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ELECTROLIBERACION DE CURCUMINA CARGADA EN UN POLIMERO CONDUCTOR A TRAVES DE UN MEDIO BIODEGRADABLE

Resum

Aquest treball estudia un sistema quimic complexe format per un hidrogel carregat amb
nanoparticules de poli(3,4-etiliendioxitiofé)(PEDOT), i que alhora estan carregades amb curcumina,
un farmac de gran interes per les seves propietats terapéutiques. El projecte esta dividit en tres parts.
A la primera etapa s’han sintetitzat i caracteritzat nanoparticules de PEDOT i nanoparticules de
PEDOT carregades amb curcumina. A la segona etapa s’ha implementat el hidrogel d’acid poli(y-
glutamic) (PGA). Per lo tant s’han sintetitzat hidrogels carregant in situ les nanoparticules obtingudes
a la primera etapa, caracteritzant-se tant la seva morfologia com algunes de les seves propietats. A
més, s’han preparat hidrogels carregats directament amb curcumina, els quals s’han emprat com
sistemes de control. Finalment, a la tercera etapa s’ha realitzat una polimeritzacié electroquimica in
situ del hidrogels préviament carregats (segona etapa) incorporant una major quantitat de polimer
conductor, amb la finalitat d’incrementar la electrosensibilitat dels hidrogels carregats.
Addicionalment, s’ha examinat I'alliber hi s’han estudiat els hidrogels preparats a la segona etapa ,
afegint un pas d’electropolimeritzacio per poder incrementar la quantitat de polimer conductor en el
interior del hidrogel i s’ha examinat l'alliberacié controlada de la curcumina mitjan¢ant una série

d’electro-estimuls.

L'objectiu final del treball es determinar la viabilitat d’'emprar un hidrogels amb nanoparticules de
PEDOT carregades amb curcumina capac¢ de regular l'alliberacié del farmac a partir d’electro-
estimuls. Amb aquesta finalitat s’han emprat diferents tecniques de caracteritzacid i analisi, com per
exemple microscopia electronica per escombrat (SEM), voltametria ciclica, espectroscopies FTIR,
Raman i UV-vis, y espectroscopia de impedancia electroquimica.

Els resultats obtinguts de treball exploratori demostren que el sistema dissenyat és electrosensible i
permet alliberar farmac de forma controlada a partir d'electroestimulacié. El sistema desenvolupat
en el treball presenta les limitacions habituals emprades en biomedicina, com ara les associades a la
carrega de les nanoparticules en el hidrogel, que és lenta i limitada. No obstant aixo, tot i tenir en
compte la complexitat del sistema i que es tracta d'un estudi pioner, els resultats obtinguts sén molt

prometedors i posen de manifest la potencialitat del sistema.
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Resumen

Este trabajo trata sobre el estudio de un sistema quimico complejo formado por un hidrogel cargado
con nanoparticulas de poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT), y que a su vez estan cargadas con
curcumina, un farmaco de gran interés por sus propiedades terapéuticas. El proyecto se divide en
tres partes. En la primera etapa se han sintetizado y caracterizado nanoparticulas de PEDOT vy
nanoparticulas de PEDOT cargadas con curcumina. En la segunda etapa se ha implementado el
hidrogel de acido poli(y-glutdmico) (PGA). Por lo tanto, se han sintetizado hidrogeles cargando in situ
las nanoparticulas obtenidas en la primera etapa, caracterizandose tanto su morfologia como de
algunas de sus propiedades. Ademads, se han preparado hidrogeles cargados directamente con
curcumina, los cuales se han empleado como sistemas de control. Finalmente, en la tercera etapa se
ha realizado una polimerizacion electroquimica in situ los hidrogeles previamente cargados (segunda
etapa) incorporando mayor cantidad de polimero conductor, con el fin de incrementar la
electrosensibilidad de los hidrogeles cargados. Adicionalmente, se ha examinado la liberacidn

controlada de la curcumina mediante una serie de electro-estimulos.

El objetivo global del trabajo es determinar la viabilidad de emplear un hidrogel con nanoparticulas
de PEDOT cargadas con curcumina como capaz de regular la liberacion del farmaco a partir de
electro-estimulos, Durante la ejecucion del proyecto se han empleado diferentes técnicas de
caracterizacién y analisis, como por ejemplo microscopia electréonica de barrido (SEM), voltametria

ciclica, espectroscopias FTIR, Raman y UV-vis, y espectroscopia de impedancia electroquimica.

Los resultados obtenidos de trabajo exploratorio demuestran que el sistema disefiado es
electrosensible y permite liberar fdrmaco de forma controlada a partir de electroestimulacion. El
sistema desarrollado en el trabajo presenta las limitacidnes habituales empleadas en biomedicina,
como ejemplo las asociadas a la carga de las nanoparticulas en el hidrogel, que es lenta y limitada. Sin
embargo, aun teniendo en cuenta la complejidad del sistema y que se trata de un estudio pionero,

los resultados obtenidos son muy prometedores y ponen de manifiesto la potencialidad del sistema.
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ELECTROLIBERACION DE CURCUMINA CARGADA EN UN POLIMERO CONDUCTOR A TRAVES DE UN MEDIO BIODEGRADABLE

Abstract

This project talks about the study of a complex chemical system formed by a hydrogel loaded with
poly (3,4-ethylenedioxythiophene) nanoparticles (PEDOT), which in turn are loaded with curcumin, a
drug of great interest for its therapeutic properties. The project is divided into three parts. In the first
stage, PEDOT nanoparticles and PEDOT nanoparticles loaded with curcumin were synthesized and
characterized. In the second stage, the poly (y-glutamic acid) (PGA) hydrogel has been implemented.
Therefore, hydrogels have been synthesized by loading in situ the nanoparticles obtained in the first
stage, characterizing both their morphology and some of their properties. In addition, they have
prepared hydrogels directly loaded with curcumin, which have been used as control systems. Finally,
in the third stage, an in situ electrochemical polymerization of the previously loaded hydrogels
(second stage) incorporating a larger amount of conductive polymer has been carried out in order to
increase the electrosensitivity of the charged hydrogels. Additionally, the controlled release of
curcumin has been examined by a series of electro-stimuli.

The overall objective of the work is to determine the feasibility of using a hydrogel with PEDOT
nanoparticles loaded with curcumin as able to regulate the release of the drug from electro-stimuli.
During the execution of the project, different characterization and analysis techniques have been
used, such as scanning electron microscopy (SEM), cyclic voltammetry, FTIR, Raman and UV-vis
spectroscopy, and electrochemical impedance spectroscopy.

The results obtained from exploratory work show that the designed system is electrosensitive and
allows releasing drug in a controlled way from electrostimulation. The system developed in the work
presents the usual limitations used in biomedicine, such as those associated with the loading of
nanoparticles in the hydrogel, which is slow and limited. However, even taking into account the
complexity of the system and that it is a pioneering study, the results obtained are very promising

and show the potential of the system.
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Glosario

En el siguiente proyecto se han utilizado las siguientes abreviaturas y/o acrénimos:

APS Persulfato de amonio

CUR Curcumina

cv Voltametria Ciclica

DBSA Dodecil 4cido benceno sulfénico

DLS Dispersién dinamica de luz

EIS Espectroscopia de impedancia electroquimica
EDOT 3,4-Etilendioxitiofeno

FTIR Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
NPs Nanoparticulas

PGA Poly y Glutamic Acid

PBS Phosphate Buffered Saline

PEDOT Poli (3,4-etilendioxitiofeno)

PET-ITO Indium tin oxide coated PET

PPCP PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-OH

PPP-OH PGA-PEDOT-PEDOT-OH

SEM Microscdpio electrénico scanner

uv Ultravioleta

VIS Visible
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ELECTROLIBERACION DE CURCUMINA CARGADA EN UN POLIMERO CONDUCTOR A TRAVES DE UN MEDIO BIODEGRADABLE

1. Introduccion

1.1. Objetivos del trabajo

Este proyecto tiene como objetivo general estudiar las propiedades fisicas y electroquimicas de las
nanoparticulas de PEDOT cargadas con curcumina, y también cuando estas se encuentran inmersas
en un medio biodegradable, en nuestro caso un hidrogel. Otro de los fines de este proyecto es el

estudio de la electro-estimulacion de los hidrogeles para liberar de forma controlada la curcumina.
Para alcanzar estos objetivos generales, se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

- Sintetizar quimicamente y caracterizar nanoparticulas de PEDOT con y sin curcumina.

- Caracterizar la morgologia y diametro efectivo de las nanoparticulas sintetizadas mediante
microscopia electrdnica de barrido dispersién dindmica de luz.

- Encapsular las nanoparticulas sintetizadas en hidrogeles biodegradables obtenidos a partir
de PGA.

- Caracterizar los hidrogeles preparados en el objetivo anterior mediante diferentes técnicas
como la voltametria ciclica o la impedancia electroquimica.

- Incrementar la electroactividad de los hidrogeles cargados con nanoparticulas mediante la
incorporacion de mas polimero conductor a partir de una electropolimerizacién in situ.

- Estudiar la liberacién de curcumina y evaluar si los diferentes sistemas preparados son

adecuados para liberar fdrmaco de forma controlada.

1.2. Alcance del trabajo

La eficiencia de la electropolimerizacién in situ se mejorara incrementando el tamafio de los poros
del hidrogel. Es decir, reduciendo la concentracién de cistamina empleada para generar las
reticulaciones durante la sintesis del hidrogel. En este sentido, un incremento del tamafio de los
poros es de esperar que facilite la difusion de los mondmeros y en consecuencia incremente la
eficiencia de la polimerizacidn in situ. No obstante, la optimizacién del sistema esta fuera del alcance

de este trabajo, el cual tenia como objetivo principal el evaluar las posibilidades del sistema.

Teniendo en cuenta la gran cantidad de posibilidades, las NPs de los polimero conductores
electroactivos (ECP) sin duda jugaran un papel decisivo en todas las disciplinas de ciencias que

requieren la entrega programada de compuestos.
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1.3. Principios basicos

1.3.1. Curva patrén

La realizacidn de una curva patréon nos permitira conocer la concentracidn de curcumina presente en
una muestra. La realizacién de esta curva resulta imprescindible para determinar la eficiencia de

encapsulacién de la curcumina en las nanoparticulas de PEDOT.

La curva patrén se ha realizado a partir de diluciones de curcumina de concentracidn conocida en
etanol. El analisis de la absorcion de la muestra ha permitido relacionar esta sefial con la

concentracién de farmaco.

Para realizar la curva de absorcidn, se ha precisado de un lecttor de placas EZ Read 400 Microplate

Reader Elisa (Figura 1), el cual mide la absorcion de cada muestra.

Fig. 1 Lector de placas EZ Read 400 Microplate Elisa Reader

1.3.2. Espectroscopia UV-VIS

Mediante esta técnica se determina la absorcién de energia a una longitud de onda (A) que se
encuentra dentro del rango de luz ultravioleta (190 a 350 nm) y visible del espectro electromagnético
(350 a 780 nm). Como consecuencia de la absorcidn selectiva de radiacidn, se obtiene un espectro
que proporciona informacién fundamental relacionada con las propiedades, estructura y

composicién quimica del material.

El espectrometro UV-Vis SHIMADZU UV-3600 de doble haz (Figura 2) ha sido el equipo utilizado para

la obtencién de los espectros UV-VIS. Al ser un equipo de doble haz, se ha operado con dos cubetas.

UNIVERSITAT POLITECNICA DE GATALUNYA
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Una de ellas se ha usado como referencia, y en la otra se han realizado las medidas de la muestra

sustrayendo el valor de la referencia.

Fig. 2 Espectrofotometro UV-Vis de doble haz (UV-3600, Shimadzu)

1.3.3. Espectroscopia FTIR

Las siglas FTIR corresponden a “Fourier Transform Infrared Spectroscopy”. La espectroscopia
infrarroja es una técnica analitica que se utiliza para identificar enlaces quimicos polares en

compuestos organicos.

Para medir el espectro se usa una matriz de fotodiodos o dispositivo de carga acoplada, de forma que
cada longitud de onda se dirige a un elemento detector. En la regién infrarroja, el método mas
empleado para obtener el espectro completo a la vez es el de la transformada de Fourier en el que la

sefial se descompone en una suma de términos de seno y coseno, llamada serie de Fourier.

La espectroscopia FTIR se emplea habitualmente como una técnica cualitativa para identificar los
elementos que forman un compuesto de caracter organico. Sin embargo, también puede emplearse
como una técnica cuantitativa permitiendo determinar, por ejemplo, el grado de ramificacién de un
polimero o las interacciones especificas que se dan entre los diferentes componentes de una mezcla

de polimeros. [1]

En este proyecto se utilizd un equipo que pertenece a los grupos IMEM/PSEP del Departamento de
Ingenieria Quimica. Es un espectrofotdmetro modelo “Jasco FTIR-4100” (Figura 3). Este equipo esta
formado por un accesorio de control térmico y un dispositivo de cristal de diamante (Golden Gate
Heated Single Reflection Diamond ATR, Specac- TeknoKroma) para registrar los espectros por

reflexién en el caso de muestras transltcidas y opacas.
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Fig. 3 Espectrofotometro Jasco FTIR-4100

1.34. SEM

Las siglas SEM pertenecen al acrénimo inglés “Scanning
Electron Microscopy” y en castellano estd traducido
como microscopio electrénico de barrido. Este tipo de
microscopio utiliza un haz de electrones para formar
una imagen ampliada de la superficie de la muestra a
analizar permitiendo la observacion y caracterizacién
superficial de sélidos tanto orgdnicos como

inorganicos.

La obtencidn de imagenes se basa a la recogida de los
electrones que emiten las muestras cuando sobre ellas
incide un haz de electrones de alta energia en
condiciones de vacio. Los electrones emitidos por la
muestra son recolectados por los detectores, que
producen una sefial eléctrica, incidente en una pantalla
de tubo de rayos catédicos que reproduce la imagen. El
microscopio utilizado en este proyecto fue el Zeiss
Neon 40 ubicado en el Barcelona Research Center in

Multiscale Science and Engineering de la UPC (Figura 4).

12

Fig. 4 SEM Zeiss Neon 40
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135, Cv

La voltametria ciclica (CV) es una técnica electroquimica
qgque mide la corriente que se desarrolla en una celda
electroquimica en condiciones donde el voltaje es superior
al previsto por la ecuacién de Nernst. La CV se realiza
ciclando el potencial de un electrodo de trabajo y midiendo

la corriente resultante.

El potencial del electrodo de trabajo se mide contra un
electrodo de referencia que mantiene un potencial
constante, y el potencial aplicado resultante produce una

sefial de excitacion. [2]

Un voltamograma ciclico se obtiene midiendo la corriente
en el electrodo de trabajo durante los escaneos potenciales. e )

Fig. 5 Montaje CV/EIS
Los estudios de CV, EIS y de liberacién de curcumina (que se

verd con posterioridad) se realizaron con un potenciostato-galvanostato, el cual controla con
precision el potencial del electrodo contador (CE) contra el electrodo de trabajo (WE). La diferencia
de potencial entre el electrodo de referencia (RE) y el WE, asi como la corriente que fluye entre el CE

y el WE, estdn monitorizadas.

El potenciostato-galvanostato empleado en este, trabajo, Autolab PGSTAT101 tiene un total de cinco
conectores: WE, CE, RE, S y tierra (Figura 6). El potencial siempre se mide entre el RE (azul) y el S
(rojo) y la corriente siempre se mide entre el WE (rojo) y el CE (negro). El conector de tierra (verde) se
puede utilizar para conectar dispositivos externos a la misma tierra de la PGSTAT. [3]

Counter electrode (CE)

Reference electrode (RE)

Working electrode (WE)

Sense (S)

- Ground connection (<)

Fig. 6 Conexiones Autolab PGSTAT
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1.3.6. €EIS

El principio de la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) es aplicar una sefal alterna de
pequeiia amplitud (5 a 20 mV) a un electrodo inmerso en un electrolito, como se observa en la figura
5.

La perturbacidn inicial aplicada y la respuesta del electrodo se comparan midiendo el desplazamiento
de fase de las componentes de corriente y tensidon y mediante las mediciones de sus amplitudes. Es
importante destacar que la perturbacién inicial es un potencial de perturbacién (AE) de tipo
sinusoidal, que debe imponerse en el estado estable del sistema y la respuesta del electrodo es una
corriente (Al), también sinusoidal, pero con una diferencia de fase (D) a la sefial aplicada. Por lo

tanto, la impedancia que representa Z, mide la relacidn entre AE y Al. [4]

1.3.7. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica para el estudio de los modos vibracionales, rotacionales y
otros de baja frecuencia de sistemas quimicos. Se basa en la dispersién inelastica, o dispersion
Raman, de la luz monocromatica, que por lo general procede de un laser en el rango visible,
infrarrojo cercano, o ultravioleta cercano. Las longitudes de onda cercanas a la linea laser, debidas a
la dispersion elastica de Rayleigh, son filtradas, mientras que el resto de la luz recogida se dispersa en
un detector. La luz laser interactia con el sistema, por lo que la energia de los fotones laser se

desplaza hacia arriba o hacia abajo. [5]

El microscopio Raman utilizado en este proyecto fue el Renishaw inVia Qontor (Figura 7).

RENISHAW.? ] -

i fasest RSP

Fig. 7 Microscopio Reninshaw inVia Qontor
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1.3.8. Hinchamiento del hidrogel

El hinchamiento de los hidrogeles, conocido como “swelling” sirve para determinar la capacidad de
estos materiales para retener agua. Esta capacidad estd directamente relacionada con el aumento de
peso y volumen de estos materiales al hidratarse. En este trabajo, se estudiaran los hidrogeles una

vez hinchados y después de ser liofilizados.
1.3.9. DLS

La dispersion dindmica de la luz (DLS) es la técnica habitualmente empleada para determinar el perfil
de distribuciéon de tamafio de particulas pequefias en suspension y el tamafio molecular de los
polimeros y sus agregados en solucién. La DLS permite, ademads, analizar las fluctuaciones temporales
mediante funciones de autocorrelacién de intensidad o fotones. Esta técnica es también conocida

como espectroscopia de correlacion de fotones o dispersion de luz cuasi eldstica.

En el analisis del dominio del tiempo, la funcién de autocorrelacidon generalmente se descompone a
partir de un tiempo de retardo cero, y una dindmica mas rapida debido a particulas mas pequenas

gue conducen a una decorreccidon mas rapida de la traza de intensidad dispersa.

La técnica de DLS también se puede utilizar para examinar el comportamiento de fluidos complejos
tales como soluciones de polimero concentradas. En este trabajo se ha utilizado el equipo
“Nanobrook 90 Plus Zeta”, (Figura 8) y el programa “DLS Particle Sizing Measurment” para poder

obtener los diferentes pardmetros que se presentardn en capitulos posteriores.

NanoBroak
Q0PIus

Fig. 8 NanoBrook 90 Plus Zeta
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2. ETAPAI

El objetivo de esta primera etapa es el de conseguir nanoparticulas tanto de PEDOT como de PEDOT
con curcumina y caracterizar dichas particulas mediante diferentes técnicas.
Se describira el proceso de sintesis para obtener las nanoparticulas y las distintas técnicas de

caracterizacién empleadas.
2.1. Materiales y métodos

2.1.1. Reactivos

APS: compuesto inorganico de formula (NH,),S,0s y peso molecular de 228,2 % . Es un fuerte

agente oxidante cuya funcion en este proceso sera la de iniciar la polimerizacién del monémero
EDOT a PEDOT.

Curcumina: sera el farmaco que se encapsulara en las nanoparticulas de PEDOT. Tiene un peso

molecular de 368,38 % y es muy caracteristico su intenso color amarillo. Se utilizara disuelto en

. m,
etanol a una concentracién de 5 ?‘? .

0O 0O

HO OH
OCHs H3CO

DBSA: compuesto con una formula Cy;H,5CsHSO3H y un peso molecular de 326,49%. El DBSA se

utilizara a un 70%v v/v en isopropanol debido a su comportamiento como tensioactivo. [6]

EDOT: es el monémero 3,4-etilendioxitiofeno, empleado en la sintesis del polimero. Tiene una masa

molecular de 142,18% . El monémero utilizado en este proyecto tiene una del 97% y una densidad

de 1,33
ml
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2.1.2. Sintesis

En este apartado se explican los pasos seguidos para poder obtener PEDOT y PEDOT con curcumina.

En una primera fase este proceso se realizd con unas cantidades que posteriormente resultaron ser

muy pequefias, por lo que fue preciso repetir la sintesis multiplicando dichas cantidades por 5. A

continuacion se describe este Ultimo proceso.

Se pesaron los tubos de ensayo adecuados
para centrifugar y se les incorpord un iman.

Se anadio 19,79 mL de H,0 miliQ y 0,117mL
de DBSA en cada tubo.

Se dejé en agitacidn magnética durante
lhora a 750rpm.

A continuacién, es preciso sefialar la
existencia de una pequeiia divergencia entre
el proceso de formacion de PEDOT y de
PEDOT con curcumina. Para la formacién de
nanoparticulas de PEDOT se afadieron
91,45uL de EDOT en los tubos de ensayo, y a
continuacion se afiadieron 0,5mL de etanol.
Para la preparacién de nanoparticulas de
PEDOT cargadas con curcumina, en vez de
anadir 0,5mL de etanol, se adiciond 0,5mL
de curcumina disuelta en etanol a una

. s m
concentracion de 5 m_f

P

Dopant & surfactant:
dodecyl benzene

\
! Q. R - T
: O,;L oﬁo r:,o ‘\
1 Qv e
Voo ks {60 ! Monomer: edot
A s E/
0550
\"-.__I -’,’
L
- - [
Oxidazing ' i~ """777777C b
agent: ! | o %o |
amonium ! | 30 o7, M
persulfate |\ ° A
(APS) v

4

Fig. 10 Mapa sintesis NPs PEDOT

Se recubrieron los tubos de ensayo con papel de aluminio para evitar la incidencia de la luz, que
podria oxidar el polimero formado, y se dejo en agitacién magnética 1 hora a 750rpm.

Se prepard una disolucion de APS en H,O miliQ con una concentracion de 182,4% y se afiadio 0,5 mL

en cada tubo de ensayo.

Llegados a este punto se prepard un bafio y se dejaron reposar las muestras 24 horas a 40°C
manteniendo el sistema en agitacion magnética a 750rpm.

Pasadas las 24 horas, se retiré el papel de aluminio y mediante el uso de una balanza se equilibraron
los pesos de los tubos de ensayo afadiendo H,0O miliQ al tubo de menor peso. La necesidad de
realizar dicho equilibrado surgié como consecuencia que el siguiente paso fue una centrifugacidn, por

lo que era necesario compensar los pesos. [7]

Se realizd una centrifugacion a 11000 rpm durante un tiempo de 45 minutos. El rotor empleado es el
HB-4 con un radio de 14,61 cm. Este rotor ejerce una fuerza definida por la siguiente ecuacion:
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RFC = 11,17 1 (ﬁ)2

N= velocidad angular en rpm r=radio en cm

Una vez se realizada dicha centrifugacidon, mediante el uso de una pipeta Pasteur se extrajo el
maximo sobrenadante formado posible teniendo cuidado para no retirar el precipitado.

Se afiadié 10 mL de H,0 miliQ en cada tubo de ensayo y se introdujo en el bafio sonicador durante un
tiempo de 10 minutos a 30°C.

El bafio sonicador es un aparato que, mediante ultrasonidos, permite la homogenizacion vy
redispersion de disoluciones.

Pasados los 10 minutos se equilibraron de nuevo los pesos de los tubos de ensayo, y se volvié a
centriguar durante 30 min.

Estos centrifugados se repitieron tres veces.

Una vez realizada la Ultima centrifugacidn y extraido el maximo sobrenadante posible, se cubrieron
los tubos de ensayo con papel y se dejaron en el vacio durante el tiempo necesario para que se
evaporase todo el liquido que pudieran contener nuestras muestras (i.e. alrededor de 24-48 horas,
en funcion de la temperatura del laboratorio).

Tras este proceso las particulas de PEDOT y de PEDOT con curcumina estuvieron disponibles para su
caracterizacion.

Para poder cuantificar el rendimiento de este proceso sintético, se pesaron los tubos de ensayo con
las nanoparticulas de PEDOT y el PEDOT con curcumina. Al conocer el peso de dichos tubos en
ausencia de material, fue posible conocer la cantidad de producto formado.

2.2. Caracterizacion

2.2.1. FTIR

Mediante los espectros de infrarrojo se pudo ver que la droga permanecié encapsulada en las PEDOT
NPs después de los correspondientes lavados. En la figura 11 podemos ver los espectros obtenidos
para el monémero EDOT, el PEDOT y la Curcumina juntamente con el espectro de las nanoparticulas
con la curcumina encapsulada. Los picos relacionados con la droga y el polimero se encuentran
superpuestos en la muestra de NPs con curcumina encapsulada. Esto nos indica que algunas

moléculas de curcumina permanecen interactuando con las de PEDOT y no se liberan tan facilmente

Cooncretamente el espectro de PEDOT presenta los picos caracteristicos del grupo etilendioxi C-O-C

en las longitudes de onda de 1234 cm™y 1068 cm™. En 1357 cm™ se puede observar los enlaces C-C y
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C=C del anillo quinoidal del tiofeno mientras que en las las longitudes de onda 989 cm™, 856 cm™, 700

cm™ muestran la presencia del enlace C-S en el anillo del tiofeno.

El espectro correspondiente a las particulas de PEDOT muestra los principales picos correspondientes
al tiofeno, éter y los grupos sulfatos, modos de estiramiento del enlace C-C en el anillo del tiofeno en
1647 y 1557 cm™, modos de estiramiento de CH, en 1478, 1396 y 750 cm™. También presenta

vibraciones del enlace C-O-C en 1206y 1057 cm™ y el estiramiento S-O en 667 cm™

El hecho de haber afadido la curcumina durante la polimerizacién del PEDOT no ha afectado a la
localizacion de las bandas correspondientes al PEDOT, es mds, también se pueden apreciar las bandas
asociadas con el espectro de la droga sola, demostrando asi su presencia en las NPs de PEDOT. Las
dos bandas caracteristicas a los enlaces C=0 en 1626 y 1535 cm™ vy el pico correspondiente al C-O
endlico en 1267 cm™ observados para las NPs de curcumina, también se han podido detectar en las
NPs de PEDOT/CUR (Figurall). De igual forma sucede con el ancho de banda en 3293 cm™ vy el
intenso pico en 3508 cm™ que indica la presencia de OH, mientras que los picos encontrados en 959 y
713 cm cm™ han sido atribuidos a las vibraciones trans- y cis-CH del grupo benzoato respectivamente.

[71(8][9].
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Fig. 71 Espectros FTIR obtenidos para el EDOT, la curcumina, las NPs de PEDOT y las NPs de PEDOT con curcumina

2.2.2. Curva patrén
Para realizar la curva patrdn se siguieron los siguientes pasos:

Se diluyd la curcumina desde un concentracién 5 % a concentraciones de 0,1 - 0,05- 0,025- 0,0125 -
0,00625 - 0,003125 %. Para cada concentracidn se prepararon tres muestras independientes de

200pL.

A continuacidn dispersaron las muestras de PEDOT y PEDOT con curcumina en H,O miliQ para

. m . . . .
obtener una concentracion de 10?‘?. Se introdujeron las muestras en el sonicador durante 40 min a

309C para conseguir la maxima homogeneidad posible.

Una vez sonicadas, se diluyeron en un eppendorf 2,5uL de muestra en 500 pL de etanol y las

volvieron a sonicar durante 5 minutos. Transcurridos este tiempo se centrifugaron los eppendorf a las
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maximas revoluciones posibles y se pipetearon 200 uL de cada muestra para ponerlas en la placa

donde se realizara la lectura de absorcion.

Las lecturas de absorbancia para la curva patrdn se realizaron a una longitud de onda de 450nm, tal y

como indica la bibliografia.

2,5
y=72,44x + 0,0557
R?=0,9954
- 2
3 L 4
s
£
g 15
n
<
.
2
s 1
2
]
17}
o
< 0,5
0 T T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
[Cur] (mg/mL)

Fig. 12 Recta de calibrado sin interseccion (0,0)

En la figura 10 se puede observar la relacion obtenida entre la absorbancia y la concentracion de la
curcumina. Se obtuvo un valor de R*= 0.9954, por lo que se considerd una recta vélida para hacer

aproximaciones lineales. La ecuacion correspondiente al calibrado fue:

Absorbancia = 72.44 [Cur] + 0.0557

Ecuacion 2 Recta de calibrado sin interseccion (0,0)

Tabla 1Valores obtenidos para NPs de PEDOT/CUR

P PC (PC-P) mg/ml mg/ml EE (%) wt/wt(%)
0.065 1.279 1.214 0.01598978 3.1995693 51.2 32

En la tabla (1) se muestran los resultados obtenidos para las muestras de PEDOT (P) y de PEDOT con
curcumina (PC). A la absorbancia del PEDOT con la curcumina se le sustrajo la absorbancia del PEDOT,
lo cual permitié determinar la cantidad de curcumina incorporada durante el proceso de sintesis.

Utilizando la ecuacién 1 obtenida para calcular la relacion entre la absorbancia y la concentracion de
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la curcumina, se concluyd que la concentracién de curcumina en las muestras, estando diluidas era

m . . . . .z
de 0.0159 ﬁ . Aplicando las diferentes conversiones necesarias para calcular la concentracién real

, . . . s . s m sy
en las nanoparticulas sintetizadas, se determind una concentraciéon de 3.1979 ﬁ' Este Ultimo valor

se ha empleado como referencia para posibles calculos.

Con dicho valor de concentracidn se obtuvo la cantidad de curcumina presente en las nanoparticulas
de PEDOT con curcumina para asi poder calcular la eficiencia de encapsulacién (EE) y porcentaje en

peso respecto al total.

Por otro lado, se decidié realizar una segunda recta de calibrado sin término independiente para
facilitar la realizacion de calculos posteriores. Obviamente, la consideracién del término
independiente Unicamente afecta a las muestras con absorbancias muy pequenias. Con el objetivo de
evitar resultados sin sentido fisico en caso de obtenerse absorbancias muy pequeiias, se decidid

emplear la ecuacién que se muestra en la Figura 13.

2,5
y =75,588x
R?=0,9919
3 2 *
s *
£
§ 15
n
<
o
e
€ 1
=
o
(72}
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Fig. 83 Recta de calibrado con interseccion (0,0)
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2.23. SEM

Una vez comprobada y analizada la incorporacidn de la droga en las NPs de PEDOT estudiamos la
morfologia de las PEDOT NPs y las PEDOT/CUR NPs mediante SEM (Figura 14). Se confirma la
presencia de particulas esféricas en ambos casos. Estas imagenes revelan de una manera clara la
existencia de diferencias entre las NPs de PEDOT con y sin curcumina. En las NPs de PEDOT se puede
apreciar una homogeneidad con respecto al diametro de las particulas y con poco espacio entre ellas,
presentan una tendencia a aglomerar. En cambio para el caso de las NPs de PEDOT con curcumina se
puede observar una mayor polidispersidad, variedad en los didametros de las particulas, lo que revela
la existencia de diferentes tamanos de particulas dentro de la misma muestra. En las imagenes
también se puede observar como las NPs de PEDOT/CUR (¢ = 158 * 29 nm) son de mayor tamafio
que las de PEDOT (¢ =99 = 21 nm).

|
0 50 100 150 200 250 300 350
Diameter (nm)

Fig. 14 (a) NPs PEDOT (b) NPs PEDOT/CUR

2.24. DLS

La realizacién del DLS confirmé las diferencias visualizadas en el SEM. La media del diametro
hidrodinamico efectivo correspondiente a las nanoparticulas de PEDOT/CUR (284.3 + 13.6 nm) es
mayor que el correspondiente a las de PEDOT (157 = 0.9 nm). También se determind que la
dispersion correspondiente al tamafio medio de las particulas era mayor en las NPs de PEDOT/CUR
con respecto al PEDOT, lo que significa que en las NPs particulas de PEDOT se encontraron didmetros

de particula similares entre si mientras que en las particulas de PEDOT/CUR habia mayor variedad.
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Fig. 95 Diametro en suspension de las particulas

Ademas se determind el potencial-Z de las NPs. Este es el potencial en el plano de deslizamiento de
una particula coloidal moviéndose bajo un campo eléctrico. Es una medida de la magnitud de la
repulsion o atraccién entre las particulas. Su medida proporciona una idea detallada de los

mecanismos de dispersion y es la clave del control de dispersidn electrostatico.

Los resultados obtenidos muestran que el grado de repulsidn entre las nanoparticulas de PEDOT con
curcumina (-30 £ 3.5 mV) es mayor que en el PEDOT (-25.5 + 5.8 mV). El hecho de haber obtenido un
potencial en valor absoluta mayor que 30 para las NPs de PEDOT con curcumina indica que el coloide
formado es altamente estable, mientras que para el PEDOT es moderadamente estable. Otro aspecto
a comentar es el signo obtenido, debido a que las particulas estaban rodeadas de DBSA, un acido, el

potencial ha salido negativo. Los valores obtenidos aparecen resumidos en la Tabla 2.

Tabla 2 Diametro efectivo y potencial-Z obtenidos

| PEDOTNPs PEDOT-CUR NPs
Eff. Diam. 157+0.9 2843+126
Z-pot -255+58 -30.2+£35
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3. ETAPAII

En la segunda etapa se incorporaron las nanoparticulas de PEDOT y de PEDOT con curcumina a un
hidrogel de PGA. Los sistemas resultantes se caracterizaron mediante técnicas mediante técnicas

espectroscdpicas, electroquimicas y de microscopia
3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Reactivos

Ademas de los reactivos para la formacién de las nanoparticulas de PEDOT y de PEDOT con

curcumina, se necesitaron los reactivos requeridos para la sintesis del hidrogel
PGA: Acido poli-y-glutdmico proveniente de biosintesis y peso molecular entre 200000-500000 %

EDC: N-Etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida hidroclorada, que se emplea como agente

activador.
Cystamina dihidroclorada: que actua como agente entrecruzante.

PET-ITO: Oxido de indio y estafio recubierto de poli(etilen tereftalato) para caracterizar

electroquimicamente los hidrogeles preparados.
3.1.2. Sintesis
Se preparard una solucién 0,5M de NaHCO; disolviendo 0,42 g de NaHCO; en 10 mL de H,O miliQ.

La sintesis del hidrogel de PGA se realizd a 42C en un bafio de hielo. El hidrogel se sintetizé en cinco

pasos a partir de 1 mL de solucion de NaHCOs:

1- Se prepard una solucidon 0,5M de PGA. Para ello se dejé 0.0716 g de PGA en agitacion y se
afiadido 1 mL de NaHCO3 0,5 M, dejandose nuevamente el sistema en agitacién (500 rpm)
durante 10 min.

2- Se afadi6 la cantidad necesaria de EDC (0,1188 g) para obtener una soluciéon 0,4 M de con
respecto a 1 mL de disolucidn inicial. El sistema se dejé en agitacion a 4 2C durante 2 min.

3- Seincorpord la cantidad necesaria de cistamina (0.04504 g) para obtener una solucién 0,2 M

con respecto 1 mL de disolucién inicial.
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El método explicado anteriormente sirve para la J
sintesis de hidrogel sin nanoparticulas de PEDOT o ).
/

\

PEDOT con curcumina. Para cargar dichas

nanoparticulas en el hidrogel se debe modificar el

paso 1) de la siguiente forma:

En vez de afiadir 1 mL de NaHCO; se afadié 1 mL de

"{\ /K/W J\/\/°"

y-PGA hydrogel

nanoparticulas (20% w/w) + NaHCO:s.

Para ello se incorporaron 14,32 mg de nanoparticulas
a 1 mL de NaHCO;. La dispersién resultante se introdujo en el bafo sonicador durante 30 min a 40 2C
para conseguir la maxima homogeneidad. A continuacién, la sintesis del hidrogel se continué

siguiendo con el paso 2).

Como sistema control también se preparéd hidrogel de PGA cargado con curcumina (i.e. sin
nanoparticulas). El proceso seguido fue analogo al descrito anteriormente, si bien la cantidad de
curcumina anadida al NaHCO; en el paso 1) de sintesis fue de 3.2 mg. Esta se corresponde

aproximadamente con la cantidad de curcumina cargada en las nanoparticulas de PEDOT.

3.2. Caracterizacion

Para caracterizar correctamente los hidrogeles preparados mediante técnicas electroquimicas, se
realizaron unos orificios de aproximadamente 4mm de didmetro a unas celdas. En el fondo de dichas

celdas se engancharon unas tiras de PET-ITO para transmitir la corriente a los hidrogeles ensayados.

Para ello se cort6 el PET-ITO en tiras de 4x1 cm?, las cuales fueron lavadas tres veces. El primer lavado

(5 min) se realizé con H,0 miliQ, el segundo (5 min) con acetona y el tercero (5 min) con etanol.
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Para enganchar las tiras de PET-ITO a la base de la celda se utilizé silicona caliente, evitando asi

cualquier tipo de fuga entre la celda y el PET-ITO. En la figura 17 se puede apreciar el montaje.

Fig. 17 Montaje de las celdas con PET-ITO

Por otro lado, de aqui en adelante, se emplearan las siguientes abreviaturas para referirse a los
materiales preparados: PGA-CUR (hidrogel de PGA cargado con curcumina), PGA-PEDOT (hidrogel de
PGA cargado con nanoparticulas de PEDOT) y PGA-PEDOT/CUR (hidrogel de PGA cargado con

nanoparticulas de PEDOT con curcumina).

y-PGA CUR/y-PGA

Fig. 18 Hidrogeles sintetizados
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3.2.1. FTIR
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Una vez las particulas fueron incorporadas en los hidrogeles de PGA estos fueron caracterizados. La
figura 19 muestra el espectro FTIR del PGA, PGA-PEDOT y PGA-PEDOT/CUR. En estos tres espectros

se pueden observar las bandas tipicas de transmisién tal como identificé Pérez Madrigal [10].

La presencia de las particulas de PEDOT en los hidrogeles se deberia verse levemente reflejada en la
aparicion de la vibracién en 1090 cm™ correspondiente al C-O-C, como también el estiramiento del

etilendioxi en 1180cm™.

Debido al solapamiento del PGA en los espectros, no se pudo determinar correctamente la presencia

del PEDOT o la curcumina en los hidrogeles y se decidié complementar con otras técnicas.
3.2.2. RAMAN

Los distintos hidrogeles y materiales también se caracterizaron mediante RAMAN. En la figura 20 se
muestran los espectros obtenidos. El PEDOT presenta sus picos caracteristicos que se encuentran en
983, 1085, 1255, 1365, 1430 y 1485 cm-. A 983 cm™ se presenta la vibracidn correspondiente al

enlace C-S del tiofeno. El estiramiento del grupo etilendioxi se ve reflejado en 1085 cm™. La presencia

UNIVERSITAT POLITECNICA DE GATALUNYA
BARCELONATECH
Escola d'Enginyeria de Barcelona Est

28



ELECTROLIBERACION DE CURCUMINA CARGADA EN UN POLIMERO CONDUCTOR A TRAVES DE UN MEDIO BIODEGRADABLE

del enlace C-C se ve reflejada en 1363 cm™ mientras que en 1430 cm™ el enlace simétrico C=C y en

1485 cm™ el enlace asimétrico C=C.

Para la curcumina se observa una intensa banda en 1601 cm™ correspondiente a las vibraciones de
los enlaces C=C del anillo aromatico. [7][8]

Para el espectro del PGGA se puede observar una banda en torno a 3150 cm™ correspondiente al
grupo amino. También se puede apreciar un pico en torno los 1610 cm™ debido a la presencia de un

acido carboxilico.
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Fig. 12 Resultados Raman e imagenes microscopio de PGA, PGA-CUR, PGA-PEDOT y PGA-PEDOT/CUR
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3.2.3. EVALUACION DEL HINCHAMIENTO DEL HIDROGEL

Los valores de hinchamiento para PGA-PEDOT y PGA-PEDOT/CUR se obtuvieron a partir de los

siguientes cdlculos

PGA-PEDOT hidratado: 0.441 gr PGA-PEDOT deshidratado: 0.0349 gr
0.441 — 0.0349 100 = 1163.31%
= * = .
0.0349 0
PGA-PEDOT/CUR hidratado: 0.3936 gr PGA-PEDOT/CUR deshidratado: 0.0439 gr

_0.3936 — 0.0439

= = 0
Sw 0.0439 *100 = 796.58%

Estos valores de hinchamiento reflejan la gran capacidad de estos hidrogeles para aumentar su peso,
y en consecuencia su volumen. En el caso de PGA-PEDOT aumenta su peso mas de un 1000%,
mientras que en el caso de PGA-PEDOT/CUR casi un 800%. Esta diferencia entre los dos puede ser
debida a que el hidrogel cargado con PEDOT/CUR, al contener mas particulas, pueda ser menos

poroso y estar mas que el cargado con PEDOT.

3.2.4. UV-VIS

Finalmente, de manera espectroscdpica, se caracterizaron los diferentes hidrogeles y materias
(PEDOT y curcumina) con UV-VIS. Los hidrogeles liofilizados fueron mezclados con bromuro de
potasio y se formaron pastillas ultra-finas para el estudio. En la Figura 21 se pueden observar los
espectros obtenidos. Como era de esperar la curcumina presenta un pico a una longitud de onda
cercana a los 450 nm y el PEDOT préoximo a los 800 nm. . El valor de longitud de onda que se ha
utilizado previamente para las corvas patréon de la droga esta cerca del maximo observado para la
curcumina. Por otro lado, tal y como era de esperar las NPs de PEDOT cargadas con curcumina
también presentan un pico de absorbancia a una longitud de onda cercana a los 450 nm,
confirmando la incorporacién de la curcumina y un pico menor a 800 nm mostrando la presencia de

PEDOT. Por lo contrario, el pico a 450 nm no se observé en las NPs de PEDOT sin curcumina .
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3.2.5. SEM

Los distintos hidrogeles fueron crio-fracturados vy liofilizados para poder estudiar tanto la morfologia
externa como interna del material. De esta manera, se obtuvieron las micrografias denominadas

como “cross-section” (seccidn transversal) y “top-section” (seccién frontal) mostradas en la Figura 22.

En general, tal como se puede ver en las imagenes obtenidas en el SEM (Figura22), la superficie de los
hidrogeles es rugosa y practicamente no porosa. En cambio, las secciones transversales presentan
una gran porosidad. Se pudo calcular el diametro medio de los poros con su respectiva desviacion
estandar. En el PGA se observd un didmetro medio de 351,7 + 141,9 um, siendo el hidrogel con
menor porosidad pero presentando los poros de mayor tamafio. Los poros del PGA-PEDOT
tuvieron un tamafio medio de 295,4 + 62 um mientras que para el PGA-CUR se observaron unos
poros de longitud media 172,3 + 104 um y los del PGA-PEDOT/CUR de 294,15 + 92,8 um.

Si a la imagen del PGA-PEDOT se le incrementa mucho el aumento, se pueden diferenciar

claramente las nanoparticulas de PEDOT del resto del hidrogel, Gltima micrografia.
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Fig. 14 Imagenes SEM de PGA, PGA-CUR, PGA-PEDOT y PGA-PEDOT/CUR

Ademas de las imagenes obtenidas por SEM, también se realizd un analisis de elementos que

proporciono informacién sobre la composicidn del hidrogel con PEDOT NPs. Este analisis concluyé

la existencia de azufre, carbono, nitrogeno, oxigeno, cloruro y sodio. El azufre esta presente

debido a la cistamina empleada en la preparacion de los hidrogeles y también esta presente en el

PEDOT, el nitrégeno esta presente debido al acido poliglutamico, el carbono y el oxigeno estan

presentes en la mayoria de las sustancias utilizadas para la sintesis de los hidrogeles mientras que

la presencia de cloruro y sodio es debido a las sales del buffer.
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3.26. CV

Para evaluar el efecto electroquimico de la incorporacién de PEDOT y PEDOT/CUR NPs en el hidrogel
ser realizaron diez voltametrias ciclicas seguidas en cada una de las muestras. El drea de estas CVs es
mayor comparadas con el hidrogel solo (datos no mostrados), indicando un aumento de compuestos
electroactivos en el material. Concretamente la figura 23 compara los voltagramas obtenidos para
PGA-PEDOT y PGA-PEDOT/CUR en el primer ciclo de voltametria y el décimo. En ambas voltametrias,
se puede observar una disminucién de la electroactividad entre el primer y décimo ciclo, ya que los
picos de oxidacidn son inferiores, asi como el area de los voltagramas. Comparando los voltagramas
obtenidos para el PGA-PEDOT/CUR y el PGA-PEDOT se ve reflejado en el drea que la electroactividad
del PGA-PEDOT es superior a la del PGA-PEDOT/CUR.

La estabilidad electroquimica fue examinada evaluando la pérdida de electroactividad (LEA, en %)
versus el nimero de ciclos redox:
A Qi—Q
LEAGS) = 2= 4%
Q; Q;
Donde Q es el promedio entre la carga de oxidacion y la de reduccién en valor absoluto y en la

formula para calcular el LEA los subindices indican inicial (primer ciclo) o final (ultimo ciclo).

Para el PGA-PEDOT/CUR se obtuvo un LEA de 43,97% entre el primer y el Gltimo ciclo mientras que
para el PGA-PEDOT el valor obtenido fue del 23,3%. Indicando asi, que la incorporaciéon de PEDOT
NPs presenta un material electroquimico mas estable frente a los procesos de oxidacidn i reduccién

gue cuando se incorporan PEDOT/CUR NPs.
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Fig. 23 Ciclos 1y 10 de PGA-PEDOT y PGA-PEDOT/CUR

3.2.7. EIS

Los resultados obtenidos mediante la técnica de EIS se discutirdn en el siguiente Capitulo junto a los

de la etapal lll.
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4. ETAPAIII

En esta Ultima etapa, la mas extensa, se realizd un estudio de los hidrogeles sintetizados en la etapa Il
pero habiéndo incrementado la carga de polimero conductor en su interior. Mdas concretamente, con
el objetivo de incrementar la electrosensibilidad de los hidrogeles cargados con nanoparticulos de
PEDOT y PEDOT con curcumina, se realizd una electropolimerizacion in situ fijando los hidrogeles al
electrodo, sumergiéndolos en un medio de reaccién y aplicando un potencial constante. Ademas de
los analisis hechos en la etapa Il, también se examinara la respuesta de estos hidrogeles cuando se

aplican estimulos eléctricos.

4.1. Sintesis

[PEDOT/y-PGAJPHMeDOT

Para poder realizar la electropolimerizacion in situ
en los hidrogeles cargados tal y como se i

describid en la la etapa I, fue preciso alterar
-2650

el dltimo paso de sintesis. Concretamente, ,
en vez de dejar los hidrogeles reposar en PBS Sow

durante la noche, se dejaron en reposo en 2550

una disolucién acuosa de EDOT-OH. Este

-2500

TOP SECTION

maonomero, esta funcionalizado con un grupo
-2450

hidroximetil en el anillo de dioxano del EDOT, lo

que confiere solubilidad en agua. Transcurrido
este tiempo, se aplicé un potencial de 1.10 V
hasta que la carga de polimerizacién alcanzo
un valor de 0.02C.

La solucion de EDOT-OH se prepard usando
H,0 miliQ con 10 mM de LiCIO; y 0.1 M de

monomero.

CROSS SECTION

En adelante los hidrogeles PGA-PEDOT y PGA- 7300 7200 7100 7000
PEDOT/CUR que hayan experimentado

. o Fig. 15 Ima i io 6pti
electropolimerizacidn in situ se abreviaran PGA- & 17 Imagenes microscoplo optico

PEDOT-PEDOT-OH y PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-OH.

UNIVERSITAT POLITECNICA DE CATALUNYA
BARCELONATECH
Escola d’Enginyeria de Barcelona Est

35



Memoria

1.1V;20mC

4.2. Caracterizacion

4.2.1. FT-IR

El resultado de la electropolimerizacion de PEDOT-OH en los hidrogeles con PEDOT y | PEDOT/CUR
NPs se ve reflejado en una mejora de la visibilidad de los picos relacionados con el PEDOT respecto al

espectro sin electropolimerizar.

Concretamente, se puede observar un amplio pico que presentan los tres espectros alrededor de
3298 cm™ debido a la superposicion de los estiramientos N-H y O-H. Los picos apreciados también en

los tres espectros en 1530, 1575 and 1729 cm™ estan asociados a procesos de oxidacion.

El PEDOT OH muestra un intenso pico alrededor de 1100cm™ debido al grupo etilendioxi, mientras
que el PPCP muestra dos bandas caracteristicas a los enlaces C=0 en 1626 y 1535 cm™.

PEDOT OH
—PGA-PEDOT-PEDOT OH
—PGA-PEDOT/CUR-PEDOT OH

Transmittance (%)

3600 3100, 2600 2‘!)00 16(_)8 1100 600

Wavenumber (cm
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42.2. CV

En los voltagramas obtenidos tanto para los hidrogeles electropolimerizados, tanto de PEDOT como
de PEDOT con curcumina se puede observar dos picos de oxidacion. El primero se encuentra en 0,5V
mientras que el segundo pico se superpone con el potencial de oxidacidon del medio. También han
sido detectados dos picos de reduccién, indicando la presencia de pares redox en el rango del
potencial escaneado. Estos procesos redox, que se pueden observar claramente en los voltragramas,

estan atribuidos a la formacién de polarones en las cadenas de polimero conductor.

Comparando las areas de los voltagramas, se observa la disminucidn de la electroactividad entre el

primer y el décimo ciclo, tal y como se habia concluido en la anterior etapa.

El LEA obtenido para el PGA-PEDOT-PEDOT-OH es 75,58% mientras que el obtenido para el PGA-
PEDOT/CUR-PEDOT-OH es de 77,43%, valores mayores que los obtenidos en la etapa anterior.

0.50
—PPP-OH 1

-~ PPP-OH 10
0.30 { —PPCP 1
-~ PPCP 10

1

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
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Fig. 187 Resultados de CV
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4.2.3. EIS

Los ensayos de EIS se realizaron considerando las siguientes muestras: ITO (control), PGA, PGA-
PEDOT, PGA-PEDOT/CUR, PGA-PEDOT-PEDOT-OH y PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-OH). Para ello se aplicd
una pequefia perturbacion de voltaje CA sinusoidal en torno su potencial de circuito abierto (OCP) en
un rango de frecuencias (0.1-100 kHz) con una amplitud de 10 mV. Los resultados se representaron

en forma de Nyquist y Bode Plot (Figura 28), y los datos se ajustaron con un modelo de circuito

equivalente (Figura 27).

El circuito estda compuesto por elementos de fase constante o capacitivos (CPE, que reemplaza la
capacitancia ideal), la resistencia de la solucion (Rs) y la resistencia de transferencia de carga (Rc). La
CPE representa el paso de reaccion cuando los electrones / iones se acumulan en una superficie,

mientras que Rc indica el transporte de carga a través de materiales o interfaces.

La magnitud de la impedancia se ve afectada por el valor de frecuencia representado por los
diagramas de Bode (Figura 28) con el logaritmo de la impedancia absoluta trazada contra el rango de
frecuencias expresadas también en logaritmo. Todas las muestras presentaron valores de alta
impedancia a altas frecuencias (1 kHz) debido a corrientes capacitivas, sin embargo, a bajas
frecuencias fisiolégicamente relevantes, la impedancia de los diferentes hidrogeles es
significativamente menor que la de ITO. La resistencia (Rc) de PGA puro, PGA-PEDOT y PGA-PEDOT-
CUR es menor que los hidrogeles con el recubrimiento PEDOT-OH adicional, mientras que las
capacidades son mas altas, lo que indica que la interfaz de hidrogeles recubiertos conductores esta

representada principalmente por el elemento capacitivo en el circuito de Randles.
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Fig. 28 Diagramas Nyquist y Bode EIS obtenidas mediante EIS
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Fig. 29Circuito equivalente emoleado para ajustar los diagramas representados en la figura 28

4.2.4. LIBERACION DE CURCUMINA

En este Ultimo apartado se comparan los siguientes hidrogeles: PGA-CUR y PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-

OH, con el fin de examinar la liberaciéon de curcumina médiate electroestimulacion.

Para ello se sintetizaron 9 muestras de cada tipo de hidrogel, cada uno de los cuales con la misma

concentracion de curcumina.

Para realizar el estudio de la liberacién de curcumina con el tiempo se consideraron los siguientes

Casos:
1) A 3 muestras de cada hidrogel no se les aplicd ningun tipo estimulo.

2)A 3 muestras de PGA-CUR y 3 de PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-OH se les aplicd una Unica vez una

cronoamperometria durante 15 minutos con un voltaje de -0.5 V.

3) A las 3 muestras restantes de cada tipo de hidrogel se les aplicé la cronoamperometria

mencionada en 2) de forma repetitiva cada 24 horas.
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Drug diffusion

?

Controlled release

-0.5V; 15 min

Los hidrogeles se sumergieron en 2 mL de una solucién de PBS, estudiandose la liberacion del
farmaco mediante absorcién. La metodologia empleada era andloga a la descrita en el apartado
3.2.1. Tras cada ensayo de absorcion, las muestras se rellenaron con PBS hasta alcanzar los 2 mL. Las

muestras se conservaron en agitacién a 80 rpm y a una temperatura de 372C.

Pasados 3 dias se cambid la disolucion de PBS por una de PBS-TWEEN20 0.05% v/v ya que no se
observé una liberacién notable de curcumina. Para poder evaluar la influencia de este surfactante en

la liberacidn se realizé una curva patréon de absorbancia en TWEEN20.
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Se debe decir que, con el paso de los dias, algunas muestras se fueron desintegrando, por motivos

desconocidos, por lo que se decidié finalizar el experimento antes de tiempo.

Respecto las muestras de PGA-CUR, se desintegraron las que previamente se les aplicd estimulo

eléctrico y tan sélo se puedo hacer el estudio de liberacién a las muestras de control.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

& (4]
o o
1

Cumulative Release (%)
W
o

20-
. CUR/y-PGA
10 T . T
0 20 40 60 80

Time (hours)

La figura 32 muestra el perfil de liberacién de la curcumina cuando se encuentra en el hidrogel. Se
observa que la velocidad de liberacién durante las primeras 20 horas es elevada y después de pasar
las 24 h llega a un “plateau”. También se puede apreciar una notable dispersién en los resultados
obtenidos entre las 20 y 72 horas, lo que indica que no todos los hidrogeles liberaron curcumina de
igual manera. Estos resultados muestras que la cantidad de curcumina que se libera con el tiempo

estudiado es un poco inferior al 30%.
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Fig. 193 Liberacion acumulada de curcumina en PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-OH

Los resultados obtenidos para la liberaciéon de curcumina en PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-OH se pueden
observar en la figura 33. Se determind que la liberacién de curcumina es mayor si el hidrogel ha sido
estimulado que si no lo ha sido. Si no ha sido estimulado, la liberacién acumulada esta en torno al
25% a las 72horas mientras que si se estimula se llega a cifras cercanas al 35%. Durante las primeras
24 horas la velocidad de liberacion es aproximadamente similar en las tres condiciones, pero a partir

de dicho instante, el hidrogel sin estimulo libera a una velocidad inferior que las otras dos muestras.

Si comparamos la liberacion de curcumina en las muestras sin estimulo, PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-OH
y PGA-CUR, se observa que la liberacién de curcumina en el hidrogel sin particulas de PEDOT es un
5% mayor que en el hidrogel con particulas de PEDOT. Esto puede ser debido a que la curcumina en
el PGA-PEDOT/CUR-PEDOT-OH estd mas obstruida y se encuentra mas atraida a las diferentes
nanoparticulas presentes en el hidrogel, resultando mas complicada su liberaciéon, mientras que
cuando se encuentras en PGA-CUR tiene mas libertad de movimiento y por lo tanto resulta mas facil

su liberacién.
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5. Andlisis de impacto ambiental

Se realizard un analisis del peligro que comportan algunas de las sustancias que se han utilizado
durante la realizacion de este proyecto. Para ello, se seguird la normativa de la Union Europea
vigente. Dicha normativa estd sujeta a las normas REACH que engloba el marco reglamentario de

gestidn de las sustancias quimicas.

El Reglamento (CE) n2 1907/2006 (en adelante denominado REACH, acrénimo de Registro,
Evaluacidn, Autorizacion y Restriccion de sustancias y mezclas quimicas) entrd en vigor el 1 de junio
de 2007 y tiene como objetivo principal mejorar la proteccidon para la salud humana y el medio
ambiente frente al riesgo que puede conllevar la fabricacién, comercializacion y uso de las sustancias

y mezclas quimicas.

En principio el REACH es de aplicacién para todas las sustancias quimicas presentes en la vida diaria
ya sea como tales, en forma de mezclas o contenidas en articulos, siendo, por tanto, de aplicacion en

sectores econdmicos de indole diversa.

Para cumplir con las disposiciones del REACH las empresas deben identificar y gestionar los riesgos
asociados a las sustancias que fabrican y comercializan en la Unién Europea. Deben demostrar como
usar dichas sustancias de manera segura y comunicar toda aquella informacién relativa a las medidas

de gestidn de riesgos a las partes implicadas.

De acuerdo con este reglamento actual se presentan en la Tabla 111111 las sustancias utilizadas que
son clasificadas como peligrosas y sus pictogramas y en la tabla 11111 sus indicaciones (Hazard

Statements) segun el cddigo establecido.

Sustancia quimica Tipo de peligro Pictogramas

Acetona H225, H319, H336, EUHO66

Etanol H225 &
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Hazard Statement Significado
H225 Liquido inflamable
H319 Provoca grave irritacion ocular
H336 Puede provocar vértigo o somnolencia
EUOHG66 La exposicidn continuada puede provocar
sequedad o formacién de grietas en la piel

Los residuos generados durante la realizacion de este proyecto se han depositado en contenedores

especiales, dependiendo de si eran sustancias cloradas, no cloradas o residuos sélidos.
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Conclusiones

Las conclusiones que se pueden extraer tras el desarrollo de este proyecto y del estudio de los

resultados obtenidos son los siguientes:

1-

O

Se ha conseguido sintetizar y caracterizar con éxito tanto las nanoparticulas de PEDOT con y
sin curcumina.

Se ha conseguido sintetizar y caracterizar con éxito los hidrogeles biodegradables obtenidos
a partir de PGA. Ademas, dichos hidrogeles se han cargado con nanoparticulas.

Se ha incrementado la electrosensibilidad de los hidrogeles cargados con nanoparticulas
mediante una nueva estrategia que consiste en la incorporacién de mas polimero conductor
a partir de una electropolimerizacion in situ en hidrogeles cargados previamente. Aunque
este es un proceso lento, los beneficios que aporta en cuanto a la capacidad para controlar la
liberacidn justifican plenamente su uso.

Se ha determinado que la liberacidn controlada de curcumina esta relacionada con el tipo de
estimulo aplicado. No obstante, dicho estudio deberia repetirse para aumentar la
significancia estadistica de los resultados.

El sistema disefiado resulta muy ventajoso como dispositivo capaz liberar el farmaco de
forma controlada. Aunque el sistema presenta ciertas limitaciones, como la mencionada
anteriormente, su optimizacidon parece mas que factible y probablemente se realizard en

trabajos posteriores.
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Analisis Econdmico

En este apartado se hara un estudio sobre el coste aproximado que ha conllevado la realizacién de

este proyecto.

1- Coste de productos quimicos empleados.

Producto Precio Cantidad Coste(€)

APS 28,53€/kg 20g 0,57
Curcumina 4,85€/g 2g 9,7
EDOT 6,72€/g 1g 6,72
Etanol 20€/L 0,5L 10
PGA 3,16€/g 0,5g 1,58
EDC 15,55€/g 4 62,2
Cystamina 13,95€/g 2g 28
PBS 75,6€/kg 20g 1,51
DBSA 120€/g 0,28 24
Hidroximetil EDOT 266€/g 200mg 53,2
Otros (+10%) 19,75
Total productos 217,23
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2- Coste de los equipos empleados

Equipo Precio (€/h) Tiempo(h) Coste(€)

FTIR 22,5 2 45
UV-vis 37,5 2 75
Microscopio dptico 9 2 18
Lector Elisa 5 3 15
SEM 187,5 4 750
DLS 60 1 60
Raman 56,25 4 225
Electroestimulacion 10 20 200
Otros 15 5 75
Total equipos 1463

3- Coste de personal

Funcidn Precio (€/h) Tiempo (h) Coste(€)

Estudio previo y 10 50 500

documentacion

Experimentacion 15 360 5400
Analisis de resultados 20 120 2400
Total personal 8300
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4- Coste total
Concepto Total (€)
Coste productos 217,23
Coste equipos 1463
Coste personal 8300
Subtotal 9980,23
Gastos generales (10% subtotal) 998
Coste operacional (21% subtotal) 2095,85
Total 13073,85
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