hidrogel. Un incremento en el modulo elastico también se obtuvo en los hidrogeles
con 20 mg de las nanoestructuras de PPy y metoprolol, al aumentar relacién molar

de gdl:Ca indicando un reforzamiento en la red 3D del hidrogel.

En los hidrogeles de Alg con relacion molar gdl : Ca 1:1 se observa una ligera
disminucion en el modulo elastico, esfuerzo a la fractura y la deformacion maxima

al introducir PPy nanoestructurado al hidrogel. Esto se puede atribuir a que al
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incrementar el contenido de PPy, debido a su naturaleza hidrofébica, este puede
producir una red mas densa con pequefas agregaciones dentro de la matriz,
modificando la homegenidad de la red interna del hidrogel y debilitando levemente

sus propiedades mecanicas[129].

Los hidrogeles de Alg con relacion molar gdl:Ca 2:1, las propiedades
mecanicas variaron en funcion del componente ( PPy en suspensién, metoprolol o
PPy polvo suspendido en solucion acuosa). En las muestras HgA 2:1 y el HQAM
2:1, las propiedades mecanicas fueron muy similares para ambos casos, indicando
que la presencia unicamente del farmaco no interfiere con las propiedades
mecanicas del hidrogel. Sin embargo, al introducir 0.5 o 1.0 mL de la suspension de
PPy, el mddulo elastico incrementa al doble 23.78+3.64 y 24.22+3.24 KPa (HgAPO0.5
2:1 y HgAP1 2:1, respectivamente) comparado con el hidrogel sin PPy (11.64+6.11
KPa), indicando que la presencia del polimero electroconductor en suspension
refuerza la red tridimensional, considerando que el esfuerzo maximo a la fractura
también se incrementdé al doble. En cambio, cuando se introdujo al sistema
compuesto el farmaco, las propiedades mecanicas disminuyeron. Los modulos
elasticos fueron15.62+2.15, 10.22+4.22 y 8.25+1.22 KPa para los HQAMPO0.5 2:1,
HgAMP1 2:1 y HgAMP20 2:1, respectivamente. La incorporacion del farmaco
produce cambios en las interacciones no covalentes del material, modificando la

estructura interna del hidrogel.

Por otra parte, al evaluar mecanicamente el hidrogel con mayor contenido de
entrecruzante se observaron caracteristicas diferentes a las descritas
anteriormente. En este caso, la introduccion del PPy nanoestructurado mejora la
resistencia mecanica del hidrogel, bajo estas condiciones el tamafio nanométrico
del PPy y la matriz reticulada de alginato convergen en un mejoramiento del médulo

elastico.
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Tabla 5. Propiedades mecanicas de compresion para los hidrogeles.

Resultados
Hidrogel Relacion molar  Esfuerzoala  Deformacion a Médulo
gdl:ca fractura la elastico
(kPa) Fractura (%) (kPa)

HgAM 1:1 22.80+0.95 4614.50 7.70+£0.53
HgAMP20 1:1 7.701£1.22 40+0.5 5.65+0.92
HgAMP30 1:1 5.65+3.23 35+1.5 6.3912.28
HgA 2:1 31.13£13.26 47+1.22 11.6446.11
HgAM 2:1 37.04+£12.53 48+1.49 11.76+4.55
HgAPO0.5 21 64.27+9.11 49+2.04 23.78+3.64
HgAP1 2:1 58.88+1.62 47+2.54 24.22+3.24
HgAMPO.5 2:1 38.18+5.26 47+2.77 15.62+2.15
HgAMP1 2:1 34.0418.06 48+2.36 10.22+4.22
HgAMP20 2:1 25.5041.41 47+0.1 8.25+1.22
HgAM 2:2 48.67+9.69 47+2.0 15.1814.07
HgAMP20 2:2 48.38+12.14 45+3.59 28.511+2.54

5.3 Cinética de liberacion de metoprolol in vitro.

Metoprolol fue elegido como farmaco modelo para los estudiar el
comportamiento de liberacion a partir de los hidrogeles de Alg en combinacion con
las nanoestructuras de PPy. En la tabla 6 se resume el porcentaje de liberacion de
metoprolol en el equilibrio para los hidrogeles con relacién molar gdl:Ca 1:1. Bajo

condiciones pasivas (0V) y bajo la aplicacion potenciales catoédicos (-5V).

El maximo % de liberacion de metoprolol bajo condiciones pasivas, se obtuvo
a las 6h para todos los hidrogeles sin cambios significativos de concentracion del
farmaco posteriores a este periodo de tiempo. El % de farmaco en el equilibrio

durante la liberacion espontanea (0V) fue mayor para el hidrogel de Alg sin PPy
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(56%), seguido por el hidrogel que contiene 20 mg de PPy (49%) y finalmente el
hidrogel con 30 mg de PPy (39%). Esta tendencia se relaciona con la incorporacién
de las nanoestructuras de PPy en la estructura 3D del hidrogel y la posibilidad que
tiene el farmaco de establecer interacciones no covalentes adicionales con el
sistema conductor, lo que puede generar una mayor retencién del farmaco en el

hidrogel.

Tabla 6. Liberacién a partir de los hidrogeles con relacion gdl: Ca 1:1.

Condiciones y resultados

Hidrogel Voltaje % de % de % de
metoprolol metoprolol metoprolol
liberado liberado | liberado |l
por difusion
HgAM 1:1 ov 56%
HgAM 1:1 -5V --- 62% 71%
HgAM20 1:1 ov 42% ---
HgAM20 1:1 -5V 48% 68%
HgAM30 1:1 ov 39% ---
HgAM30 1:1 -5V 42% 47%

l. Porcentaje de liberacion en el equilibrio bajo la aplicacion de un estimulo

eléctrico.

. Porcentaje de liberacion en el equilibrio tras la aplicacion de un segundo

estimulo eléctrico.

En la Figura 47 se muestra el porcentaje de liberacion de metoprolol respecto
al tiempo para el hidrogel HQAM 1:1 a OV y -5V. Se observa que tras la aplicacion
de un primer pulso eléctrico al inicio de la liberacién, el porcentaje de liberacion en
el equilibrio incrementd 6% respecto a la liberacién espontanea. Sin embargo, al
aplicar un segundo pulso eléctrico, el porcentaje de liberacion en el equilibrio
incremento 9% con respecto al obtenido después del primer pulso; obteniendo un
ascenso del 15% de liberacion de metoprolol tras la aplicacion de un voltaje eléctrico

pulsado respecto a la liberacién estudiada a OV. Se ha reportado que la aplicacion
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de un voltaje catédico a una matriz 3D de alginato produce un incremento del
tamano de malla del hidrogel provocado por la repulsion electrostatica de los grupos
carboxilicos presentes en los bloques M y G, y, por consiguiente, favorece la
difusién del farmaco aumentando el porcentaje de liberacion[130]. Incrementos en
el tamafo de malla del hidrogel bajo la aplicacion de un potencial eléctrico se han
reportado para matrices de biopolimeros cargadas negativamente con polimeros
electroconductores, como por ejemplo hidrogeles de carragenina:Politiofeno[131] y
Peptina: poli(3-metoxidifenilamina)[132], donde la aplicacién de una diferencia de

potencial (negativa) se asocia con el incremento en la liberacion del farmaco.
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Figura 47. Cinética de liberacion de metoprolol a partir del hidrogel HQAM 1:1 a 0V
y -5V (25°C y buffer trizma pH =7.4).

La cinética de liberacion del hidrogel con HQAMP20 1:1 (Figura 48) se vio
favorecida por la aplicacion de dos potenciales eléctricos (uno al inicio de la
liberacion y un segundo pulso después de 6 h, tras haber llegado al equilibrio)

incrementando un 26% el porcentaje de liberacién de metoprolol respecto al hidrogel
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HgAMP20 1:1 a OV. Este incremento en el porcentaje de liberacién de metoprolol
por la aplicacion de un estimulo eléctrico es mayor al obtenido en el hidrogel sin
PPy y se atribuye a: 1) la propiedad electroactiva del PPy, el cual al someterse a un
potencial eléctrico catddico (negativo) se reduce, provocando cambios de volumen
(contraccién) en su estructura interna y la expulsion de los iones dopantes hacia el
medio de liberacion, asi como su interaccion con las especies presentes, lo que
influencia sinérgicamente la difusién del farmaco al medio de liberacién y 2) el
incremento en el tamano de malla del alginato por efectos electrostaticos tras la
aplicacion de un voltaje, explicado anteriormente en el comportamiento de la
muestra HQAM 1:1.
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Figura 48. Cinética de liberacion de metoprolol a partir del hidrogel HQAMP20 1:1 a
0V y -5V (25°C y buffer trizma pH= 7.4).

Contrario a lo esperado, al introducir mayor cantidad de material conductor
dentro de la red tridimensional HQAMP30 1:1 (Figura 49), solo se logro tener un

incremento del 8% respecto a la cinética de liberacién sin la aplicacion de un pulso
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eléctrico. Esto se puede atribuir a : 1) una fuerte interaccién no covalente entre la
nanoestructura de PPy y el farmaco al incrementar el contenido del polimero
conductor y 2) a la formacién de agregados internos del PPy debido a su naturaleza
hidrofébica, donde la distribucion no homogénea de los CPs dentro de matrices de
hidrogeles puede inducir a la reduccion de la movilidad electrénica disminuyendo

las propiedades eléctricas del PPy[133], retrasando el transporte de moléculas.
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Figura 49. Cinética de liberacion de metoprolol a partir del hidrogel HQAMP30 1:1 a
0V y -5V (25°C y buffer trizma pH= 7.4).

Posteriormente, se llevaron a cabo los estudios de liberacion in vitro, de
manera espontanea y bajo la aplicacion de un estimulo eléctrico, en los hidrogeles
con relaciéon molar a gdl:Ca 2:1. En la tabla 7 se resumen los porcentajes de
liberacién obtenidos. El porcentaje de liberacion pasiva (0V) fue menor para el
HgAM 2:1 (46%) que para el HQAMP20 2:1 (49%), indicando que, bajo estas
condiciones de estudio, el material electroconductor produjo un retardo para la
difusion del farmaco.
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Tabla 7. Liberacién a partir de los hidrogeles con relacion gdl: Ca 2:1

Condiciones y resultados

Hidrogel Voltaje % de % de % de
metoprolol metoprolol metoprolol
liberado por liberado | liberado Il
difusion
HgAM 2:1 ov 46% ---
HgAM 2:1 -5V --- 60% 60%
HgAM20 2:1 ov 49% ---
HgAM20 2:1 -5V 41% 54%

l. Porcentaje de liberacion en el equilibrio bajo la aplicacion de un estimulo
eléctrico.

. Porcentaje de liberacion en el equilibrio tras la aplicacion de un segundo
estimulo eléctrico

Cuando se evalud la liberacion de metoprolol a partir del HQAM 2:1, con la
aplicacion de un potencial eléctrico al inicio de la cinética, se incrementd el
porcentaje de liberacidén respecto al sistema 0V; sin embargo, el porcentaje de
liberacion se mantuvo constante (60%) al aplicar un segundo pulso eléctrico en el

sistema compuesto, Figura 50.
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Figura 50. Cinética de liberacion de metoprolol a partir del hidrogel HQAM 2:1 a 0V
y -5V (25°C y buffer trizma pH= 7.4).

De manera contraria, el hidrogel que contiene 20 mg de PPy nanocompuesto,
al aplicar al inicio una diferencia de potencial, alcanza una liberacion de 41% de
metoprolol al llegar al equilibrio. En este caso se observa que, tras la aplicacién de
un segundo potencial eléctrico, el porcentaje de liberacion alcanza el 54% (Figura
51), logrando incrementar un 13% la liberacién del farmaco. Esto se atribuye al
efecto de reduccion del PPy, donde al insertar electrones en la cadena del polimero
ocurre un transporte de masa hacia el medio de liberacion[134], favoreciendo la
liberacidon de metoprolol que tras proporcionar un segundo estimulo eléctrico se

logra activar el sistema incrementando el porcentaje de liberacion.
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Figura 51. Cinética de liberacion de metoprolol a partir del hidrogel HQAMP 20 2:1
a 0V y -5V (25°C y buffer trizma pH=7.4).

Por ultimo, la tabla 8 muestra los porcentajes de liberacion de metoprolol para
los hidrogeles donde se incrementd al doble la cantidad de reticulante i6nico (gdl:Ca
2:2). Los porcentajes de liberacion espontanea de metoprolol fueron 58% y 54%
para los hidrogeles HGAM 2:2 y HQAMP20 2:2, respectivamente. El hidrogel con 20
mg de nanoestructuras de PPy presenté menor liberacién, indicando que bajo estas
condiciones, la presencia del material electroconductor PPy retarda ligeramente la
difusién pasiva del farmaco, tal como se presenté para los hidrogeles con relacion

molar gdl: Ca 1:1.
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Tabla 8. Liberacion a partir de los hidrogeles con relaciéon gdl: Ca 2:2

Condiciones y resultados

Hidrogel Voltaje % de % de % de
metoprolol metoprolol metoprolol
liberado por liberado | liberado Il
difusion
HgAM 2:2 oV 58%
HgAM 2:2 -5V --- 62% 63%
HgAM20 2:2 oV 54% ---
HgAM20 2:2 -5V 57% 68%

l. Porcentaje de liberacién en el equilibrio bajo la aplicacion de un estimulo

eléctrico al inicio.

. Porcentaje de liberacion en el equilibrio tras la aplicacion de un segundo

estimulo eléctrico.

Por otro lado, al realizar los estudios de liberaciéon pulsada eléctricamente
para el hidrogel HQAM 2:2 (Figura 52), se observé que la aplicacién de una
diferencia de potencial, no representa un cambio significativo en la liberacion de
metoprolol, ya que el porcentaje de liberaciéon espontanea fue del 58%, mientras
que los porcentajes de liberacion bajo la aplicacion de un voltaje catodico fue de

62% tras el primer estimulo eléctrico y de 63%, tras el segundo pulso eléctrico.
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Figura 52. Cinética de liberacion de metoprolol a partir del hidrogel HQAM 2:2 a 0V
y -5V (25°C y buffer trizma pH= 7.4).

Sin embargo, al incorporar PPy nanoestructurado en la matriz de Alg con
relacion molar gdl:Ca 2:2, se incrementd6 su densidad de entrecruzamiento,
formando una estructura mas rigida que delimita el transporte de iones a través del
hidrogel[135]. La liberacién de metoprolol a 0 V para el hidrogel HQAMP20 2:2 fue
muy similar a la liberacién tras la aplicacion de un primer pulso eléctrico, sin
embargo, al someter el sistema compuesto a un segundo pulso eléctrico se obtuvo
una mejora del 10% (Figura 53) en la liberacion de metoprolol tras la aplicacion de
una segunda diferencia de potencial. Lo anterior nos indica que, bajo estas
condiciones, es posible lograr una activacion en la liberacion de metoprolol al
someter al sistema a la aplicacion de estimulos eléctricos de manera pulsada. Lo
anterior se atribuye a la reduccion electroquimica del PPy, la expulsion de sus
moléculas dopantes y la sinergia que se produce con la difusién del farmaco hacia

el medio de liberacion.
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Figura 53. Cinética de liberacion de metoprolol a partir del hidrogel HQAMP 20 2:2
a 0V y -5V (25°C y buffer trizma pH=7.4).

De manera general se observa que el grado de entrecruzamiento de la matriz
de Alg (relacion molar usada de reticulante) influencia el comportamiento de
liberaciéon de metoprolol desde los hidrogeles de solo Alg bajo impulso eléctrico, ya
que cuando se usa la relacion molar gdl:Ca 1:1, la aplicacién de una diferencia de
potencial incrementa la liberacién, sin embargo, en los hidrogeles con relaciones
molares de gdl:Ca 2:1 y 2:2, la matriz no presenté una cambio significativo en la
liberacion de metoprolol, manteniéndose constante después de dos pulsos

eléctricos.

En cambio, la presencia del PPy nanoestructurado en los hidrogeles de Alg
tiene una influencia significativa en la liberacion de metoprolol bajo la aplicacion de
pulsos eléctricos. Este efecto se relaciona con los cambios electronicos y
estructurales que se producen en el PPy durante su reduccién, modificando su
volumen y la interaccion de las nanoestructuras con su entorno e influenciado

sinérgicamente con la liberacion del metoprolol.
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Con la finalidad de profundizar en el mecanismo de liberacion de metoprolol
considerando el efecto de la red tridimensional y el fendmeno de la difusion, se
utilizaron diferentes modelos matematicos. En la tabla 9 se describen los resultados
obtenidos para el ajuste matematico del modelo Korsmeyer-Peppas, ecuacién 5:

M n .
o=kt (Ecuacion 5)

oo

El modelo Korsmeyer-Peppas es un modelo semi-empirico para entender el
mecanismo de liberacion de un farmaco a partir de un hidrogel en un lapso de tiempo
t. Donde M: representa la cantidad de farmaco liberada en un tiempo t, M- se define
como la cantidad de farmaco liberada en el equilibrio y n representa la dependencia
de la velocidad de liberacion en el tiempo y puede ser relacionada con el mecanismo
de transporte de farmaco. De acuerdo al modelo, para hidrogeles cilindricos, si el
exponente n < 0.45 el mecanismo de liberacion corresponde a un mecanismo de
difusion Fickiana, si el 0.45 < n < 0.89 corresponde a un mecanismo de liberacién
no Fickiana o andmalo. Cuando n > 0.89 el mecanismo corresponde al transporte

caso Il.

Los parametros obtenidos para n varian desde 0.198 a 0.7094 indicando que
los mecanismos de liberacidon para los hidrogeles corresponden a una difusion
Fickiana y a una difusion no Fickiana o anémala, donde el proceso de liberacién
esta controlado por la difusion y la difusion en conjunto con la relajacion de las

cadenas poliméricas, respectivamente.
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Tabla 9. Ajuste matematico Korsmeyer-Peppas de liberacién de metoprolol (pasiva y bajo

la aplicacion de un potencial eléctrico) estudiados a pH 7.4 y T=25°C.

Resultados
Mecanismo de liberacion
Hidrogel  Estimulo Parametros
eléctrico k n R?

AM 1:1 ov 0.15312 0.69912 0.93499 Transporte anémalo
AM 11 -5V 0.059 0.198 0.91938 Difusion Fickiana
AMP20 1:1 oV 0.0961 0.4886 0.9636 Transporte anémalo
AMP20 1:1 -5V 0.0743 0.5394 0.97265 Transporte anémalo
AMP30 1:1 ov 0.0177 0.6424 0.9021 Transporte anémalo
AMP30 1:1 -5V 0.0796 0.5118 0.966 Transporte anémalo

AM 2:2 ov 0.0241 0.5885 0.9774 Transporte anémalo
AM 2:2 -5V 0.05 0.6727 0.997 Transporte anémalo
AMP20 2:1 ov 0.1379 0.7094 0.9476 Transporte anémalo
AMP20 2:2 -5V 0.0103 0.3969 0.9993 Difusion Fickiana
AM 2:2 ov 0.0347 0.3154 0.994 Difusion Fickiana
AM 2:2 -5V 0.1377 0.4867 0.9284 Transporte anémalo
AMP20 2:2 ov 0.0234 0.2476 0.9911 Difusién Fickiana

Por otro lado, el modelo matematico Higuchi estad relacionado con la

velocidad de liberacion mediante la ecuacioén 5:

[00]

(Ecuacion 6)

Donde M¢/M. se relaciona con fraccidon de farmaco liberado, k constate

cinética Higuchi y t es el tiempo.
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El ajuste matematico mostré cuantitativamente que la liberacion bajo la
aplicacion de un potencial eléctrico en la mayoria de los hidrogeles estudiados,
ocurre a una velocidad mayor comparada con las cinéticas de liberaciéon por pasiva
(oV).

Tabla 10. Ajuste matematico Higuchi de liberacion de metoprolol
(pasiva y bajo la aplicacion de un potencial eléctrico) estudiados
apH74yT=25°C.

Resultados
Hidrogel Voltaje Parametros
KH R?
AM 1:1 oV 0.0097 0.96475
AM 11 -5V 0.052 0.95302
AMP20 1:1 oV 0.011 0.9658
AMP20 1:1 -5V 0.023 0.8847
AMP30 1:1 oV 0.012 0.9304
AMP30 1:1 -5V 0.0083 0.9641
AM 2:1 oV 0.0033 0.9967
AM 2:1 -5V 0.0051 0.9954
AMP20 2:1 oV 0.0114 0.9684
AMP20 2:1 -5V 0.0034 0.9964
AM 2:2 oV 0.0055 0.9917
AM 2:2 -5V 0.0218 0.8834
AMP20 2:2 oV 0.0015 0.998
AMP20 2:2 -5V 0.0117 0.9578
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo, se realiz6 la sintesis de un material nanocompuesto de PPy
mediante un método sencillo y facil de realizar utilizando una polimerizacion in situ
en medio micelar. EI método involucra una baja cantidad de surfactante SDS,
cercana a su valor de CMC en las condiciones de reaccién y el uso de H20O, como
agente oxidante amigable con el ambiente. Adicionalmente, se anadieron a la
reaccion NTC y Alg con la finalidad de formar materiales compuestos
multifuncionales con propiedades mejoradas de conductividad eléctrica. Se
encontré que el uso unicamente del medio micelar no favorece las propiedades
conductoras del PPy sintetizado con H202. Contrario a lo esperado, la incorporacion
de NTC pristinos favorece las propiedades eléctricas del nanocomposito comparado
con el efecto encontrado para los NTC funcionalizados, evidenciando la importancia
de las interacciones hidrofdbicas entre el PPy y los NTC durante la formacion del
polimero en medio micelar. Por otra parte, la incorporacion de Alg permite aumentar
el potencial zeta de los materiales lo cual se encuentra asociado directamente con

la estabilidad de los sistemas coloidales.

Se obtuvieron hidrogeles compuestos homogéneos a partir de la reticulacion in situ

de polisacarido en una suspensiéon de los nanocompositos sintetizados.

Los hidrogeles se componen de una matriz de Alg, un biopolimero natural,
entrecruzado ionotrépicamente con iones calcio. Los estudios de hinchamiento
evidenciaron que la variacién en la relacién molar gdl:Ca produce cambios en el
grado de entrecruzamiento del Alg. En los estudios de liberacion espontanea (0V) y
bajo la aplicacion de estimulos eléctricos realizada en los hidrogeles cargados con
el farmaco modelo (metoprolol) se encontr6 una activacion en el porcentaje de
liberacion de metroprolol tras someterse a estimulos eléctricos, la cual se relaciona
estrechamente con las propiedades electroactivas del PPy. Estos sistemas en
condiciones Optimas podrian ser propuestos como sistemas de liberacion

controlada que responden a estimulos eléctricos.
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8. ANEXOS

8.1. Microscopia de fuerza atdmica.

En la Figura anexos 1 se muestra la micrografia AFM para el producto de la
sintesis #3 de nanoestructuras de PPy. Se observa la formacién de nanoestructuras

de PPy quasi-esféricas con tamafios menores a los 100 nm.

Figura anexos 1. Micrografia AFM para la sintesis 3.

8.2. Analisis termogravimeétrico de las sintesis de PPy.

En la Figura anexos 2 se muestra los termogramas para los productos de la
sintesis de las nanoestructuras de PPy. La degradacién del PPy se lleva a cabo en
tres etapas, la primera etapa de degradacion en el intervalo 100-115°C con pérdidas
de peso entre 5% y 8% se relaciona con la evaporacion del agua adsorbida en la
superficie del polimero conductor. La segunda etapa de degradacion entre 230 y
370°C se atribuye a la perdida de moléculas dopantes de las cadenas del PPy. La
tercera etapa de pérdida de peso a temperaturas superiores a los 370°C se asocia
con la degradacion de las cadenas de PPy [136]. Para todos los productos de la

sintesis de nanoestructuras de PPy se observaron etapas de degradacion similares.
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Figura anexos 2. Analisis termogravimétrico para las sintesis de las nanoestructuras

de PPy.

8.3. Espectroscopia ultravioleta visible de las sintesis de PPy.

En la Figura 3 anexos se muestran los espectros Uv-Vis para los diferentes
productos de sintesis de las nanoestructuras de PPy. En todos los casos se observa
la aparicién de tres bandas de absorcion. La primera banda ubicada a 295 nm se
asocia con las transiciones electronicas n-n* del PPy, la segunda banda de
absorcion ubicada entre 400-500 nm se atribuye a la formacion del estado polaréon,
mientras que la banda de absorcion con longitudes de onda superiores a los 650

nm se atribuye a la formacién del estado bipolaron [137].
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Figura anexos 3. Espectroscopia Uv-Vis para las nanoestructuras de PPy.

8.4. Estudios de viabilidad celular.

La resarzurina es un indicador de viabilidad celular in vitro. Las células
mantienen un ambiente reducido en su citoplasma y mitocondria. Cuando se afiade
resazurina a un estudio de viabilidad in vitro esta es reducida a resofurina mediante
la respiracion aerébica de las células metabdlicamente activas. Donde las enzimas
mitocondriales, portadoras de actividad diaforasas, como NADPH deshidrogenasa,
son probablemente las responsables de la transferencia de electrones de NADPH
+ H* a resazurina para producir resofurina. Entonces es posible conocer la viabilidad

celular midiendo la actividad metabdlica de las células activas[138].

En la Figura anexos 4 se muestran los resultados de viabilidad celular para
los hidrogeles HgA 2:1, HGAM 2:1, HgAP1 2:1 y HQAMP1 2:1. Se observo que
durante las primeras 24h de incubacion de los hidrogeles con los monocitos THP-1

tiene una respuesta metabdlica baja para los hidrogeles HgAM 2:1, HgAP1 2:1 y
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HgAMP1 2:1 con una viabilidad celular menor al 50%, mientras que para el hidrogel
HgA 2:1 presenta una actividad metabdlica alta con una viabilidad celular mayor al
75%, las células pueden presentar actividad metabdlica baja durante las primeras
24h de incubacion, sin embargo, con el trascurso del tiempo la actividad celular
incrementa, tal como se presenta en nuestro caso para los hidrogeles incubados a
las 48h donde incrementa la actividad metabdlica celular incrementando la
viabilidad celular >70%, indicando que bajo estas condiciones los geles tendrian

baja toxicidad.
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Figura anexos 4. Viabilidad celular para los hidrogeles HgA 2:1, HQAM 2:1, HgAP1
2:1 y HQAMP1 2:1.

8.5. Estudios de liberaciéon de farmacos.

En la Tabla anexos 1 se especifica los detalles de las liberaciones realizadas
a partir del hidrogel HQAMPO0.5 2:1. Posteriormente, se incluyen las graficas del
porcentaje de liberacién vs el tiempo de cada una de las liberaciones descritas en

la tabla anexos 1.
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Tabla anexos 1. Liberacion de farmacos a partir de los hidrogeles HGAMO.5 2:1

Parametros de estudio, condiciones y resultados

Hidrogel Voltaje Estimulo eléctrico Farmaco % Condiciones
Duracién Repeticion Liberado  especiales
a. AMPO0.5 oV - - Metoprolol 38% -
2:1
b. AMPO0.5 -5v 30s 10 min Metoprolol 16% Hinchamiento
2:1 10 min
c. AMPO0.5 -5v 30s 10 min Metoprolol  36.6%  Hinchamiento
2:1 1h
d. AMPO0.5 -10v 30s 10 min Metoprolol 29% Hinchamiento
2:1 (rompe) 1h
Buffer trizma pH 7.4, T=25°C
a) - [—e— HgAMPO.5 1.1 (0V)] b) e —8— HgAMPO 5 21 {-5V)
B 1 _ &
E 50 F E i
:§ ./\_,.r é 40 -
2 G - 38% 3
= B 0% 2 a0 e A Y
LA St BES 16%
o | L | ' 0 | L L L ! 1
10 20 30 40 60 10 20 30 40 50 60 70
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122



100 100
C) —m—HgAMPO 5 2:1 (-5V)| d) —m—HgAMPO.5 2:1 (-10V)|
:g 75 B 75
& e
2 £
£ E
E 60 |- :E 50 -
5] 3]
g 33.6% I
2 l29% ! . S 2 29%
= "y ; v L} - 23 v ..
& Lsl gpu-m r ot . ag L id LoE-E.
= 2B5Fm ..!-_ .l ) "l.‘- L LR L] =28 ., — -
N-———n
ol L L L L I 1] 1 7 1 : 1 . 1 : 1
60 80 100 120 140 160 180 60 65 0 75 80
Tiempo {min) Tiempo (min)

Figura anexos 5. Liberacion de metoprolol a partir de los hidrogeles HQAMPO0.5
2:1.

En la Tabla anexos 2 se especifica los detalles de las liberaciones realizadas
a partir del hidrogel HQAMP1 2:1. Posteriormente, se incluyen las graficas del
porcentaje de liberacién vs el tiempo de cada una de las liberaciones descritas en

la tabla anexos 2.

Tabla anexos 2.Liberacién de farmacos a partir de los hidrogeles HQAM 2:1 y HQAMP1
2:1

Parametros de estudio, condiciones y resultados

Hidrogel

Voltaje Estimulo eléctrico Farmaco % Condiciones
Duracion  Repeticion Liberado especiales

e. AMP1 -3V 30s 10 min Metoprolol 23% Hinchamiento
2:1 1h

f. AMP1 -5V 30s 10 min Metoprolol 27% Hinchamiento
2:1 1h

g. AMP1 -7V 30s 10 min Metoprolol 25% Hinchamiento
2:1 1h
h. AMP1 -5V 30s 30 min Metoprolol 43% -

2:1

i. AM 2:1 -5V 30s 10 min Metoprolol 22% Hinchamiento
1h
j- AM 2:1 -5V 30s 30 min Metoprolol 31%
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Nota: e-j cuando se introducia el electrodo después de la gelificacion de hidrogel

provocaba formacion de burbujas dentro del hidrogel. Esto se observé en los hidrogeles

sin PPy.
k. AM 2:1 ov - Metoprolol 50% E*
[.AM 2:1 -5V 30s 30 min Metoprolol 50% Hinchamiento
30 min, E*
Il. AMP1 ov --- Metoprolol 50% E*
2:1
m. AMP1 -5V 30s 30 min Metoprolol 40% Hinchamiento
2:1 30 min, E*
n. AMP1 -5V 30s Al inicio Metoprolol 66% E*
2:1
A. AMP1 -5V 1 min Al inicio Metoprolol 47% E*
2:1
o. AMP1 -5V 1 min Al inicio Metoprolol 73% E*
2:2 *
p. AMP1 oV Acido 76% E*
2:1 salicilico
p. AMP1 -5V 30s Al inicio Acido 82% E*
2:1 salicilico
g. AMP1 -0.5V  Constante - Metoprolol 44% E*
2:1
g. AMP1 -1V Constante - Metoprolol 40% E*
2:1
g. AMP1 +1V  Constante - Metoprolol 48% E*
2:1
r. AMP1 -1V Constante - Metronidazol 75% E*
2:1 sk
r. AMP1 0V  Constante Metronidazol 75% E*
2:1 -
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r. AMP1 +1V  Constante - Metronidazol 75%

2:1

s. AMP20 -5V 1 min 30 min Metoprolol 38%

2:1

E*

*k%

E*

Los estudios de liberacién se realizaron en Buffer trizma a pH 7.4 y T=25°C.

E*= Introduccion del electrodo Pt previo a la gelificacion del hidrogel.

** = Incremento al doble de la concentraciéon de calcio.

***= E| pH de estudio fue 4.5 en solucion buffer citrato.
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Figura anexos 6. Liberacion de metoprolol a partir de los hidrogeles HgGAM 2:1 y
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Abstract  Two Duorescenl, waler-soluble bis-naphthale-
nophane somers with six carboxylate arms, abbreviated
as (bis-dtpaldnap)ll; and (bisdipal Snap)Hl, were synthe-
sized, which consist of two 1,4= or 1,5-substituted naphtha-
lene rings 1 by two & jami L

and are respoasible for the pli profiles and the
complexation.

Keywords  Fluorescent chemosensors - Protonation -

(DTPA) chains through amide-linkages. Both DTPA-based
macrocycles exhibit intense excimer and monomer emis-
sion bands, which sensitively respond 10 pH in three proto-
nation steps; more sensilive is the 1.4-naphthyl isomer. The
full pll-cmission profiles have confirmed that the moao-
protonated anion (bis=dipanap)H~ is the major protonation
species at the physiological pH. Fluorometric duatons at
pH 7.2 have proven that the 1.4 anion

Inclusion comp - Macrocycles - Aromatic amines
Introduction
" Lok g of i hore units

linked wgether llll‘ll.lgll suitable bridging ..luu:.\ o Spacer
groups, have been proven to be a good choice for molecu-

forms 1:lcomplexes with cationic phenethylamine (lo-
mation constant, 5700 M™') and histamune (3000 M™),
excluding uyptamine cation, whereas the 1,5-isomer does
not react with any of the three amines. The primary binding
forces are clectrostatic interactions between the CH,CO,™
arms of 1. 4-naphthalenophane and the CH,CH,NH,* chain
of an aromatic amine. The resulting ion-pair is stabilized by
encapsulation of the guest molecule in | d-napthalenophane
cavity, while the ] S5dsomer cannot encapsulate. NMR

lar rec i and sensing [1-16). Especially, water-
soluble Huorescent cyclophanes attract a great deal of
interest because of their potential application as sensors
in biological media. In the molecular design of fluores-
cent cyclophanes, the cavily size, as well as the fluoro-
genic propertes exhubited by these systems, can be tuned
by varying the Nuovophore moictics, the bridging units or
the spacer groups. The aromatic moictics confer 10 cyclo-
phanes a hydrophobic cavity capable of encapsulating
specific guests, but the hydrophobicity reduces the water

studies have d d that | 4-napthalenopt has a
higher freedom in of naphthalene rings. Such
P cal propestics lled by selection of naphtha-

lenc units e the fcawre of the now

lubslity of the molecule to limit the use in physiological
conditions. A series of chelating, water-soluble, fluores-
cent aza~cyclophanes have been syothesized by reactions

and EDTA (cthylencdiami-

diethiy) AACeTC)

netetraacetic) or DTPA

Electronic supplementary material  The online version of thas
article (doi: 10 1007721 0847-01740742-4) containg supplementary
maerial, which is available w auhorired wsers.
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macrocycles is that poteatial binding sites for protons
tion and complexation arc intcgrated within the macrocy-
clic frame so that direct influences on peometrical relauon
between the fleorogenic groups resull in sensitive and novel
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