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RESUMEN

Se prepararon hidrogeles de PNIPAAM/DMA microestructurados con PNIPAAM/PCAM5
para la liberaciéon de proteinas ajustando el pH a5y a 7.4 y la temperatura a 33 °C, 37
‘Cy 42 °C con laintencion de contribuir a mejorar la terapia farmacologica en la liberacion

controlada de proteinas para aumentar la biodisponibilidad en cada administracion.

Se sintetizo el monémero acido metacriloilamido hexanoico (PCAMS5) y se caracterizo
por medio de resonancia magnética nuclear, espectro infrarrojo y cromatografia en capa
fina. Una vez obtenido el mondmero se prepararon microgeles con NIPAAm y PCAM5
sensibles a la temperatura y al pH, a una temperatura de transicion por arriba de los 37
‘C en pH 5y 7.4. Estos fueron caracterizados por DLS, espectro infrarrojo y FESEM. En
seguida se sintetiz6 un hidrogel de PNIPAAM/DMA microestructurado con los microgeles
de NIPAAm y PCAM5 comprobando con las cinéticas de hinchamiento la capacidad del
hidrogel para hinchar y colapsar en base a los parametros establecidos de manera que
pudieron ser cargados de albumina etiquetada con fluoresceina y permitié estudiar la
cinética de liberacién en respuesta a pH y a temperatura obteniendo como conclusién
gue los hidrogeles microestructurados con microgeles al 30% responden a estimulos
como temperatura de 42 °C en pH 5y pH 7.4 cargando proteina en sus poros a 33 °C
pero con dificultad para liberar de forma controlada ya que comienza a liberarse en 37

°C.
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INTRODUCCION

Los biomateriales y la nanotecnologia son innovaciones en los sistemas de liberacién de
farmacos que han creado mejoras en los tratamientos farmacolégicos, y por
consecuencia, progreso en la calidad de vida de los pacientes. Con la propuesta del uso
de nanotecnologia, que gracias a sus propiedades pueden interactuar con los
biomateriales, se pueden adaptar a la biocompatibilidad, biodegradacién, propiedades
mecanicas, hidrofilicidad, respuesta quimica y biologica a estimulos externos. Existen
varios enfoques en los biomateriales compuestos de polimeros, los cuales pueden ser
disefiados para obtener propiedades deseadas y una estructura funcional capaces de
imitar sistemas fisiolodgicos desarrollando areas como la ingenieria de tejidos, ingenieria
de modelos tumorales, disefio de matrices extracelulares y sistemas inteligentes para la

liberacidon de farmacos, por mencionar algunos. (Zhou et al., 2017; Khan et al 2017).

Las investigaciones se han centrado en materiales inteligentes sensibles al pH y a la
temperatura como portadores de administraciéon de farmacos, antibioticos, proteinas y
ADN a las células. Estos polimeros inteligentes sensibles al calor son derivados a partir
de polisacaridos, proteinas o de origen sintético, que posibilitan en el sistema del
biomaterial que las cadenas de copolimero tengan la capacidad de organizarse por si
mismas en la fase acuosa a través de interacciones intramoleculares o intermoleculares,
formando diversidad estructural y provocando que factores externos puedan influir en
cambios deseados, como lo es el hinchamiento del hidrogel, puesto que las respuestas
a estimulos externos dependen de la cantidad de copolimero agregado, de entrecruzante
y del método de preparacion. Esta particularidad podria permitir lograr propiedades

deseadas tales como porosidad, proporcion del hinchamiento, biodegradabilidad y
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propiedades mecénicas, ajustando varios parametros en el proceso. (Liu et al., 2014;
Khan et al., 2017). Es bien sabido que existen algunas variaciones en el pH de varios
sitios del cuerpo y compartimentos celulares, como el tracto gastrointestinal, la vagina y
los microambientes extracelulares y endosomales/lisosomales, intestino y piel. Ademas,
el pH existente del tejido tumoral ha sido considerado un disparador ideal para la
liberacion selectiva de medicamentos contra el cancer en tejidos tumorales o dentro de
las células tumorales comparado con el pH extracelular de tejidos y sangre normal. (G.

Kocak et al., 2017).

Como el hidrogel tiene una alta capacidad para absorber agua y no ser disuelto, favorece
el cargado de la sustancia deseada, este llega a absorber agua hasta mil veces su peso
seco. Para construir un hidrogel inteligente se utiliza la poli(N-isopoliacrilamida) en virtud
de ser uno de los materiales termosensibles mas estudiado, presenta una transicion de
hinchamiento-colapso cuando la temperatura aumenta por encima de su temperatura de
transicion (Ttr 32°C). Esta temperatura puede ajustarse por encima de la temperatura
corporal mediante copolimerizaciones con mondmeros hidrofilos o ionizables y un
entrecruzante para crear una red tridimensional, ya sea con enlaces covalentes, puentes
de hidrogeno o interacciones de Van der Waals. (Xu et al.,, 2019). La poli(N-
isopoliacrilamida) se polimerizara con N, N-dimetilacrilamida para el hidrogel y para los
microgeles sera poli(N-isopoliacrilamida) con un &cido amfifilico, el acido
metacriloilamido hexanoico, este ayudara a modificar la temperatura de transicion, ya
gue depende del niumero de metilenos en la cadena lateral del acido y la proporcion
utilizada. Es gracias a estas propiedades que los polimeros tienen aplicaciones

biomédicas, ademas que los hidrogeles convencionales suelen formar una capa similar
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a la de la piel en la superficie que limita una respuesta rdpida a la transicion de
hinchamiento-colapso, pero debido a la combinacion de estos, en la incorporaciéon de
nano o microgeles que generan poros en el hidrogel se produce una contraccion mas
rapida y sus propiedades mecanicas incrementan. (Palomino et al., 2015; Cornejo et al.,

2020).

Este hidrogel tendra una matriz tridimensional porosa conformada por poli(N-
isopoliacrilamida), y N-dimetilacrilamida (DMA) formulada con diferentes proporciones
para ajustarlo a una temperatura de transicion por encima de la temperatura corporal
incorporando microgeles de (4cido metacriloilamido hexanoico-co-N-isopoliacrilamida),
gue, de igual manera, seran probadas diferentes proporciones para ajustar a la
temperatura deseada. EI DMA es un copolimero hidrofilico que reacciona cuando la
temperatura de transicion de la NIPAAm aumenta (32 °C) y genera que el hidrogel se
encoja, ayudandonos a obtener una liberacion positiva. Se busca que los microgeles
respondan primero a un pH de 5 y a una temperatura de 33°C, encogiéndose y
generando poros en la cual entrara la proteina para ser cargada, después a un pH de
7.4 y a 37°C el microgel se hincha y cierra los poros, impidiendo que la proteina ya
cargada se libere, y posteriormente se aumenta la temperatura a 42°C para que el
hidrogel microestructurado se encoja y el microgel también y asi libere a la proteina
cargada, imitando un efecto similar al de una esponja. EI cambio en la temperatura
simulara la temperatura corporal cuando esta es afectada por una patologia, como se
presenta en una fiebre o en la temperatura de una zona tumoral, y la aplicacion de la
respuesta al pH con la finalidad de dirigir la proteina a la zona de administracién y obtener

una liberacién especifica. (Palomino et al., 2019)
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¢Por qué se busca crear este sistema inteligente para liberar proteinas?

La estabilidad quimica y fisica de las proteinas puede verse comprometida por factores
externos durante su administracibn ocasionando desventajas como: baja
biodisponibilidad, alto peso molecular, desnaturalizacion de la proteina, presentar alta
inmunogenicidad, degradaciones biologicas y enzimaticas. Especificamente problemas
con la administracion via oral, aun siendo la mas utilizada para administrar farmacos de
bajo peso molecular, no es la via més factible para macromoléculas. La poca estabilidad
de las proteinas en el tracto gastrointestinal y la baja permeabilidad a través de las
membranas biolégicas debido al alto peso molecular y de la superficie polar de las
proteinas implica que sean administradas por via parenteral; sin embargo, se estan
buscando otras vias de administracion alternas como la via nasal y la pulmonar, no
obstante, es baja e insuficiente para un efecto sistémico eficaz. Los obstaculos para la
absorcion eficiente se pueden clasificar en términos generales como barreras
enzimaticas que encuentra la proteina al moverse del sitio administrado al sitio de accion,
o barreras fisicas para el transporte efectivo, como los revestimientos de células

epiteliales y endoteliales. (Frokjaer et al., 2005).

Las propiedades farmacocinéticas de las proteinas pueden mejorar mediante la
modificacién quimica, mutagénesis (analogos de la proteina) o disefio de sistemas
especificos de administracion de farmacos, pero siempre con el cuidado de no reducir su
efecto. Los sistemas mas populares son el atrapamiento y encapsulado de proteinas
adaptados a polimeros como los hidrogeles, conjugados de polimero proteina, nano

capsulas y microesferas. (Frokjaer et al., 2005)
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Se busca aportar a las investigaciones disefiando un hidrogel inteligente
microestructurado, con efecto de contraccién rdpida respondiendo a un estimulo externo
para la liberacion de proteinas con el fin de garantizar tratamientos farmacol6gicos

eficaces con macromoléculas en un futuro préximo.

1.1 Antecedentes.

En la Universidad Autébnoma de Baja California se realiz6 el trabajo de hidrogeles
microestructurados con modulacién en la temperatura de transicién para liberacion
controlada positiva; En el cual se preparo, con diferentes proporciones, microgeles de
NIPAAmM por copolimerizacion con acrilamida y dimetilacrilamida por separado para
producir hidrogeles porosos y modular su temperatura y compararlos. Primero se
sintetizaros los MGs por polimerizacion en dispersion combinando las diferentes
proporciones de NIPAAM/AAm y NIPAAM/DMA. Luego se sintetizo el hidrogel, y de la
misma forma se combind NIPAAM/AAmM y NIPAAmM/DMA. A esta preparacion se le
agregaron los MGs. Se encontré que los hidrogeles microestructurados presentan una
respuesta a la temperatura mas rapida que la de los hidrogeles convencionales. Los MGs
gue contenian DMA eran mas pequefios observando que estos se reducian en tamafo
entre mas contenido de DMA tenian. De acuerdo con la respuesta de hinchamiento y a
una comparacion de proporciones y cambios en la temperatura se escogio el hidrogel
con NIPAAmM/DMA (80:20), este se preparé de modo microestructurado agregandole MG
de NIPAAmM 15% sobre su peso de dos composiciones diferentes, el de NIPAAM/AAmM
(80:20) y NIPAAmM/AAm (85:15). Estos hidrogeles microestructurados presentaron una
transicion continua en el mismo grado de hinchamiento y ademas presentaron una

respuesta rapida. Sé realizo un estudio de cinética de hinchamiento/encogimiento
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pesando los hidrogeles microestructurados cada 15 minutos y ciclando la temperatura
desde 25 °C a 42 °C y de 37 °C a 42 °C. Cada temperatura se mantuvo por una hora,
debido a que respondian rapido al encogimiento el proceso pudo ser reversible en los
dos casos. Para aplicarlo en cargado de un farmaco se probd con vitamina B12 y con
citocromo C a 4 °C. El hidrogel con NIPAAmM/AAm (85:15) cargo mas cantidad de vitamina
B12 y de citocromo C. La vitamina B12 se liber6 a temperatura de 25 °C a42 °C, un 70%
en la primera hora. Se hizo un estudio similar con el citocromo C y este obtuvo una menor
liberacion, se cree que fue porque es una molécula que tiene mayor tamafio. (Palomino

et al., 2018).

El Dr. José Manuel Cornejo Bravo de la Universidad Autonoma de Baja California realizé
el trabajo de “Copolimero de nano/microgeles de N-isopoliacrilamida y carboxialkil
metacrilamida: efectos de las cadenas de metileno y el estado de ionizacion de los acidos
débiles sobre el tamafo y la sensibilidad a pH y temperatura”. En el cual se preparo
nano/microgeles por copolimerizacion precipitada de NIPAAmM con cada carboxialkil
metacrylamidas en su forma acida y en su forma de sal potasica NIPAAmM-M5, NIPAAmM-
M7 Y NIPAAmM-M10. Con esta composicion, los copolimeros pueden ser ajustados a una
Ttr deseada combinando diferentes proporciones de comondémeros acidos y presentan
sensibilidad al pH. Para determinar el contenido de acido y pKa se realiz6é una valoracion
acido base. Dispersando 100mg de nano/MGs en 20mL de agua destilada. Se agrego
0.1M NaOH pH=11 se titulé6 con 0.05M HCI hasta pH2. Luego se calculé usando los
acidos equivalentes consumidas entre los puntos de inflexiéon de la curva de titulacion.
La evaluacion de la Ttr, el efecto de la temperatura y el pH sobre el diametro de los

nano/MGs se obtuvo por luz dinAmica. Para el M5 se observa un incremento a la Ttr
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como del pH probando que la interaccion con agua requiere mayor temperatura para
romper los puentes de hidrogeno y podemos ver que la temperatura mayor a 37 C se
alcanz6 con M5 5%. Se obtuvo que el copolimerizado con la forma é&cida de los
carboxialkil metacrilamidas se modifica de Ttr del NIPAAm, dependiendo del nimero de
metilenos en la cadena del acido en preparar al comondémero usado. El copolimero M5
es de mayor uso para aplicaciones biomédicas por su Ttr ajustable mayor de 37 C.

(Cornejo et al., 2020).

La investigacion “Cargado vy liberacion de un modelo de una proteina de alto peso
molecular para hidrogeles microestructurados sensibles a la temperatura” fue realizada
en la Universidad Autbnoma de Baja California preparando hidrogeles
microestructurados termosensibles incorporando microgeles compuestos de NIPAAmM en
una matriz de hidrogel polimerizado de NIPAAm con DMA sintonizando la Ttra 40 ‘C y
a los microgeles en 32 °C, de tal manera que se formaran poros en la matriz a 33 °C.
Este hidrogel fue cargado con albumina etiquetada con fluorescencia a 4°'C y a 33 °C,
pero no se cargd exitosamente a 4 °C, en cambio a 33 °C si porque a esta temperatura
sobrepasa la Ttr en la cual los MGs se encogen y al generar poros puede cargar la
proteina. Después el hidrogel liber6 sostenidamente a la proteina en PBS a pH 7.4
durante 5 horas a 37 "C. Esto nos indica que que la proteina no sufre entrelazamiento
dentro del hidrogel microestructurado y puede utilizarse para liberacion de

macromoleculas. (Palomino et al., 2019).

Es de nuestro interés darle seguimiento a esta investigacion, agregando mejoras en los
microgeles para una reaccion mas rapida, fijar temperaturas y adecuar la respuesta a

diferentes pH deseados para una liberacién en un sitio especifico imitando un sitio
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fisiolégico. De igual manera se busca mejorar la cantidad de cargado, de liberacion y que

esta sea una liberacion pulsada.
1.2 Justificacion.

Las proteinas por ser macromoléculas son mas sensibles a sufrir cambios en su
estructura molecular y a tener impedimento para atravesar barreras fisioldgicas, por lo
tanto, es mas dificil obtener un medicamento no invasivo y eficaz en tratamientos con
proteinas que con farmacos. En el mercado los tratamientos proteicos mas comunes se
encuentran en forma inyectable, y sus presentaciones son de dosis altas, poniendo al
paciente en una situacion incomoda, ademas de consecuencias que se pueden presentar
como hipervolemia o hemodilucion. Debido a esto se busca obtener un material
inteligente que funcione como protector para las macromoléculas y a su vez como
sistema de liberacion pulsada para hacer llegar la dosis en el sitio deseado sin sufrir

consecuencias en el transcurso de ser administrado hasta que sea absorbido.
1.3 Objetivo general.

Preparar hidrogeles PNIPAAmM con ajuste de la temperatura de transicion por arriba de
la temperatura de corporal, microestructurados con microgeles de NIPAAmM
copolimerizadas con acido amfifilico. Evaluar la aplicacion de los materiales preparados

como sistemas de liberacién de proteinas, controlada (pulsada) por temperatura 'y pH.
1.40bjetivos especificos.

Sintetiza el mondémero acido metacriloilamido hexanoico y realizar su

caracterizacion por FITR-IR, TLC y RMN.
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» Preparar microgeles con NIPAAm y acido metacriloilamido hexanoico, sensibles
a la temperatura y el pH con una temperatura de transicién por arriba de la

fisiolégicaa pH 7.4y pH 5.
« Caracterizar los microgeles por medio de DLS, FITR-IR y FESEM

* Preparar hidrogeles microestructurados de NIPAAmM/DMA con los microgeles,

sensibles a la temperatura con temperatura de transicion arriba de la fisiol6gica.
» Marcar la proteina albmina con fluoresceina.

« Cargar albumina en los hidrogeles microestructurados.

Estudiar la cinética de liberacion en respuesta al pH y la temperatura.

1.5 Hipotesis.

Es posible sintetizar hidrogeles de NIPAAmM co-DMA microestructurados con
microparticulas de PCAM 5 co-NIPAAmM que sean capaces de controlar la liberacion
pulsada de proteinas mediante estimulos fisiolégicos, como lo son, temperatura y pH

para el mejoramiento en la biodisponibilidad del tratamiento farmacoldgico con proteinas.
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colapso hinchamiento colapso

pH 5, 33°C pH 7.4, 37°C pH 7.4,42°C

Figura 1. Esquema propuesto para el cargado y liberacion de hidrogeles
nanaoestructurados sensibles a la temperatura y el pH. Izquierda: Cargado de hidrogel
microestructurado con proteina en pH 5 a 33 “C. Centro: hidrogel sin liberar proteina a

37 °'Cy pH 7.4, Derecha: Liberacion de proteina a pH 7.4y 42 °C.
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TEORIA GENERAL

2.1 Polimeros

Un polimero se forma cuando una larga cadena de unidades estructurales llamadas
mondémeros se unen por medio de enlaces covalentes bajo condiciones apropiadas. Una
molécula puede clasificarse como monofuncional, bifuncional o polifuncional
dependiendo si tiene uno, dos 0 mas sitios disponibles para unirse con otras moléculas.
La unidad estructural resultante de la reaccion de mondmeros puede estar unida en
cualquier patron. Esto significa que la secuencia entre unidades bifuncionales seria una
estructura linear. La reaccidon entre moléculas polifuncionales resulta en estructuras no
lineales. En algunos casos el extremo de cada cadena de polimero puede estar
terminada antes de que la cadena se una con otra cadena, este tipo de estructura es de
tipo ramificada y si la cadena polimérica se une quimicamente con otra cadena es de tipo

entrecruzada. (Ebewele et al, 2000)

Entrecruzado

Figura 2. Tipos de estructura polimérica.

2.1.1 Polimerizacion

Dependiendo del tipo de reaccion de polimerizacion puede ser clasificada en
condensacion, adicion o polimeros por apertura de anillo. Los polimeros sintetizados por

el método de condensacion estan formados por una serie de reacciones, en la cual dos
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especies (monoémero, dinero, trimeros, etc) pueden reaccionar en cualquier momento
para formar una molécula mas larga cuando dos grupos funcionales reaccionan
guimicamente entre si, en el proceso una molécula pequefia, como agua 0 amonio es
eliminada. La polimerizacion por adicion es producida por reacciones en los cuales los
mondmeros son agregados uno tras otro en una cadena de crecimiento rapido o también
llamada reaccion en cadena en la cual conlleva tres etapas: iniciacion, propagacion y
terminacion. La polimerizacion por apertura de anillo es cuando una estructura ciclica
gue, en presencia de un catalizador, sufre una apertura del anillo produce una cadena

linear. (Ebewele et al, 2000)
2.1.2 Copolimeros

Los polimeros pueden ser homopolimeros o copolimeros dependiendo de su
composicion. Los polimeros que poseen una unidad repetitiva del mismo polimero son
conocido como homopolimero y las cadenas que contienen dos unidades repetitivas se
llaman copolimeros. Esta cadena de copolimeros puede estar acomodada en diferentes
ordenes a lo largo de la estructura. Los diferentes tipos de sistemas de copolimeros son: a)
Copolimero aleatorio, la unidad repetida al azar en la cadena de la molécula. b)
Copolimero alternado, de forma ordenada en un arreglo alternado de dos unidades
repetitivas a lo largo de la cadena polimérica. c) Copolimero en bloque la cadena consiste
en secuencias largas de cada unidad repetitiva quimicamente unida. d) Copolimero en
injerto, son secuencias de un mondmero injertada en una parte de la cadena. (Ebewele

et al, 2000).
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2.1.3 Entrecruzamiento

Es el resultado de la funcionalidad de la molécula, la cual se basa en la capacidad de
Interligamiento, o del nimero de sitios disponibles para enlazarse con otras moléculas
dandole una estructura tridimensional. El entrecruzamiento puede ser quimico o fisico.
Las redes quimicas tienen uniones permanentes, mientras que las redes fisicas tienen
uniones transitorias que surgen de enredos de cualquier cadena polimérica o de
interacciones i6nicas, puentes de hidrogeno o interacciones hidrofébicas. (M. Ahmed,
2015). Agregar entrecruzamiento en las cadenas del polimero afecta directamente en las
propiedades de este. Entre mayor sea el entrecruzamiento, la cadena polimérica sera
mas rigida, en cambio, si se modera el entrecruzamiento podra tener mayor elasticidad.
El entrecruzamiento también afecta la solubilidad del polimero. Entre mas cadenas estén
unidas por enlaces covalentes, mayor sera la insolubilidad. Los materiales poliméricos
gue son entrecruzados no se disuelven, pero si pueden absorber solventes. Las cadenas
poliméricas entrecruzadas, al presentar un aumento en la temperatura, cambiara el
empaqgue molecular local disminuyendo el volumen libre, lo que podemos interpretar
como un colapso o encogimiento del material. (Maitra et al, 2014). Usar entrecruzantes
es esencial para obtener un material poroso con fuerza y mantener los sitios unidos, en
otras palabras, los polimeros con entrecruzantes estabilizan el microporo en la estructura
tridimensional garantizando la conformidad de la forma y de los grupos funcionales de

los sitios unidos a las moléculas de interés. (Bahrani et al, 2021)
2.2 Entrecruzantes

Durante la polimerizacion los entrecruzantes acomodan los monémeros funcionales

alrededor de las moléculas formando una red polimérica. Los entrecruzantes afectan la
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morfologia, las propiedades mecanicas de la matriz polimérica y la capacidad de

selectividad y de unién. (WtochJanusz et al, 2019).
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Figura 3. Moléculas de entrecruzantes.
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2.3 Iniciadores

La iniciacion es la primera etapa de la polimerizacién por adicion la cual involucra un
iniciador que active un sitio del monémero. Este proceso puede ocurrir espontdneamente
por el cambio de temperatura, por luz ultravioleta, o por irradiacién de alta energia. Pero
la mas frecuente, es la polimerizacién iniciada por radicales libres, en la cual se agrega
una pequefia cantidad de componentes llamados iniciadores. Estos iniciadores generan
la iniciacion de la cadena y aceleran la velocidad de polimerizacion, no se consideran
exactamente catalizadores porque cambian quimicamente en el curso de la
polimerizacién. Estos se descomponen térmicamente o por irradiacion, produciendo
radicales libres, los cuales contienen atomos con electrones no apareados. Cuando se
escoge un iniciador de radicales libres se debe de considerar la temperatura que se va
a usar en la polimerizacion y en la reactividad de los radicales para no desactivar al
iniciador. La iniciacion de la polimerizacion ocurre en dos pasos sucesivos. Primero
sucede la formacion de radicales y después la adicion del radical iniciador a la cadena
monomeérica. La siguiente etapa se llama propagacién y es cuando un mondémero se une
a otro mondémero rapidamente. Esto involucra la adicion de un radical libre al doble enlace
del monémero, lo cual genera otro radical para el siguiente monomero y asi
sucesivamente. Dicho de otra forma, el centro activo es recolocada lo largo del
crecimiento de la cadena polimérica. La terminacion sucede cuando la propagacion se
desactiva por contener una tasa baja de iniciador o por reaccionar con otro radical libre.

(Ebewele et al, 2000).
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2.4 Acido metacriloilamido hexanoico (PCAM5).

El acido metacriloilamido hexanoico también es llamado PCAM5 o M5, dado que el
namero representa la cantidad de metilenos en la cadena de este polimero. El
comportamiento de este mondémero en otros estudios fue como polielectrolito hidrofébico,
por lo cual, se implementa su uso en sistemas responsivos a pH, ademas por sus
propiedades térmicas el monémero PCAMS5 es utilizado como copolimero para la sintesis
de microgeles que nos permite desplazar la temperatura de transicion del PNIPAAmM
hasta 40 °C en pH 7, dandonos la pauta para utilizarlo para fines biomédicos. (H. Magafa

et al, 2017).
2.5 poli (N-isopropil acrilamida) NIPAAmM

La poli (N-isopropil acrilamida) (NIPAAmM) es uno de los polimeros termo responsivos
llamados polimeros inteligentes. Tiene una temperatura baja critica de solucién (LCST)
de 32 °C, la cual resulta de los grupos amidas hidrofilicos y grupos isopropilicos
presentes en las cadenas poliméricas. Al presentar una temperatura cercana a la
temperatura fisiologica ha sido ampliamente estudiada para sistemas de liberacion

siendo el polimero termo responsivo mas comun. (Boztepe et al, 2020)

O_N

T

Figura 4. Molécula de poli (N-isopropil acrilamida) (NIPAAM).
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2.6 N, N-Dimetilacrilamida (DMA)

Es un liquido claro, solvente no ionico, miscible en agua y en la mayoria de los solventes
organicos. PNIPAAmM copolimerizado con mondmeros hidrofilicos como el DMA genera
gue el hidrogel colapse cuando la temperatura llega por encima de LCST teniendo como
resultado lo que llamamos liberacidn positiva, lo que significa que la red polimérica libera

el agua absorbida o cuando sea el caso al farmaco cargado. (Afroz et al, 2018).

Figura 5. Estructura molecular de N, N-Dimetilacrilamida (DMA).

2.7 Microgeles

Los Microgeles son particulas submicronicas de polimeros entrecruzados que también
presentan capacidad de absorber agua y ser responsivos a estimulos externos. Son
sintetizados a base de polimerizacidén por precipitacion en la cual, las condiciones de
temperatura y crecimiento de la cadena polimérica por agregacién de unidades
monomeéricas forman microgeles con didmetros alrededor de 600nm. Al estar presentes
en la red polimérica tridimensional del hidrogel genera poros, resultando en una
respuesta mas rapida a la fase de hinchamiento-colapso, ademas de mejorar las
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propiedades mecanicas y atrapar al farmaco cargado en estos poros para poder ser

utilizado como sistema de liberacion. (H. Magafia et al, 2017).

2.8 Hidrogeles como sistemas de liberacion inteligente.

Los hidrogeles son estructuras tridimensionales de redes poliméricas entrecruzadas que
pueden absorber agua e hincharse varias veces su volumen inicial seco. Este material
hidrofilico presenta propiedades para absorcion de metales pesados, sanar heridas,
imitar tejidos y como sistema de liberacion de farmacos. Los sistemas de liberacion
inteligente presentan fase de hinchamiento y contraccion por estimulos como cambios
en la temperatura, pH y composicion del solvente que dependerd de los grupos
funcionales en la estructura. (Afroz et al. 2018). Los hidrogeles de poli (N-isopropil
acrilamida) son multi-responsivos, sensibles a estimulos, su temperatura LCST pude ser
ajustada y el pH también. (Park et al. 2021). El estado hinchado del hidrogel se presenta
por debajo de la LCST, cuando los puentes de hidrogeno entre el polimero y las
moléculas del agua permiten al polimero hincharse. Cuando la temperatura aumenta por
encima de los 32 °C, presentan una transicion rapida de volumen en la que colapsan por
deshidratacion del hidrogel hinchado. Generalmente la concentracién de los grupos
hidrofilicos en la red polimérica puede cambiar la LCST respondiendo a diferentes rangos
de temperatura. Los polimeros pueden contener grupos funcionales ionizables en la red
polimérica y reaccionar a los cambios de pH, llamados polielectrolitos. Las propiedades
de un hidrogel polielectrolito depende del pH del medio. Gracias a los grupos ionizables
en las cadenas polielectroliticas, los hidrogeles polielectrolitos hinchan mas que los
hidrogeles que no lo son. (Boztepe et al. 2020). El disefio de un sistema de liberacion de

farmacos estd basado en la fisicoquimica de la forma y en las propiedades

30



farmacocinéticas. El factor que controla la liberacion del farmaco es la capacidad del
polimero a incrementar su volumen y cambiar de forma. El hidrogel en contacto con agua
o con otro medio termodindmicamente compatible, permite la penetracion del solvente
en los espacios libres que estdn entre las cadenas macromoleculares lo que
microscépicamente representa contacto de un solvente con un polimero causando un
aumento del radio y distancia de terminacion a terminacion de la red polimérica. Otra
caracteristica sobre los hidrogeles responsivos sobre el mecanismo que causa los
cambios en la red estructural es que son reversibles, es una deformaciéon con
comportamiento de forma memorizada’, por lo que el hidrogel regresa a su forma original.

(P. Gupta et al. 2002).
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Sintesis del monémero acido metacriloilamido hexanoico (PCAMb).

Se comenzé con la sintesis del monémero. Se prepard de acuerdo con la reaccion
Schotten-Baumann. Primero se agregoé 3.2g de acido €-aminocaproico (AEAC) o acido
6-aminohexanoico (131.1 g/mol) a un matraz bola de 250 mL y se disolvié con 100 mL

de NaOH 1My se le agrego 10 mL de THF.

0 )
0]
NH, *\/\JL . \\ // NaOH> N 6 o
5 OH / \CI H,O/THF H
(o]

Figura 6. Reaccion Schotten-Baumann para la sintesis de acido metacriloilamido

hexanoico.

Se introdujo una barra magnética de agitacion y se coloco en bafio de hielo. Después se
inicio la agitacion continua y se agrego el cloruro de metacriloilo (CIM, 104.53 g/mol,
1.08g/ml a 20°C) gota a gota con una bomba de adicion. Se dej6 la mezcla de reaccién
alcanzar la temperatura ambiente durante 20 horas. Terminada la reaccion, se coloco el
contenido del matraz bola en un vaso de precipitado a 0°C y con agitacion constante para
medir su pH y en caso de ser necesario acidificar con HCI 2M a pH 3. Esta solucion se
le realizo una extraccién con un embudo de separacién con 50 mL de éter etilico. En
cada extraccion, se coloca la fase acuosa en un vaso de precipitado y la fase organica

en otro vaso de precipitado. A la fase acuosa se le realizaron de dos a tres lavados.
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Posteriormente se le realizo otro lavado de éter a la solucion acuosa con solucion de HCI
y un ultimo lavado con agua destilada. Cuando se agrega la fase acuosa y el éter se
tiene que hacer un mezclado enérgico de forma circular, con una mano en la boquilla 'y
otra en la llave, cada que se agita de esta forma se debe abrir la llave para expulsar gas.
Se recomienda hacerlo tres veces. La agitacion se realiza en cada lavado. A la fase
organica resultante de la extraccién se le agrego MgSO4 anhidro para eliminar el agua
en la solucion organica y después se filtré al vacio con papel filtro no. 1 (110mm) en un
matraz Kitasato y se vertié en un recristalizador tapado. Después se dej6 en la campana
hasta que se evaporara el solvente y solo quedara el monomero de apariencia café claro.

Después se coloco en la estufa a 36 a 40 °C al vacio por 5 dias. (Cornejo et al. 2020).
3.2 Cromatografia en capa fina.

Se utilizo como muestra una gota del mondmero en 0.5mL de metanol, como referencia
se utilizé 50mg de acido 6 aminocaproico en 0.4 mL de metanol y como fase movil se
utilizd una mezcla 1:9 de metanol y diclorometano. No se logré disolver, se intentd con

THF y no se logro obtener resultado.
3.3 Caracterizacion con resonancia magnética nuclear.

Se agrego en un tubo para muestra de RMN el mondmero sintetizado PCAMS y
cloroformo deuterado. Se utilizo otro tubo que solo contenia cloroformo deuterado como

muestra blanco y se introdujeron en el equipo spinsolve high 60MHz.
3.4 Caracterizacion por espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

Se caracterizo la molécula por espectro infrarrojo, la cual detecta los movimientos
vibracionales de los grupos funcionales presentes en longitud de onda de 4000 a 650

34



cm mediante la incidencia de un haz de luz infrarroja sobre la muestra, tomando en

cuenta la relacion sefial/ruido empleando el modelo Nicolet IS5 Thermo Scientific.
3.5 Sintesis de microgeles de PNIPAAmM con PCAMS.

La sintesis de los microgeles se realizé mediante polimerizacidn por dispersion. Primero
se purifico el dimetilacrilato de etilenglicol (EDGMA) de la siguiente manera: Se envolvio
el vial y la pipeta de vidrio en papel aluminio, después se llené la pipeta Pasteur de vidrio
con inhibidor de hidroquinona y se colocé en el soporte universal. Se puso el vial debajo
de la pipeta y se le agrego el EDGMA dentro de la pipeta para que pasara por todo el
inhibidor de hidroquinona. Para obtener los microgeles, se pes6 0.4253g de NIPAAmM y
50mL de agua con 0.0765g de PCAMS5, esto se agregd a un matraz bola de 250mL 41
pML de EDGMA purificado. Se coloc6 en atmosfera de nitrogeno durante 30 minutos. Se
desconecto del sistema de nitrogeno para introducir el matraz 30 minutos en el bafio de
aceite previamente calentado a 80-85°C. alcanzada la temperatura se insert6 0.4mL de
APS reaccionando durante 45 minutos. Al terminar se dejé a temperatura ambiente para

ser traspasado a un matraz Erlenmeyer en bafio de hielo durante 10 minutos.

Seguidamente se realiz6 la caracterizacion de tamafio por dispersion de luz dinamica
(DLS) seguido de un analisis trent de temperatura. colocando la solucion de microgeles
en una membrana de dialisis durante 5 dias cambiando el agua desionizada diariamente.

Posteriormente se congelaron y se liofilizaron durante 3 dias.
3.6 Caracterizacion por dispersion de luz dinamica (DLS).

Se tomo una muestra de 1000uL de los microgeles en solucion y se colocaron en una

celda para su lectura. Se eligi6 el programa para tamafio y se obtuvo la lectura de tamafio
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a 25 °C. Para el Trent de temperatura se realizé para pH 5y pH 7.4 por separado tomando

varias lecturas en un rango de 20 °C a 50 °C para cada muestra.

3.7 Sintesis de hidrogel microestructurado.

Se comienzo agregando el NIPAAm con DMA (dimetilacrilamida). A esta mezcla se le
adiciono el entrecruzante EGDMA y las microparticulas en una proporcion del 15% con
respecto a los monémeros, se mezclé por 15 minutos, se coloc6é en bafio maria y se
agrega el iniciador persulfato de amonio (APS) y el catalizador tetrametiletiiendiamina
(TEMED). Inmediatamente se colocé entre dos vidrios salinizados de 10 x 10 cm durante
48 horas a 4 °C. El salinizado es un proceso en el que la superficie se condiciona para
gue sea adherible. Una vez que gelifico el hidrogel microestructurado se saco de los
vidrios salinizados y se cortaron discos del hidrogel de un 1cm de diametro. Se dejo
secando por 3 dias. Nuevamente se sintetizo un segundo hidrogel microestructurado en
el cual la proporcion de los MGs fue de 30% y los demas reactivos se ajustaron con
respecto a esta modificacion. Se procedera a la caracterizacion de estos hidrogeles

respecto a temperatura y pH.

3.8 Grado de hinchamiento con hidrogeles de PNIPAAm/ DMA como pruebas

blanco.

Se prepararon dos tipos de hidrogeles para comenzar con las pruebas de grado de
hinchamiento. Primero se prepar6 un hidrogel de PNIPAAmM y otro de PNIPAAM/DMA en
proporcion 80/20. Se realizaron las pruebas de grado de hinchamiento en buffer de pH 5
y 7.4, se realizd un tercero con agua. Cada cinética de hinchamiento se analiz6 en tres

diferentes temperaturas, 33°C 37°C y 42°C. Y se pesaron los hidrogeles cada 15 minutos
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hasta cumplir una hora, después se midié cada hora hasta cumplir tres horas y la Ultima

medicién se tomo a las 24 horas.

3.9 Cinética de hinchamiento.

El grado de hinchamiento se analiz6 colocando discos de hidrogel de 1cm de didmetro
enpHde 5y 7.4yde 33 °C, 37 °Cy42 °C. Se realizo la prueba a cada temperatura por
triplicado. Se coloco un disco de hidrogel de PNIPAAM/DMA con MGs al 15% seco
previamente pesado en cada vial con 4ml de buffer o agua correspondiente y de igual
forma se hizo para 9 hidrogeles de PNIPAAmM los cuales servian como nuestro control.
Se colocaron los viales en el oscilador a 33 °C, fue la primera temperatura que se evalué
el grado de hinchamiento; Se peso el hidrogel a los 15, 30, 45, 60, 120, 180 minutos y a

las 24 horas y se reportd; Lo mismo se realizé con temperatura de 37 ‘Cy 42 °C.

3.10 Cinética de Colapso.

Se utilizaron los discos de hidrogel microestructurados al 30% por que los discos de 15%
no presentaron buena respuesta a la temperatura. Primero se pesaron dos discos de
hidrogel en seco, después se dejaron hinchando los discos de hidrogel microestructurado
durante 24 horas en buffer PBS de pH 7.4 a 25 °C. Al dia siguiente se encendi6 el
recirculador a una temperatura de 42 ‘C. Mientras tanto, se pesaron los hidrogeles
microestructurados ya hinchados registrando esa medida como peso en tiempo cero y
una vez que llego a la temperatura se introdujeron los discos de hidrogel y se

comenzaron a pesar a los 2 minutos, después a los 5, 10, 15, 20 y 30 minutos por ultimo.
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3.11 Ciclos de hinchamiento-colapso.

Se realizaron dos ciclos de hinchamiento-colapso con los discos de hidrogeles
microestructurados. Primero se dejaron hinchar durante 24 horas en buffer PBS de pH
7.4 a 25 °C. 24 horas después en recirculador a 42 °C, se colocaron los hidrogeles
previamente pesados y se registré el peso del hidrogel microestructurado a los 15, 30,
45 y 60 minutos. Se repite para completar un ciclo pasando de la temperatura de 42 °C
a 25 °C y nuevamente se pesa a los 15, 30, 45y 60 minutos. Se completaron dos ciclos,

por lo tanto, se repitio dos veces el pesado en cada temperatura.

3.12 Microscopias de microscopio electronico de barrido de emisiéon de campo

(FESEM).

El microscopio electronico de barrido de emision de campo es un instrumento que barre
un haz de electrones sobre la superficie de la muestra mientras que en un monitor se
visualiza la informacion que nos interesa en funcion de los detectores disponibles. El
FESEM utiliza un cafion de emisién de campo que proporciona haces de electrones de
alta y baja energia muy focalizados, lo que mejora notablemente la resolucion espacial y
permite trabajar a muy bajos potenciales, (0.02 -5 kV); esto ayuda a minimizar el efecto
de carga en especimenes no conductores y a evitar danos en muestras sensibles al haz

electrénico.

Se prepararon las muestras colocando en un tubo de micro centrifugaciéon eppendorf
4mg de microgeles liofilizados en 100uL de agua desionizada. Después de que se
dispersaron estos MGs se colocé sobre una malla de cobre recubierta con carbono

agregando 2L de esta solucion y con un gotero se agrega una gota de acetato de uranilo
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al 2%. Se guardd dentro de un microtubo Eppendorf y se dejé secar un par dias. La
muestra de hidrogel se prepar6 tomando un pedazo de hidrogel microestructurado que
se introdujo en un vial con 2ml de agua desionizada y se liofilizo. Las muestras fueron
enviadas al laboratorio del Centro de Graduados ITT. Para su observacion, con ayuda
de unas finas pinzas, las muestras fueron colocadas en una base llamada ‘pin stub’ los
cuales son unos discos metalicos conductores de la electricidad en los cuales tienen un
adhesivo de superficie un tanto pegajosa de doble cara con carbono para que también
sea conductor. Por dltimo, la muestra se introdujo en el microscopio electrénico de
barrido de emisién de campo JSM-7800F prime a 25 Kv y se realizo las observaciones

en el software.
3.13 Etiquetado de albumina con fluoresceina.

Se prepar6 albumina a 0.25mM, FITC 5mM, NH4C| 200mM, NaHCO3 0.1M, NaHCO3
0.5M para etiquetar albumina con fluoresceina. Primero se preparo el tubo con albumina
pesando 66mg en un tubo cénico agregando 1ml de NaHCO3 0.1M y con una
micropipeta se extrajo 500ul y se descartaron. Posteriormente se agregd 1500 pl de
NaHCO3 0.1M. En otro tubo coénico se agrego 3.8938mg de FITC y 2ml de DMSO. Se
descarto 1ml de FITC ya preparado y se agreg6é 2ml de albumina preparada. Se mezclo
y se agregaron 7ml de agua destilada, por ultimo, se protegio de la luz cubriendo el tubo
conico con papel aluminio y se guardo en refrigeracién 24 horas. Después de 24 horas

se detuvo la reaccion con 5ml de NH4CI y se dej6 2 horas a 4 °C.

Se realiz6 la separaciéon por medio de una columna PD10, la cual esta compuesta por
una resina llamada Sephadex G-25 que permite un cambio rapido de buffer y eliminacién

de sales, tinturas y etiquetas, por lo tanto, se utilizé para separar la albumina etiqguetada
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con FICT de la no etiguetada. Se monto la columna en un soporte universal y se vacio
por completo dejando solamente la columna de resina. Se hicieron cuatro lavados de
columna llenando nuevamente la columna con buffer PBS de pH 7.5. después del lavado,
una vez vacia la columna, se agrego 2.4ml de muestra, enseguida se agregaron 3.4ml
de buffer PBS 7.4 pH se dejé recorrer por la columna la muestra y el buffer monitoreando
la separacién, se descartaron las primeras gotas y se recolecto después de las primeras
gotas. En la fase mas alta se queda la albumina no etiquetada y es mas lenta en
atravesar toda la columna, después de recolectar suficiente albumina etiquetada se
coloco un vaso de precipitado para recolectar el resto no etiquetado para su posterior
desecho. La albumina etiquetada recolectada se guardd con protecciéon de la luz y en

refrigeracion.
3.14 Cargado del hidrogel microestructurado con albumina-FITC.

Antes del cargado de los hidrogeles microestructurados es necesario cambiar el pH de
la solucién de albumina-FITC de pH 7.4 a pH 5 en dialisis durante 2 dias cambiando
continuamente el buffer pH 5. Se utilizo el tubo cénico de albumina-FITC que contenia
109.42mg/ml, 0.755 Abs (tubo 3). Después de cumplir los dos dias en didlisis se midio el
pH para confirmar que se logré cambiar. El cargado se llevo a cabo con los hidrogeles
microestructurados al 30% debido a su mayor capacidad para colapsarse-hincharse. Se
pesaron tres discos de hidrogel microestructurado en seco y se colocaron en la solucién
de albumina-FITC de pH 5 que contenia una concentracion de 109.42mg/ml, durante 72
horas en el oscilador a una temperatura de 33 °C. Una vez pasadas las 72 horas se

extrajo cada disco y se dejé secar 24 horas.
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3.15 Liberaciones de albumina-FITC.

Después de que el disco de hidrogel microestructurado estuvo completamente seco se
introdujo en buffer pH 7.4 durante 2 minutos para un enjuagado de la superficie. En
seguida se introdujeron en viales con 3 ml de buffer pH 7.4 para realizar a la liberacion.
Primero se realiz6 una liberacion a 37 ‘C tomando alicuotas de 1ml para leer en
espectrofotometro cada 15, 30, 45 y 60 minutos. Se realizé una segunda liberacién a 42
°C nuevamente tomando alicuotas cada 15, 30, 45 y 60 minutos para su lectura. Cada
alicuota tomada se descarto y se agrego un ml de medio nuevo para evitar la saturacion

del medio.

41



42

CAPITULO IV



RESULTADOS

4.1 Sintesis de mondmero acido metacriloilamido hexanoico.

Llevando a cabo la reaccion Schotten-Baumann con la cual se obtuvo el monémero
PCAMS. El producto obtenido fue de 1.3408 gramos presentando consistencia viscosa

de color miel con un rendimiento de 19.53%.

Figura 7. Resultado de la sintesis del acido metacriloilamido hexanoico.

4.2 Caracterizacion con resonancia magnética nuclear.
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Figura 8. RMN del &cido metacriloilamido hexanoico (CAMb).
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En la resonancia magnética nuclear el espectro del monémero es identificando de
izquierda a derecha la sefal etiquetada como “a” en un rango de 10 de desplazamiento
quimico en ppm como el hidrogeno que esta enlazado al 6xigeno del grupo acido
carboxilico, ya que este oxigeno esta tomando densidad electronica de este hidrogeno
posiblemente por resonancia. La sefial “g” es del hidrogeno enlazado con el nitrégeno
gue al estar directamente enlazado con este lo encontramos en un rango de 6 a 7 ppm.
Las sefales de “h1 y del hy” por estar enlazados a un carbono que tiene doble enlace las
encontramos en un rango de 5 a 6; El doble enlace al tener una hibridacion sp? los
electrones estan mas cercanos al nucleo, por lo tanto, se presenta electronegatividad y
desplazan esta sefial. La sefal “f’ pertenece a los hidrégenos enlazados con el carbono
vecino del nitrdgeno, es por esto por lo que es la sefial mas desplazada del resto de los
hidrogenos unidos a los carbonos de la cadena alifatica. La sefial “b” se encuentra en el
rango de 2 a 3 y pertenece al hidrogeno unido al carbono vecino del carboxilo. Las

sefales “e, cy d” son del resto de la cadena alifatica y la sefal “i” pertenece a los protones

del grupo metilo.
4.3 Sintesis de microgeles de PNIPAAmM con acido metacriloilamido hexanoico.

Se obtuvieron microgeles de PNIPAAmM co-polimerizados con acido metacriloilamido
hexanoico en proporciones de 85% y 15% respectivamente, utilizando 5% de
dimetilacrilato de etilenglicol (EGDMA) como entrecruzante y 2% de persulfato de amonio
(APS) como iniciador. Los microgeles presentaron en apariencia macroscopica un liquido

color blanco. (Figura 9)
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Figura 9. Microgeles de PNIPAAmM con &acido metacriloilamido hexanoico.

4.4 Caracterizacion por dispersion de luz dinamica (DLS).

A los microgeles obtenidos se midio su tamafio por medio de dispersion de luz dinamica
obteniendo un diametro hidrodinamico de 608.9 d.nm a 25°C para después ser
liofilizados. Después de la liofilizacidn se re-suspendieron en agua destilada para medir
su tendencia ("trend”) de temperatura en dos pH diferentes, 5y 7.4 esperando ver un

comportamiento de encogimientos cercano alos 33 °C parapH 5y de 37 °C parapH 7.4.
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Figura 10. “Trend” de tamafio contra temperatura de los microgeles NIPAAM-PCAMS5 en
pH 7.5 (a) y pH 5 (b). Mediante dispersion de luz dinamica (DLS) se midi6 el diametro de

las microparticulas en un rango de temperatura desde los 20 °C hasta los 50 °C.

La temperatura de transicion de Microgeles constituidos de solo PNIPAAm es de 32 °C,
lo que observamos con la copolimerizacion es como se desplazé la temperatura. En este
caso se mostrg en las graficas una variacion de tamafio en pH 7.4 en la Ttr de 38°C. y
en pH 5 una Ttr de 34 °C. (Figura 10) Resultaron de la toma de tamafios en las siguientes

temperaturas:

Tabla 1. Tamafio de Microgeles frente a 20 °C hasta los 50 “C.

Microgeles PNIPAAM/PCAMS5 en pH 7.4 | Microgeles PNIPAAM/PCAMS en pH 5
C d.nm °C d.nm
20 557.4 19.9 489.5

22.1 562.6 21.9 497.4
23.9 552.8 24 498.9
26 553.9 26 487.8
28 549.4 28 470.3
30 538.2 30 453
32 5447 32 385
34 535.6 34 219.8
36 526.9 36 214.1
38 515 38 193.6
40 502.2 40 193.6
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42 491.6 42 198.3
44 491 44 202.6
46 474 46 2126
48 456.7 48 225.9
50 4325 50 262.3

Se calculo la derivada de los datos y se tomd el punto mas alto, coincidiendo con las

temperaturas antes sefaladas.
4.5 Caracterizacion por espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

Se caracterizaron tres muestras en el espectro infrarrojo, la primera de PNIPAAm, la
segunda del acido metacriloilamido hexanoico y la tercera de los microgeles que
contenian PNIPAAmM/acido metacriloilamido hexanoico. Se puede ver que los picos de
los tres espectros son muy parecidos, estos contienen las sefiales de los enlaces N-H,
C-0O, C-H, C=0 que los caracterizan a estas tres moléculas a diferencia de la molécula
de PNIPAAmM que omite el enlace O-H por que esta no lo contiene. También se puede
aprecian como se crea un sobretono del enlace N-H con los O-H cerca de los 3000 cm™
en la molécula b y c. El pico del enlace C=0 cabe mencionar que se identifica por ser un

carbonilo de amida por estar en un nimero de onda menor a 1700cm? (Figura 11).
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Figura 11. Espectro infrarrojo de los (C) microgeles de PNIPAAmM/M5 comparando el
espectro de (A) PNIPAAmM solo y el monomero del (B) acido metacriloilamido

hexanoico.

4.6 Microscopias de microscopio electronico de barrido de emision de

campo (FESEM).

Los microgeles fueron observados en microscopia electrénica de barrido (SEM/FESEM)
la cual nos mostré lo microgeles resultantes de la sintesis. Se puede observar esféricos
y uniformes. En un campo de 100nm se mide cada microgel y se obtiene un promedio
de 179nm utilizando el programa ImageJ.js (Figura 12). Con un mayor acercamiento se

pueden ver los extremos de las cadenas que conforman estos microgeles. (Figura 13).
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100nm ITT-JEOL 12/20/2021
SEM WD 7.8mm 11:46:30

Figura 12. Micrografia FESEM de los microgeles de PNIPAAM/CAM5. x30,000

— 100nm ITT-JEOL 12/20/2021
29.5kV TED SEM WD 7.8mm 11:43:04

Figura 13. Micrografia FESEM de los microgeles de PNIPAAM/CAMS5. x80,000
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4.7 Sintesis de hidrogeles de PNIPAAm/ DMA como pruebas blanco.

Se realizaron estudios de cinética de hinchamiento con hidrogeles de PNIPAAmM y con
hidrogeles de PNIMAAmM/DMA (80:20). Los resultados obtenidos a 33 °C, 37 ‘Cy 42 °C

con pH 5, pH 7.4 y con agua se graficaron de la siguiente manera:

—=#— pHb5
—e— pH7.4
—A— Agua

1.4 -

1.2 //
1.0 4
0.8 1
0.6 F & - , '7// 2
0.4 -

0.2 +

T T T T —7Tr 1 - 1~ 11— T1 1
20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
T (min)

Figura 14. Cinética de grado de hinchamiento del hidrogel PNIPAAmM a 33°C.
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Figura 15. Cinética de grado de hinchamiento del hidrogel PNIPAAM/DMA 33°C.
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Figura 16. Cinética de grado de hinchamiento del hidrogel PNIPAAm a 37°C.
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Figura 17. Cinética de grado de hinchamiento del hidrogel PNIPAAM/DMA a 37°C.
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Figura 18. Cinética de grado de hinchamiento del hidrogel PNIPAAmM a 42°C.
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Figura 19. Cinética de grado de hinchamiento del hidrogel PNIPAAM/DMA a 42°C.

Es observable que los dos hidrogeles a 33 °C en agua como medio tienen un
comportamiento similar pero el grado de hinchamiento es mayor en el hidrogel de
PNIPAAM/DMA. Para pH 5y pH 7.4 el hidrogel de PNIPAAM/DMA presenta una cinética

de hinchamiento cercano a 2.

El hidrogel constituido por PNIPAAmM a 37 °C en agua se mantiene constante hasta
después de las dos horas hasta llegar a un grado de hinchamiento de 3y para pH 7.4y
pH 5 llego al grado de hinchamiento fue cercano a 1.5, en cambio, el hidrogel de

PNIPAAM/DMA a 37 °C si incrementa su grado de hinchamiento en menor tiempo.

A 42 °C el hidrogel de PNIPAAM/DMA desciende su grado de hinchamiento conforme al

tiempo. Es observable que esto también sucede en pH 7.4, el cual es el que se utilizara

para las liberaciones, lo que nos da la posibilidad de liberar la albumina que sera cargada.
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4.8 Sintesis de hidrogel microestructurado.

Después de analizar el grado de hinchamiento de los hidrogeles compuestos por
PNIPAAM/DMA (80:20) y de solamente PNIPAAmM se procedid a preparar el hidrogel
microestructurado de NIPAAmM/DMA mas microgeles de NIPAAM/CAMS5. Se obtuvieron
hidrogeles microestructurados al 15% y al 30% de apariencia transparente pero opaco,

de consistencia blanda a la humedad y rigido cuando esta seco.

Figura 20. Hidrogel microestructurado cortado en forma de disco con 1cm de diametro.
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4.9 Cinéticas de hinchamiento.

A medida que se difunde el agua dentro del hidrogel, la respuesta de las cadenas no es
inmediata. El hinchamiento implica el movimiento de grandes segmentos de las cadenas
del polimero para permitir la incorporacion del agua, 1o que nos genera una separacion
macromolecular. La difusién de pequefias moléculas depende de las propiedades fisicas
de lared de polimero y de las interacciones entre los segmentos del polimero. (J. Benitez
et al, 2015). Esta propiedad fisica es de gran importancia para el cargado de los
hidrogeles y se calcula con la capacidad de retencion de agua (WRR, por sus siglas en
inglés (water retention ratio)), la cual se evaluo de acuerdo con la ecuacion dando como

resultado 1:

wt-wd
wd=Q

WRR = X 100%

En la cual W representa el peso del hinchamiento con el tiempo, W4 el peso del hidrogel

en seco Yy Q el grado de hinchamiento, que como recordamos se calcula:

_ wt-wd
T wd

Q

4.9 Cinética de colapso.

Los hidrogeles microestructurados al 15% no respondieron tan rapido al colapso en
buffer de pH 5 nide pH 7.4 a 42 °C, en cambio los hidrogeles microestructurados al 30%
en pH 5 colapsaron la mitad de su tamafio en los primeros minutos. Se calculo el grado

de hinchamiento con la formula:

_ (Ws —Wwad)
0= wd
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Figura 21. Grado de hinchamiento de los hidrogeles microestructurados al 15% a 42 °C.
Donde los hidrogeles son (A) Hidrogel microestructurado a pH 5, (B) Hidrogel no
microestructurado a pH 5, (C) Hidrogel microestructurado a pH 7.4, (D) Hidrogel no

microestructurado a pH 7.4.
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Figura 22. Grado de hinchamiento de los hidrogeles microestructurados al 30% a 42 °C.
Donde los hidrogeles son (A) Hidrogel microestructurado a pH 5, (B) Hidrogel no
microestructurado a pH 5 (C) Hidrogel microestructurado a pH 7.4 (D) Hidrogel no

microestructurado a pH 7.4
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4.11 Ciclos de hinchamiento-colapso

Al compararse las cinéticas de colapso entre los dos porcentajes sintetizados se decidié
utilizar el hidrogel microestructurado al 30% lo cual nos dio como resultado los siguientes

datos.

Tabla 2. Peso en gramos de los hidrogeles en dos ciclos de cinéticas de hinchamiento-

colapso a pH 7.4 en temperaturas de 42 °C a 25 °C.

Temperatura Tiempo Hidrogela Hidrogelg
(min)
25°C 0 0.0812 0.0808
15 0.0407 0.0402
30 0.0376 0.0366
42 °C 45 0.0368 0.0368
60 0.0363 0.0376
15 0.0535 0.0568
30 0.0689 0.0679
25°C 45 0.0799 0.0778
60 0.0883 0.0868
15 0.0368 0.0353
30 0.0345 0.0331
42 °C 45 0.0341 0.0326
60 0.0337 0.0322
15 0.0581 0.0561
30 0.0690 0.0698
25°C 45 0.0774 0.0769
60 0.0788 0.0805
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Figura 23. Ciclos de hinchamiento-colapso a pH 7.5 en temperaturas de 42 °C a 25 °C.

Durante la primera hora el hidrogel disminuyo su tamafio a una temperatura de 42 °C
seguido de un cambio de temperatura a 25 °C lo cual influencio para que el hidrogel
aumentara nuevamente su tamafo interpretando este ciclo de hinchamiento colapso
como respuesta ante los 42 °C a pH 7.4 y asi proceder con los estudios de cargado y

liberacion.
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4.12 Microscopias electronicas de barrido.

En el Instituto tecnolégico de Tijuana se realizaron las microscopias del hidrogel
microestructurado y de los microgeles. Se pueden observar como todos los hidrogeles

son de un tamafio uniforme.

— 10pm ITT-JEOL 12/21/2021
3.0kV LED LDF WD 7.5mm 11:43:11

Figura 23. Micrografia FESEM de un hidrogel de PNIPAAM/DMA microestructurado con
microparticulas de PNIPAAM/M5. x1,000.
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3.0kV LED SEM WD 7.5mm 11:47:53

Figura 24. Micrografia FESEM de un hidrogel de PNIPAAM/DMA microestructurado con
microparticulas de PNIPAAM/M5. X5,500.
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4.13 Etiquetado de Albumina-FITC.

Se etiqueto la albumina con fluoresceina FITC y se obtuvieron las siguientes

concentraciones:

Tabla 3. Datos del marcado de albumina con fluoresceina FITC.

Concentraciéon | 47.9mg/ml 80.8mg/ml | 54mg/ml | 109.42mg/ml
Absorbancia 0.331 0.558 0.392 0.755
nm 280nm 280nm 280nm 280nm

4.14 Cargado de los hidrogeles microestructurados con Albumina-FITC.

Al colocarse 6 discos de hidrogeles microestructurados en dos buffers, uno de pH 5y pH
7.4 que contenian albumina-FITC a una temperatura de 33°C, adquirieron un color
amarillo intenso indicando a simple vista que el hidrogel microestructurados si cargo la
proteina como se espera a esta temperatura, en la cual hipotéticamente los microgeles
gue componen este hidrogel se encuentran en un estado de colapso dejando pasar las

moléculas de albumina entre los poros del hidrogel. (Figura 25)

W | W6 | W7 | W8 | _Ho | __HIO

8

pH 5 - . pH74

Figura 25. Cargado de los hidrogeles microestructurados al 30% con albumina-FITC en
pHS5ypH7.4a33°C.
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4.15 Liberacion de Albumina-FITC.

Liberacion de los hidrogeles microestructurados al 30% con albumina-FITC de pH 7.4
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Figura 26. Fraccion liberada de albumina a 37 °C, de los cuales los hidrogeles
sefalados como H5, 56, H7 corresponden al cargado con pH 5 y los hidrogeles
sefalados como H8, H9, H10 corresponden a los hidrogeles cargados con pH 7.4
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Figura 27. Fraccion liberada de albumina a 42 °C, de los cuales los hidrogeles
sefialados como H5, 56, H7 corresponden al cargado con pH 5 y los hidrogeles
sefialados como H8, H9, H10 corresponden a los hidrogeles cargados con pH 7.4
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CONCLUSIONES

Los microgeles son mayormente responsivos en pH 5 a partir de 34 °C ya que los
polimeros que contienen grupos funcionales ionizables en la red polimérica responden

mejor.

Los hidrogeles compuestos por PNIPAAM/DMA presentan un grado de hinchamiento
descendiente a una temperatura de 42 °C, lo cual corresponde para matriz polimérica de

sistemas de liberacion termo-responsivos.

Los hidrogeles microestructurados al 30% responden en menor tiempo a la temperatura
gue los hidrogeles microestructurados compuestos al 15%. Entre mayor sea el
porcentaje de Microgeles, mejor sera la respuesta, esto se debe a los poros generados

por los Microgeles.

A pesar de que si se logro cargar los hidrogeles con albumina-FITC a 33 °C en pH 5 no
se consiguid mantener el cargado dentro de la matriz polimérica del hidrogel
microestructurado durante la temperatura de 37 "C y se comenz6 a liberar mas del 40 %
de la fraccion liberada. A los 42 °C se liber6 la mayor parte de albumina-FITC cargada.
Aun no es posible controlar la liberacion, pero los hidrogeles microestructurados si son
responsivos a 42 ‘C lo que nos da pauta para analizar la respuesta con hidrogeles
microestructurados que contengan Microgeles de mayor tamafio que puedan mantener

el contenido cargado a 37 °C.
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5.1 Curva de calibracién
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Figura 28. Curva de calibracién de albumina-FITC
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