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Abreviaturas

5-FU 5-Fluorouracilo

CS Quitosano

CS-MA Quitosano modificado con anhidrido maleico

Dex Dextrano

DexGMA Dextrano modificado con metacrilato de glicidilo
DOX Doxorrubicina

DS Grado de sustitucion

DSC Calorimetria diferencial de barrido

DTIC Dacarbacina

FTIR Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
GMA Metacrilato de glicidilo

HG Hidrogel

MA Anhidrido maleico

MAA Acido metacrilico

PMAA Poli(4cido metacrilico)

PTX Paclitaxel

SEM Microscopia electrénica de barrido

TGA Analisis termogravimétrico

UV-vis Espectroscopia de ultravioleta-visible



Resumen

En el presente trabajo se sintetizaron hidrogeles mediante polimerizacion via radicales
libres a base de dextrano (modificado previamente con metacrilato de glicidilo) y acido
metacrilico (MAA) utilizando quitosano (CS) como agente entrecruzante, con la finalidad
de obtener hidrogeles basados en polisacaridos que sean sensibles al pH. Se varié la
relacion masica de monomeros, la concentracion de mondmeros y agente entrecruzante, asi
como el tiempo de reaccion. Los materiales obtenidos fueron caracterizados mediante
espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR), analisis termogravimétrico (TGA),
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y microscopia electrénica de barrido (SEM). Los
espectros de FTIR asi como los estudios de TGA y DSC confirmaron la formacion del
copolimero de dextrano-acido metacrilico poli(DexGMA-co-MAA). Los resultados de
SEM mostraron que los tamafios de poro de los hidrogeles son influenciados por el
contenido inicial de dextrano. Ademas, se evaluaron los hidrogeles obtenidos mediante
pruebas de hinchamiento para conocer su tiempo de hinchamiento limite, asi como su
capacidad méaxima de absorcién de agua y su dependencia con respecto al pH. Los
hidrogeles mostraron hinchamiento dependiente del pH presentando méas hinchamiento
cuando el pH se encuentra por arriba de 5.4. Posteriormente, se seleccionaron aquellos
hidrogeles con mejor respuesta al pH para ser cargados con doxorrubicina (DOX). Los
estudios de carga mostraron que la cantidad de DOX cargada fue dependiente del contenido
de MAA en el hidrogel, incrementando de 0.14 hasta 0.24 mgDOX/mgHG a medida que se
incrementaba la cantidad inicial de MAA. Posteriormente, se realizaron pruebas de
liberacion a 37 °C en un medio de pH 5.0 y 7.4 encontrando una relacion entre el perfil de
liberacion y el pH del medio debido a interacciones electroestaticas presentes entre los

hidrogeles y el farmaco.



1. Introduccion

Existen diferentes tipos de cancer de piel tales como el carcinoma basocelular y el
carcinoma espinocelular, los cuales tienen altas probabilidades de curacion, pero pueden
causar desfiguracion y ser tratamientos costosos. Otro tipo de céncer de piel es el
melanoma, es el que resulta ser mas peligroso ya que causa la mayor cantidad de muertes y

su prevalencia es alta [1].

Para el tratamiento clinico del melanoma, la quimioterapia es uno de los métodos més
importantes [2]. Las rutas de administracion mas comunes en la quimioterapia para el
tratamiento del melanoma son el oral y parenteral. Sin embargo, estos medios de
administracion sistematica pueden causar serias reacciones incluyendo cardiotoxicidad y

neurotoxicidad [3,4].

Una alternativa a estas vias es la administracion topica o transdérmica la cual puede reducir
en gran medida esta toxicidad y efectos secundarios debido a que la liberacion del farmaco
puede ser focalizada en el sitio de interés [5,6]. Los hidrogeles son uno de los materiales de
uso biomédico més importantes en dermatologia debido a que su alta capacidad de
hinchamiento le permite tener un grado de flexibilidad similar a la de los tejidos naturales
[7-9]. También, en algunos casos, la liberacidn del farmaco puede ser activada por varios
estimulos externos tales como temperatura y pH, asi como la presencia de varias enzimas.
Una de las principales ventajas de los hidrogeles usados en el tratamiento tdpico de
enfermedades de la piel es su facil aplicacién y minimizacion de efectos secundarios.
Ademas, la incorporacién de compuestos terapéuticos en la matriz del hidrogel los protege
de la accion de enzimas que puedan degradar el agente antes de alcanzar su objetivo
[10,11]. Sin embargo, la liberacion del farmaco depende de muchos factores como las
barreras de capas propias de la piel, asi como de las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos terapéuticos y su acarreador. Asimismo, la naturaleza hidrofébica de la
mayoria de los agentes antineoplasicos ha limitado su carga y homogeneidad dentro de
matriz polimérica de los hidrogeles. Asimismo, la biocompatibilidad del hidrogel debe ser

un aspecto importante a tomar en cuenta [12,13].

En este sentido, los hidrogeles basados en polimeros naturales han sido estudiados
ampliamente debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, alta capacidad de retencién
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de fluidos, adhesion a tejidos y su facil disponibilidad [14]. Ademas, son capaces de actuar
como transportadores de farmacos y controlar la liberacién de agentes anticancerigenos. El
dextrano (Dex) es un polisacarido complejo y ramificado formado por numerosas
moléculas de glucosa, formando unidades en cadenas de longitud variable (de 10 a 200
kDa) [15]. Este polisacarido es biocompatible y puede ser facilmente modificado por lo que
su uso en el campo de la biomedicina es amplio. El dextrano tiene muchas ventajas para ser
empleado como material en la liberacion de farmacos debido a su excelente solubilidad,
biocompatibilidad y biodegradabilidad [16]. La biocompatibilidad in vivo de sistemas de
liberacion basados en dextrano ha sido probada en estudios de implantacién cutanea y de
tejido sugiriendo que este polimero no produce una respuesta inmunoldgica o tdxica en el

cuerpo [17].

Por su parte, el poli(acido metacrilico) (PMAA) presenta respuesta al pH debido a que
consta de grupos ionizables que pueden aceptar y donar protones en respuesta a un cambio
en el pH. Este polimero muestra cambios estructurales en un intervalo de pH de 5-6. A
valores de pH altos, la carga es distribuida a lo largo de la cadena polimérica y la repulsion
electrostatica de los grupos carboxilo da como resultado un aumento en volumen
hidrodindmico del polimero [18,19]. El rapido cambio en la carga neta de los grupos causa
una alteracién en el volumen hidrodinamico de las cadenas poliméricas lo cual puede
resultar interesante que pudiera tener un control adicional sobre su comportamiento en una
fase acuosa y por tanto en la liberacion de farmacos. Adicionalmente, el PMAA ha

mostrado ser biocompatible debido a su naturaleza hidrofilica [20,21].

Por lo tanto, este proyecto de tesis contempla la sintesis y caracterizacion de hidrogeles
basados en dextrano y PMAA empleando quitosano (CS) como agente entrecruzante para
su uso como sistemas de liberacion de un agente anticancerigeno (doxorrubicina, DOX).
Previamente, el dextrano fue modificado con metacrilato de glicidilo para proveerle de
grupos funcionales susceptibles a ser polimerizado via radicales libres. Asi mismo, se
modificd el CS previamente con anhidrido maleico (MA) para que actle como agente
entrecruzante. El hidrogel se formé copolimerizando el dextrano modificado con &cido
metacrilico y se cargd con DOX para llevar a cabo estudios de liberacion a diferentes
condiciones de pH (7.4 y 5.0) a 37 °C.



2. Antecedentes

2.1 Céncer

El cancer es un conjunto de enfermedades causadas por una acumulacion de mutaciones en
el ADN que conducen a un crecimiento celular descontrolado que en muchos casos pueden
migrar por el torrente sanguineo dafiando tejidos cercanos o acumulandose en diferentes
partes del cuerpo [22]. Estas acumulaciones son denominadas tumores y se pueden
clasificar en benignos y malignos. Siendo un tumor maligno uno de los méas invasivos
debido a que presentan metéstasis, esta es la capacidad de desprenderse del tumor original,
invadir y crecer en tejidos lejanos provocando la muerte de las personas afectadas [23].
Dentro de las caracteristicas principales de las células tumorales es que tienen la capacidad
de evadir los supresores del crecimiento, algunas células no presentan muerte celular
programada (apoptosis) y crecen rapidamente. Ademas, tienen la capacidad de liberar
sefiales quimicas que causan el crecimiento y formacion de nuevos vasos sanguineos para

nutrirse del organismo [24].

Recientemente, el cancer de piel se ha reportado entre los més diagnosticados a nivel
mundial segun las estadisticas globales de cancer GLOBOCAN (Figura 1) [25]. EI cancer
de piel se divide en dos tipos: melanoma y no melanoma. EI melanoma es el cancer que
presenta mayor mortalidad debido a que los tratamientos en la mayoria de los casos resultan
ser ineficientes. Por otra parte, el no melanoma tales como carcinoma basocelular y
carcinoma espinocelular son los de mayor incidencia en la poblacidn, sin embargo, presenta
un bajo indice de mortalidad y tiende a presentar efectos secundarios como desfiguracion y
morbilidad [26,27]. Los principales factores de riesgo que pueden propiciar el cancer de

piel son: exposicidn a la luz ultravioleta, a sustancias quimicas y el tabaquismo [28].
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Figura 1. Estadisticas globales del cancer 2020 — GLOBOCAN [25].

2.1.1 Microambiente tumoral

El microambiente tumoral es el entorno que rodea al tumor y estd formado por células
cancerigenas, estromales e inmunes. EIl conocimiento de este microambiente es clave para
el desarrollo de nuevas terapias que permitan el control o eliminacion de los tumores [29].
El pH desregulado es una caracteristica del cancer, esto es debido a procesos patoldgicos
quimicos y fisicos. Las células cancerigenas tienen un pH intracelular de 7.4, el cual es
superior al de células normales, y les facilita la supervivencia, su proliferacién e inhibe la
muerte celular programada, mientras que el pH extracelular de las células cancerigenas (5.7

—7.1) es menor al de las células sanas (~7.4) [30,31].

2.1.2 Tratamientos convencionales
Para combatir el cancer de piel se opta por un tratamiento dependiendo del avance y tipo de
cancer. Entre los tratamientos convencionales se encuentran la cirugia, radioterapia, y

quimioterapia [32,33].

La remocion de la zona afectada mediante un procedimiento quirargico suele ser el
tratamiento principal y dependiendo del riesgo de propagacion se administran otros

tratamientos. La radioterapia consiste en atacar las células cancerigenas con radiacion para
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matarlas o inhibir su crecimiento [34,35]. Por otro lado, la quimioterapia es el tratamiento
contra el cancer mas empleado para casos muy avanzados, el objetivo es prevenir o retardar
el crecimiento de células cancerigenas con la administracion de quimicos potentes via
intravenosa, oral o tdpica. Al tratarse de un tratamiento que ataca a células normales y
cancerigenas por igual, se ven efectos adversos en el paciente dependiendo de la dosis [36].
Ademaés, se presentan factores como el mecanismo de transporte del farmaco que
disminuyen la efectividad del tratamiento y pueden conducir a que el cancer adquiera
inmunidad debido a la limitada cantidad de farmaco que llega al tumor [37]. Por esta razon
surge la importancia del desarrollo de tratamientos mas eficientes que permitan la

liberacion sostenida y dirigida al sitio de interés [38].

2.1.3 Agentes antineoplésicos

Los agentes antineoplasicos o quimioterapéuticos son los encargados de detener o inhibir el
crecimiento de las células cancerigenas. Todos los agentes son altamente citotoxicos con
pequefios margenes terapéuticos y dependiendo del mecanismo en el que afectan a las
células los podemos clasificar en alquilantes, antimetabolitos, antibidticos antitumorales,
entre otros [39]. Entre los agentes utilizados para tratar el cancer de piel podemos encontrar

los siguientes:
5-Fluorouracilo (5-FU)

Es una antimetabolito que pertenece al grupo de las fluoropirimidinas (Figura 2). Los
metabolitos activos del 5-FU dificultan la sintesis y funcion del &cido desoxirribonucleico
(ADN) y écido ribonucleico (ARN), bloquean la propagacion de las células cancerigenas e

inducen la muerte celular programada [40,41].

Figura 2. Estructura quimica de 5-FU.



Dacarbacina (DTIC)

La dacarbacina (Figura 3) usualmente se clasifica como un agente alquilante y su
mecanismo de accion no esta bien definido. Entre los mecanismos propuestos se encuentra
la actuacion como purina analoga, previenen la division celular al entrecruzar las cadenas
de ADN [42].

NH,
N

LN
v

Figura 3. Estructura quimica de DTIC.

N\

Paclitaxel (PTX)

El paclitaxel (Figura 4) es un agente de origen natural, taxano, su mecanismo consiste en
promover el ensamblaje de microtibulos que son las estructuras que permiten el
movimiento de los cromosomas durante la mitosis. Los microtibulos se estabilizan en
presencia de paclitaxel, o que no le permite depolimerizar y consecuentemente no puede

darse la division celular [43].

Figura 4. Estructura quimica de PTX.

Doxorrubicina (DOX)

La doxorrubicina es un agente quimioterapéutico perteneciente a la familia de las
antraciclinas, en su presentacion como hidrocloruro de doxorrubicina (DOX-HCI) es

soluble en agua. Su mecanismo de accion es mediante la inhibicion de la enzima



topoisomerasa I, complejos de la DOX se interponen en el ADN e inhiben la replicacion
de material genético o sintesis de ARN [44]. Es una base débil con un constante de
disociacion acida (pKa) de 8.15, es decir que a un pH menor a su pKa se lleva a cabo la
protonacion de la DOX y se vuelve una molécula cationica (Figura 5) [45]. Para su
administracion, la FDA aprueba una dosis de 50-75 pg/m? cada 3-4 semanas cuando se usa
DOX unicamente. La posibilidad de presentar efectos adversos como la cardiotoxicidad,
incrementa cuando se supera la dosis acumulada de 500 mg/m? [46].

Figura 5. Estructura quimica de DOX a) desprotonada y b) protonada.

2.2 Sistemas de liberacion de farmaco

Los sistemas de liberacion permiten lograr una respuesta terapéutica deseada y se han
propuesto varios disefios para el tratamiento del cancer dependiendo de la ruta de
administracion y las caracteristicas del sistema [47]. Entre los portadores de farmaco que se
reportan se pueden encontrar: nanoportadores inorganicos como nanoparticulas (NPs) de
oro [48], NPs de silica [49] y nanotubos de carbono [50]; sistemas poliméricos como NPs

poliméricas [51], dendrimeros [52], micelas [53] e hidrogeles.

2.2.1 Hidrogeles

Los hidrogeles son cadenas poliméricas entrecruzadas que forman una estructura
tridimensional y su capacidad de hinchamiento les permite absorber grandes cantidades de
agua debido a los grupos hidrofilicos en las cadenas poliméricas principales, tales como

grupos hidroxilo, carboxilo y amino [54,55]. Esto permite encapsular farmacos hidrofilicos



en los poros del hidrogel [56]. Adicionalmente, la propiedad de absorcion de agua depende

factores como la estructura y densidad de entrecruzamiento [57].

Se pueden clasificar por el origen de los polimeros que lo conforman y por el tipo de
entrecruzamiento. Segun el origen del polimero, estan los hidrogeles naturales y sintéticos.
La clasificacion por tipo de entrecruzamiento se divide en el fisico y el quimico. El
entrecruzamiento fisico se obtiene mediante fuerzas intermoleculares (puentes de
hidrogeno, interacciones hidrofobicas y fuerzas electroestaticas) mientras que el
entrecruzamiento quimico se debe a la formacion de enlaces covalentes [55]. Se pueden
obtener hidrogeles quimicamente entrecruzados via polimerizacion de radicales libres en
presencia de un agente entrecruzante que promueva la union entre cadenas poliméricas. Los
hidrogeles entrecruzados quimicamente presentan mejores propiedades mecanicas Yy
estabilidad en comparacion con los obtenidos fisicamente. Sin embargo, los entrecruzantes
comunmente utilizados (glutaraldehido y tripolifosfato de sodio) incrementan la
citotoxicidad del hidrogel, por esta razon se vuelve de importancia el desarrollo de

entrecruzantes de baja o nula toxicidad que puedan reemplazarlos [58,59].

Generalmente los hidrogeles no son homogéneos, debido a que en algunos casos ocurre la
separacion de fases por formacién de macroporos, esto se debe a la composicion de la
mezcla de reaccion, el disolvente, la temperatura y concentracion de sélidos durante la
gelacion, resultando en regiones de mayor entrecruzamiento que presentan menor
hinchamiento y de menor entrecruzamiento que generalmente presentan mayor

hinchamiento en agua [60].

2.2.2 Liberacion controlada de farmaco

La liberacion controlada tiene dos aspectos principales: liberacion sostenida y liberacion
estimulo sensible o inteligente. La liberacion sostenida permite administrar farmaco a una
velocidad establecida por tiempos prolongados, mientras que la liberacidn inteligente
consiste en utilizar polimeros capaces de percibir cambios en propiedades ambientales
como la temperatura y pH, y que la respuesta de este material resulte en la liberacion de
farmaco [61,62].



2.2.3. Cinéticas de liberacion de farmaco

La liberacion de farmaco es compleja y puede ser el resultado de varios mecanismos como
difusion, erosion e hinchamiento. Por esta razon se utilizan modelos matematicos para
comprender bajo que mecanismos se da la liberacién. Algunos de los modelos principales

son: orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas [63].

El modelo de orden cero (Ecuacion 1) corresponde a una tasa de liberacion constante, en
este caso la liberacion de farmaco solo es funcion del tiempo [63].

M,

Moo=k-t Ec.1

El modelo de primer orden (Ecuacion 2) se caracteriza por ser dependiente de la
concentracion farmaco [63].

I(Mt>—kt Ec. 2
nMoo = C.

El modelo de Higuchi (Ecuacion 3) se basa en la ley de Fick, modela sistemas que liberan
farmaco por difusion [64].

M
M_t=k.t1/2 Ec. 3

oo

El modelo de Korsmeyer-Peppas (Ecuacion 4) conocido como ley de la potencia, es una

ecuacion que permite describir la liberacion de farmaco de sistemas poliméricos.

M .

co

En las ecuaciones (1 a 4) M es la cantidad liberada de farmaco en un tiempo t, M. es el
total de farmaco cargado en el hidrogel, n es el exponente de difusividad y k es una
constante cinética [63].
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Suponiendo geometria cilindrica, el modelo de Korsmeyer-Peppas tiene la siguiente
interpretacion para valores de n. Cuando n < 0.45, rige el mecanismo de liberacion por
difusion Fickiana. Cuando 0.45 < n < 0.89, el mecanismo que rige es anémalo o no
Fickiana es decir que hay una contribucion del mecanismo de difusion e hinchamiento.
Cuando n = 0.89 se hace referencia a la cinética de orden cero, conocido como Caso Il y la
liberacion es debida al hinchamiento del hidrogel. Mientras que a n > 0.89 es una forma
extrema de transporte y ocurre la erosion del hidrogel, conocido como Super Caso Il
[63,65].

2.3 Polimerizacion via radicales libres

La polimerizacion por radicales libres se refiere a un tipo de polimerizacion en cadena o
poliadicion. Esta polimerizacion generalmente requiere de hidrocarburos insaturados como
monomeros y de un iniciador como lo pueden ser persulfatos, perdxidos y azocompuestos.
Consiste en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion. En la etapa de iniciacion se
lleva a cabo la disociacion del iniciador para formar radicales libres (especies con un
electrén desapareado) y la reaccion de estos con monémero para formar un macroradical.
El macroradical es capaz de reaccionar con enlaces C=C de los mondmeros e inicia la
adicion secuencial de monémero formando una cadena en crecimiento y esta etapa es
conocida como propagacion. Finalmente, la etapa de terminacién implica la desaparicién de
los radicales por medio de diferentes fendmenos entre ellos la unidon de dos cadenas en
crecimiento [66].

2.4 Polimeros naturales

Los polimeros naturales o biopolimeros son compuestos organicos provenientes de
organismos vivos como animales, plantas y microorganismos. Comparados con los
polimeros sintéticos, destacan en su biocompatibilidad, toxicidad nula y degradabilidad
[67]. Sin embargo, carecen en resistencia mecanica. Por esta razon se pueden preparar
hidrogeles con polimeros naturales y sintéticos, hidrogeles hibridos, con propiedades
mejoradas. Los biopolimeros mas utilizados en el area biomédica para la liberacion de

farmacos son los polisacaridos [68]. Segun su carga intrinseca, se pueden dividir a los

11



polisacaridos en cationicos (quitosano), aniénicos (alginato, acido hialuronico) y neutros
(dextrano) [69].

2.4.1 Dextrano

El dextrano es un polisacarido hidrofilico complejo y ramificado compuesto por muchas
unidades de glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos a-1,6 formando cadenas de
longitud variable de 10 a 200 kDa con posibles ramificaciones con enlaces a-1,3 (Figura 6).
Es biocompatible, biodegradable y se ha comprobado la biocompatibilidad in vivo de los
sistemas de liberacion a base de dextrano, lo cual sugiere que no produce toxicidad o
repuesta inmune. Ademas, exhibe una excelente solubilidad en disolventes tales como agua,
dimetilsulféxido (DMSO) y etilenglicol. Dado a su carécter hidrofilico y las propiedades
mencionadas previamente; el dextrano es un buen candidato en sistemas de liberacion
controlada de farmacos. Por esta razén se ha empleado en gran medida como sistemas de

liberacion de agentes antineoplasicos [15,70].

- OHdm
Figura 6. Estructura quimica del dextrano.

El dextrano no es susceptible a la polimerizacién via radicales libres pero la disposicion de
grupos hidroxilo en su estructura permite introducir grupos funcionales que puedan
polimerizar como los grupos metacrilato, tioles o aldehidos. La sintesis de dextrano
metacrilizado es la modificacion mas utilizada para obtencion de dextrano polimerizable,
entre las rutas de sintesis se encuentra la reaccién con metacrilato de glicidilo, cloro

metacriloilo y anhidrido metacrilico[71].
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2.4.2 Quitosano

Es un polisacérido lineal, cationico y semicristalino proveniente de la desacetilacion de la
quitina (Figura 7), el grado de desacetilacion comercial esté por arriba del 55%. Como otros
polimeros naturales, posee buena biocompatibilidad, biodegradabilidad y no presenta
toxicidad. Entre otras propiedades que se le atribuyen se encuentra la actividad
antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, antifungica y antitumoral. El quitosano no es
soluble en agua, por lo que requiere de un medio &cido (pH<6.5) para que los grupos amino

protonen y asi pueda solubilizar [72].

0 OH 0:( ] 0
H NH
N{ 0 -
0 o [~ To
NH HO
0 oH
- — n -

a)

Figura 7. Estructura quimica de a) quitina y b) quitosano

Debido a sus propiedades, el quitosano se ha modificado con anhidrido maleico para

utilizarse como agente entrecruzante en la preparacion de varios hidrogeles:

Yuy col. (2011) obtuvieron quitosano como agente entrecruzante con 14.2% de sustitucion
de grupo maleico para la formacion de un hidrogel inteligente de acido itaconico y N-
isopropilacrilamida donde se observo que la protonacion de los grupos amino en el

entrecruzante permiten una mayor capacidad de agua en el hidrogel [73].

Mas recientemente, Meléndez-Ortiz y col. (2022) injertaron gasas de algodon con
hidrogeles de maltodextrina (MD) y é&cido acrilico (PAAc) para la liberacion de
vancomicina utilizando quitosano modificado como entrecruzante. Concluyeron que la
concentracion de entrecruzante influyé drasticamente el porcentaje de injerto, a mayor

concentracion se favorece el acoplamiento de las cadenas de PAAc-co-MD [74].
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2.5 Polimeros inteligentes

Los polimeros estimulo sensibles o inteligentes son aquellos que son capaces de detectar
pequefios cambios fisicoquimicos en su entorno. Se caracterizan por experimentar cambios
estructurales y conformacionales reversibles en respuesta a las variaciones de los
alrededores. Estos cambios ambientales o estimulos se dividen en tres tipos: quimicos,
fisicos y bioldgicos. Los estimulos quimicos incluyen pH, potencial redox y fuerza ionica;
los estimulos fisicos incluyen la temperatura, luz, ultrasonido, campo eléctrico y magnético;

y los estimulos bioldgicos, concentracion de algunas sustancias y enzimas [75].

El estimulo quimico de pH es de los mas estudiados y los polimeros que responden a este
estimulo es mediante cambios estructurales o de propiedades, como la conformacion de la
cadena y solubilidad. Los polimeros sensibles al pH contienen grupos pendientes ionizables
que aceptan o donan protones en respuesta al entorno. Estos polimeros se pueden clasificar
en polidcidos y polibases. Los poliacidos o polianiones se componen por grupos acidos
ionizables, como &cido carboxilico (COOH), &cido sulfénico (SOsH) o acido fosfonico
(POsH2), mientras que las polibases o policationes contienen grupos basicos como aminas
(NH>) en su estructura. El grado de ionizacion del polimero se altera drasticamente cuando
se alcanza cierto valor de pH denominado pKa y este cambio se ve reflejado en el volumen
hidrodindmico de la cadena (Figura 8). Los poliacidos exhiben un estado expandido cuando
el pH del medio supera el pKa, mientras que a pH menor que el pKa estaran en un estado
contraido mientras que las polibases presentaran un estado contraido cuando el pH del
medio se encuentre por arriba del pKa y un estado expandido cuando el pH es menor
[75,76].
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Poliacidos Polibases

Medio basico
pH > pKa

Medio acido
pH <pKa

Figura 8. Esquema del comportamiento de polimeros sensibles al pH.

2.5.1 Poli(acido metacrilico) (PMAA)

Es un polimero sintético (Figura 9) apropiado para aplicaciones biomédicas. Es hidrofilico,
biocompatible y tiene una alta capacidad de hinchamiento en agua que cambia con la
variacion de pH del medio. Por lo general, los poliacidos con grupos carboxilicos, como el

poli(acido acrilico) y el poli(acido metacrilico) tienen su valor de pKa entre 5y 6 [67].

gl
N

Z

Q)

Figura 9. Estructura de PMAA.

OH
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Cuando el PMAA esta a pH mayores a 5.5, los grupos carboxilicos tenderan a ionizarse y
los grupos cargados se repelen generando como consecuencia el hinchamiento del hidrogel.
En el caso contrario, cuando el pH es menor a 5.5, l1os grupos no estaran ionizados por lo

que la red se quedara en un estado compacto [77].

2.6 Hidrogeles basados en polimeros naturales aplicados en la liberacion de farmacos

Esta investigacion se centra en el uso de hidrogeles basados en polisacéridos para su
aplicacion en sistemas de liberacion de farmacos. A continuacion, se muestran algunos
trabajos previamente reportados sobre el uso de hidrogeles empleados como sistemas de

liberacion de farmacos principalmente aplicados en el tratamiento de cancer de piel:

Liu y col. (2016) sintetizaron hidrogeles con sericina y dextrano, para esto ambos fueron
modificadas quimicamente. Se obtuvo una gelacién muy rapida a 37 °C mediante el
entrecruzamiento por enlaces hidrazonas. También se realizaron pruebas de porosidad,
hinchamiento, citotoxicidad, biocompatibilidad y liberacion. Se observd una disminucion
de tamafio de poro y porosidad en la estructura del hidrogel conforme se aumentaba la
concentracion de dextrano modificado. EI hinchamiento en medio acido fue menor que a
condicion basica y neutra, por lo que estos hidrogeles pueden funcionar como materiales
sensibles al pH. Finalmente se obtuvo un sistema no invasivo de liberacion controlada con

posible aplicacion en terapias dirigidas contra el cancer [78].

Carvalho y col. (2018) prepararon un hidrogel conformado por carboximetilcelulosa
(CMC) a partir de un complejo CMC-DOX que fue entrecruzado con &cido citrico. Se
encontr6 que el grado de sustitucion de CMC influye al hinchamiento del hidrogel. Por otro
lado, se reportd que la liberacion de farmaco es dependiente del pH del medio y el grado de
sustitucion. Las pruebas in vitro indicaron que el hidrogel de CMC-DOX presenta una
eficiencia moderada contra células cancerigenas, por esta razén los autores concluyen que

este sistema es prometedor para el desarrollo de terapias topicas para el cancer de piel [79].

Por otro lado, Capanema y col. (2019) reportaron un hidrogel hibrido compuesto por CMC
y nanoparticulas de plata (AgNPs). Para sintetizarlo se prepar6 el compuesto CMC-AgNPs
y se incorpor6 DOX mediante atraccion electroestatica en medio acido (pH=5.5) para
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después entrecruzar quimicamente al agregar acido citrico. Mediante pruebas in vitro se
encontrd una citotoxicidad mayor hacia las células cancerigenas. Siendo asi, el hidrogel
demostrd un efecto sinérgico hacia matar células de melanoma y adicionalmente se probo
la actividad antimicrobiana del mismo. Se concluyé que el hidrogel CMC-AgNPs-DOX
podria ser una buena opcion en el tratamiento topico de cancer de piel debido a su ataque al

cancer, actividad antimicrobiana y baja toxicidad [80].

Por su parte, Huang y col. (2020) sintetizaron hidrogeles a partir de dextrano modificado
con metacrilato de glicidilo (DexMA) entrecruzado con luz UV. Este hidrogel se utilizo
para producir micro agujas (MNs) y se realizaron pruebas de hinchamiento, degradabilidad
y liberacion de farmaco. Se prepararon varias soluciones de DexMA para sintetizar los
hidrogeles (10, 20, 30 %p/v) y se observd que el hidrogel obtenido con la solucién DexMA
30% fue la que presentd menos hinchamiento y degradacion debido a la mayor densidad de
entrecruzamiento, mientras que los demas hidrogeles presentaban una gran pérdida de masa
debido al reactivo que no pudo entrecruzar. EI DexMA no presenta toxicidad, sin embargo,
el uso de fotoiniciador en grandes concentraciones puede aportar cierto grado de
citotoxicidad. Las pruebas de liberacion se llevaron a cabo con DOX y trametinib (Tra) a
37 °C. Se observo que la DOX se liber6 en mayor cantidad (80%) debido a su alta
solubilidad en agua mientras que Tra se liberd alrededor del 20% en 48 h. Se concluyé que
la mejor opcion es el hidrogel DexMA 30% debido a su liberacion constante de farmaco y
mayor grado de entrecruzamiento que lo hace tener menor contenido de iniciador residual,

asi como una mejor resistencia mecéanica y menor degradacion [10].

Recientemente, Nair y col. (2021) desarrollaron un hidrogel a base de quitina cargado con
plumbagina. Se realizaron pruebas in vitro con células de cancer de piel para analizar la
viabilidad celular y ex vivo para estudiar penetracion de piel. Se obtuvo una viabilidad
celular de 25% cuando la concentracion de plumbagina en el hidrogel fue 200 uM. Se
utilizaron potenciadores para mejorar la penetracién del farmaco en la piel, como
polietilenglicol (PEG), acido oleico y polisorbato 80, con el que se obtuvieron mejores
resultados de penetracion (49%) con 1% polisorbato y 1% PEG. Los autores desarrollaron
un sistema con la habilidad de penetrar la piel para aplicacion en el tratamiento tépico del

cancer de piel [7].
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Maéas recientemente, Luca y col. (2023) obtuvieron hidrogeles basados en
dextrano/quitosano/xantan/gelatina entrecruzado con N,N’-metilenbisacrylamida (NMBA).
Los hidrogeles obtenidos presentaron poros interconectados y en pruebas de hinchamiento
a condiciones fisioldgicas llegaron hasta 2200% de hinchamiento en 2 h. La liberacién
méaxima fue 85 % de DOX en 120 h mediante difusion con un pequefio aporte por el

hinchamiento del hidrogel.

Adicionalmente, en la Tabla 1 se muestran algunos reportes sobre hidrogeles de origen

natural que se han propuesto para el tratamiento de cancer de piel.

Tabla 1. Hidrogeles en el tratamiento de cancer de piel.

. Agente
Hidrogel . . Resultado Afo | Ref.
antineoplasico

. . . La degradacion del hidrogel
Hidrogeles de gelatina-alginato

) Curcumina permitid transporte de las 2023 | [81]
oxidado i ) )
vesiculas a través de la piel.
Hidrogel tépico con control
del transporte transdérmico
Hidrogeles de iota-carragenina MTX de MTX mediante el 2022 | [82]
solubilizante DB que
inhibe la permeacion.
Hidrogel hibrido de quitosano-g- Sistema inyectable con
acido dihidrocafeico incorporado excelente biocompatibilidad
de nanocompositos y supresion tumoral casi
) - o 2021 | [83]
MoS@MnFe204 y micelas de completa tanto in vitro
aldehido Pluronic F127 cargadas (98.8%) como in vivo
con glucosa oxidasa (97.6%).

_ o Tratamiento topico con buen
Hidrogel hibrido basado en . . )
] i hinchamiento, propiedades
gelatina con nanoparticulas de . L
olata recubiertas con albumina de - mecanicas e inhibicién del 2021 | [84]

suero bovino (ASB)

crecimiento tumoral sin

toxicidad aparente.

Hidrogel a base de Carbopol 940 PTX Presentd buena adhesién ala | 2020 | [85]
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incorporado con micelas de piel, penetracion y deposito
polietilenimina y polietilenglicol de PTX.
Sistema termosensible con
Hidrogel basado en poli(etil buena biocompatibilidad e
o DOX o : 2018 | [86]
glutamato) y polietilenglicol inhibicién tumoral sin
efectos secundarios.
) ) Inhibicion selectiva del
Hidrogel de quitosano dopado o )
- crecimiento de células de 2018 | [87]
con lantano
melanoma.
) . Supresidn del crecimiento
Hidrogel base oligopéptido PTX o 2018 | [88]
de melanoma in vivo.
Mejora en la solubilidad de
Hidrogel de curcumina con la curcumina, logrando un
incorporacién de complejos Curcumina efecto transdérmico y 2014 | [89]
hidroxipropil-p-ciclodextrina citotoxicidad en células de
melanoma.
) La ASB oxidasa
Nanohidrogeles basados en ) . )
L inmovilizada en el hidrogel
colesterol-g-acido hialurénico - ) . 2013 | [90]
) tiene mayor actividad que la
(HA-CH) con ASB oxidasa ] i
ABS oxidasa libre.

Sin embargo, el desarrollo de hidrogeles basados particularmente en dextrano para el

tratamiento de cancer de piel no ha sido investigado exhaustivamente. En base a los

antecedentes mostrados en este trabajo se pretende llevar a cabo la preparacion de un nuevo

hidrogel basado en dextrano y PMAA para su potencial uso como sistema de liberacion

controlada de DOX. Ademas, se estudiara el rol del quitosano como agente entrecruzante

en la formacion del hidrogel.
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3. Objetivo general
Preparar y caracterizar un hidrogel basado en dextrano y PMAA mediante polimerizacion
por radicales libres empleando CS modificado como agente entrecruzante para su uso como

sistema de liberacién de DOX.

4. Objetivos especificos

I. Modificar dextrano con metacrilato de glicidilo (GMA) para proveerle de grupos
susceptibles a polimerizar via radicales libres.

Il. Copolimerizar dextrano-GMA con &cido metacrilico mediante polimerizacion por
radicales libres para obtener un hidrogel variando diversos parametros de sintesis
tales como relacion maésica de comonomeros, concentracion de comonomeros,
concentracion de agente entrecruzante y tiempo de reaccion.

I11. Caracterizar los materiales preparados mediante diversas técnicas fisicoquimicas tales
como espectroscopia de infrarrojo (FTIR), resonancia magnética nuclear (RMN),
analisis termogravimétrico (TGA), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
microscopia electronica de barrido (SEM).

IV. Estudiar el comportamiento de hinchamiento en agua de los hidrogeles, asi como la

carga y los perfiles de liberacion de DOX a diferentes condiciones de pH (7.4 y 5.0).
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5. Justificacion

La preparacion de hidrogeles basados en materiales biocompatibles es una estrategia
importante para la preparacion de dispositivos biomédicos empleados en el tratamiento de
cancer de piel. Particularmente, el dextrano es considerado biocompatible, biodegradable y
seguro para su uso como dispositivo biomédico. Sin embargo, este tipo de polisacéaridos no
pueden formar hidrogeles por si solos y necesitan previa funcionalizacion, asi como el uso
de agentes entrecruzantes y/o comondmeros para su formacion. En particular se escogio el
acido metacrilico como mondémero para promover la formacién del hidrogel y ademas de

proveer propiedades mecénicas al hidrogel resultante.

Por otro lado, el uso de quitosano (CS) como agente entrecruzante ha sido poco estudiado.
De esta manera, la modificacion de CS planteada en la propuesta permitiria su uso como
agente entrecruzante en la formacion de hidrogeles de dextrano. Esto evitaria el uso de

agentes entrecruzantes citotoxicos en la formacion de hidrogeles de interés biomédico.
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6. Hipdtesis
Es posible la preparacion de hidrogeles basados en dextrano y PMAA mediante
polimerizacion por radicales libres empleando CS modificado como agente entrecruzante

capaces de cargar y liberar un agente antineoplasico.

7. Metodologia

7.1 Reactivos
En la Tabla 2 se enlistan los reactivos utilizados tanto en la sintesis de los hidrogeles
poli(DexGMA-co-MAA) como en las pruebas de carga y liberacién de farmacos.

Tabla 2. Reactivos utilizados.

Reactivos

Quitosano (Sigma-Aldrich, 50-190 kDa, grado de desacetilacion 75-85 %)
Dextrano (Sigma-Aldrich, Leuconostoc spp., Mr 40,000)

Anhidrido maleico (Sigma-Aldrich, 99%)

Metacrilato de glicidilo (Sigma-Aldrich, 97%)

Acido metacrilico (Sigma-Aldrich, 99%)

Persulfato de amonio (Sigma-Aldrich, 98%)

Doxorrubicina (Sigma-Aldrich, estdndar farmacéutico 98%)

Acido citrico (Fermont, 99%)

Fosfato de sodio dibasico heptahidratado (Jalmek, 98%)

7.2 Modificacién de dextrano con metacrilato de glicidilo

Inicialmente se disolvieron 2 g de dextrano en 5 mL de agua desionizada a temperatura
ambiente para después agregar una solucion de HCI 1.6 M hasta alcanzar un pH de 3.
Entonces se agregaron 4 g de metacrilato de glicidilo (GMA) y la mezcla resultante se dejé
reaccionar bajo agitacibn magnética durante 24 h a 60 °C (Figura 11). Enseguida, el
producto se precipitdo en 150 mL de etanol e hicieron 3 lavados de 45 min con etanol. El
precipitado (DexGMA) se decanto, se dejo secar a 60 °C y se almacené para su posterior

uso.
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Figura 10. Esquema para la modificacion de dextrano con GMA.
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Figura 11. Reaccién de modificacion de Dex con GMA.

7.3 Modificacion de quitosano con anhidrido maleico

Para modificar el CS se disolvié 1 g en 33 mL de agua y 0.3 mL de acido acético.
Posteriormente, se afiadio gota a gota una solucién de anhidrido maleico (MA, 2 g) en
acetona (2 mL) bajo agitacién constante en un bafio de hielo. Después de 15 minutos
(Figura 13), la mezcla se colocé a temperatura ambiente y se agitd durante 24 h. El
producto (CS-MA) se precipitd en 200 mL de acetona, se decantdé y dejé secar a

temperatura ambiente para su posterior uso.
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Figura 12. Esquema de la ruta empleada para la modificacion de quitosano con MA.

OH o 0 OH 0
HO NH HO. NH
O o Q o
O + O —_— O
HO 0 HO o
NH, NH
OH o) o OH
| _n | / in

CS MA CS-MA

Figura 13. Reaccién de modificacion de CS con MA.

7.4 Preparacion de hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA)

En un matraz bola se disolvié una cantidad predeterminada de CS-MA en 5 mL de agua
Milli-Q. Una vez disuelto, se afiadi6 DexGMA hasta su disolucion total. Entonces, se
agregd MAA previamente destilado y persulfato de amonio (APS, 5% en peso con respecto
a la cantidad de monomeros), el matraz se sellé con un tapon septum y se purgd con
nitrégeno durante 15 min. EI matraz bola se coloc6 en un bafio de temperatura controlada a
60 °C y agitacion magnética constante por un tiempo determinado para la formacion del
hidrogel poli(dextrano-co-acido metacrilico). El hidrogel obtenido se lavd con agua
destilada para eliminar residuos de monomeros sin reaccionar y se secé en una estufa a 60

°C (Figura 14). En esta parte se varid la proporcién de relacion masica de los monémeros,
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concentracion comonomérica (5-20 % en peso) y de agente entrecruzante (0-10 % en peso
con respecto a la cantidad de mondémeros), asi como el tiempo (0.5-3 h) para determinar su
efecto en la formacion del hidrogel. Se propone que el hidrogel tendrd la estructura

mostrada en la Figura 15.

CS-MA (1) (-

. @DexGMA ) H
ﬁ MAA (3) Lavado

_ — Secado

/g\ APS Q @ Q a 60 °C
| ‘ ‘ ‘
\\@ T controlada "
Hidrogel

Figura 14. Metodologia de preparacion de hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA).

7.5 Pruebas de hinchamiento

Se llevaron a cabo pruebas de hinchamiento para determinar la capacidad de retencion de
agua de los hidrogeles preparados. Para esto, los hidrogeles sintetizados (previamente
secados y pesados), se sumergieron en agua destilada a temperatura ambiente. A diferentes
tiempos las muestras se sacaron, se les retir6 el exceso de agua y se pesaron para
posteriormente sumergirlas nuevamente en agua. Se construy0 una grafica de la
dependencia del porcentaje de hinchamiento con respecto al tiempo. El tiempo de
hinchamiento limite se determind por el punto en el cual el peso del hidrogel permanece
constante.

El porcentaje de hinchamiento se determina con la siguiente ecuacion:
Ws =W

100
Wo

Hinchamiento (%) =

Donde W,= peso del hidrogel hinchado, W,= peso inicial del hidrogel.

Una vez establecido el tiempo de hinchamiento limite, se determind la dependencia de este
a diferentes valores de pH, para determinar el pH critico (pH de respuesta) del hidrogel en

un intervalode 3 a 7.
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Figura 15. Esquema propuesto para la formacién del hidrogel poli(DexGMA-co-MAA).
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7.6 Cargay liberacion de farmaco

Para la carga de DOX, una muestra de hidrogel (previamente pesada) se sumergié en una
solucion de DOX (0.1 mg/mL). Entonces a determinados tiempos, se tomé una alicuota y
se midid la absorbancia (longitud de onda 480 nm) en un espectrofotdmetro Jenway 7305.
El proceso de carga termind cuando no se observaron cambios en los valores de la

absorbancia de la solucion.

Para los estudios de liberacidn, una muestra de hidrogel cargada previamente con DOX se

sumergio en una solucion amortiguadora Mcllvaine (pH 7.4 y 5.0) a 37 °C con agitacion
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magnética leve. La liberacion del farmaco fue monitoreada mediante UV-vis (480 nm)
tomando una alicuota de 2 mL a intervalos de tiempo determinados y agregando el
equivalente de solucion amortiguadora nueva. Los experimentos se llevaron a cabo por

triplicado.

Para determinar la concentracion se utilizé una curva de calibracion preparada previamente

por el grupo de trabajo (Figura 16). Con la ecuacion de la recta y=17.674x + 0.0122, donde

(134 €C,, 9

y” es la absorbancia y “x” la concentracion en mg/mL.

2.25 —

2.00 H y=17.674x + 0.0122

175 1 R*=0.9998
1.50 —

1.25
1.00 -
0.75
0.50 -
0.25
0.00 -

Absorbancia

I DL DL LA L L
0.00 0.02 0.04 006 008 0.10 0.12

Concentracion (mg/mL)

Figura 16. Curva de calibracion de DOX.
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8. Resultados y discusion

8.1 Sintesis de DexGMA

Se modificd el dextrano mediante la sustitucion de GMA a partir de la apertura de anillo del
epoxido (Figura 11) [91,92]. La funcionalizacion de dextrano se caracterizd mediante FTIR
y RMN. En la Figura 17 se muestran los espectros de Dex y DexGMA. Para ambos
compuestos se presenta una banda en 3350 cm™ asociado a las vibraciones OH y 1645 cm™
a los grupos C-OH de las unidades glucopiranosa. El pico en 2925 cm™ corresponde a los
estiramientos C-H, adicionalmente se asociaron los picos en 1148, 1100 y 1010 cm™ a los
modos de deformacion C-O-C de los enlaces glucosidicos [93,94]. Las sefiales que
confirmaron la modificacion de dextrano se encuentran en 1715 y 1640 cm™, las cuales

corresponden a los enlaces C=0 y C=C del GMA respectivamente [10].

Dex

Transmitancia (u.a.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Niimero de onda (cm™)

Figura 17. Espectros de FTIR-ATR de dextrano y dextrano modificado con GMA.

En la Figura 18 se muestran los espectros de RMN de los compuestos anteriores. El
espectro del dextrano sin modificar muestra sefiales en el intervalo de desplazamiento

quimico (0) de 4.1 a 3.4 ppm que corresponde a los protones en la cadena del dextrano,

28



mientras que la sefal a 6=4.9 es asignada al proton anomérico del anillo glucopiranosa. Por
su parte, el espectro del DexGMA mostré la sefial del proton anomérico del dextrano, de
los protones de la cadena de dextrano y adicionalmente las sefiales en 6=6.17 y 5.75 que se
asocian a los protones del grupo insaturado del GMA, estas sefiales confirman la
modificacion del dextrano con GMA. Adicionalmente se calculd el grado de sustitucion
(DS) del DexGMA obtenido resultando en DS = 9%. Esto fue calculado dividiendo el
promedio de las integrales de los picos sefialados de acuerdo con la siguiente ecuacion:

G integral de § = 6.17 y 5.75 (protones metacrilicos) /2 100
B integral de 6 = 4.9 (proton anomerico)

En otros trabajos, Huang y col. reportan valores obtenidos de DS = 20% mientras que
Plieva y col. reportaron diferentes valores de DS (4, 11 y 42 %) por lo que el DS obtenido
mediante el método de sintesis utilizado en este trabajo se encuentra dentro de valores
reportados para la modificacion de Dex con GMA [10,95].

a
Dex

HO a
(0]
n

HO OH

D>O

DexGMA 2
)

Q
b o a
Aéi o],

0 HO OH

70 65 60 55 50 45 40 35 30
6 (ppm)
Figura 18. Resultados de *H RMN de Dex y DexGMA.
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8.2 Sintesis de CS-MA

En la Figura 19 se muestran los espectros de FTIR del CS y CS-MA. En ambos espectros
se observa una banda de 3630 a 3030 cm™ que corresponde al estiramiento de enlaces O-H
y N-H mientras que los picos en 2915 y 2855 cm™ se asocian al estiramiento asimétrico del
enlace C-H. Adicionalmente, la banda entre 1200 y 940 cm™ se asocia a las vibraciones de
estiramiento C-O y de estiramiento asimétrico C-O-C del anillo glucosidico [96]. En
seguida se encuentran sefiales en 1615, 1550 y 1355 cm™ que corresponden a la tension de
C=0, a la flexion de NH2 y el estiramiento N-H respectivamente[97]. La sefial en 1705 cm’
L en el espectro de CS-MA confirma que se realizo la modificacion del CS y esta sefial esta
asociada al grupo C=0 proveniente del MA. El espectro obtenido coincide con el reportado

por Nakhjiri y col. del cual fue adaptada la metodologia de modificacion de quitosano [98].

CH,

Transmitancia (u.a.)
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Figura 19. Espectro de FTIR-ATR de modificacion de CS con MA.

8.3 Preparacion de hidrogeles de poli(DexGMA-co-MAA)
Se prepararon hidrogeles mediante el método de polimerizacion via radicales libres

utilizando MAA y DexGMA como los monémeros para la sintesis del hidrogel, asi como
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CS-MA como agente entrecruzante y APS como iniciador. Primeramente, el APS se disocia
formando radicales libres que se adicionan a los enlaces C=C de DexGMA, MAA y CS-
MA para formar la estructura propuesta en la Figura 15. Antes de planear las formulaciones
de los hidrogeles se realizaron reacciones preliminares en las que se observé que alrededor
de las 3 h de reaccion se formaba el hidrogel mientras que a un tiempo mas prolongado
(aproximadamente a 5 h) se observaba que el hidrogel comenzaba a perder su consistencia.
Adicionalmente, empleando 10% de concentracion de comonomeros y 5 % de CS-MA, los
hidrogeles resultantes eran suaves y fragiles. Considerando las pruebas anteriores y dado el
interés de sintetizar hidrogeles con la mayor cantidad posible de dextrano, se decidid
establecer la relacion méasica DexGMA:MAA en 1:1. Siendo asi, la reaccion tipica o base
fue con la siguiente formulacion: relacion DexGMA:MAA 1:1, concentracion
comonomeérica de 20%, concentracion de entrecruzante de 10% respecto a los mondémeros
y tiempo de reaccion de 3 h. En la Tabla 3 se especifican los parametros de sintesis de los
hidrogeles sintetizados en este trabajo con la finalidad de estudiar el efecto de los siguientes
pardmetros: relacion masica DexGMA:MAA, concentracion comonomérica, concentracion

de agente entrecruzante y tiempo de reaccion.

El primer parametro que se vari6 fue la relacion DexGMA:MAA. Al estudiar este
pardmetro se observo que el rendimiento de reaccién (R) increment a mayor proporcion
inicial de MAA obteniendo rendimientos superiores al 90 % con la relacion 1:1, los cuales
se mantuvieron al incrementar el contenido de MAA. La consistencia observada del
hidrogel se vio mejorada bajo la misma tendencia, es decir, la consistencia del gel mejoré a
medida que se incrementaba el contenido inicial de MAA. Por otro lado, el producto
obtenido a la relacion DexGMA:MAA 1:0 (R=51%) después de los lavados realizados no
fue posible evaluarlo en pruebas de hinchamiento debido a que resulté ser un hidrogel
fragil. De esta manera se eligio la relacion masica de DexGMA:MAA de 1:1 para continuar

el estudio de los siguientes parametros.

Posteriormente, se prepararon hidrogeles variando la concentracion de comondmeros
empleando 10 % de concentracion de agente entrecruzante y un tiempo de reaccion de 3 h.
Durante el estudio de este pardmetro se observd que a mayor concentracion aumentaba el

rendimiento de reaccion y ademas mejoraba la consistencia del hidrogel. De esta manera se
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determind que un 20% de concentracion de la mezcla de DexGMA/MAA era la adecuada

para la formacion del hidrogel.

Por otro lado, al estudiar la variacion de concentracion de agente entrecruzante se observo
que al utilizar 0 y 5 % de CS-MA, el rendimiento fue similar (~85 %) mientras que a 10 %
de CS-MA se alcanz6 98% de rendimiento. Esto indica que la presencia de CS-MA influy6
en la formacion del hidrogel. Por lo tanto una concentracion de CS-MA de 10 % fue

seleccionada como la adecuada para la formacion de hidrogel de poli(DexGMA-co-MAA).

Por ultimo, se vari6 el tiempo de reaccion empleando una relacion masica de
DexGMA:MAA de 1:1, una concentracion de mondmeros de 20% y una concentracion de
agente entrecruzante de 10 %. Los resultados mostraron que el rendimiento incrementé al
aumentar el tiempo de reaccion de 0.5 a 3 h. Por lo tanto, un tiempo de 3 h fue el adecuado
para la formacion del hidrogel de poli(DexGMA-co-MAA).

Tabla 3. Formulaciones y parametros de proceso para la preparacion de los hidrogeles de

poli(DexGMA-co-MAA) con los rendimientos obtenidos.

Relacion
TN [Comonomeros] [CS-MA] [APS] T t R
(%) (%) (%)  (°C) (h) (%)
(m:m)
1.0 20 10 5 60 3 51
3:1 20 10 5 60 3 83
1:1 20 10 5 60 3 98
1:3 20 10 5 60 3 96
1.7 20 10 5 60 3 91
0:1 20 10 5 60 3 92
1:1 5 10 5 60 3 64
1:1 10 10 5 60 3 82
1:1 20 0 5 60 3 85
1:1 20 5 5 60 3 84
1:1 20 10 5 60 0.5 70
1:1 20 10 5 60 15 80
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8.4 Caracterizacion de hidrogeles de poli(DexGMA-co-MAA)
A continuacion se muestran los resultados obtenidos mediante la caracterizacion
fisicoquimica de los hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA) asi como en pruebas de

hinchamiento y estudios de carga y liberacion.

8.4.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 20 se presentan los espectros de FTIR de los hidrogeles obtenidos a diferente
relacion masica DexGMA:MAA. Primeramente, para el hidrogel preparado con una
relacion DexGMA:MAA 0:1, es decir, un hidrogel de PMAA, se identificaron las sefiales
en 1690 cm™ que corresponden a vibracion de estiramiento de C=0, asi como 1250 y 1155
cm! debido a vibraciones de estiramiento simétricas y asimétricas de C-O respectivamente
[99]. Por otro lado, en el espectro del hidrogel preparado solamente empleando DexGMA
(relacion 1:0) se observaron bandas en 1175-1000 cm™, asi como la banda asociada a

vibraciones del enlace O-H en 3350 cm™ debidas a los grupos hidroxilos del dextrano.

Transmitancia (u.a.)
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Figura 20. Espectros de FTIR-ATR de los hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA) variando la
relacion masica DexGMA:MAA.
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Ademas, se aprecia que al aumentar la proporcién de DexGMA en la mezcla de reaccion, la
sefial en 1000 cm™ (proveniente del DexGMA, vibraciones del enlace glucosidico C-O-C)
empieza a intensificarse, observadndose en el espectro del hidrogel sintetizado con una
relacién de 1.7, como una pequefia sefial e intensificandose para el copolimero obtenido
con una relacion de DexGMA:MAA 1:3. Asimismo, al seguir incrementando la cantidad de
DexGMA (relaciones 1:1 y 1:3), se observa que las sefiales debidas al PMAA pierden
intensidad mientras que las sefiales debidas al DexGMA se intensifican (3350 y 1475-1000

cm™).

8.4.2 Andlisis termogravimétrico (TGA)

Se estudi6 la estabilidad térmica de los hidrogeles obtenidos a diferente relacion
monomérica mediante TGA vy los resultados se muestran en la Figura 21. Primeramente, el
termograma del CS-MA mostr6 una pérdida de peso de 9.6 % en 25-100 °C debido a
humedad fisicamente adsorbida en la muestra, asi como pérdidas en el intervalo de
temperatura de 150-270 °C (13.5 %) que se asocia a la descomposicién del MA injertado
sobre la cadena polimérica del quitosano (ver Figura 13) y de 270-400 °C (40 %) debida a
la descomposicion de la cadena principal del quitosano [100]. En cuanto a la curva de TGA
del DexGMA, se observaron perdidas de peso en los intervalos de 25-120 °C (11.6 %) y
200-290 °C (4.9 %) debidas al agua fisicamente absorbida y pérdida de grupos carboxilicos
prevenientes del GMA respectivamente. Posteriormente, se observo una pérdida abrupta en
300-350 °C (62.9 %) debido a la descomposicion de unidades glucosas del dextrano [101].

Por otro lado, al analizar los termogramas de los hidrogeles preparados a diferente relacion
maésica de DexGMA:MAA, se pueden observar de forma general cuatro pérdidas de masa.
La primera pérdida (25-190 °C) se asocia a la remocion de agua fisicamente adsorbida
mientras que la segunda (190-290 °C) se debe a la descarboxilacion del PMAA, asi como
de los grupos colgantes presentes en el DexGMA y CS-MA. Finalmente, la tercera pérdida
de peso (290-380 °C) corresponde a la descomposicién de DexGMA mientras que la cuarta
(380-470 °C) es causada por la degradacion de la cadena principal de PMAA [99].

Retomando las perdidas observadas en los hidrogeles de la Figura 21, se tiene que en el
intervalo de 290-380 °C asociado principalmente al DexGMA se observaron pérdidas para

las relaciones de 0:1, 1:7, 1:3, 1:1y 3:1 de 2, 2, 4, 6 y 10 % respectivamente. Mientras que
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en el intervalo de 380-470 °C que corresponde a la descomposicion del PMAA se
presentaron pérdidas de 65, 65, 53, 40 y 28 % respectivamente. Estos resultados mostraron
que al aumentar el contenido de MAA existe una mayor pérdida en el intervalo
mencionado, mientras que a mayor contenido de DexGMA se observé una pérdida mayor
en el intervalo de 290-380 °C. Esto comprueba nuevamente la formacion del hidrogel de
poli(DexGMA-co-MAA).
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Figura 21. Termogramas de TGA de hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA) sintetizados a

diferente relacion méasica DexGMA:MAA

8.4.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Los termogramas de DSC de los hidrogeles obtenidos a diferente relacion DexGMA:MAA

se muestran en la Figura 22a. Primeramente, el termograma del CS-MA mostré picos
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endotérmicos en 100 y 175 °C asociados a la evaporacion de agua [102] y probablemente a
la degradacion de los grupos de MA respectivamente, mientras que el DexGMA presentd
transiciones en 90 y 300 °C que corresponden a la Tg y degradacion de la cadena de
dextrano respectivamente [101]. Mahmood y col. reportaron que la Tg del PMAA se
presenta alrededor de 170 °C y que los hidrogeles de pectina-co-poli(MAA) que prepararon
mostraban un pico endotérmico en 248 °C que identificaron como la Tg del hidrogel.
Similarmente, en este trabajo, los hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA) mostraron una
transicion en 245 °C, la cual se atribuye a la Tg del PMAA. Este incremento en la Tg indica

un entrecruzamiento por parte del PMAA con el DexGMA [103].

Los hidrogeles no son homogéneos y se pueden encontrar regiones con diferente
composicion y entrecruzamiento, por lo que los termogramas de DSC indicaron que se trata
de copolimeros debido a los desplazamientos de picos endotérmicos observados respecto a

los que se observan en los hidrogeles de relacion mésica DexGMA:MAA 0:1y 1:0.

En la Figura 22a se observan los termogramas de DSC de los copolimeros sintetizados
variando la relacion DexGMA:MAA.. Estos termogramas mostraron picos endotérmicos en
el intervalo de temperatura de 170-250 °C. Estas transiciones fueron asociadas a los
comondmeros y al CS-MA. Los picos cercanos a 200 °C se sugieren que puedan deberse a
la degradacion de los grupos afiadidos en la modificacion de dextrano y quitosano, asi
como la descarboxilacién de PMAA. Se presentaron casos en los que se observan 2 0 mas
picos entre 200 y 240 °C. Cuando estan dos picos definidos seguidos se atribuyen a la
presencia de DexGMA y CS-MA, mientras que la sefial ancha corresponde a la degradacion
del PMAA. EIl termograma del hidrogel sintetizado a una relacion DexGMA:MAA 0:1
mostré un pico en 245 °C con una sefial débil en 210 °C que pudiera deberse a la presencia
de CS-MA mientras que para el hidrogel preparado con una relacion 1:7 se observa un pico
méas ancho (de 210 a 240 °C). Al ser comparado con el termograma del hidrogel de
DexGMA:MAA 0:1 y adicionalmente al pico asociado al PMAA se logran observar dos
picos en 210 y 220 °C probablemente debidos al DexGMA y CS-MA respetivamente. Por
otro lado, cuando la relacion es de 1:3, se observan dos picos en 200 y 240 °C asociados al
DexGMA y PMAA respectivamente.
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Figura 22. Termogramas DSC de hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA) variando a) relacién
monomérica, b) concentracion comonomérica, c) concentracion de agente entrecruzante y

d) tiempo de reaccion.

Por otro lado, en el termograma del hidrogel sintetizado con una relacion DexGMA 1:1, 20
% comondmeros, 10 % CS-MA 'y 3 h de reaccion, se observaron picos endotérmicos en 230
y 237 °C. Caso opuesto, para el hidrogel obtenido con una relacién 3:1, se observé un pico
mas definido en 200 °C que puede deberse a que existe un mayor contenido de DexGMA
mientras que la sefial asignada a la degradacion del PMAA se desplaz6 a 220 °C. Por
ultimo, el hidrogel empleando solamente DexGMA mostrdé dos picos a 224 y 231 °C los
cuales fueron asociados al CS-MA y DexGMA respectivamente.
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Los termogramas de los hidrogeles de poli(DexGMA-co-MAA) sintetizados a una relacion
de DexGMA:MAA 1:1 a diferente concentracion comonomeérica se muestran en la Figura
22b. De esta Figura se puede apreciar que el hidrogel sintetizado con 20 % mostro picos de
200 a 250 °C mientras que a 10 % se observan dos picos en 205 y 223 °C que se asignan a
transiciones derivadas del DexGMA y PMAA respectivamente. Por su parte, el hidrogel
sintetizado empleando 5 % de concentracion solo mostré un pico a 223 °C debido a la
transicion derivada del DexGMA y PMAA.

En la Figura 22c se muestran los termogramas a diferente concentracion de CS-MA.
Cuando el hidrogel se sintetiz6 con 5 % de CS-MA, el termograma mostr6 picos en 185,
203 y 235 °C los cuales fueron asociados al CS-MA, DexGMA y PMAA respectivamente.
Mientras que a 0 % de [CS-MA] se presentaron transiciones alrededor de 182, 205 y 216
°C. Los picos mencionados anteriormente no se observan para el caso de 10 %, pero si se
presta atencion en el intervalo de 215 a 250 °C hay presentes pequefias sefiales en 221, 229
y 240 °C por lo que se espera que estén menos copolimerizados o integrados entre si los
comondmeros. Considerando que se tratan de las Tg y que es similar al termograma del
hidrogel de relacion 0:1, nos sugiere que se trata de un hidrogel mas homogéneo. Mientras
que la separacion de picos nos indica de la presencia de micro fases en el hidrogel
[104,105].

Respecto al efecto del tiempo de reaccidn sobre los termogramas de los hidrogeles (Figura
22d), se observa que a menor tiempo de reaccion (0.5 y 1.5 h) los picos asociados a
DexGMA y CS-MA estan mejor definidos. Esto podria deberse a que el MAA no reacciond
por completo, lo que tiene sentido al analizar los rendimientos de estos hidrogeles (Tabla 3)
siendo de 70, 80 y 98 % para 0.5, 1.5 y 3 h de reaccion. La aparicion de picos que no se
observaban en los comondmeros, asi como el desplazamiento de estos sugiere que no se

trata de una mezcla y que efectivamente se obtuvo el copolimero de DexGMA y MAA.

8.4.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Se analizaron los hidrogeles mediante SEM para observar el efecto de relaciébn masica
DexGMA:MAA, concentracion de agente entrecruzante y tiempo de reaccion en su

morfologia, asi como el tamafio de poro. Previamente, los hidrogeles se sumergieron en
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agua Milli-Q durante 24 h para después liofilizar las muestras. En la Figura 23 se muestran
las micrografias junto a los histogramas de distribucion de tamafio de poro de los hidrogeles
poli(DexGMA-co-MAA) sintetizados a diferente relacion masica DexGMA:MAA. El
hidrogel de poli(DexGMA-co-MAA) sintetizado con relacion DexGMA:MAA de 1:1
mostré poros cerrados con poca homogeneidad y un tamafio promedio de 34.97 um (Figura
23a). Por su parte, el hidrogel preparado con relacion una relacion mésica de 1:3, presentd
poros menos homogéneos, pero con la particularidad que entre los poros se forman
pequefios espacios huecos que dificultaron el conteo de tamafio de poro, resultando un
promedio de 84.04 um (Figura 23b). Por otro lado, para los hidrogeles con mayor
contenido de PMAA (1:7, 0:1) se observé una mayor homogeneidad respecto al hidrogel
preparado con una relacién 1:1. Ademas, mostraron paredes méas delgadas entre poros y
tamafos de poro menores de 22.10 y 19.93 um para los hidrogeles con relaciones de 1:7 y
0:1 respectivamente. De esta forma se puede observar que en general al aumentar el

contenido inicial de MAA, los hidrogeles presentaran tamafios de poro menor.

Los hidrogeles con mas contenido de DexGMA resultaron en mayor tamafio de poro, esto
posiblemente se deba al DS del DexGMA. Plieva y col. reportan que los HGs obtenidos al
utilizar DexGMA con DS=42 fueron mas rigidos a pesar de tener porosidad de 88-90 %.
Por otro lado, al utilizar DexGMA con menor sustitucion (DS= 11) se obtienen HGs més
fragiles con menor entrecruzamiento. Este efecto es lo que se estd observando en los
hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA) con mayor proporcion de DexGMA, al tener menor
DS durante la sintesis hay menos sitios por donde el DexGMA va a polimerizar y por esto
se observan poros de mayor tamafio[95].

Los tamafios de poro observados indican que se trata de hidrogeles macroporosos, estos
tienen poros con didmetro de 10 a 100 um [106]. Recientemente Luca y col. sintetizaron
hidrogeles a base de biopolimero entre ellos dextrano y los tamafios de poro reportados

(min: 27.75 um, max: 80.95 pm) son similares a los de este trabajo [64].
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Figura 23. Micrografias SEM de corte transversal e histogramas de distribucion de
tamafio de poro de los hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA) preparados con diferente
relacion masica de DexGMA:MAA. a) 1:1, b) 1:3, ¢)1:7 y d) 0:1.
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Adicionalmente se decidié observar el efecto de la concentracion de agente entrecruzante y
tiempo de reaccion sobre la morfologia de los hidrogeles (Figura 24). Se observo que al
variar la concentracion de agente entrecruzante resultd un tamafio de poro de 45.06 um con
5 % [CS-MA]. Por otro lado, el hidrogel con 1.5 h de reaccion ademas de tener zonas en las
que no se formaron poros, presentd poros interconectados con tamafio de 9.89 um. Al
comparar esto con el hidrogel de relacion 1:1, 10 % [CS-MA] y 3 h de reaccion (Figura
23a) se observa que al disminuir [CS-MA] resulta en el aumento del tamafio de poro,
mientras que al disminuir el tiempo de reaccién se obtuvo un menor tamarfio de poro. Esto
pudiera ser debido al hecho de que al disminuir la concentracion de CS-MA, la formacién
de la red tridimensional del hidrogel se ve menos favorecida lo cual resulta en la formacion

de redes 3D con tamafios de poro mayor.
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Figura 24. Micrografias de SEM de corte transversal e histogramas de distribucion de
tamario de poro de los hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA) (DexGMA:MAA 1:1)
sintetizados a a) 5 % [CS-MA] y b) 1.5 h.
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8.4.5 Pruebas de hinchamiento

Se llevaron a cabo pruebas de hinchamiento para los diversos hidrogeles obtenidos bajo
diferentes condiciones de reaccion y los resultados son mostrados en la Figura 25. Para el
caso de los hidrogeles preparados con diferente relaciéon masica de mondémeros (Figura
25a), se observo que el hinchamiento del hidrogel con una relacion DexGMA:MAA 0:1 es
mas lento respecto a los demas, pero se hinchd hasta un 790 %. Con un incremento en la
proporcion inicial de DexGMA (relacién 1:3) se obtuvo un hidrogel de buena consistencia
que alcanza un hinchamiento maximo de 479 % a 50 h aprecidndose ademas un incremento
en la rapidez de hinchamiento inicial. Por Gltimo, se observé que el hidrogel con una
relacion DexGMA:MAA de 1:7 presentd un hinchamiento inicial similar a los de mayor
contenido de dextrano, sin embargd este alcanzé un mayor hinchamiento (2250 %). Con
respecto a los hidrogeles preparados con las relaciones 1:1 y 3:1 se observa un incremento
en la rapidez de hinchamiento, sin embargo, en esta Gltima, el hidrogel comienza a tener
una consistencia muy blanda. A partir de estos resultados, se sugiere que la presencia de
dextrano en el hidrogel incrementa la tasa de hinchamiento, esto debido al aspecto
hidrofilico que aporta mientras que el PMAA le concede una mejor consistencia al hidrogel
y posiblemente favorece a que presente mayor capacidad de hinchamiento.

Al variar la concentracion comonomérica (Figura 25b), el hidrogel preparado con 10 %
mostr6 un mayor hinchamiento que el sintetizado con 20 %. Sin embargo, ambos
materiales mostraron hinchamientos maximos similares y el hidrogel sintetizado con 20 %
presentd una mejor consistencia al final de la prueba. De estos resultados, se infiere que a
mayor concentracion de mondmeros se alcanza un mejor entrecruzamiento y esa seria
ademas una razon por la cual este copolimero mostré una menor capacidad de absorcién de
agua.

En la Figura 25c, se muestra el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles
sintetizados con diferente concentracion de agente entrecruzante. Se observé que el
hidrogel preparado sin entrecruzante hinchd mas rapido mostrando hinchamientos en agua
de hasta 2300 %, no obstante, conforme pasa el tiempo se vuelve fragil y de mala
consistencia. Por otro lado, el hidrogel con 5 % de CS-MA mostré un hinchamiento de
hasta 1020 %. Sin embargo, a pesar de que el hidrogel con 10 % de CS-MA es el que

mostré menor capacidad de hinchamiento (545 %), fue el que presentd mejor consistencia
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después de esta prueba. Estos resultados indican que una mayor concentracion de CS-MA
provoca un mayor entrecruzamiento disminuyendo el tamafio de poro de los hidrogeles
(como se observo en los resultados de SEM) y por ende la capacidad de alojar agua en su
interior. Esto, podria conferir al hidrogel mejores propiedades mecanicas y al mismo

tiempo reducir la capacidad méxima de hinchamiento [107].
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Figura 25. Pruebas de hinchamiento de los hidrogeles preparados a diferentes parametros
de sintesis a) relacion monomérica (DexGMA:MAA), b) concentracion comonomeérica, ¢)

concentracion de entrecruzante y d) tiempo de reaccion.

Por ultimo, en la Figura 25d se muestran los hinchamientos mostrados por los hidrogeles
preparados a diferente tiempo de reaccion. Se observa que, a menor tiempo de reaccion (0.5
y 1.5 h), los hidrogeles presentan un hinchamiento mas rapido en las primeras horas, sin

embargo, mostraron hinchamientos maximos de ~320 %, esto posiblemente debido a un
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menor tamafo de poro y material sin formar poros, como se pudo observar en los resultados
de la Figura 24b.

8.4.6 Determinacion de pH de respuesta

Por cuestiones de simplicidad de las pruebas de hinchamiento a diferente pH, se considero
un tiempo de hinchamiento limite de 24 h. En la Figura 26 se muestra la dependencia del
hinchamiento en agua con respecto al pH de diferentes hidrogeles preparados a diferente
relacion monomérica DexGMA:MAA. Estas pruebas fueron realizadas para determinar el
pH critico o pH de respuesta de los hidrogeles preparados. Al elevar el pH (>5) es evidente
el aumento en el hinchamiento de los hidrogeles. Esto se debe a que las cadenas de PMAA
comienzan a ionizarse, debido a la repulsion entre cadenas de PMAA se expande el
hidrogel permitiendo alojar mas agua en la red tridimensional. Sin embargo, el hidrogel
sintetizado con una relacion DexGMA:MAA de 3:1 presenta un cambio menos brusco en
su hinchamiento debido a que su contenido de MAA es menor. Cabe destacar que los
grupos carboxilo del PMAA (-COOH) se ionizan a pH superiores a 4.8 [108] por esta razén

se ve un incremento en la capacidad de hinchamiento al aumentar el pH.

Por otro lado, se puede observar cdmo la mayoria de los hidrogeles evaluados se presenta
un ligero aumento en el hinchamiento a pH 3 respecto a pH 4. No se debe olvidar la
presencia de CS-MA como agente entrecruzante, cuyo aporte en el hinchamiento se
observa en el intervalo mencionado anteriormente. Se ha reportado que el CS protona a pH
6.5, por lo que se podria esperar que la respuesta al pH en el intervalo de 4.5 a 7 se deba
como efecto de ambos componentes estimulo sensibles (Figura 27). Siendo asi, el pH
critico del hidrogel determinado fue de 5.4 aproximadamente. De esta manera se puede
observar que los hidrogeles de poli(DexGMA-co-MAA) sintetizados con las relaciones
DexGMA:MAA de 1:7, 1:3 y 1:1 mostraron una mejor respuesta y por esta razon seran

evaluadas en pruebas de carga y liberacion de DOX.
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Figura 26. Determinacion del pH critico para hidrogeles de poli(DexGMA-co-MAA)
sintetizados a diferente relacion DexGMA:MAA.

8.4.7 Estudios de carga y liberacion de doxorrubicina

Para realizar el estudio de carga y liberacién de DOX se seleccionaron los hidrogeles que
presentaron mejor respuesta al cambio de pH. Estos hidrogeles fueron aquellos sintetizados
con relacion DexGMA:MAA de 0:1, 1:7, 1:3 y 1:1. Los perfiles de carga se muestran en la
Figura 28. De esta figura se puede apreciar que una vez transcurridas 360 h del proceso de
carga, el hidrogel que cargé mas DOX (0.24 mgDOX/mgHG) fue aquel sintetizado con una
relacién de 1:7 seguido de aquellos con una relacion de 1:3, 0:1y 1:1 con una carga total de
0.19, 0.17 y 0.14 mgDOX/mgHG respectivamente. Estos resultados muestran que con
proporciones mayores de PMAA en el hidrogel se obtiene una mejor carga de DOX, esto es
debido a que la carga se esta llevando a cabo aproximadamente a pH 7. A estas condiciones
es cuando se alcanza un mayor hinchamiento debido a la ionizacién de los grupos carboxilo
(-COO™) del PMAA y por lo mismo se da una mejor interaccion electroestatica hidrogel-
farmaco ya que la DOX se encuentra protonada (NHs*) ocurriendo la atraccién de la DOX
hacia el HG por las cadenas de PMAA ionizadas.
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Por otro lado, se puede observar que durante las primeras 24 h los HG tienen una carga de
DOX similar. Los hidrogeles con mayor proporcion de MAA (0:1 y 1:7) comienzan a
presentar diferencia en sus perfiles de carga de DOX a partir de 48 h, siendo el copolimero
sintetizado con una relacion DexGMA:MAA de 1:7 el que presenta una mayor carga de
farmaco al final. Ahora bien, analizando los perfiles de carga para los hidrogeles con menor
proporcion de MAA (1:1y 1:3), se observé que a partir de las 24 h de contacto difieren sus
perfiles de carga. El hidrogel sintetizado con una relacion 1:3 logro6 cargar méas DOX que el
hidrogel con mayor contenido de DexGMA, inclusive superd la cantidad de farmaco
absorbida por el hidrogel sintetizado con una relacion DexGMA:MAA de 0:1. Con lo
anterior se puede sugerir que el PMAA tienen un papel importante en la carga de DOX
debido a la cadena ionizada, sin embargo el DexGMA también aporta sitios disponibles

para el cargado del farmaco, esto posiblemente se deba a su naturaleza hidrofilica.

Hinchamiento (%)

Figura 27. Esquema que representa el comportamiento del hinchamiento con respecto al
pH para los hidrogeles sintetizados de poli(DexGMA-co-MAA) de acuerdo a los grupos

funcionales presentes.
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Figura 28. Perfiles de carga de DOX para los hidrogeles de poli(DexGMA-co-MAA)

sintetizados con diferente relacion DexGMA:MAA.

En la Figura 29 se muestran los perfiles de liberacion de DOX realizados a valores de pH
de 5.0 y 7.4 para los hidrogeles de poli(DexGMA-co-MAA) cargados previamente con el
farmaco. De esta figura se puede apreciar que bajo ambas condiciones de pH se present6
una liberacion rapida dentro de las primeras 5 h para todos los hidrogeles. A pH 5.0, se
liber6 alrededor de 5.0 % (Figura 29a) mientras que a pH 7.4 (Figura 29b) se liberd
alrededor de 10%. Inicialmente se libero el doble a pH de 7.4 respecto a pH de 5.0 y a partir
de 24 h la tasa de liberacion comenzd a disminuir, liberando de manera sostenible. Los %
de DOX liberada a pH 5.0 fueron de 10.45, 9.07, 14.30 y 18.28 % a las 72 h para los
hidrogeles sintetizados con relaciones DexGMA:MAA de 1:1, 13, 1.7 y 01
respectivamente. Por otro lado, para pH 7.4, el % de DOX liberada fue de 14.35, 15.86,
15.81y 21.96 % para los hidrogeles de poli(DexGMA-co-MAA) con relaciones de 1:1, 1:3,
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1:7 y 0:1 respectivamente. Estos resultados contrastan con los obtenidos por Wei y col.
quienes sintetizaron hidrogeles con PMAA para la liberacion de DOX observando una
mayor liberacién de DOX a pH 5.0 (~70 %) que a 7.4 (25 %) [109].

Se observo una relacion directa entre la proporcion de PMAA y la DOX liberada, donde a
mayor relacion de PMAA se liber6 mas DOX. Ahora bien, que se haya liberado menos
DOX a pH 5.0 puede deberse a qué bajo estas condiciones de pH, las cadenas de PMAA no
se encuentran ionizadas y por lo tanto las cadenas en el hidrogel se encuentran en estado
contraido encapsulando el farmaco lo cual dificultaria la difusion del farmaco hacia el

medio de liberacién (Figura 30a).

Por otro lado, a pH 7.4 los grupos carboxilo de PMAA se ionizan ocasionando que el
hidrogel se hinche mas rapido, en este estado los poros tienen mayor tamafio y da lugar a
que la DOX encapsulada difunda con mayor facilidad (Figura 30b). En este caso se observa
el efecto de las interacciones electroestaticas HG-DOX después de 24 h de liberacion. Se
propone que la liberacion principal a 5 h se debe a la DOX interaccionado con la superficie
externa del HG y a la difusion de este al relajarse las cadenas de PMAA a pesar de existir la
interaccion HG-DOX.
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Figura 29. Liberacion de DOX variando relacion DexGMA:MAA. a) pH 5.0y b) 7.4.

48



COO~

COO~

COO~
COO~

b) pH 7.4

Figura 30. Esquema que representa las interacciones de la DOX con el hidrogel a

diferentes pH.

A continuacion, en la Tabla 4, se muestran algunos trabajos sobre hidrogeles basados en
polisacaridos o que son pH responsivos para la liberacion de DOX. Respecto a otros

trabajos los porcentajes de liberacion en este trabajo fueron menores. Generalmente el
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método de carga y la forma en la que se reporta la cantidad de farmaco cargada difieren,
considerando este aspecto el trabajo mas comparable es el de Onder y col. donde se libero
aproximadamente el 30% con mayor liberacion a pH 6.5. En este trabajo la liberacion fue
menor, sin embargo, al considerar la DOX cargada se liberaron cantidades similares de
DOX. Siendo asi, la cantidad de DOX liberada podria considerarse similar en algunos casos
con la diferencia que en este trabajo se le dio prioridad al uso de polisacéridos en la
preparacion de hidrogeles estimulo sensibles.

Tabla 4. Trabajos recientes de hidrogeles para la liberacion de DOX.

. Agente DOX . <
Autores Polimero g % Liberacion Ref.
entrecruzante cargada
Este Poli(DexGMA- 0.14 pH 7.4:14.35 (72 h)
) CS-MA -
trabajo co-MAA) mgDOX/mgHG | pH 5.0: 10.45 (72 h)
Poli(acido
Onder y acrilico-co-2- NMBA 0.035 pH 7.4:30.18 (24 h) (110]
11
col. hidroxietil Rutina mgDOX/mgHG | pH 6.5: 31.70 (24 h)
metacrilato)
Poli(DexMA-
Lucay col. NMBA - pH 7.2: 45 (120 h) [64]
co-CsMA)
Poli(MAA-co- pH 7.4:3 (20 h)
Peng y col. NMBA - [111]
NIPAM) pH 5.0: 23 (20 h)
Anirudhan Poli(CSs- pH 7.4:42.0 (50 h) (112]
y col. NSA/A-HA) pH 5.5: 89.0 (50 h)

Aunque las liberaciones de DOX no superaron el 25 %, estas son significativas
considerando que los hidrogeles cargaron de 0.14 a 0.24 mgDOX/mgHG. Siendo asi, la
cantidad liberada es significativa para matar células cancerigenas de melanoma que tienen
un 1Cso (concentracion de farmaco necesaria para reducir el crecimiento celular en 50 %) de
7.6 pg/mL [113]. Adicionalmente, el sistema de liberacion reportado por Huang y col. se
cargd con 50 pg para realizar estudios de viabilidad celular. Por lo tanto, los hidrogeles
obtenidos en este trabajo podrian usarse como base para el desarrollo en aplicaciones

similares.
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A pesar de que los hidrogeles con mayor contenido de MAA mostraron mayor carga y
liberacion de DOX, se ha observado que los hidrogeles a base de polisacaridos presentan
mejor biocompatibilidad. Particularmente se preparan hidrogeles de dextrano por su
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Por esta razon los hidrogeles con mas DexGMA
son de mayor importancia debido a que en principio se liberara un agente antineoplasico,
pero se busca que se dafie lo menos posible la piel con uso de polisacaridos que ayuden a
sanar la herida [114,115] .

Adicionalmente los datos obtenidos con la liberacion de DOX a pH 5.0 y 7.4 se ajustaron a
cuatro modelos cinéticos de liberacién (Tabla 4 y 5). El analisis mostr6 que los datos
experimentales se ajustaron en mejor medida a los modelos de Higuchi y Korsmeyer-
Peppas. Ambos modelos nos indican que el mecanismo de liberacion se rige por el
mecanismo de difusién, sin embargo, el modelo de Korsmeyer-Peppas nos da mas
informacion debido al parametro n segun el valor de este. Siendo asi, los valores obtenidos
en la mayoria de los hidrogeles fueron menores a 0.45, indicando que la liberacion es por
difusion. Mientras que los datos obtenidos para la liberacion llevada a cabo a pH 5.0 con el
hidrogel sintetizado con una relacion DexGMA:MAA de 0:1 mostré un valor de n=0.52 en
este modelo que corresponde al mecanismo de liberacion anémalo (difusion e
hinchamiento). Sin embargo, este valor numérico es mas cercano a n=0.45 (difusion de
Fick) que a 0.89 (por hinchamiento) por lo tanto tiene un comportamiento que tiende mas al

de difusion.

Tabla 5. Parametros cinéticos de modelos de liberacion de los hidrogeles poli(DexGMA-
co-MAA) a pH 5.0y 37°C.

Modelo cinético Orden cero | Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas

Parametro k()| R | k() | RZ |k | R | k(™| n R?2

Relacion 1:1 | 0.172 | 0.907 | 0.035 | 0.781 | 1.338 | 0.981 | 2.424 | 0.344 | 0.995
DexGMA:MAA

(m:m) 1.3 | 0.150 | 0.897 | 0.034 |0.774 | 1.174 | 0.976 | 2.245 | 0.329 | 0.993
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0.229 | 0.945

0.039

0.821

1.751

0.994

2.562

0.400

0.998

0.286 | 0.971

0.042

0.842

2.149

0.999

1.962

0.524

0.999

Tabla 6. Parametros cinéticos de modelos de liberacion de los hidrogeles poli(DexGMA-
co-MAA) apH 7.4y 37°C.
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7. Conclusiones

En base a los objetivos establecidos del presente trabajo y en los resultados obtenidos, se
concluye que:

Con la metodologia planteada fue posible modificar dextrano con GMA para
obtener DexGMA con DS= 9 % que es capaz de polimerizar via radicales libres.
Los parametros de sintesis con un mayor efecto en las pruebas de hinchamiento
fueron la relacion méasica de monémeros y concentracion de agente entrecruzante.
Los hidrogeles obtenidos con mejor consistencia con la siguiente formulacion:
relacién masica DexGMA:MAA 1:7, 1:3 y 1:1; concentracion comonomérica de 20
%; concentracién de agente entrecruzante de 10 %. Siendo el de relacion 1:1 la
mejor opcién debido a tener mayor contenido de DexGMA que deberia conferirle
mejor biocompatibilidad y biodegradabilidad.

El CS-MA cumpli6 su funcion como agente entrecruzante al ayudar en el control en
el hinchamiento del hidrogel, asi como en el tamafio de poro. Se observé que al
utilizar mas CS-MA disminuy0 el hinchamiento méaximo de los hidrogeles mientras
que en las micrografias de SEM se observé un menor tamafio de poro y una
morfologia mas rigida.

Se prepararon hidrogeles de poli(DexGMA-co-GMA) capaces de cargar y liberar
DOX de manera controlada, los cuales presentaron respuesta al pH con un pH

critico de 5.4.
La carga de DOX fue dependiente de la relacion maéasica DexGMA:MAA
obteniendo mayor carga con mayor proporcion de MAA.

Tanto la proporcion inicial de MAA como el pH del medio de liberacion
presentaron un papel significativo en los perfiles de liberacién de DOX de los
hidrogeles poli(DexGMA-co-MAA). Adicionalmente, modelos cinéticos indicaron

que el mecanismo de liberacion predominante es por difusion.
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