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Resumen

La curcumina es un compuesto polifenólico estudiado recientemente como un agente terapéuti-
co potencial para el tratamiento del cáncer. Sin embargo, esta molécula posee baja solubilidad
en agua, lo que complica su uso directo en el organismo, haciendo esencial encontrar un sistema
de administración de medicamentos para transportar esta molécula a través de entornos hi-
drof́ılicos. Para lograr esto, se sintetizaron puntos de carbono (PCs) con una superficie polar a
partir de ácido ćıtrico y urea mediante un método solvotérmico, seguido de la funcionalización
de la superficie de los PCs mediante la adsorción de moléculas de curcumina (PC-Cur). Esta
nanoplataforma se encapsuló dentro de un hidrogel electro-responsivo basado en dextrano y
anilina (Dex/HDI/AT), que actúa como veh́ıculo para el PC-Cur. Para evaluar la mejora en
la solubilidad de la curcumina, se realizó una prueba de encapsulación de medicamentos para
comparar su tasa de encapsulación con una molécula de gran hidrofilicidad, la fluorescéına.
Los resultados de las pruebas de FTIR, espectroscoṕıa UV-Vis y potencial zeta permitieron
identificar la composición de los PCs y la funcionalización de PC-Cur. La composición y estruc-
tura de Dex/HDI/AT se confirmaron mediante FTIR y SEM. Adicionalmente, la prueba de
encapsulación de medicamentos demostró la capacidad de los PCs para mejorar la interacción
de las moléculas hidrofóbicas de curcumina con entornos a base de agua, como el ofrecido por
el hidrogel DEX/HDI/AT. Finalmente, utilizando el ensayo de resazurina, se observó una cito-
toxicidad moderada de PC-Cur en la ĺınea celular de cáncer de mama MCF7, con significancia
estad́ıstica, y hubo un ligero efecto en la ĺınea celular 3T3, sin significancia estad́ıstica y con
recuperación de la viabilidad con el tiempo.
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2.2. Śıntesis y caracterización de los puntos de carbono funcionalizados con curcumina 4
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Caṕıtulo 1

Introducción

La curcumina es una molécula extráıda de la cúrcuma (Curcuma longa) cuyas posibles
aplicaciones biomédicas se conocen desde hace siglos. En los últimos años, esta molécula ha
despertado interés en la comunidad cient́ıfica para explorar su uso en el tratamiento del cáncer
debido a sus propiedades quimioterapéuticas y quimiopreventivas [1]. Espećıficamente, este
compuesto ha mostrado tener la capacidad de bloquear la proliferación e inducir senescencia
en ĺıneas celulares de cáncer de mama MCF7 [2]. Sin embargo, este compuesto pertenece a
la familia de los polifenoles y se caracteriza por su baja solubilidad en agua, lo que dificulta
su administración en el organismo. Por lo tanto, es necesario encontrar soluciones a través de
sistemas de liberación controlada de fármacos para mejorar el rendimiento terapéutico de la
curcumina mediante la modificación de la polaridad del fármaco y, en consecuencia, su inter-
acción con entornos acuosos [3, 4].

Una alternativa novedosa es el uso de puntos de carbono. Los puntos de carbono son nano-
part́ıculas a base de carbono que, dependiendo de los precursores de carbono u otros heteroáto-
mos utilizados en el procedimiento de śıntesis, poseen propiedades qúımicas en la superficie que
pueden permitir la funcionalización de fármacos utilizando diferentes fuerzas intermoleculares
[5]. Además, aprovechando su gran área superficial, la adsorción de un fármaco hidrofóbico en
la superficie de los puntos de carbono no solo puede mejorar su solubilidad, sino que también
se puede incorporar una mayor cantidad de fármaco en una sola nanopart́ıcula, lo que podŕıa
implicar una reducción de la dosis [3]. Esta estrategia se ha utilizado anteriormente para admi-
nistrar potencialmente curcumina y otros fármacos [6]. Sin embargo, no se ha informado aún
de una mejora en su solubilidad.

Dado que la adsorción de curcumina en la superficie de los puntos de carbono se basa en
interacciones no covalentes, es necesario encapsular estas nanoplataformas en un veh́ıculo que
permita mantener una buena interacción con el medio externo sin interrumpir la funcionaliza-
ción [7]. Los veh́ıculos informados en la literatura se han sintetizado en diferentes formas y a
partir de diversos materiales, como liposomas, micelas, nanopart́ıculas poliméricas y, reciente-
mente, hidrogeles. Estos últimos se basan en redes poliméricas hidrof́ılicas que pueden encapsu-
lar grandes cantidades de agua y han llamado la atención debido a su alta biocompatibilidad y,
especialmente, por la posibilidad de agregar funcionalidades durante el entrecruzamiento de los
precursores, lo que le daŕıa al hidrogel la capacidad de responder a est́ımulos externos como la
luz, la temperatura, el pH, las enzimas, los campos magnéticos o eléctricos [8, 9]. A este último,
se le ha prestado especial atención dado al potencial que este otorga al desarrollo de sistemas
de administración controlada de fármacos que puedan responder a corrientes eléctricas como
forma de control remoto [10].
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En este trabajo, se propone un sistema de liberación controlada de medicamentos que per-
mite la encapsulación de fármacos de baja solubilidad como la curcumina utilizando puntos de
carbono (PCs) para mejorar la interacción de esta molécula con entornos hidrof́ılicos mediante
la adsorción de dicha molécula en la superficie de los PCs. Además, se utilizará un hidrogel
electro-responsivo basado en dextrano y anilina como veh́ıculo para la encapsulación de las
nanoplataformas para su potencial aplicación como sistema de liberación controlada de medi-
camentos. Finalmente, se realizaran estudios de citotoxicidad y viabilidad celular para estas
nanoplataformas en lineas celulares de cáncer de mama.
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Caṕıtulo 2

Metodoloǵıa

En esta sección se describe el procedimiento llevado a cabo para la śıntesis y caracteriza-
ción de cada componente del sistema de liberación controlada de fármacos desarrollado para
este proyecto. Luego, se realiza la evaluación del hidrogel electroresponsivo como potencial
veh́ıculo del sistema mediante la realización de pruebas de encapsulamiento de fluorescéına,
como modelo de molécula pequeña de alta polaridad, aśı como de los puntos de carbono y de
estas nanopart́ıculas funcionalizadas con curcumina. Finalmente, se detalla el protocolo llevado
a cabo durante las pruebas de citotoxicidad y viabilidad celular de los componentes de este
sistema de liberación controlada de fármacos

2.1. Sintesis y caracterización del hidrogel electrorres-
ponsivo

2.1.1. Śıntesis y caracterización del tetrámero de anilina

El tetrámero de anilina (AT) se sintetizó a partir de la śıntesis de diferentes poĺımeros de
anilina previamente desarrollados para esta aplicación [11], [12]. El AT se forma mediante la
reacción entre los grupos amina de la N-fenil-p-fenilendiamina, como se muestra en la Figura
2.1. Para llevar a cabo esta reacción, se disuelven 460,9 mg de N-fenil-p-fenilendiamina en una
mezcla de 37,5 ml de acetona, 25 ml de ácido clorh́ıdrico (HCl) y 25 ml de agua destilada.
La mezcla se coloca en un baño de hielo a 0°C y se agita magnéticamente. A continuación, se
agregan 5 ml de persulfato de amonio (NH4)2S2O8 1 M a la mezcla gota a gota. La reacción
se lleva a cabo bajo agitación magnética durante 4 horas, monitoreando periódicamente la
temperatura. Después de la reacción, se filtra el producto al vaćıo, se lava con 5 ml de HCl y
se añade hidróxido de amonio (NH4OH) hasta alcanzar la neutralización. Por último, se deja
secar al vaćıo a 50°C durante 15 horas.

Figura 2.1: Reacción de obtención del tetrámero de anilina

Para caracterizar el tetrámero de anilina, se llevaron a cabo medidas de absorción UV-Vis
utilizando un espectrofotómetro Flame (Ocean Optics, Reino Unido). Para ello, se preparó una
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disolución en dimetilsulfóxido (DMSO) con una concentración de 0,005 mg/ml. Además, se ob-
tuvieron espectros FTIR utilizando un espectrómetro Nicolet iS5 (ThermoScientific, EE.UU.).
Estos espectros permitirán determinar la presencia de los anillos aromáticos, la organización
de los sustituyentes y las aminas caracteŕısticas de la anilina.

2.1.2. Polimerización y caracterización del hidrogel electrorresponsi-
vo

El hidrogel electroresponsivo (Dex/HDI/AT) se sintetiza utilizando un método previamente
reportado [11], que se basa en el entrecruzamiento entre el tetrámero de anilina y el dextrano
mediante el uso de diisocianato de hexametileno (HDI) como agente de entrecruzamiento. Para
llevar a cabo esta śıntesis, se prepara una solución que consiste en 202,5 mg de dextrano (DEX)
disuelto en 2,5 ml de DMSO, a la cual se añaden 62 µl de HDI y 25,5 µl de octanato de estaño.
A continuación, se agregan 20,2 mg de AT a la mezcla, que luego se coloca en un balón aforado
de 50 ml y se permite que reaccione a 80°C durante 8 horas.

El hidrogel resultante se caracteriza utilizando espectros FTIR tomados en un espectróme-
tro Nicolet iS5 (ThermoScientific, EE.UU.) e imágenes obtenidas mediante microscoṕıa electróni-
ca de barrido en un microscopio TESCAN Lyra 3 microscope (Oxford Instruments, Reino
Unido).

2.2. Śıntesis y caracterización de los puntos de carbono
funcionalizados con curcumina

2.2.1. Śıntesis y caracterización de los puntos de carbono

Los puntos de carbono (PCs) se sintetizaron mediante el método solvotermal, utilizando
una solución compuesta por 1 g de urea y 1 g de ácido ćıtrico en 15 ml de formamida. La
mezcla se colocó en una autoclave y se dejó reaccionar durante 12 horas a 160°C. Posterior-
mente, el producto obtenido se centrifugó a 4000 rpm durante 20 minutos y, a continuación, el
sobrenadante se centrifugó a 10000 rpm durante 10 minutos, en dos ocasiones. El sobrenadante
resultante se mezcló con agua Millipore en una proporción de 1:1. Esta mezcla se utilizó para la
separación de los productos obtenidos de la reacción utilizando columnas de cromatograf́ıa. Se
empleó una mezcla de dimetilformamida y agua Millipore en proporción 1:1 como disolvente,
y los puntos de carbono se seleccionaron utilizando una lámpara de luz ultravioleta con una
longitud de onda de 365 nm. A continuación, se secó el solvente restante a 100°C durante 12
horas en un horno. Posteriormente, se dispersaron los puntos de carbono en agua destilada y
se lavaron añadiendo 5 ml de etanol, centrifugándolos a 9000 rpm durante 15 minutos. Este
proceso se repitió dos veces más, una vez con etanol y otra con acetona. Por último, se dejaron
secar en un horno a 100°C durante 12 horas.

La caracterización de los puntos de carbono se realizó mediante la toma de espectros de
absorción UV-Vis de la dispersión de estas nanopart́ıculas en agua destilada utilizando un
espectrómetro UV-Vis Flame (Ocean Optics, Reino Unido). Además, se obtuvieron espectros
FTIR de los puntos de carbono secos utilizando un espectrómetro FTIR Nicolet iS5 (Ther-
moScientific, EEUU). También se llevó a cabo una prueba de potencial zeta en un analizador
Litesizer 500 (Antoon Paar, Austria).
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2.2.2. Funcionalización de los puntos de carbono con curcumina

La funcionalización de los puntos de carbono se lleva a cabo mediante la adsorción de
curcumina en la superficie de los puntos de carbono, debido a las interacciones electrostáticas
entre la superficie negativamente cargada de los PCs y la molécula de curcumina positivamente
cargada. Para ello, se disuelve la curcumina en 5 ml de etanol a diferentes concentraciones (0,05
mg/ml, 0,5 mg/ml, 5 mg/ml y 12,5 mg/ml), y se mezcla con 6,25 mg de puntos de carbono
en 7,5 ml de agua destilada. A continuación, se agita la mezcla de soluciones en un agitador
magnético durante 48 horas. Al finalizar, se centrifuga la muestra y se realiza una diálisis con
agua destilada durante 72 horas, realizando cambios de agua cada 12 horas. Finalmente, el
producto obtenido se caracteriza mediante espectrometŕıa UV-Vis.

2.3. Pruebas de encapsulamiento

La prueba de encapsulación de fármacos utilizó la fluorescéına como modelo de molécula
hidrof́ılica, PCs y PC-cur. Se establecieron curvas de calibración para cada agente con el fin
de establecer una relación entre la concentración y los valores de absorbancia. El hidrogel,
previamente pesado, se sumergió en una solución de concentración conocida que conteńıa el
compuesto de interés a encapsular. Cada hora se midieron los valores de absorbancia de la
solución que rodeaba al hidrogel. Para la fluorescéına, se midieron los valores de absorbancia a
430 nm, y a 340 nm para PCs y PC-cur. La cantidad de compuesto encapsulado en el interior
del hidrogel se determinó utilizando la ecuación 2.1, donde D.E es el porcentaje de compuesto
encapsulado en el hidrogel, Conc0 es la concentración inicial del compuesto en la solución y
Concx es la concentración del compuesto en el momento de la medida.

D.E(%) =
(Conc0− Concx)

Conc0
∗ 100 (2.1)

2.4. Pruebas de citotoxicidad

Las células de cáncer de mama MCF-7 y los fibroblastos normales 3T3 se cultivaron en
medio DMEM preparado con una solución de antibióticos y antifúngicos al 1% (V/V) y su-
plementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) en botellas de plástico de 75 cm2 a 37°C,
en una atmósfera húmeda al 95% con un 5% de CO2. La citotoxicidad se evaluó incubando
15,000/200 µL de células en una placa de cultivo de 96 pocillos con los diferentes componentes
de la nanoplataforma (Dex/HDI/AT, PC, PC-Cur y curcumina libre) a concentraciones de 1
y 5 µg. Después de 6, 24 y 48 horas de tratamiento celular, se agregó resazurina a cada pocillo
(4,4 µM), la cual se transforma en resorufina, un producto fluorescente, en las mitocondrias.
Después de 4, 6, 24 y 48 horas con resazurina, se midió la fluorescencia (excitación a 535 nm
y emisión a 595 nm) utilizando un lector de microplacas multimodal para imágenes de células,
Cytation 3 [13].

Posteriormente, se restó el valor producido por el reactivo solo de los valores promedio de
fluorescencia obtenidos. La viabilidad porcentual se calculó ajustando los datos al grupo sin
tratamiento, considerándolo como una viabilidad del 100%. La citotoxicidad se calculó en base
a la viabilidad celular relativa a este grupo: ninguna ≥ 90%, leve = 60-90%; moderada =
30-59% y severa ≤ 30%. Se aplicó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk a la viabilidad
porcentual y todos los datos presentaron una distribución normal. Luego, se compararon los
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tratamientos utilizando la prueba t de Student para variables no emparejadas: MCF-7 sin
tratamiento se comparó con todos los tratamientos. Además, se aplicó un análisis de varianza
(ANOVA) para comparar cada tipo de célula (MCF-7 y 3T3) sin tratamiento con todos los
tratamientos aplicados a cada uno.
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Caṕıtulo 3

Resultados

En este caṕıtulo se presentan los resultados de la śıntesis y caracterización de los compo-
nentes del sistema planteado durante el proyecto. Posteriormente, se detallan los resultados de
las pruebas de encapsulamiento y citotoxicidad de los diferentes agentes usados.

3.1. Sintesis y caracterización del hidrogel electrorres-
ponsivo

3.1.1. Śıntesis y caracterización del tetrámero de anilina

En la Figura 3.1 se muestra el espectro de absorción UV-Vis del AT. En este espectro se
pueden observar claramente dos bandas de absorción. La primera banda, con un máximo en
320 nm, está relacionada con las transiciones π −→ π* del anillo aromático que compone el
AT. La segunda banda, con un máximo en 600 nm, se atribuye a la absorción de electrones que
se encuentran en diferentes estructuras de la anilina, como en su forma de anillo benzoico o en
forma de quinona. Esta segunda banda es importante porque la transición de electrones que
ocurre debido a la absorción de luz en el espectro visible es la misma que ocurre bajo un campo
eléctrico, lo que la convierte en la transición responsable de la conductividad del poĺımero y la
electroresponsividad del hidrogel.

En la Figura 3.2b se presentan los resultados de la caracterización del AT mediante FTIR.
En este espectro, se pueden observar bandas de absorción entre 1480 cm-1 y 1600 cm-1, entre
2900 cm-1 y 3500 cm-1, y entre 800 cm-1 y 1400 cm-1. En el primer rango, estas absorciones se
pueden relacionar con la vibración de los enlaces dobles de los anillos aromáticos de la anilina.
En el segundo y tercer rango, estas absorciones se pueden relacionar con los diferentes enlaces
de las aminas de la anilina.
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Figura 3.1: Espectro de absorción UV-Vis del AT

La presencia de estos dos componentes es relevante para el entrecruzamiento y el funciona-
miento del hidrogel. Esto se debe a que el HDI, que se utiliza como agente entrecruzante, debe
enlazarse con las aminas del tetrámero y con los grupos hidroxilo del dextrano para formar
la red tridimensional del material. En cuanto a los anillos aromáticos, son los responsables
de la conductividad al permitir la transición de electrones entre los grupos de amina y estos
anillos, lo que cambia la distribución de sus enlaces debido a la presencia de un campo eléctrico
inducido.

3.1.2. Polimerización y caracterización del hidrogel electrorresponsi-
vo

En la figura 3.2c se muestra el espectro FTIR del hidrogel electroresponsivo (Dex/HDI/AT).
Este espectro permite verificar el entrecruzamiento del dextrano con el AT mediante la dismi-
nución de la transmitancia en dos bandas espećıficas. La primera banda se encuentra entre 950
cm-1 y 1400 cm-1, y en ella se detallan las vibraciones relacionadas con el enlace glucośıdico del
DEX. También se observan dos bandas entre 2500 cm-1 y 3500 cm-1, que se relacionan con las
vibraciones de los enlaces C-H en las hibridaciones espećıficas presentes en el DEX. Además,
se puede observar una banda relacionada con el grupo hidroxilo del DEX y el agua destilada
en la cual se encontraba hinchado el hidrogel en el momento de realizar la prueba.
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Figura 3.2: Espectro FTIR del dextrano, AT y Dex/HDI/AT

Las imágenes obtenidas por SEM mostradas en la Figura 3.3, confirman la estructura porosa
del hidrogel que favorece la encapsulación de los diferentes agentes dentro del mismo. Es posible
observar que la mayoŕıa de los poros tienen tamaños que oscilan entre 5 µ m y 10 µ m. Esto es
conveniente para la aplicación propuesta en este trabajo, dado que, se espera que los CD-cur
sintetizados tengan valores de tamaño en la escala nanométrica.

Figura 3.3: Imagenes SEM de Dex/HDI/AT con un aumento de a) 1500x y b) 5000x
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3.2. Śıntesis y caracterización de los puntos de carbono
funcionalizados con curcumina

3.2.1. Śıntesis y caracterización de los puntos de carbono

En el espectro de absorción UV-Vis presentado en la Figura 3.4, se pueden observar dos
bandas de absorción en el rango de 200 nm a 400 nm. La primera banda, con un máximo en
250 nm, se atribuye a las transiciones π −→ π* de los anillos aromáticos presentes en el núcleo
carbonizado de los puntos de carbono. La segunda banda, con un máximo en 340 nm, está
relacionada con las transiciones n −→ π*. Esto se debe a la presencia de enlaces C-O y C-N en
los grupos hidroxilo y grupos amina que se encuentran en la superficie de la nanopart́ıcula y
contienen átomos presentes en los precursores. También se observa un espectro de emisión que
muestra un máximo en 530 nm. Estos puntos de carbono presentan fluorescencia en longitudes
de onda superiores a 500 nm debido a la dopación con nitrógeno, lo cual disminuye la cantidad
de enerǵıa que liberan estas nanopart́ıculas cuando sus electrones pasan de un estado excitado
a un estado de reposo [14, 15].

Figura 3.4: Espectros de absorción UV-VIS y emisión bajo una luz de excitación de 365 nm de
los PCs

En el espectro FTIR de la Figura 3.5, es posible observar las bandas de absorción relacio-
nadas a los enlaces presentes en la superficie de los puntos de carbono. Se puede observar una
banda entre 1500 cm-1 y 1800 cm-1, la cual es provocada por la presencia de enlaces dobles
de carbono en los anillos aromáticos de los puntos de carbono. Además, también se pueden
observar picos más pequeños entre 3000 cm-1 y 3500 cm-1, los cuales están relacionados con
la presencia de heteroátomos y grupos funcionales en la superficie de las nanopart́ıculas, como
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aminas y carboxilos.

Figura 3.5: Espectros FTIR de la Curcumina, los PCs y los PC-Cur

En la Figura 3.6 se presentan los resultados de la medición del potencial zeta. Se puede
observar que existe una mayor proporción de part́ıculas con un potencial negativo cercano a
-22 mV. Esta polaridad se debe a los grupos funcionales presentes en la superficie de los puntos
de carbono, los cuales contienen átomos de nitrógeno y ox́ıgeno que disminuyen el potencial de
las nanopart́ıculas. Este resultado es importante porque, a diferencia de los puntos de carbono,
la curcumina no posee tantos grupos funcionales o átomos que disminuyan su potencial, lo que
hace que su potencial sea positivo. Esta diferencia de potenciales permitirá la funcionalización
de los puntos de carbono con esta molécula mediante la adsorción de la curcumina en su
superficie mediante interacciones electrostáticas.
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Figura 3.6: Diagrama de distribución de potencial Z para los PCs

3.2.2. Funcionalización de los puntos de carbono con curcumina

La funcionalización de la curcumina con los puntos de carbono se probó utilizando diferen-
tes concentraciones de curcumina: 0.01 mg/ml, 0.1 mg/ml, 1 mg/ml y 5 mg/ml, además de
una muestra de control donde solo se agregaron puntos de carbono. Como se puede observar en
los espectros de la Figura 3.7, se obtuvieron tres bandas principales de absorción. La primera
banda, con un máximo en 260 nm, está presente tanto en la curcumina como en los puntos
de carbono. Sin embargo, en la curcumina, este pico es débil y se atribuye a las transiciones
n −→ π* de los sustituyentes de los ciclos aromáticos de la curcumina, mientras que en los
puntos de carbono está relacionado con las transiciones π −→ π* de los anillos aromáticos que
forman el carbono. Esta banda, en el caso de la curcumina, puede verse dividida en dos picos,
uno con máximo en 260 nm y otro en 300 nm, pero se atribuyen a la misma transición. En la
siguiente banda, con un máximo en 340 nm, la absorción se atribuye a las transiciones n −→ π*
de los enlaces entre el carbono, el nitrógeno y el ox́ıgeno presentes en la superficie de los puntos
de carbono. Por último, en la tercera banda, con un máximo en 430 nm, se puede observar
la absorción relacionada con las transiciones π −→ π* de los anillos aromáticos y el sistema
conjugado de la molécula de curcumina. Esta transición, aunque requiere alta enerǵıa para
ocurrir, se ve afectada al dispersar la molécula en un medio polar debido a las interacciones
electrostáticas entre el solvente y los cromóforos polares de la curcumina, lo que estabiliza los
estados excitados π* y disminuye la enerǵıa en la cual ocurre esta transición [16, 17].
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Figura 3.7: Espectros de absorción UV-Vis de las diferentes reacciones de funcionalización para
la obtención de PC-Cur

Al analizar los espectros UV-Vis de los puntos de carbono funcionalizados con curcumi-
na (PCs-Cur), se puede observar que la absorción en la banda con máximo en 300 nm tiene
una relación directa con la concentración de curcumina durante la reacción. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que esto puede deberse tanto a una mayor funcionalización de la
curcumina a los puntos de carbono como a residuos de curcumina que se mantuvieron en la
muestra después del proceso de purificación. Por lo tanto, aunque los espectros de absorción
UV-Vis permiten observar la funcionalización, no deben ser el único criterio para determinar
cuál fue la mejor reacción realizada. Durante la reacción, también se observó que las reacciones
con concentraciones de 1 mg/ml y 5 mg/ml saturaban el medio y, cuando la mezcla no se en-
contraba bajo agitación magnética, se precipitaba una alta cantidad de curcumina. Esto indica
que estas no son las reacciones más eficientes para lograr la funcionalización. Considerando
tanto los espectros UV-Vis como la eficiencia de la reacción, se puede observar que la mejor
funcionalización se logra utilizando una concentración de curcumina de 0.1 mg/ml. En esta
condición se observan las bandas caracteŕısticas tanto de la curcumina como de los puntos de
carbono en los espectros, y además se obtiene una mezcla homogénea con una baja cantidad
de curcumina residual al finalizar el proceso.

3.3. Pruebas de encapsulamiento

Para realizar la prueba de encapsulamiento, primero fue necesario realizar la curva de ca-
libración para los tres agentes con los cuales se iba a realizar la prueba (fluorescéına, PCs y
PCs-Cur). En la figura 3.8 se observan las curvas de calibración realizadas para los tres agen-
tes, con un coeficiente de determinación mayor a 0.98. Estas curvas permitieron establecer una
relación lineal entre la absorbancia y la concentración, lo que permitió convertir la absorbancia
de cada muestra tomada durante el encapsulamiento en la masa de moléculas o nanopart́ıculas
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almacenadas en el hidrogel.

Figura 3.8: Curvas de calibración para a) fluorescéına, b) PCs y c) PC-Cur

Los resultados finales de la prueba de encapsulamiento se observan en la Figura 3.9. Estos
resultados muestran la diferencia en el encapsulamiento de los tres agentes. Se puede observar
que la fluorescéına se encapsula a una velocidad mayor y, al final, el hidrogel muestra una ma-
yor capacidad para almacenar fluorescéına en comparación con las otras nanopart́ıculas. Entre
las nanoplataformas encapsuladas, se observa que aquellas que no están funcionalizadas con
curcumina encapsulan a una velocidad mayor que aquellas que śı lo están. Estos resultados se
deben al mecanismo de encapsulamiento y al proceso de difusión que se lleva a cabo entre el
medio y el hidrogel, los cuales pueden verse afectados por diversos factores. Por ejemplo, la
formación de aglomerados de las nanoplataformas puede influir en su velocidad y capacidad
de encapsulamiento, ya que estos aglomerados pueden no contribuir al encapsulamiento del
agente. Además, en el caso de los PCs-Cur, el cambio de polaridad debido a la funcionalización
puede haber disminuido su interacción con la red polimérica del hidrogel, aunque siguen siendo
mayormente polares.

Aśı, se confirma que el hidrogel tiene la capacidad de encapsular la nanoplataforma fun-
cionalizada, lo que demuestra el efecto positivo de los puntos de carbono para mejorar la
interacción de moléculas hidrofóbicas en el ambiente hidrof́ılico del hidrogel. Además, se debe
mencionar que la anilina también tiene una polaridad moderada, por lo que el AT también
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puede haber contribuido a la absorción y retención de esta nanoplataforma dentro del hidro-
gel. Estos resultados son similares al estudio realizado por Pooresmaeil y colaboradores [18].
Los autores demostraron cómo la co-carga de curcumina y doxorrubicina dentro de un hidro-
gel podŕıa lograrse mediante la adición de puntos de carbono, que a través de interacciones
electrostáticas facilitan la retención de la molécula de curcumina.

Figura 3.9: Curva de encapsulamiento del hidrogel

3.4. Pruebas de citotoxicidad

Los hallazgos más relevantes de la prueba de citotoxicidad se muestran en la figura 3.10.
EL hidrogel (1 µg) disminuyó ligeramente la viabilidad de las células 3T3, mientras que el
hidrogel (5 µg) la aumentó ligeramente, ambos de manera no significativa desde el punto de
vista estad́ıstico (figura 3.10a). También tuvo un efecto positivo en la viabilidad de las células
MCF7 en las primeras horas de incubación, aunque no significativo, y posteriormente el efecto
fue opuesto (figura 3.10b). Los PCs a baja concentración (1 µg/mL) estimuló significativamente
la proliferación de las células 3T3 y ligeramente la de MCF7, mientras que a 5 µg/mL inhibió
significativamente la proliferación en un tiempo de exposición más prolongado (48 horas). La
curcumina libre a baja concentración (1 µg/mL) mostró una tendencia a estimular ligeramente
la viabilidad de las células 3T3, mientras que a alta concentración (5 µg/mL) inhibió moderada
y significativamente a las células MCF7. Por otro lado, los PC-Cur en las primeras horas
de exposición a baja concentración (1 µg/mL) inhibió significativamente la viabilidad de las
células 3T3, pero este efecto disminuyó con el tiempo y se volvió positivo después de 48 horas
de incubación. Por el contrario, en las células MCF7 la inhibición se mantuvo a lo largo del
tiempo, siendo moderada y significativa a las 48 horas de incubación.
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Figura 3.10: Resultados de las pruebas de viabilidad y citotoxicidad in vitro
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Caṕıtulo 4

Conclusiones

Después de sintetizar exitosamente el hidrogel electro-responsivo, PC y PC-Cur, se realizó la
prueba de encapsulación. Los resultados establecieron la capacidad del hidrogel para encapsular
eficientemente la fluorescéına debido a las interacciones favorables con la matriz polimérica y el
entorno acuoso. Se observan valores más bajos en los perfiles de incorporación y el porcentaje
de acumulación de PC y PC-Cur en el hidrogel, lo cual es esperado debido a las propiedades
fisicoqúımicas de cada uno de estos agentes. Sin embargo, las interacciones polares de los PCs
con la matriz polimérica permiten su incorporación en el hidrogel a pesar de la presencia
de moléculas de curcumina, validando el uso de PCs como veh́ıculo de entrega de fármacos
para medicamentos hidrofóbicos como la curcumina. Finalmente, se encontró que los PC-Cur
son moderadamente citotóxicos para las células MCF7 después de 48 horas de exposición,
sorprendentemente a la dosis más baja (1 µg/mL). El hidrogel produjo un ligero aumento en
la viabilidad de las células MCF7 y un efecto moderado en las células 3T3. Futuros estudios
deben ser desarrollados para la caracterización de las propiedades electroresponsivas de este
sistemas de liberación controlada de fármacos.
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