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Trabajo de Tesis Doctoral:

Microgeles Poliméricos: Respuesta a Est́ımulo,
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pañeres de militancia, de casa, de oficinas, de cerámica, fútbol, familia, etc, etc.
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Gúıa del Navegante

Esta tesis presenta una investigación exhaustiva sobre los hidrogeles poliméricos,

abordando su estudio desde una perspectiva teórica/computacional. La intención de

esta gúıa es ofrecer una visión general de la investigación realizada, proporcionando al

lector un primer vistazo de lo desarrollado e investigado a lo largo de este doctorado.

En el primer caṕıtulo, nos adentramos en el mundo de los hidrogeles poliméricos,

haciendo énfasis en sus aplicaciones biomédicas. Se presentarán las motivaciones y

objetivos, además de mencionar el enfoque utilizado y las herramientas empleadas

para llevar a cabo los estudios presentados.

La investigación se inicia con una exploración detallada de films de hidrogeles

poliméricos, subrayando su versatilidad y su papel en la solución de problemas com-

plejos en diversas áreas de aplicación. Mediante el uso de la teoŕıa molecular, se

examina cómo la respuesta de estos materiales a diversos est́ımulos pueden ser mani-

puladas para diseñar sistemas más eficientes y efectivos para aplicaciones espećıficas.

Este caṕıtulo, inspirado en trabajos publicados [1, 2] y en especial [3], utilizó films

para la encapsulación de fármacos.

Continuando en el mundo de los hidrogeles poliméricos y acercándonos más a

nuestros objetivos, se confeccionó el caṕıtulo 3, en el cual se presenta un estudio de

la termodinámica de microgeles poliméricos con múltiples est́ımulos. Los resultados

mostrados forman parte de un trabajo publicado [4], en el cual se plantea el uso de un

modelo robusto con el cual se explican los fenómenos observados experimentalmente

desde la fisicoqúımica. Se muestra la capacidad de estos microgeles como encapsu-

ladores de drogas terapéuticas y se predicen las condiciones óptimas de laboratorio

para dicha tarea.

En el cuarto caṕıtulo, extendemos nuestra investigación para estudiar cómo la
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estructura que define a los nanogeles poliméricos afecta su respuesta a est́ımulos

[5]. Este estudio explora el impacto de la funcionalización de la red polimérica y la

composición qúımica en el comportamiento de nanogeles poliméricos sensibles al pH

y su adsorción de protéınas.

Para cerrar esta tesis, en el caṕıtulo 5 se aplican todos los conocimientos adquiri-

dos sobre microgeles y nanogeles poliméricos para el estudio de soluciones compuestas

por part́ıculas con múltiples respuestas a est́ımulos. En este caṕıtulo nos enfocamos

en el efecto de la concentración de nanogeles y sus consecuencias sobre la respuesta

a cambios del medio que los contiene.

El propósito de este prólogo es preparar al lector para una inmersión profunda en

los temas que se tratarán. A través de este documento, se busca no solo compartir

los resultados obtenidos, sino también inspirar a futuras investigaciones en el campo

de los hidrogeles poliméricos y sus aplicaciones.
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3.2. Metodoloǵıa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73

3.2.1. Teoŕıa: Fase Microgel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73

3.2.2. Fase solución . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80

3.2.3. Minimización grafica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81

3.2.4. Incoporación de adsorbatos: Modificación del método teórico . 82

3.3. Resultados y discusión . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

3.3.1. Respuesta al pH y la concentración de sal . . . . . . . . . . . 87

3.3.2. Respuesta a la Temperatura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92

3.3.3. Efecto del grado de entrecruzamiento . . . . . . . . . . . . . . 96

3.3.4. Adsorción de drogas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97

3.4. Conclusiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102

4. Impacto de la funcionalización de la red polimérica en la adsorción
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A.1. Configuraciones de la red polimérica de un nanogel . . . . . . . . . . 173
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2.12. (A) Representación esquemática de la recarga/liberación de Doxo des-

pués de la adsorción de poliaminas. (B) El cambio en la absorbancia

(a λ = 490 nm) en relación con la carga inicial de Doxo en el film de
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MAA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
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los segmentos de MAA cargados del microgel. . . . . . . . . . . . . . 100
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al pH. B: Gráfico del grado de carga ideal dependiente del pH de la

unidad funcional aislada en solución diluida. . . . . . . . . . . . . . . 122

4.3. Radio promedio, R, en función del pH para nanogeles de copoĺımero
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funcionalizados con MAA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 128
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mismas condiciones que el panel A. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131
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en función de la posición para nanogeles AH-VA con un 22 % de seg-

mentos sensibles al pH en diferentes configuraciones de red. El pH es

7.5, la concentración de insulina es de 10−6 M y la de NaCl es de 10−3

M. B: Potencial de fuerza media, PMF (r) actuando sobre la protéına,
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Hidrogeles poliméricos: Aplicaciones biomédi-

cas.

En la última década, el interés por los hidrogeles poliméricos ha aumentado signi-

ficativamente debido a la amplia variedad y diversidad de materiales e innovaciones

que se pueden lograr con ellos . Estos sistemas poliméricos, que tienen una estructura

molecular flexible y adaptable, pueden alterar su forma y propiedades de acuerdo

con las condiciones externas. Esta adaptabilidad los convierte en protagonistas in-

dispensables en diversas industrias [13], desde su uso en la creación de espumas y

adhesivos [14, 15], hasta su aplicación en la industria cosmética y de pinturas, ofre-

ciendo caracteŕısticas singulares a productos que enriquecen nuestra vida diaria [16].

En la industria alimentaria, los hidrogeles poliméricos actúan como aditivos esen-

ciales, contribuyendo a la textura, preservación y seguridad de los alimentos que

consumimos [17].

Los hidrogeles tienen aplicaciones significativas en la mejora de la retención de

agua y nutrientes en el suelo, lo cual es fundamental para incrementar la productivi-

dad agŕıcola y disminuir la dependencia del riego [18]. Estos materiales también son

útiles en la protección de plantas contra seqúıas y plagas. En el campo de la reme-

diación ambiental, su capacidad para absorber y contener contaminantes es notable

[1, 2], contribuyendo aśı a la purificación de agua y suelo [19]. Además, los hidroge-

les facilitan el transporte y la liberación controlada de agentes remediadores, lo que

20
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acelera los procesos de limpieza ambiental [19]. En resumen, los hidrogeles poliméri-

cos se destacan por su versatilidad y su amplio espectro de aplicaciones prácticas.

Su habilidad para adaptarse a diversas condiciones ambientales los posiciona como

herramientas valiosas en múltiples sectores industriales.

Uno de los terrenos más importantes en los que los hidrogeles poliméricos han

causado un impacto significativo es en el ámbito médico y farmacéutico. Estos ma-

teriales se han erigido como protagonistas en la búsqueda de transportadores de

fármacos más avanzados, eficientes, y compatibles con el organismo humano. Sus

propiedades intŕınsecas les permiten ser moldeados y adaptados de manera espećıfi-

ca para cumplir con los requisitos únicos de la administración de medicamentos. Esta

capacidad permite diseñar hidrogeles que se adapten a las necesidades espećıficas de

cada paciente. Esta intersección entre los hidrogeles poliméricos y la medicina no solo

tiene el potencial de revolucionar la forma en que se administran medicamentos, sino

que también puede tener un impacto positivo en la calidad de vida de las personas.

Se están desarrollando tratamientos más efectivos y personalizados que minimizan

los efectos secundarios, gracias a la capacidad de estos materiales para interactuar

de manera selectiva con el cuerpo humano. Además, lo degradable de estos mate-

riales contribuye a la reducción del impacto ambiental, lo que es fundamental en

un mundo cada vez más enfocado en la sostenibilidad. La biodegradabilidad de los

poĺımeros que componen a estos hidrogeles permite que se eliminen del cuerpo de

manera natural, evitando la necesidad de ciruǵıas para su extracción [20].

En aplicaciones médicas los hidrogeles polimérico tienen un creciente interés. Co-

mo resultado, los hidrogeles de poĺımeros son actualmente candidatos prometedores

para el desarrollo de una variedad de biomateriales con aplicaciones en biosensores

[21, 22], ingenieŕıa de tejidos [23, 24], regeneración ósea [25], materiales biomiméticos

[26, 27], entre muchas otras aplicaciones biomédicas [28]. Por ejemplo, los films de

hidrogeles se pueden utilizar para crear parches transdérmicos que liberen fármacos

de manera controlada y sostenida [29].

Estos materiales se forman por la unión de cadenas largas de moléculas orgáni-

cas, es decir poĺımeros, que pueden tener diferentes grados de entrecruzamiento y

solvatación. En la figura 1.1 se ilustra cómo a partir de una cadena polimérica es

posible crear una red de la misma y aśı obtener un film o micro/nanogel. Estos
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poĺımeros están compuestos por monómeros que son quienes otorgan sus cualidades

est́ımulo-responsivas que resultan en sus múltiples posibles aplicaciones. Los films

de hidrogeles son capas delgadas de material polimérico (redes tridimensionales en-

trecruzadas) con variados espesores depositadas o ancladas en superficies. Por otro

lado, los microgeles son part́ıculas con una estructura de poĺımero entrecruzado que,

al igual que los films, pueden adsorber grandes cantidades de agua u otro solvente.

Los nanogeles, en cambio, son estructuras similares a los microgeles pero de tamaño

nanométrico.

En resumen, los hidrogeles poliméricos tienen un gran potencial para revolucionar

una amplia gama de industrias, desde la cosmética y alimenticia hasta la medicina y

la farmacéutica. Su capacidad de adaptarse a diferentes condiciones y necesidades los

convierte en una herramienta versátil y valiosa para el desarrollo de nuevos productos

y aplicaciones.

1.2. Motivación: Encapsulado y Liberación de me-

dicamentos

La naturaleza hidrof́ılica de los hidrogeles los hace, generalmente, biocompatibles

y poseen una gran capacidad para incorporar moléculas huésped o analitos, tanto

orgánicos como inorgánicos, y prevenir su degradación por el medio externo. El am-

biente acuoso dentro de las redes poliméricas puede proteger a las protéınas de la

desnaturalización y la agregación en el interior de los hidrogeles [30–32], mientras

permanecen activas y estructuradas antes de ser liberadas [33]. Como veh́ıculos para

el suministro de drogas, los films y micro/nanogeles poliméricos pueden administrar

fármacos de peso molecular bajo, oligonucleótidos, protéınas terapéuticas e incluso

combinaciones de drogas, lo cual es esencial en terapias contra el cáncer y las enfer-

medades infecciosas. Estas aplicaciones son posibles gracias a su respuesta a est́ımulo

que proporciona un mecanismo para el encapsulado y liberación de analitos.

La respuesta a est́ımulo de los films y micro/nanogeles está fuertemente ligada

a la composición de los poĺımeros que forman parte de su red tridimensional. Los

hidrogeles compuestos por cadenas poliméricas que contienen segmentos ácidos como

el ácido acŕılico o metacŕılico (AA y MAA, respectivamente), suelen hincharse (swe-
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lling) o deshincharse (deswelling) en respuesta a cambios en el pH de la solución en la

que se encuentran [34]. Esta respuesta al pH viene acompañada con una regulación

de carga por parte de la red polimérica, con lo que el material es también capaz de

responder simultáneamente a cambios en la concentración salina [35]. Análogamente,

los hidrogeles compuestos por cadenas de poĺımeros termosensibles experimentan una

transición de fase de volumen al sobrepasar una temperatura caracteŕıstica [36, 37].

Este comportamiento se origina porque tales poĺımeros son insolubles en agua por

encima de cierta temperatura mı́nima cŕıtica de solubilidad (LCST por sus siglas en

inglés) [38]. En particular, los hidrogeles compuestos por poli(N-isopropilacrilamida)

(PNIPAm) poseen una LCST de alrededor de 32◦C [39]. En la figura 1.1 se muestran

ejemplos de monómeros, cuyas cadenas poliméricas tienen este tipo de respuesta a

cambios de pH, concentración salina y/o temperatura. Ácido metacŕılico (MAA) y

alilamina (AH) muestran respuesta al pH y a la concentración salina, el poliméro

de N-isopropilacrilamida (NIPAm) presenta respuesta a la temperatura. En esta te-

sis estudiaremos redes poliméricas compuestas con estos monómeros, en particular

se investiga si es posible utilizar sus hidrogeles poliméricos como dispositivos para

aplicaciones biomédicas.

En la administración oral de fármacos, los hidrogeles con respuesta de pH se

han investigado como veh́ıculos funcionales que pueden encapsular y administrar

protéınas, evitando su degradación por el entorno gastrointestinal [40–42]. Esto se

ilustra en la figura 1.2B en la que se muestran los cambios de pH que ocurren a lo

largo del proceso digestivo.

En este ámbito, los cambios de pH presentes a lo largo del tracto digestivo,

desde un medio ácido en el estómago (pH 1.2-2) hasta uno neutro o moderadamente

alcalino en el intestino delgado (pH 7-8), pueden ser aprovechados para controlar

la liberación de fármacos. Además, algunos compartimentos celulares involucrados

en la captación de fármacos, como los endosomas tempranos, tienen un pH ácido.

La diferencia de pH que existe entre la superficie de la piel y el torrente sangúıneo

puede ser aprovechada para la administración transdérmica de fármacos utilizando

nanogeles con respuesta al pH [43]. Esto se ve esquematizado en la figura 1.2A en

la cual se muestra cómo la respuesta a est́ımulo, pH de los nanogeles funciona como

agente liberador de drogas, en este caso por una expansión de la part́ıcula.
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Film Micro/nanogel

MAA AH NIPAm

Modelado molecular

Figura 1.1: Moléculas que conforman los diferentes monómeros de las redes poliméri-
cas que dan respuesta a los hidrogeles. Con respuesta al pH y concentración de sal:
alilamina (base), ácido metacŕılico y ácido acŕılico. Con respuesta a la temperatura:
N-isopropilacrilamida. Estas moléculas son las utilizadas para los hidrogeles usados
en esta tesis. Modelado molecular hace referencia a la construcción de modelos que
representen las propiedades moleculares de estos sistemas. En particular se muestra
que cada uno de estos monómeros se presenta como una esfera. En cada caṕıtulo se
dará detalle de como se da la construcción de este modelado.
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pH 6.8-7.5
Cavidad bucal

B

pH 7.2-7.5

Intestino
 delgado

pH 1-2
Estómago

Estímulo
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A

Figura 1.2: Esquema de funcionamiento de nanogeles como transportadores de medi-
camentos. A (izquierda): nanogel cargado con una protéına terapéutica que se libera
en respuesta a un est́ımulo (cambio de pH). B (lado derecho): se aprovecha los di-
ferentes pHs que hay en el cuerpo humano para el diseño de nanogeles que liberen
drogas terapéuticas en un ambiente espećıfico.
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El microambiente local alrededor del tejido canceroso puede presentar un pH más

ácido en comparación con las condiciones fisiológicas habituales [44–46], por lo que

los nanogeles con respuesta al pH están siendo evaluados para la administración de

medicamentos en el tratamiento del cáncer [47, 48]. Por ejemplo, se han utilizado

nanogeles de quitina para la administración de doxorubicina en diferentes tipos de

cáncer, incluyendo pulmón, mama, h́ıgado y próstata [49].

Por otro lado el poĺımero termosensible, PNIPAm, al tener una temperatura de

transición de volumen cercana a la temperatura corporal, hace que sus hidroge-

les despierten un gran interés para aplicaciones biomédicas, como la administración

localizada de anestésicos [29, 50]. Es posible diseñar estrategias para controlar la

temperatura de transición de los hidrogeles termosensibles, las cuales incluyen la

copolimerización con un monómero iónico o ionizable [51–54]. Este último enfoque

produce hidrogeles de respuesta múltiple que son susceptibles, además de a varia-

ciones temperatura, a cambios en el pH y la concentración de sal. En particular

se ha demostrado que la temperatura de transición de los microgeles de NIPAm

y AA depende del pH de la solución y la concentración de sal [55–58]. Asimismo

la temperatura de transición de los microgeles de copoĺımeros de NIPAm y MAA

[59–61] depende de la fracción de monómero ionizable en las cadenas de poĺımero

[55–57, 60, 62–64]. Investigaciones recientes han explorado el uso de microgeles de

poli(NIPAm-MAA) en dispositivos para la encapsulación y liberación del fármaco

quimioterapéutico doxorrubicina [65–67]. La adición de comonómero ácido en estos

microgeles introduce un nuevo mecanismo dependiente del pH para la captura y libe-

ración eficiente de moléculas, haciendo estos sistemas de microgeles multifuncionales

especialmente prometedores para el diseño de sistemas avanzados de administración

de fármacos [68].

En śıntesis, el rango de las potenciales aplicaciones biomédicas de los nanogeles

es extenso e incluye desarrollos contra los trastornos neurológicos, las enfermeda-

des cardiovasculares, oftalmológicas, inflamatorias y autoinmunes, aśı como también

avances en el diagnóstico por imágenes, la ingenieŕıa de tejidos, la reconstrucción ósea

y el manejo de la diabetes y el dolor. Por ejemplo, los nanogeles de ácido hialurónico

están siendo evaluados para inhibir la acumulación de la protéına beta-amiloide en el

manejo del Alzheimer [69]. En el tratamiento de la diabetes, se investigan nanogeles
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sensibles a la glucosa [27] y nuevos métodos de administración de insulina basados

en nanogeles [70].

Estas son algunas razones por las cuales los hidrogeles poliméricos son hoy en

d́ıa una de las primeras opciones consideradas al diseñar biomateriales con funciones

espećıficas [71, 72]. El est́ımulo que dispara la respuesta de los hidrogeles puede

ser suministrado por un gradiente en la composición fisiológica, ya sea natural o

inducido por un estado patológico. La versatilidad de estas part́ıculas dif́ıcilmente

puede ser alcanzada con otro tipo de materiales incapaces de responder a cambios en

las condiciones del medio que pueden ser relativamente moderados. En este sentido

uno de los desaf́ıos en la actualidad es aprender a controlar esta respuesta para

canalizarla en diferentes aplicaciones. A lo largo de esta tesis se plantea comprender

la fisicoqúımica, que determina el comportamiento de los hidrogeles poliméricos, en

particular films y micro/nanogeles, la cual determina su capacidad de responder a

est́ımulos y como consecuencia su potencialidad para el desarrollo de dispositivos

para el encapsulado y liberación de medicamentos.

1.3. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es desarrollar una descripción comprensiva

del comportamiento y respuesta a est́ımulos de los micro/nanogeles po-

liméricos mediante el uso de modelos teóricos y computacionales basados

en interacciones moleculares.

Este objetivo nos lleva a determinar si es posible utilizar hidrogeles poliméricos,

ya sea en forma de films o micro/nanogeles, como dispositivos inteligentes para el

desarrollo de nuevas tecnoloǵıas en biomedicina. En particular, el caṕıtulo 2 se dedi-

ca al estudio de films de hidrogeles poliméricos compuestos por monómeros de ácido

metacŕılico, enfocándose en la captura de poliaminas y la administración de drogas

terapéuticas, como la doxorubicina. Se analiza cómo interactúan estos films con di-

versas biomoléculas y/o drogas y cómo responden a cambios en el pH, concentración

salina y concentración de adsorbatos, aśı como los mecanismos subyacentes en la

liberación de biomoléculas capturadas. Para abordar estas cuestiones, desarrollamos

un método mecano-estad́ıstico que denominamos Teoŕıa Molecular (TM).
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En el caṕıtulo 3, se deriva una teoŕıa termodinámica para estudiar el comporta-

miento de microgeles de P(NIPAm-MAA) en respuesta a cambios de pH, concentra-

ción de sal y temperatura, se evalua la actuación de estos microgeles para encapsular

y liberar medicamentos en relación a las propiedades del medio. En el caṕıtulo 4 se

extiende la TM para investigar cómo la distribución del mónomero con respuesta al

pH condiciona la adsorción de protéınas terapéuticas en nanogeles de PMAA y PAH.

Finalmente, el caṕıtulo 5 aborda cómo los cambios en la concentración de nanogeles

de P(NIPAm-MAA) afectan las propiedades de soluciones coloidales, en particular

su respuesta al pH, concentración salina y temperatura. Para ello, integramos simu-

laciones de Monte Carlo con el modelo teórico desarrollado en el caṕıtulo 3.

Los objetivos espećıficos de la presenta tesis son los siguientes:

1. Desarrollar un modelo mecano-estad́ıstico utilizando TM para describir la res-

puesta a cambios de pH, temperatura y concentración de sal en microgeles

formados por homopoĺımeros.

2. Extender dicho modelo para investigar el comportamiento de microgeles de

copoĺımeros con respuesta a múltiples est́ımulos.

3. Estudiar los mecanismos de adsorción de diferentes biomoléculas en los mi-

crogeles en función de las condiciones del medio y la estructura/composición

qúımica de las cadenas poliméricas.

4. Desarrollar un modelo combinando simulaciones de TM y Dinámica Molecu-

lar (DM) para estudiar el comportamiento de estos microgeles en soluciones

relativamente concentradas.

1.4. Antecendentes metodológicos

Mediante el uso de teoŕıa molecular, se ha logrado estudiar la termodinámica

de hidrogeles de cadenas de poliácido entrecruzadas, incluyendo peĺıculas delgadas

depositadas en superficies [73, 74] y peĺıculas de estos mismos films anclados en

superficies sólidas [75, 76]. En estos trabajos, Longo et al. [76] ha investigado el rol
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que cumple los cambios en el pH y la concentración de sal, en el equilibrio ácido/base

de poliácidos que componen al film. En otros trabajos se ha aplicado este marco

teórico para considerar la adsorción de péptidos y protéınas en nanofilms de hidrogel

de cadenas de poliácido entrecruzadas [76–81], observando el trabajo no trivial que

tiene el pH al momento de protonar/deprotonar a los distintos adsorbatos.

Las predicciones de esta teoŕıa han demostrado estar en excelente acuerdo cuan-

titativo con observaciones experimentales para una variedad de sistemas poliméricos

[82, 83]. En estos y otros trabajos se ha buscado comprender cómo la adsorción en

peĺıculas de hidrogel depende del pH y la concentración de sal, tanto en solucio-

nes de protéınas individuales como en mezclas [78, 79, 82]. En este método, la TM,

el estado de protonación de los residuos de protéınas y de los segmentos de la red

no se asume a priori en función del pH de la solución (el seno o bulk), sino que se

predice localmente como resultado de la posición del grupo y su entorno local [35, 82].

1.5. Metodoloǵıa

Teoŕıa Molecular

En base a los antecendes metodológicos, los objetivos planteados en la presente tesis

se abordaran principalmente con el desarrollo de una teoŕıa molecular con la cual

poder describir la termodinámica de los sistemas de interés. Este enfoque teórico

nos permite describir el tamaño, la forma, la distribución de carga, el estado de

protonación y la conformación de todas las especies moleculares que constituyen

al sistema. Para tal fin se usa una descripción molecular de grano grueso de las

diferentes especies qúımicas que componen el sistema.

La TM se deriva al escribir la enerǵıa libre del sistema como un funcional de las

densidades de las especies en solución, las conformaciones de la red polimérica y el

potencial electrostático. La minimización de esta enerǵıa respecto a sus funcionales

permite describir la termodinámica del sistema. De esta manera, se puede estudiar

cómo las variaciones en las condiciones de la solución: la fuerza iónica, el pH, la

temperatura, concentración de algún análito de interés, cambian las propiedades

termodinámicas.
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A lo largo de esta tesis se extiende la TM, en primera instancia, para el estudio

de film de hidrogel de poliácido para la captura de poliaminas, las cuales, como

se demostrará, funcionan como est́ımulo para la liberación de drogas terapeúticas,

en particular la doxorubicina (caṕıtulo 2). El uso de estos film en este caṕıtulo

tuvo la finalidad de comprender los desarrollos teóricos planteados para los sistemas

mencionados en los antecedentes metodológicos, sección 1.4. Comprendidas estas

primeras bases, fue posible el estudio de la adsorción de protéınas en nanogeles

basados en PAH y PMAA, caṕıtulo 4, el cual necesitó de un nuevo desarrollo de

teoŕıa molecular. La complejidad de este nuevo estudio requirió el uso de simulaciones

por dinámica molecular (DM) para la obtención de las configuraciones de la red

polimérica los nanogeles.

Modelo termodinámico de dos fases

Se han descrito y aplicado teoŕıas y simulaciones moleculares en varios niveles de

resolución para investigar el comportamiento de los hidrogeles poliméricos sensibles

a est́ımulos. Quesada-Pérez et al. [84] han simulado el comportamiento de geles

compuestos por polielectrolitos y termosensibles utilizando simulaciones de Monte

Carlo, logrando explicar el comportamiento de hinchamiento de estas part́ıculas.

Por otro lado, Ahualli et al. [85] emplearon simulaciones de grano grueso para el

modelado de geles polielectroĺıticos. Estos trabajos se han centrado principalmente

en el hinchamiento y otras propiedades de hidrogeles que tienen una red de poĺımero

permanentemente cargada. Algunos autores han también abordado el efecto de la

temperatura y la calidad del solvente [85–89].

Recientemente, estudios mediante simulaciones computacionales han considerado

la respuesta al pH de microgeles compuestos de poĺımeros reguladores de carga [90–

94]. Sin embargo, solo unos pocos trabajos teóricos han investigado las propiedades

de los microgeles de respuesta múltiple en función de la temperatura, el pH y la

concentración de sal [95, 96].

Polotsky et al. [96] basa su teoŕıa en equilibrios osmóticos, teniendo en cuenta

expĺıcitamente el equilibrio de ionización dentro de sus microgeles. Estos estudios

predicen patrones complejos en la dependencia de las dimensiones de las part́ıculas

de microgel, es decir, sus parámetros de control: tamaño y composición.

En el caṕıtulo 3 derivamos una teoŕıa de equilibrio entre dos fases y realizamos



Caṕıtulo 1. Introducción 31

una investigación sistemática del comportamiento termodinámico de microgeles com-

puestos por copoĺımeros aleatorios de NIPAm y un comonómero ácido, MAA. Este

modelo describe la qúımica-f́ısica detrás de diversos fenómenos: a saber la expansión

del microgel impulsada por el pH, la dependencia del tamaño de part́ıcula en la con-

centración de sal, y el efecto de los cambios en la temperatura. La finalidad de esta

metoloǵıa es obtener las condiciones, dado el pH, temperatura, concentración salina,

y tamaño del microgel, que minimizan la enerǵıa del sistema. Esto se logra a través

de escribir un potencial termodinámico que incluya las diferentes contribuciones que

hacen al sistema: entroṕıa de mezcla, enerǵıa libre qúımica de las especies protona-

bles, enerǵıa asociada a interacciones electrostáticas y del tipo Van der Waals, aśı

como también por las repulsiones estéricas.

Metrópolis Monte Carlo

El método de Metropolis Monte Carlo (MCMC) es un método de muestreo estad́ıstico

que se utiliza para generar muestras de una distribución de probabilidad desconoci-

da. El método es utilizado en el caṕıtulo 5 para el estudio de soluciones coloidales

de nanogeles basados en P(NIPAm-MAA). En cada paso de estas simulaciones un

nanogel de la solución es seleccionado al azar cambiandolo de posición en la solución

seguido de una expansión/compresión del mismo. La probabilidad de aceptar o no

este paso es mediado por la enerǵıa total del paso: enerǵıa interna del nanogel y

enerǵıa de interacción con los demás nanogeles presentes en la solución. La enerǵıa

interna de estos nanogeles es la enerǵıa libre interna obtenida con la metodoloǵıa

del modelo termodinámico de dos fases presentada en el caṕıtulo 3. En este caṕıtulo

se desarrolla el estudio de las propiedades coloidales de los soluciones de nanoge-

les y como se ven afectadas a consecuencia de la composición de la solución, pH,

concentración de sal o por la temperatura a la cual se encuentra la misma.



Caṕıtulo 2

Films de hidrogeles poliméricos:

Adsorción de poliaminas,

encapsulado y liberación de

fármacos

2.1. Introducción

Putrescina, espermidina y espermina son poliaminas que tienen dos, tres y cuatro

grupos amino respectivamente, y que están presentes en todas las células vivas. Las

poliaminas son indispensables para el crecimiento celular y son necesarias en muchos

procesos intracelulares e intercelulares. Participan en diversas funciones metabólicas,

como la replicación del ADN, la regulación de canales iónicos, la fosforilación de

protéınas y la señalización extracelular [6, 97]. Además, las poliaminas interactúan

fuertemente con los fosfoĺıpidos de las membranas y, por lo tanto, pueden desempeñar

un papel importante en la regulación de las enzimas vinculadas a estas membranas

[98].

En el entorno de las células sanas, las poliaminas se encuentran en concentracio-

nes micromolares a unos pocos milimolares [99, 100]. Sin embargo, cerca de las células

tumorales, su concentración es relativamente mayor. Numerosos estudios han demos-

trado que los pacientes con cáncer presentan concentraciones elevadas de poliaminas

32
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tanto en la sangre como en la orina [101]. La producción de putrescina comienza

cuando la enzima ornitina decarboxilasa (ODC) la cataliza [6, 8, 102]. Su mayor

actividad es la responsable de las concentraciones elevadas de poliaminas [6, 7, 103].

Concentraciones anómalas de poliaminas pueden indicar la presencia de una célula

tumoral [104, 105], aśı como también un exceso de disponibilidad de poliaminas pue-

de aumentar la velocidad a la que los tumores se propagan y metastatizan [6]. Al

mismo tiempo, dicho exceso puede inhibir los mecanismos inmunitarios que las célu-

las tienen para evitar la propagación del tumor [6, 106]. De hecho, los pacientes con

niveles elevados de poliaminas generalmente tienen un pronóstico más desfavorable

[6, 107]. Actualmente, existe un gran interés en terapias contra el cáncer que puedan

regular/reducir la cantidad de poliaminas en las cercańıas de las células tumorales

para evitar su propagación [6, 108–110]. En este caṕıtulo, proponemos y exploramos

tanto teórica como experimentalmente el concepto de un biomaterial funcional ca-

paz de capturar poliaminas, pero al mismo tiempo utilizar la concentración excesiva

de estos marcadores cerca de las células tumorales como un desencadenante para la

liberación de un medicamento terapéutico.

Los hidrogeles de cadenas poliméricas entrecruzadas actualmente se consideran

para diversas aplicaciones en la investigación biomédica [111]. Por ejemplo, se han

explorado biomateriales basados en hidrogeles sensibles al pH como veh́ıculos de

administración oral de medicamentos que tienen el potencial de encapsular y trans-

portar un agente terapéutico a través del tracto gastrointestinal, protegiendo la carga

del medio ácido del estómago y liberándola en el ambiente neutral del intestino delga-

do [112–115]. Estos hidrogeles son sensibles a cambios de pH debido a que contienen

un número significativo de grupos ácidos débiles. En este contexto, consideraremos

un film de hidrogel de ácido poli(metacŕılico) (PMAA). Los hidrogeles de PMAA son

capaces de responder a diversos est́ımulos biológicos, incluyendo cambios en el pH

fisiológico [48]. Nuestra contribución aborda una pregunta fundamental: ¿Es posible

aprovechar las propiedades sensibles al entorno de los hidrogeles de poliácido débil en

el desarrollo de un biomaterial que pueda incorporar y atrapar poliaminas al mismo

tiempo que libera un medicamento terapéutico en respuesta?

La doxorrubicina es una antraciclina que se utiliza comúnmente en la quimiote-

rapia debido a su eficacia en la lucha contra una amplia gama de cánceres, como
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carcinomas, sarcomas y cánceres hematológicos [116]. Es uno de los fármacos anti-

neoplásicos más potentes y tiene la ventaja experimental de que se puede monitorear

mediante fluorescencia y/o absorbancia [117]. Utilizada sola o en combinación con

otros agentes terapéuticos, la doxorrubicina es actualmente el compuesto de su clase

con el espectro de actividad más amplio [118]. Además, debido a que tiene carga

positiva, la doxorrubicina puede encapsularse en nanogeles aniónicos [115] o inmovi-

lizarse en superficies nanoh́ıbridas cargadas negativamente [119].

El objetivo de este estudio es caracterizar los hidrogeles de PMAA como mate-

riales capaces de capturar poliaminas y liberar simultáneamente doxorrubicina en

respuesta. Para lograr este objetivo, aplicamos una teoŕıa molecular desarrollada

para investigar la adsorción de poliaminas y doxorrubicina en peĺıculas de hidrogel

de PMAA desde soluciones. Esta teoŕıa se formula sobre la base de un potencial

termodinámico general que tiene en cuenta el costo de enerǵıa libre de protona-

ción/desprotonación de unidades titulables, la pérdida entrópica de confinamiento

molecular, los grados de libertad conformacionales de la capa polimérica como de los

adsorbentes (y sus traslaciones), interacciones electrostáticas y estéricas. Para poder

aplicar esta teoŕıa es necesario contar con un modelo molecular que incluya una des-

cripción del tamaño, la forma, la configuración y el estado de carga local de todas

las especies qúımicas presentes en el sistema (espermidina, espermina, putrescina,

doxorrubicina y la red de PMAA).

Finalmente, se sintetizaron peĺıculas de PMAA y, eligiendo un conjunto de con-

diciones representativas de toda la colección explorada teóricamente, se lleva a cabo

experimentos de adsorción de poliaminas y doxorrubicina y monitoreados por técni-

cas de UV-Vis. Estos experimentos demuestran la idoneidad del enfoque teórico para

explorar nuevos biomateriales y su respuesta en el contexto de aplicaciones relacio-

nadas con el cáncer. En resumen, este caṕıtulo presenta el comportamiento fisico-

qúımico de los hidrogeles desde una perspectiva teórica, lo que permite un estudio

sistemático de su respuesta a cambios en el pH, la concentración de sal y poliami-

nas, y también desde una perspectiva experimental para validar las predicciones de

nuestros cálculos.
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Doxorrubicina

Ácido metacrílico

Putrescina

Espermina

Espermidina

Figura 2.1: Esquema del modelo de film polimérico compuesto por cadenas de MAA.
Se muestra además las poliaminas investigadas con su respectivo modelo molecular
de grano grueso.

2.2. Metodoloǵıa

El sistema que estudiamos está esquematizado en la figura 2.1. Consta de una

red de PMAA entrecruzado y anclado en una superficie la cual está en equilibrio con

una solución que contiene moléculas de agua, iones hidronio e hidróxido, y cloruro de

sodio, este último está completamente disociado en iones cloruro y sodio. Además,

esta solución contiene tanto doxorrubicina como una poliamina o ambas especies.

Las poliaminas que hemos considerado son putrescina, espermidina y espermina.

Para estudiar este sistema, aplicamos una teoŕıa molecular que se desarrolló re-

cientemente para investigar la adsorción en films de hidrogel sensibles al pH de mez-

clas de protéınas [35, 79]. El método empleado aqúı es general y se puede extender
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a otros ámbitos. Por ejemplo, lo hemos aplicado al estudio de la captura de glifosato

en hidrogeles de poli(alilamina) [1] con fines de remediación ambiental.

A continuación, presentaremos una descripción de la teoŕıa con énfasis en el

modelo molecular introducido para describir la doxorrubicina, la putrescina, la es-

permidina y la espermina.

2.3. Teoŕıa Molecular

El método propuesto consiste en minimizar una enerǵıa libre generalizada que

incluye toda la termodinámica relevante que engloba los procesos del sistema po-

limérico con una solución. Para tal fin usamos una descripción molecular de grano

grueso de las diferentes especies qúımicas que componen el sistema. Dicha descrip-

ción incluye forma, tamaño, distribución de carga y estado de protonación de cada

componente molecular. Describiremos la fisicoqúımica de un film que se encuentra en

equilibrio con una solución acuosa, la cual tiene una composición definida externa-

mente (baño de la solución). Es decir, el pH, la concentración de sal y la concentración

de adsorbatos son variables independientes.

2.3.1. Formalismo Teórico

Nuestro film que posee distintos tipos de segmentos: un segmento que sirve como

entrecruzante entre las cadenas poliméricas, el cual es considerado electro-neutral,

y una unidad sensible al pH: ácido metacŕılico. Este film se encuentra en equilibrio

con una solución a temperatura, pH y concentración de sal definidas. Además vamos

a considerar que en dicha solución hay un adsorbato, denominado ads, el cual puede

ser la doxorrubicina, o alguna de las poliaminas. La generalización del método para

incorporar dos o más adsorbatos es relativamente sencilla. Considerando los aspectos

anteriores es posible definir la enerǵıa libre de Helmholtz:

F = −TSmez − TSconf,net + Fqca,net + Fqca,ads + Uelec + Uste + UV DW (2.1)

En donde Smez es la entroṕıa de traslación (y de mezcla) de las especies libres:
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moléculas de agua (H2O), iones: hidronio (H3O+), e hidróxido (OH−), cationes y

aniones de sal y nuestro adsorbato modelo. Aqúı, consideramos una sal monovalen-

te, NaCl, la cual está completamente disociada en sus iones cloruro (Cl−) y sodio

(Na+). Sconf,net representa la entroṕıa conformacional que resulta de la flexibilidad

de la red polimérica, la cual viene dada por todas las conformaciones diferentes que

puede asumir. Fqca,net, es la enerǵıa qúımica libre que describe el equilibrio entre las

especies protonadas y desprotonadas de unidades ácidas. Provenientes de las cade-

nas de PMAA que forman la red polimérica. De manera similar, Fqca,ads describe

la protonación de residuos titulables del adsorbato. Uelec y Uste representan, respec-

tivamente, las enerǵıas dadas por las interacciones electrostáticas y las repulsiones

estéricas. Las interacciones de Van der Waals son representadas en UV dW .

Las expresiones expĺıcitas de la ecuación 2.1 las describimos a continuación.

Como primer término tenemos la entroṕıa de mezcla de las especies móviles, entre

ellas consideramos a nuestro adsorbato:

−Smez
kB

=A
∑
γ

∫ ∞
0

dzργ(z)
(
ln (ργ(z)vw)− 1 + βµ0

γ

)
+ A

∑
θ

∫ ∞
0

dzρads(θ, z)
(
ln (ρads(θ, z))− 1 + βµ0

ads

) (2.2)

en donde β = 1
kBT

, y kB es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta

del sistema. La variable z es la coordenada que mide la distancia a la superficie de

soporte de nuestro film, el área total de esta superficies es A. ργ(z) y µ0
γ es densidad

local, a un z dado, y potencial qúımico estadar de la especie γ respectivamente, vw

es el volumen de una molécula de agua. El sub́ındice γ toma en cuenta la molécula

de agua e iones hidronio e hidróxido, iones sodio y cloruro.

El segundo término de la ecuación 2.2 corresponde a la entroṕıa de mezcla del

adsorbato. ρads(θ, z) es la densidad local del mismo en la conformación θ. Es decir,

θ recorre sobre las configuraciones del adsorbato, µ0
ads es el potencial qúımco es-

tandar del adsorbato. Esta conformaciones incluyen rotaciones espaciales de la dro-

ga/poliamina. De este modo la densidad local media del adsorbato puede expresarse

como:
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〈ρads(z)〉 =
∑
θ

ρads(θ, z) (2.3)

donde la notación 〈〉 indica promedio de ensamble sobre configuraciones del adsor-

bato. La entroṕıa conformacional que resulta de la flexibilidad de la red polimérica

de nuestro film se representa en:

Sconf,net
kB

= −
∑
α

P (α) lnP (α) (2.4)

en donde P (α) denota la probabilidad de que el film se encuentre en la configuración

α. Una configuración viene dada por el conjunto de posiciones de cada uno de los

segmentos de la red polimérica.

El siguiente término de la ecuación 2.1 describe la enerǵıa libre dada por el

equilibrio ácido-base de los segmentos de MAA que componen la red.

βFqca,net = A

∫ ∞
0

dz 〈ρMAA(z)〉
[
f(z)(ln f(z) + βµ0

MAA−)

+(1− f(z))(ln(1− f(z)) + βµ0
MAAH)

] (2.5)

en donde f(z) es el grado de carga de los segmentos de MAA entre z y z + dz.

µ0
MAA− y µ0

MAAH son los potenciales qúımico estandar de las especies desprotonadas

y protonadas respectivamente. Además se define:

〈ρMAA(z)〉 =
∑
α

P (α)ρMAA(α, z) (2.6)

donde 〈ρMAA(z)〉 es la densidad local de segmentos de MAA en promedio de ensam-

ble. ρMAA(α, z) es la densidad de estos segmentos cuando el poĺımero se encuentra en

una configuración α. Esta última cantidad es un valor conocido de nuestros cálculos

(para cada configuración) que debe ser suplido por un modelo molecular complemen-

tario al formalismo teórico.

El equilibrio qúımico de las unidades titulables del adsorbato es considerado en
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el siguiente término de la enerǵıa libre:

βFqca,ads = A

∫ ∞
0

dz
∑
τ

〈ρads,τ (z)〉
[
gτ (z)(ln gτ (z) + βµ0

τp)

+(1− gτ (z))(ln(1− gτ (z)) + βµ0
τd)
] (2.7)

en donde 〈ρads,τ (z)〉 representa la densidad local promedio del segmento protonable

τ del adsorbato que se define como:

〈ρads,τ (z)〉 = A
∑
θ

∫ ∞
0

dz′ρads(θ, z
′)nτ (θ, z

′, z) (2.8)

en donde nτ (θ, z
′, z) es el número de segmentos τ entre z y z+dz cuando el adsorbato

se encuentra en la configuración θ y su centro de masa en la posición z′.

La unidad titulable puede estar en estado protonado τp o desprotonado τd, los

cuales poseen sus potenciales qúımicos estándar µ0
τp y µ0

τd respectivamente. gτ (z) es

el grado de protonación de la unidad τ en z. Si fτ (z) es el grado de carga local de la

unidad, entonces:

1. para unidades ácidas: gτ (z) = 1−fτ (z) (las unidades τ se cargan negativamen-

te)

2. para unidades básicas: gτ (z) = fτ (z) (las unidades τ se cargan positivamente )

La enerǵıa electróstatica se define como:

βUelec = A

∫ ∞
0

dz

[(∑
γ

ργ(z)qγ +
∑
τ

fτ (z) 〈ρads,τ (z)〉 qτ + f(z) 〈ρMAA(z)〉 qMAA

)
βψ(z)

−1

2
βε(∇ψ(z))2

]
(2.9)

en donde ψ(z) es el potencial electrostático dependiente de la posición, ε es la cons-

tante de permitividad del medio, qγ es la carga correspondiente a la especie móvil
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γ, qτ es la carga que adquieren los segmentos titulables del adsorbato. Finalmente

qMAA es la carga que adquiere el segmento de MAA al desprotonarse.

En este contexto, la densidad de carga media es:

〈ρq(z)〉 =
∑
γ

ργ(z)qγ +
∑
τ

fτ (z) 〈ρads,τ (z)〉 qτ + f(z) 〈ρMAA(z)〉qMAA (2.10)

La contribución siguiente en la enerǵıa libre viene dada por la repulsión estérica

entre todos los segmentos que componen el sistema. Esta contribución se incorpora

a través de la siguiente restricción:

1 =

[∑
γ

ργ(z)vγ +
∑
λ

〈ρads,λ(z)〉 vλ + 〈ρMAA(z)〉 vMAA

]
, ∀z (2.11)

en donde vγ , vλ y vMAA son los volúmenes moleculares de los segmentos γ de las

especies libres, λ en el adsorbato y los segmentos de MAA de la red polimérica

respectivamente. 〈ρads,λ(z)〉 es definido de la misma forma que en la ecuación 2.8.

Cabe destacar que el sub́ındice λ considera a todos los segmentos del adsorbato, no

solo aquellos titulables, es decir {τ} ∈ {λ}.

La enerǵıa proveniente de las interacciones de Van der Waals se expresa en el

término UV dW . En este trabajo se ha considerado que todos los segmentos del sistema

poseen un carácter hidrof́ılico. Es decir la interacción entre cada par de segmentos

es similar a su interacción con las moléculas de agua. Como resultado la enerǵıa

de interacción de V dW se considera una constante aditiva a la enerǵıa libre, por

lo cual puede ser ignorada. En el caṕıtulo 3 mostraremos un ejemplo en donde las

interacciones de V dW son tenidas en cuenta y su efecto es considerable.

En este punto la enerǵıa libre, ecuación 2.1, se puede escribir como una funcio-

nal de la probabilidad de distribución de segmentos de nuestra red polimérica, las

densidades locales de cada una de las especies libres, incluidas la densidad de con-

formaciones de la droga y/o polimamina, los grados de protonación/disociación y el

potencial electrostático local. Es decir:
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F =
∑
α

∑
θ

∫ ∞
0

dzf(α, θ, z) (2.12)

en donde:

f = f (P (α), {ργ(z)}, ρads(θ, z), {fτ (z)}, f(z), ψ(z)) (2.13)

de forma más expĺıcita:

βF =A
∑
γ

∫ ∞
0

dzργ(z)
(
ln (ργ(z)vw)− 1 + βµ0

γ

)
+ A

∑
θ

∫ ∞
0

dzρads(θ, z)
(
ln (ρads(θ, z))− 1 + βµ0

ads

)
+
∑
α

P (α) lnP (α)

+ A

∫ ∞
0

dz 〈ρMAA(z)〉
[
f(z)(ln f(z) + βµ0

MAA−)

+(1− f(z))
(
ln(1− f(z)) + βµ0

MAAH

)]
+ A

∫ ∞
0

dz
∑
τ

〈ρads,τ (z)〉
[
gτ (z)(ln gτ (z) + βµ0

τp)

+(1− gτ (z))(ln(1− gτ (z)) + βµ0
τd)
]

+ A

∫ ∞
0

dz

[(∑
γ

ργ(z)qγ +
∑
τ

fτ (z) 〈ρads,τ (z)〉 qτ + f(z) 〈ρMAA(z)〉 qMAA

)
βψ(z)

−1

2
βε(∇ψ(z))2

]
(2.14)

El film está en equilibrio con el bulk de la solución. Esta solución posee una

composición bien definida (pH, concentración salina y de adsorbatos) además de

una temperatura absoluta de trabajo. Lo que implica que el sistema está en con-

tacto con un reservorio de part́ıculas libres, lo cual fija los potenciales qúımicos de
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estas especies. Estos potenciales corresponden a las especies libres pequeñas, µγ y

del adsorbato, µads. Al considerar esta condición de equilibrio qúımico el potencial

termodinámico relevante es el gran potencial:

Ω =F −
∑
γ

µγNγ − µadsNads

=F −
∑
γ

A

∫ ∞
0

dzµγργ(z)− µadsNads

− A
∫ ∞

0

µH+

(∑
τ

〈ρads,τ (z)〉 gτ (z) + (1− f(z)) 〈ρMAA(z)〉

) (2.15)

Nγ y Nads son el número total de moléculas de la especie libre γ y adsorbato respec-

tivamente. En la última ĺınea de la expresión, ecuación 2.15, se tiene en cuenta los

protones asociados a las especies con segmentos titulables: adsorbato y red polimérica

respectivamente.

Se impone una restricción f́ısica adicional a nuestro sistema fluido: las condiciones

de equilibrio deben satisfacer la condición de incompresibilidad del sistema: ecuación

2.11. Esta restricción se incorpora como:

Φ = Ω + A

∫ ∞
0

dzπ(z)

[∑
γ

ργ(z)vγ +
∑
λ

〈ρads,λ(z)〉 vλ + 〈ρMAA(z)〉 vMAA − 1

]
(2.16)

en donde π(z) es un multiplicador local de Lagrange. Esta función puede interpre-

tarse como la presión osmótica local. Finalmente, se obtiene un nuevo potencial

termodinámico para nuestro sistema, el cual se escribe de forma expĺıcita como:



Caṕıtulo 2. Films de hidrogeles poliméricos: Adsorción de poliaminas, encapsulado
y liberación de fármacos 43

βΦ =A
∑
γ

∫ ∞
0

dzργ(z)
(
ln (ργ(z)vw)− 1 + βµ0

γ

)
+ A

∑
θ

∫ ∞
0

dzρads(θ, z)
(
ln (ρads(θ, z))− 1 + βµ0

ads

)
+
∑
α

P (α) lnP (α)

+ A

∫ ∞
0

dz 〈ρMAA(z)〉
[
f(z)(ln f(z) + βµ0

MAA−)

+(1− f(z))(ln(1− f(z)) + βµ0
MAAH)

]
+ A

∫ ∞
0

dz
∑
τ

〈ρads,τ (z)〉
[
gτ (z)(ln gτ (z) + βµ0

τp)

+(1− gτ (z))(ln(1− gτ (z)) + βµ0
τd)
]

+ A

∫ ∞
0

dz

[(∑
γ

ργ(z)qγ +
∑
τ

fτ (z) 〈ρads,τ (z)〉 qτ + f(z) 〈ρMAA(r)〉 qMAA

)
βψ(z)

−1

2
βε(∇ψ(z))2

]
+ A

∫ ∞
0

dzβπ(z)

[∑
γ

ργ(z)vγ +
∑
λ

〈ρads,λ(z)〉 vλ + 〈ρMAA(z)〉 vMAA − 1

]

−
∑
γ

A

∫ ∞
0

dz (βµγργ(z) + βµads 〈ρads(z)〉)

− A
∫ ∞

0

βµH+

(∑
τ

〈ρads,τ (z)〉 gτ (z) + (1− f(z)) 〈ρMAA(z)〉

)
(2.17)

Obtenida la expresión que define el potencial termodinámico del sistema es nece-

sario encontrar las condiciones en las cuales se minimiza el mismo. Para ello se deriva

este potencial respecto a los funcionales que lo componen. A continuación se mos-

trara la optimización de este gran potencial respecto de los funcionales presentados

en la ecuación 2.13.

En part́ıcular la optimización respecto a la densidad de las especies libres, ργ(z)

resulta en:
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∂βΦ

∂ργ(z)
= 0 (2.18)

Obteniéndose:

ργ(z)vw = aγ exp [−βqγψ(z)] exp [−βvγπ(z)] (2.19)

en donde la actividad de la especie γ se define como:

aγ = exp[βµγ − βµ0
γ] (2.20)

En esta expresión se ve la influencia de los potenciales qúımicos de las espe-

cies libres, µγ, los cuales deben estar en equilibrio con el bulk de la solución. Las

actividades qúımicas están completamente determinadas por la composición (pH,

concentración salina) del seno de la solución.

Luego de su correspondiente optimización el grado de disociación de los segmentos

de MAA viene dado por:

f(z)

1− f(z)
=
K0
a,MAA

aH+

exp[−βqMAAψ(z)] (2.21)

en donde la constante termodinámica del equilibrio ácido-base para los segmentos

de MAA es:

K0
a,MAA = exp[−βµ0

MAAH − βµ0
MAA− − βµ0

H+ ] (2.22)

Del mismo modo para el grado de carga de los segmentos titulables τ , se obtiene:

fτ (z)

1− fτ (z)
=

(
aH+

K0
a,τ

)∓1

exp[−βqτψ(z)] (2.23)

la constante termodinámica para el equilibrio de los segmentos τ se define:
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K0
a,τ = exp[−βµ0

τp − βµ0
τd − βµ0

H+ ] (2.24)

además el exponente,∓1, en la ecuación 2.23, cambia si se trata de segmentos ácidos

(−) o básicos (+).

Optimizando respecto a la probabilidad de las conformaciones de la red polimérica

se obtiene:

P (α) =
1

Q
exp

[
−A

∫ ∞
0

ρMAA(α, z) ln f(z)

]
exp

[
−A

∫ ∞
0

ρMAA(α, z)βqMAAψ(z)

]
exp

[
−A

∫ ∞
0

ρMAA(α, z)βvMAAπ(z)

] (2.25)

en donde:

Q =
∑
α

{
exp

[
−A

∫ ∞
0

ρMAA(α, z) ln f(z)

]}
+
∑
α

{
exp

[
−A

∫ ∞
0

ρMAA(α, z)βqMAAψ(z)

]}
+
∑
α

{
exp

[
−A

∫ ∞
0

ρMAA(α, z)βvMAAπ(z)

]} (2.26)

es la constante con la cual se tiene en cuenta que la sumatoria de las probabilidades

de cada conformación de la red polimérica sea 1:

∑
α

P (α) = 1 (2.27)

Para la densidad local del adsorbato en una conformación θ se deriva la siguiente

expresión:



Caṕıtulo 2. Films de hidrogeles poliméricos: Adsorción de poliaminas, encapsulado
y liberación de fármacos 46

ρads(θ, z)vw =ãads
∏
τ

exp

[
−A

∫ ∞
0

dz′nτ (θ, z, z
′) ln fτ (z

′)

]
∏
λ

exp

[
−A

∫ ∞
0

dz′nλ(θ, z, z
′)[vλβπ(z′) + βqλψ(z′)]

] (2.28)

En esta expresión se ha redefinido el potencial qúımico estándar del adsorbato:

ã0
ads = exp[βµads − βµ̃0

ads] (2.29)

en donde se hace la distinción si los segmentos son de naturaleza ácida τ, a o básica

τ, b:

βµ̃0
ads = βµ0

ads +
∑
τ,a

Cn,τβµ
0
τd +

∑
τ,b

Cn,τβ(µH+ − µ0
τp) (2.30)

se define el número de composición, Cn,j, para un segmento j:

Cn,j = A

∫ ∞
0

dz nj(θ, z
′, z),∀z′ (2.31)

La variación del gran potencial respecto del potencial electrostático que da origen

a la ecuación de Poisson:

ε∇2Ψ(z) = −〈ρq(z)〉 (2.32)

En esta expresión podemos observar el acoplamiento local entre las interacciones

f́ısicas, la organización molecular, los grados de libertad, conformaciones y equilibrios

qúımicos. Para ello hay que tener en cuenta la densidad de carga definida en ecuación

2.10

Para la resolución de nuestro sistema, es decir que el mismo se encuentre en equi-

librio, se han impuesto ciertas restricciones, como la incompresibilidad y equilibrio
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de potenciales qúımicos ecuaciones 2.11 y 2.15 respectivamente. Otra restricción que

se impone es la electro-neutralidad global del sistema. Es decir:

∫ ∞
0

dz 〈ρq(z)〉 = 0 (2.33)

Esta restricción se satisface en la solución a la ecuación de Poisson al considerar

las condiciones de contorno adecuadas, las cuales definimos:

i) ĺım
z→∞

ψ(z) = 0

ii)
dψ(z)

dz

∣∣∣∣
z=0

= 0
(2.34)

Estas condiciones significan que el potencial electrostático se desvanece a medida

que nos alejamos de nuestro film polimérico.

En este punto hemos mostrado las expresiones que optimizan a nuestro gran po-

tencial, y cómo cada uno de estas funciones: P (α), ργ(z), ρads(z), fτ (z), f(z), ψ(z) a

su vez terminan siendo definidos por dos potenciales locales: Electrostático ψ(z) y

Presión osmótica π(z), las actividades de las especies libres y algunas otras canti-

dades, que son variables conocidas del sistema. Con las condiciones del baño de la

solución: concentración de sal, el pH, y concentración de adsorbato es posible calcu-

lar las actividades de todas las especies libres considerando las incompresibilidad del

sistema y su eletro-neutralidad, aśı como también la auto-disociación del agua. Las

variables conocidas del sistema incluyen el volumen molecular y carga de cada una

de las especies libres presentes, las constantes de disociación de los segmentos titu-

lables, aśı como también la distribución espacial de todos los segmentos para cada

una de las conformaciones que tome el film y/o adsorbatos. Todas estas cantidades

son provistas por un modelo molecular. Este modelo molecular será descrito más

adelante en la sección 2.3.3.

Con esas consideraciones vemos que nuestras funciones desconocidas son ψ(z) y

π(z) las cuales pueden ser determinadas por sustitución en la diferentes ecuaciones

en las que interactúan: la densidad de las especies libres ecuación 2.19, los grados de
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disociación de los segmentos del film y de los titulables del adsorbato ecuaciones (2.21

y 2.23) respectivamente, la probabilidad de las conformaciones de la red polimérica

ecuación 2.25 y la densidad local del adsorbato (ecuación 2.28).

Una vez obtenidos los potenciales π(z) y ψ(z) es posible derivar cualquier canti-

dad termodinámica de interés a partir de la enerǵıa libre o haciendo uso de alguna

expresión expĺıcita en base a las funciones definidas anteriormente.

Por ejemplificar la fracción de volumen local ocupada por un adsorbato puede

ser calculada como:

〈φads(z)〉 = A

∫ ∞
0

dz′
∑
θ

ρads(θ, z
′)
∑
λ

nλ(θ, z
′, z)vλ (2.35)

Con esta cantidad es posible cuantificar la adsorción del adsorbato en el film.

2.3.2. Solución Bulk

Como mencionamos en la sección anterior, el sistema de estudio está en equilibrio

con un reservorio de pH, temperatura y concentración de las especies libres (incluido

el adsorbato). La composición de la solución bulk nos proporciona la información de

las actividades de las especies móviles, y con ellas sus potenciales qúımicos.

El potencial termodinámico que describe a la solución bulk puede expresarse de

la siguiente manera:
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β
Φb

V
=
∑
γ

ρbγ
(
ln
(
ρbγvw

)
− 1 + βµ0

γ

)
+
∑
θ

ρbads(θ)
(
ln
(
ρbads(θ)

)
− 1 + βµ0

ads

)
+
∑
τ

〈
ρbads,τ

〉 [
gbτ (ln g

b
τ + βµ0

τp) + (1− gbτ )(ln(1− gbτ ) + βµ0
τd)
]

+

[(∑
γ

ρbγqγ +
∑
τ

f bτ
〈
ρbads,τ

〉
qτ

)
βψb

]

+ βπb

[∑
γ

ρbγvγ +
∑
λ

〈
ρbads,λ

〉
vλ − 1

]

−
∑
γ

(
βµγρ

b
γ + βµads

〈
ρbads

〉)
− βµH+

(∑
τ

〈
ρbads,τ

〉
gτ

)

(2.36)

en donde el supeŕındice b denota el Bulk de la solución. Las densidades de cada una

de las especies libres es obtenida del limite z →∞:

i)ρbγ = ργ(z →∞)

i)ρbads = ρads(z →∞)

ii)πb = π(z →∞)

iii)gbτ = gτ (z →∞)

(2.37)

Además el promedio de ensamble de la densidad del adsorbato definido en la

ecuación 2.3 se convierte en:

〈
ρbads

〉
=
∑
θ

ρbads(θ) (2.38)

en consecuencia para las especies libres γ resulta:

ρbγvw = aγ exp
[
−βqγψb − βπbvγ

]
(2.39)
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El grado de disosiación de los segmentos τ titulables del adsorbato:

f bτ
1− f bτ

=

(
aH+

K0
a,τ

)∓1

exp[−βqτψb] (2.40)

finalmente para la densidad del adsorbato se obtiene:

ρads(θ)vw =ãads
∏
τ

exp
[
−Cnτ ln f bτ

]
∏
λ

exp
[
−Cnλ(vλβπb + qλψ

b)
] (2.41)

en donde ãads y Cn,τ (y Cn,λ) son definidos en las ecuaciones 2.29 y 2.31 respectiva-

mente.

Podemos observar nuevamente que estas cantidades quedan en función de la

presión osmótica πb y el potencial electrostático ψb del bulk.

Sin embargo si consideramos las condiciones de contorno dada en la ecuación 2.34

para la ecuación de Poisson, vemos que en la solución bulk se debe cumplir: ψb = 0.

Finalmente para nuestro baño de solución las incógnitas a resolver son la presión

osmótica, πb, y la electro-neutralidad del medio.∑
γ

ρbγqγ +
∑
τ

fτ (z)
(
ρbads,τ

)
qτ = 0 (2.42)

Las cuales es posible obtenerlas por resolución numérica al sustituir las ecuaciones

2.39 y 2.41 y sus respectivas actividades (ecuaciones 2.44 y 2.45 ) en la ecuación 2.42

y la condición de incompresibilidad del bulk de la solución dada por:

∑
γ

ρbγvγ +
∑
λ

〈
ρbads,λ

〉
vλ = 1 (2.43)

Como se mencionó al inicio de esta sección la resolución del bulk de la solución,

en concreto el cálculo de πb, nos provee la información para las actividades de las

especies móviles:



Caṕıtulo 2. Films de hidrogeles poliméricos: Adsorción de poliaminas, encapsulado
y liberación de fármacos 51

aγ =
ρbγvw

exp [−βπbvγ]
(2.44)

y para el adsorbato:

ãads =ρads(θ)vw exp
[
cnτ ln f bτ

]
exp

[
cnλ(vλβπ

b)
] (2.45)

Hay que tener en cuenta que las densidades en el bulk de la solución son paráme-

tros de entrada en cada cálculo. Una vez que se establecen el pH, la concentración

de sal y de nuestra droga y/o poliamina, estas densidades pueden ser determina-

das (usando la electro-neutralidad de la solución del bulk y la auto-disociación de

equilibrio del agua).

2.3.3. Modelo molecular

MAA
Putrescina
Espermidina
Espermina
Doxorrubicina
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Figura 2.2: Número promedio de carga neta de la doxorrubicina y las poliaminas
en función del pH en soluciones diluidas. El eje derecho muestra el grado de carga
de una unidad de ácido metacŕılico aislado. La ĺınea vertical punteada indica el pH
fisiológico.

Este formalismo teórico requiere una representación molecular de todas las espe-

cies qúımicas en el sistema. La figura 2.1 incluye el esquema de grano grueso utilizado
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para el MAA y las especies en solución. Las poliaminas (putrescina, espermidina y

espermina) se representan utilizando sus diferentes grupos amino (N1 a N5). El mo-

delo de doxorrubicina incluye los anillos (D1, D2 y D4) aśı como el grupo carbox́ılico

(D3). El volumen, pKa y carga de estos grupos, al igual que los de las moléculas de

agua e iones, se presentan en la tabla 2.1. Las geometŕıas moleculares, aśı como los

valores de pKa asignados a las diferentes unidades de grano grueso, se han obtenido

de la literatura [7–9].

La red polimérica está compuesta por cadenas entrecruzadas de 50 segmentos de

longitud; cada segmento de cadena es una representación de grano grueso de una

unidad de MAA (ver la figura 2.1). Esta red tiene una topoloǵıa similar a la de

un diamante, con las unidades de entrecruzamiento con una coordinación igual a

cuatro [93, 120–122]. Las conformaciones de la red se generan mediante simulaciones

de dinámica molecular. El set de configuraciones fueron obtenidas de un trabajo

anterior, realizado en el mismo grupo de investigación. Como puede verse en la

referencia [79].

Con el esquema de pKa descrito anteriormente, la figura 2.2 muestra la carga

eléctrica promedio de cada poliamina y la de la doxorrubicina. El gráfico también

muestra el grado de carga de un monómero de MAA aislado en una solución diluida.

La fuerza impulsora para la adsorción, de nuestros adsorbatos en el film, son las

atracciones electrostáticas entre la poliamina/droga y el MAA. La carga positiva de

todos los adsorbatos disminuye con el aumento del pH. El poĺımero incrementa su

carga eléctrica negativa a medida que aumenta el pH. Por lo tanto, esperamos que

la adsorción sea una función no monotónica del pH de la solución. Además, el punto

isoeléctrico de la doxorrubicina se encuentra alrededor del pH neutro, lo que implica

que el fármaco es neutro en cuanto a carga en condiciones fisiológicas y tiene carga

negativa a valores de pH más altos.

2.4. Validación experimental

Con el fin de respaldar la teoŕıa y el modelado molecular, se prepararon films

de hidrogel poliméricos de PMAA y se llevaron a cabo experimentos de carga y

liberación de doxorrubicina en presencia de espermina y espermidina. Los resulta-
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CG unit pKa q v (nm3)
N1 9.9 (+1) 0.051
N2 10.9 (+1) 0.051
N3 8.4 (+1) 0.063
N4 7.9 (+1) 0.063
N5 10.1 (+1) 0.051
D1 - 0 0.085
D2 7.34 (-1) 0.085
D3 8.46 (-1) 0.035
D4 9.46 (+1) 0.085

MAA 4.65 (-1) 0.065
H2O - 0 0.03
H3O

+ - +1 0.03
OH− - -1 0.03
Na+ - +1 0.033
Cl− - -1 0.033

Cuadro 2.1: Modelo de grano grueso. Los valores de pKa asignados a las diferentes
unidades de grano grueso se obtuvieron todos de la literatura [7–9], y los volúmenes
moleculares corresponden a los valores de Van der Waals. Valores entre paréntesis ()
indican la carga de las especies qúımicas ionizadas.

dos experimentales, aqúı presentados, fueros realizados por colaboradores de nuestro

grupo de investigación: Juan A. Allegretto, Victor Nosthas Aguiar, Juan M. Giussi

2.4.1. Crecimiento controlado de peĺıculas delgadas de PMAA.

Los films de PMAA se obtuvieron mediante la técnica de Polimerización Radical

por Transferencia de Átomo (ATRP por sus siglas en inglés ), que permite la po-

limerización iniciada en la superficie. La śıntesis completa de la peĺıcula de PMAA

consta de tres pasos principales, como se representa en la figura 2.3. Estos pasos son

los siguientes: 1) Inmovilización del iniciador de ATRP en los sustratos (portaob-

jetos de vidrio y obleas de silicio de un solo pulido). 2) Procedimiento de ATRP

utilizando ter-butil metacrilato (t-BMA) y N,N’-Metilenbisacrilamida (BIS) como

agente de entrecruzante 3) Hidrólisis de los films resultantes de ter-butil metacrilato

entrecruzado con ácido trifluoroacético para obtener las peĺıculas de PMAA.

1) Inmovilización del iniciador de ATRP en los sustratos. Después de limpiar con
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Agregado de ATPR 
en el sustrato

Crecimiento
Film de t-BMA

Hidrólisis de
t-BMA

Esquema representativo
del film de hidrogel

(Entrecruzante)

(Monómero)

A

B

C

EtOH, 1h, 30 °C

CH₂Cl₂, 1h, 30 , RT

Figura 2.3: Pasos de la śıntesis de la peĺıcula delgada de PMAA, representados co-
mo: A) Iniciador ATRP en sustratos; B) Crecimiento de la peĺıcula de t-BMA; C)
Hidrólisis del t-BMA.

agua jabonosa, etanol y acetona en un baño ultrasónico, los portaobjetos de vidrio

y las obleas de silicio se modificaron mediante inmersión en una solución al 2 %

v/v de 2-bromo-2-metil-N-(3-(tri-etoxisilil)propil)propenamida (preparada según lo

informado previamente en la referencia [123]) en etanol seco durante 1 hora a 30◦C.

Luego, los sustratos se lavaron con etanol y se curaron durante 2 horas en un horno

60◦C bajo vaćıo. El ángulo de contacto medido (goniómetro de ángulo de contacto

Ram-Hart modelo 290) utilizando agua fue de alrededor de 63.6◦±0.1◦ sin cambios

con el tiempo, ligeramente menor que el del portaobjetos de vidrio (64.7◦± 0.2◦).

2) Crecimiento de la peĺıcula de ter-butil metacrilato. Las polimerizaciones de

ATRP se llevaron a cabo de acuerdo con la referencia [124]. Se preparó una solución

de t-BMA (15 ml, 92 mmol, Aldrich 98 %), BIS (422 mg, 2.76 mmol, Aldrich 99 %),

CuBr2 (4.1 mg, 0.018 mmol, Aldrich 99.999 %), y N,N,N,N,N-Pentametildietilentriamina

(PMDETA, 0.12 ml, 0.55 mmol, Aldrich, 99 %) disuelta en DMSO (15 ml) y se des-

gasificó mediante burbujeo de N2 durante una hora a temperatura ambiente. Luego,

se agregó CuBr (26.5 mg, 0.18 mmol, Aldrich 99.999 %) y la mezcla se dejó bajo
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N2 durante 15 minutos. Simultáneamente, los sustratos con iniciador se sellaron en

tubos Schlenk y se desgasificaron mediante ciclos de vaćıo/N2. Luego, la mezcla de

reacción se inyectó en estos tubos Schlenk para cubrir completamente las muestras.

La mezcla se dejó reposar durante 24 horas bajo N2, y luego se retiraron los sustratos

y se lavaron con DMSO, acetona y se secaron con N2. El ángulo de contacto medido

fue de 89.3◦± 0.1◦ sin cambios con el tiempo.

3) Hidrólisis del ter-butil metacrilato entrecruzado obtenido. Las peĺıculas entre-

cruzadas de PtBMA se sumergieron en una solución de ácido trifluoroacético (Aldrich

99 %) en CH2Cl2 (50 % v/v) durante una hora a temperatura ambiente. Luego, los

sustratos se lavaron varias veces con agua y se dejaron sumergidos en agua durante

10 minutos antes de secarlos con N2. El ángulo de contacto medido utilizando agua

disminuyó con el tiempo, desde un valor inicial de alrededor de 69◦ hasta 63◦; este

comportamiento indica una exitosa hidrólisis de la peĺıcula de PtBMA en una peĺıcula

de PMAA más hidrof́ılica, exponiendo grupos carbox́ılicos, que se hinchan/hidratan

con el tiempo.

Carga DOXO Liberación DOXO

Figura 2.4: Esquema que muestra la carga de doxorrubicina en el film de hidrogel de
PMAA y su liberación en presencia de espermidina.
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2.4.2. Captura y liberación de doxorrubicina en presencia

de poliaminas

La carga de doxorrubicina (Doxo, Aldrich 98.0-102.0 % en clorhidrato de doxorru-

bicina) se realizó sumergiendo las peĺıculas de PMAA en una solución de la droga al

10−2 M en agua ultrapura Milli-Q (18,2MΩ cm) durante 24 horas en el refrigerador

(ver figura 2.4). Se utilizaron las bandas de absorción de Doxo en el rango de 450-550

nm para caracterizar su carga en el film utilizando un espectrofotómetro Lambda 35

de Perkin Elmer. Para ello, después de la carga, los sustratos se sumergieron durante

unos segundos en agua ultrapura para eliminar las moléculas adheridas a la superficie

y se secaron con un flujo de N2. Finalmente, los sustratos se colocaron verticalmente

en el camino óptico del espectrofotómetro y se realizaron los análisis, abarcando el

rango de 200-800 nm, con una velocidad de escaneo de 480 nm/min y un ancho de

ranura de 1 nm.

La liberación se realizó sumergiendo los sustratos cargados en agua o en solucio-

nes de espermidina (Aldrich> 99 %) o espermina (Aldrich > 97 %), cada una al 2.8 %

en peso/volumen (ver figura 2.4) en diferentes momentos. La liberación se siguió de

la misma manera que la carga. Estas soluciones de poliaminas se neutralizaron con

hidróxido de sodio al 0.1 M, lo que aumentó la fuerza iónica desde el agua pura y

llevó a un pH final de 7. Todos los experimentos se realizaron utilizando agua ultra-

pura Milli-Q. La concentración de poliamina se eligió para explorar un régimen de

saturación, equivalente al extremo de la región explorada en las predicciones teóricas

(ver en secciones siguientes). De esta manera, se pueden comparar cualitativamente

las cantidades de carga de amina equivalentes.

2.5. Resultados

2.5.1. Resultados teóricos

La primera pregunta que abordamos es cómo responden los hidrogeles de PMAA

a las soluciones de poliaminas. El enfoque termodinámico permite considerar la ad-

sorción dentro de la red polimérica a partir de soluciones que contienen estas aminas.

Definimos la adsorción como:
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Γads =

∫ ∞
0

(ρads(z)− ρbulkads )dz (2.46)

Donde la coordenada z mide la distancia desde la superficie que sostiene al film,

y el sub́ındice ads se refiere al adsorbato de interés. La función local ρads(z) es la

densidad del adsorbato, y ρbads = ĺımz→∞ ρads(z) es la densidad en la solución bulk,

lejos del film de hidrogel.

Esta definición de Γ cuantifica la masa de moléculas adsorbidas por unidad de

área en exceso de la contribución impuesta por la solución bulk en equilibrio con el

film.

La expresión dada por la ecuación 2.46 describe la adsorción de cada una de las

aminas, pero también es válida para la doxorrubicina.

Figura 2.5: Gráfico de la adsorción, Γ, de espermina (A), espermidina (B) y putres-
cina (C) en función de su concentración en la solución bulk. Las diversas curvas en
cada panel corresponden a diferentes valores de pH (alrededor de 7) y condiciones de
sal fisiológica, [NaCl] = 100 mM. Las regiones sombreadas indican el rango de con-
centraciones saludables de poliaminas [6]. No hay doxorrubicina en estas soluciones.

La figura 2.5 muestra las isotermas de adsorción para cada una de las poliaminas

en función de su concentración en la solución en el bulk. Debido a que existen infor-

mes que indican que los alrededores de las células tumorales son ácidos [45, 125–129],

se incluyen isotermas de adsorción para diferentes valores de pH. Enfatizamos que

el primer objetivo es investigar la capacidad de los hidrogeles de PMAA para se-

cuestrar poliaminas en condiciones fisiológicas; luego, los resultados de la figura 2.5

corresponden a soluciones en ausencia de doxorrubicina y con 100 mM de [NaCl].
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La adsorción aumenta con la concentración creciente de poliaminas.

En la cercańıa de las células sanas, la concentración de poliaminas se encuentra

en el rango de 10−4 a 10−3M , lo que puede aumentar en un orden de magnitud más

alrededor de los tumores [6]. Los resultados de la figura 2.5 sugieren que los hidroge-

les de PMAA pueden responder a estas condiciones capturando cantidades crecientes

de aminas. En particular, la putrescina muestra un comportamiento aparentemente

de encendido/apagado en torno a la transición entre las concentraciones saludables

a patológicas. No hay adsorción apreciable hasta concentraciones por arriba de 10−3

M. Además, excepto para las soluciones más ácidas (pH 5), este comportamiento de

adsorción se mantiene para diferentes valores de pH en torno a las condiciones fi-

siológicas, lo que señala la capacidad del hidrogel para adaptarse a pequeños cambios

de pH causados por células dañadas.

Las poliaminas adsorbidas se distribuyen de manera más o menos homogénea

dentro de la peĺıcula de hidrogel. Sin embargo, esta distribución está correlacionada

con la densidad del poĺımero: se encuentran concentraciones más altas de poliamina

en las regiones de fracción de volumen localmente alta de PMAA. Por lo tanto, las

poliaminas tienen una mayor probabilidad de encontrarse cerca de las intersecciones

de la red, donde ocurre la mayor densidad de poĺımero. Un comportamiento similar

ha sido predicho por Sai et al. [130] mediante simulaciones de dinámica molecular,

quienes sugirieron que los anf́ıfilos de cromóforos se autoensamblan en los nodos de

hidrogeles polielectroĺıticos entrecruzados qúımicamente.

En condiciones similares, el hidrogel adsorbe más espermina que espermidina y

putrescina (compare los paneles A, B y C de la fig. 2.5, respectivamente), lo que

se puede explicar sobre la base de la carga positiva neta de las poliaminas: cuanto

más cargada se encuentre la amina, más se adsorberá en el film porque una carga

positiva más alta reduce el costo entrópico de la confinación del contraión al tiempo

que permite las atracciones electrostáticas con el poĺımero de MAA.

Schimka et al. [131] han estudiado la interacción entre microgeles de poĺımero

y surfactantes fotosensibles con poliaminas sintéticas como grupos principales. Es-

tos surfactantes tienen diferentes números de grupos amino con cargas entre +1 y

+3. Los microgeles aniónicos se deshinchan cuando se exponen a una concentración

suficientemente alta de surfactante (dependiendo del estado de isomerización del sur-
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factante). Su estudio muestra tanto experimental como teóricamente que se necesita

una mayor concentración de surfactante para desencadenar el deshinchamiento de

los microgeles cuando se reduce la carga del grupo principal de poliamina. Este com-

portamiento indica que aumentar el número de grupos amino facilita la captación del

surfactante por parte del microgel, en acuerdo con los resultados aqúı presentados.

pH

[N
aC

l] 
(M

)
Adsorción de DOXO (mg/m²)

Figura 2.6: Mapa de color que muestra la adsorción de la doxorrubicina (ver ecua-
ción 2.46) en función de la composición de la solución, es decir, el pH y [NaCl]; la
concentración del fármaco en la solución es [Doxo] = 1 mM.

A continuación, consideramos la capacidad de las peĺıculas de hidrogel de PMAA

para incorporar doxorrubicina (Doxo). Los hidrogeles de cadenas de poliácido entre-

cruzadas son sensibles a cambios en la fuerza iónica de la solución o la concentración

de sal [132]. Este comportamiento puede no ser relevante en entornos biológicos con

una concentración de iones altamente regulada. Sin embargo, controlar la concen-

tración de sal es fundamental en el laboratorio para aumentar la carga del agente

terapéutico dentro del material. Por lo tanto, hemos considerado la adsorción de do-

xorrubicina en condiciones de laboratorio t́ıpicas, abarcando un amplio rango de pH

y [NaCl].

La figura 2.6 muestra la adsorción en exceso de Doxo, calculada utilizando la

ecuación 2.46. Esta figura resalta el efecto de la disminución de la salinidad para

aumentar la adsorción del fármaco. Debido a que la carga de la doxorrubicina es +1

(a bajo pH), su adsorción compite con la de los iones de sodio para neutralizar la



Caṕıtulo 2. Films de hidrogeles poliméricos: Adsorción de poliaminas, encapsulado
y liberación de fármacos 60

carga del poĺımero. Por lo tanto, las mejores condiciones para su incorporación en la

peĺıcula corresponden a la reducción de la disponibilidad de iones de sal.
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Figura 2.7: Gráfico que muestra el número de carga de la doxorrubicina dentro de
la red de PMAA en función del pH, para diferentes concentraciones de sal (ĺıneas
sólidas), aśı como la carga promedio de la molécula en la solución bulk (ĺınea dis-
continua); [Doxo] = 1 mM.

En nuestro modelo, la doxorrubicina tiene su punto isoeléctrico (pI) a pH 7.8.

Se puede observar que en la figura 2.6 se muestra que las condiciones óptimas para

la adsorción impulsada electrostáticamente ocurre en valores de pH cercanos al pI.

Este resultado se puede explicar considerando que el pH disminuye dentro del film,

un efecto que se ha predicho para el interior de una variedad de sistemas poliméricos

cargados, desde cadenas individuales, capas de poĺımero injertado, polielectrolitos

con estructura de estrella, hasta geles con diferentes topoloǵıas [74, 96, 133–135].

Este efecto resulta en una regulación de la carga, especialmente por parte del grupo

difenólico de la doxorrubicina (ver D2 en la fig. 2.1 con pKa 7.3), que se protona al

adsorberse. Dentro del film , las moléculas de Doxo adsorbidas están, en promedio,

más cargadas positivamente que en la solución; este comportamiento se describe

en la figura 2.7. A un pH fijo, el efecto de reducir las concentraciones de sal de la

solución es aumentar la carga promedio de las moléculas adsorbidas. En particular,

el pI aparente (en donde la carga del adsorbato es cero) de la Doxo adsorbida, puede

aumentar varias unidades de esta manera.

A continuación, evaluamos si la doxorrubicina puede liberarse del hidrogel cuan-
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A B C

Figura 2.8: Gráfico de la adsorción de la doxorrubicina (ver ecuación 2.46) en función
del pH para soluciones que contienen espermina (A), espermidina (B) y putrescina
(C). En cada panel, las diversas curvas sólidas corresponden a soluciones con dife-
rentes concentraciones de poliamina, mientras que la curva discontinua corresponde
a una solución sin poliaminas. Todos los resultados corresponden a soluciones de 1
mM de Doxo y 100 mM de NaCl.

do el material está en contacto con soluciones de poliaminas. La figura 2.8 muestra la

adsorción de Doxo en el film a partir de soluciones que contienen diferentes concen-

traciones de poliaminas. Como referencia, los gráficos también incluyen la adsorción

de doxorrubicina a partir de soluciones que no contienen poliaminas. Nuevamente,

consideramos una concentración de sal fisiológica de 100 mM, pero ampliamos el

rango de valores de pH para describir las condiciones que podŕıan ocurrir alrededor

de tejidos enfermos ácidos. La adsorción de doxorrubicina es una función no mo-

notónica del pH de la solución, con un máximo entre 6 y 7. Este comportamiento no

monotónico era de esperar, ya que la carga neta negativa del poĺımero es una fun-

ción creciente del pH de la solución (ver figura 2.2), mientras que la carga positiva

promedio de la Doxo disminuye hasta volverse negativa eventualmente a valores de

pH lo suficientemente altos (ver figura 2.7).

La cantidad de doxorrubicina en el film disminuye cuando las poliaminas están

presentes en la solución (compare las diferentes curvas de ĺınea sólida en la figura

2.8 con la curva de ĺınea discontinua en cada panel), lo cual se debe a la captura de

poliaminas como se describe en la figura 2.5. Esta disminución en la adsorción de

Doxo en comparación con las soluciones sin el fármaco se puede interpretar como

una liberación del material. Dado que la espermina es la eléctricamente más cargada,

es la más eficiente en fomentar la desorción de Doxo (ver panel A de la figura 2.8).
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A

pH 6

pH 7

B

Figura 2.9: Gráfico que muestra la retención de Doxo, Γret (ver ecuación 2.47), en
función de la concentración de aminas para soluciones con 100 mM de NaCl y un
pH de 6 (panel superior) y pH de 7 (panel inferior).

Para cuantificar aún más cómo el fármaco se desorbe de la peĺıcula de hidrogel

cuando se incorporan aminas en la solución, definimos la reducción relativa en la

adsorción de doxorrubicina:

Γret =
ΓDoxo([Amina])

Γ0
Doxo

(2.47)

donde Γret es la retención de Doxo, ΓDoxo([Amina]) es la adsorción de doxorrubicina

para soluciones de amina (ver curvas de ĺınea sólida en la figura 2.8), y Γ0
Doxo =

ΓDoxo([Amina] = 0) es la adsorción en soluciones sin poliaminas (ver la figura 2.6 y

las curvas de ĺınea discontinua en la figura 2.8).

La figura 2.9 muestra la retención de Doxo en presencia de cada una de las
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Figura 2.10: Carga de doxorrubicina en films de PMAA y liberación de las mismas
en agua, representada como el cambio en la absorbancia (a λ = 490nm) en relación
con la carga inicial en diferentes tiempos de liberación. Inset: Gráfico de los espectros
UV-Vis de los films después de 24 horas en contacto con Doxo (rojo; t = 0). Las
diversas curvas ilustran la liberación del fármaco después de diferentes tiempos de
liberación en agua. La curva negra se incluye como referencia y corresponde a la
señal del soporte de vidrio desnudo. As: Absorbancia del sustrato de vidrio; A0:
Absorbancia del hidrogel completamente cargado. (Resultado experimental)

poliaminas en condiciones fisiológicas y a un pH de 6. Si todo el fármaco se mantiene

dentro de la peĺıcula para una solución de poliamina, entonces Γret ≈ 1; mientras

que Γret ≈ 0 indica que todo el fármaco ha sido liberado. Los valores negativos

de Γret pueden ocurrir porque ΓDoxo([Amina]), que es una cantidad en exceso en el

bulk, puede tomar valores negativos, lo que indica que en esas condiciones las aminas

evitan la adsorción de Doxo en la peĺıcula.

La retención de doxorrubicina en el hidrogel disminuye a medida que aumenta

la concentración de poliamina. Esto es cierto para todas las aminas y para pH 7 y 6

(ver figura 2.9). Como se mencionó anteriormente, la espermina es la más eficiente en

promover la liberación de Doxo del hidrogel. Sin embargo, a altas concentraciones de

amina, todas las poliaminas pueden impulsar la liberación de cantidades significativas

de doxorrubicina.
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Figura 2.11: (A) Representación esquemática de la liberación de Doxo mediante la
adsorción de poliaminas. Carga y liberación de doxorrubicina en los films de PMAA
en soluciones de espermina (B) y espermidina (C), representadas como el cambio en
la absorbancia (a λ = 490nm) en relación con la carga inicial en diferentes momentos
de liberación. As: Absorbancia del sustrato de vidrio; A0: Absorbancia del hidrogel
completamente cargado. (Resultados experimentales)

2.5.2. Espectro UV-Visible

La carga de doxorrubicina en el hidrogel se caracterizó mediante experimentos

de UV-Vis, analizando la absorbancia a λ = 490 nm. Para abordar la liberación de

Doxo después de la exposición al agua, los datos de absorbancia se normalizaron en

consecuencia, restando la absorbancia del sustrato de vidrio (As) y luego dividiendo

por la absorbancia del hidrogel completamente cargado (A0), también con la resta de

As. La figura 2.10 muestra el cambio relativo en la absorbancia después de un tiempo

de liberación dado para un hidrogel previamente cargado durante 24 h. El inset

muestra los espectros UV-Vis después de diferentes tiempos de liberación en agua.

Los resultados experimentales en t = 0 (El espectro en rojo mostrado en el inset de la

figura 2.10) evidencian que las peĺıculas de PMAA incorporan doxorrubicina dentro

de su red polimérica. La absorbancia a λ = 490nm para ese espectro corresponde a
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la barra roja en la figura principal. Después de un tiempo de exposición al agua lo

suficientemente largo, la liberación de las peĺıculas es solo parcial, lo que demuestra

la afinidad del fármaco por la peĺıcula. Sin embargo, existe una clara y significativa

liberación inicial del fármaco en los primeros 10 minutos, un comportamiento que

no se observa en las etapas posteriores de liberación, donde las medidas se reducen

a los mismos espectros (ver el inset de la figura 2.10).

La liberación de Doxo puede ser desencadenada al exponer la peĺıcula de hidrogel

a poliaminas, como se representa en la figura 2.11A. Para evaluar este comporta-

miento, se realizaron experimentos de liberación utilizando espermidina y espermina

como poliaminas modelo. La figura 2.11 muestra los cambios en la absorbancia rela-

tiva para las peĺıculas de PMAA cargadas con Doxo y su liberación en contacto con

soluciones de espermidina (panel B) y espermina (panel C) en diferentes tiempos

de exposición. La putrescina no se consideró en los experimentos debido a su baja

adsorción en comparación con la espermina y la espermidina (ver figura 2.5). Los

resultados muestran que la liberación del fármaco en presencia de estas poliaminas

es más rápida que en agua, lo que respalda las predicciones de nuestra teoŕıa y mode-

lado molecular: los hidrogeles de PMAA actúan como plataformas de adsorción para

las poliaminas, y tal incorporación puede desencadenar la liberación de un fármaco

previamente cargado.

La figura 2.11, paneles B y C, muestran que la liberación en presencia de espermi-

na es más rápida que con la incorporación de espermidina: después de una exposición

de 15 segundos a la espermina, ya no hay señal UV de Doxo, mientras que se requiere

un contacto tres veces más largo con espermidina para alcanzar la misma etapa de

liberación. Además, la magnitud de la liberación de Doxo utilizando espermidina es

menos significativa en comparación con la liberación casi completa inducida por la

espermina. Estos resultados indican que el número de grupos amino determina su

retención en la peĺıcula de hidrogel, lo que concuerda con las predicciones de nuestra

teoŕıa molecular (ver figura 2.9) y el trabajo de Schimka et al. [131].

Después de la carga de poliaminas y la liberación concomitante de Doxo, las

peĺıculas de PMAA se expusieron a una nueva solución de Doxo para evaluar si la

adsorción de poliaminas impediŕıa en la readsorción de doxorrubicina, como se mues-

tra en la figur 2.12A. Estos experimentos tienen como objetivo responder si una vez
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Figura 2.12: (A) Representación esquemática de la recarga/liberación de Doxo des-
pués de la adsorción de poliaminas. (B) El cambio en la absorbancia (a λ = 490 nm)
en relación con la carga inicial de Doxo en el film de hidrogel (ĺınea discontinua). As:
Absorbancia del sustrato de vidrio; Ah: Absorbancia de la carga inicial de Doxo en la
peĺıcula de hidrogel (antes de la absorción de poliaminas: se muestra la espermidina).

liberada por la adsorción de poliaminas, la doxorrubicina se vuelve a adsorber en el

hidrogel, disminuyendo su concentración en el medio. En ĺınea con el comportamiento

esperado, la retención de espermina por la peĺıcula de hidrogel dificulta significati-

vamente la readsorción de Doxo dentro de la red polimérica. Por otro lado, los films
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de hidrogel cargados con espermidina en contacto con Doxo muestran la posibilidad

de recargar el fármaco, lo que sugiere una interacción diferente, dependiendo de la

poliamina. Como se muestra en el panel B de la figura 2.12, la espermidina permite

una recarga inicial de Doxo en el film, pero esta carga se libera fácilmente al medio,

en comparación con los resultados de la figura 2.10, donde incluso después de 1 hora

de exposición al agua, el Doxo no se libera. Estos resultados también resaltan la

interacción más fuerte de la espermina (en comparación con la espermidina) con la

red polimérica.

En resumen, nuestros resultados experimentales y teóricos muestran el potencial

de los films de hidrogel basadas en PMAA para cargar fármacos terapéuticos, que

se exploró utilizando la Doxorrubicina como fármaco modelo. Si bien el hidrogel

funciona como una plataforma de liberación controlada, la presencia de altas con-

centraciones de poliaminas en el medio circundante puede desencadenar la liberación

del fármaco al interactuar con la red polimérica.

2.6. Conclusiones

Las poliaminas son esenciales para el metabolismo celular, ya que están involu-

cradas en diferentes procesos celulares y sirven como nutrientes para el crecimiento

celular. En células dañadas que muestran un crecimiento descontrolado, como los

tumores, hay un aumento en la necesidad de nutrientes, lo que provoca un exceso

medible en las concentraciones de poliaminas en los compartimentos extracelulares.

Este aumento en la concentración de poliaminas juega un papel clave en la aceleración

de la diseminación de tumores y puede servir como indicador de células cancerosas.

Concentraciones anómalas de poliaminas pueden ser la base para terapias que se

centren en la eliminación de nutrientes y la prevención de metástasis, aśı como para

evaluar el avance de la quimioterapia.

En este contexto, nuestro objetivo en este caṕıtulo fue demostrar el siguiente

concepto: los hidrogeles basados en PMAA se pueden emplear para desarrollar bio-

materiales capaces de capturar poliaminas y liberar un fármaco terapéutico en res-

puesta. Hemos desarrollado un modelo molecular de grano grueso para describir la

doxorrubicina, la putrescina, la espermidina y la espermina. Utilizando este modelo
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molecular y una teoŕıa termodinámica, nuestros resultados proporcionan información

sobre la adsorción de poliaminas y doxorrubicina en peĺıculas de hidrogel de PMAA.

Estos resultados predicen la capacidad de los hidrogeles de PMAA para captu-

rar cantidades crecientes de poliaminas a medida que aumenta la concentración del

medio en condiciones de sal fisiológicas. Esta adsorción aumenta con el número de

grupos amino; la espermina muestra la preferencia más fuerte por el hidrogel. Este

comportamiento resulta de la interacción entre la carga positiva de los grupos amino

y los segmentos de MAA desprotonados (cargados negativamente).

Hemos considerado la carga de un fármaco contra el cáncer como la doxorrubicina

en el hidrogel de PMAA. Las condiciones óptimas de encapsulación en el laboratorio

corresponden a una baja concentración de sal y un pH entre 6 y 7. Este resultado es

contrario a la intuición, ya que el punto isoeléctrico de la doxorrubicina se encuentra

alrededor de pH neutro. Este enfoque puede explicarse por la protonación del fármaco

al adsorberse en el hidrogel en el medio de pH más bajo.

Cuando tanto la doxorrubicina como una poliamina están presentes en la solución

en contacto con el hidrogel, las poliaminas dificultan significativamente la adsorción

del fármaco (en comparación con las soluciones que contienen solo doxorrubicina).

Este efecto se intensifica a medida que aumenta la concentración de poliaminas en

la solución. La eficiencia para excluir el fármaco de la peĺıcula aumenta con la carga

eléctrica de la poliamina (es decir, el número de grupos amino); la espermina es

la más eficiente de las tres aminas consideradas para lograr esta respuesta. Como

hemos demostrado, este comportamiento se puede interpretar como la liberación de

doxorrubicina al capturar poliaminas.

Los films de PMAA se sintetizaron mediante polimerización radical de transferen-

cia de átomos y se caracterizaron en condiciones espećıficas para respaldar nuestras

predicciones teóricas. La adsorción y liberación de doxorrubicina en agua, soluciones

de espermidina y espermina se estudiaron mediante espectroscopia UV-Vis. Estos

resultados experimentales respaldan claramente el concepto propuesto de encapsula-

ción de doxorrubicina dentro de estos films y la liberación de fármacos dependiente

de poliaminas.

En resumen, nuestros estudios combinados teóricos y experimentales indican que

los hidrogeles basados en ácido polimetacŕılico tienen un gran potencial para ser-
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vir como componente funcional en biomateriales que pueden capturar poliaminas y

liberar un fármaco terapéutico en respuesta.



Caṕıtulo 3

Microgeles poliméricos: Respuesta

a est́ımulo y

encapsulado/liberación de

fármacos

3.1. Introducción

Los microgeles son part́ıculas blandas formadas por cadenas de poĺımero entrecru-

zadas que pueden mostrar tanto un comportamiento coloidal como macromolecular

[136, 137]. Inmersos en soluciones acuosas, estas part́ıculas incorporan y retienen

grandes cantidades de agua dentro de su estructura polimérica. Sus diámetros vaŕıan

desde decenas de nanómetros (nanogeles) hasta varios micrones (macrogeles). La

caracteŕıstica más sorprendente de estas part́ıculas es su capacidad para absorber

o liberar solvente y cambiar de tamaño en respuesta a una variedad de est́ımulos

externos. Este comportamiento sensible a est́ımulo es reversible y depende de la

composición qúımica de la red polimérica.

Los microgeles compuestos por cadenas de poĺımero que contienen segmentos áci-

dos como ácido acŕılico o metacŕılico (AA y MAA, respectivamente) se hinchan o

deshinchan en respuesta a cambios en el pH de la solución [34, 138]. El pH particular

que marca el inicio y caracteriza esta transición es el pKa aparente del microgel, que

70
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depende de la concentración de sal en la solución y a menudo difiere del pKa intŕınse-

co del monómero ácido. Estos microgeles también ajustan su tamaño en respuesta a

cambios en la concentración de sal en la solución [34].

Análogamente, los microgeles de algunos poĺımeros termosensibles experimentan

una transición de fase volumétrica (VPT, por sus siglas en inglés) cuando se ca-

lientan por encima de una temperatura caracteŕıstica (VPTT o Tpt) [36, 37]. Este

comportamiento se origina porque estos poĺımeros son insolubles en agua por encima

de cierta temperatura cŕıtica mı́nima de solución (LCST, por sus siglas en inglés)

[38]. Normalmente, la LCST del poĺımero y la VPTT de la red entrecruzada son

aproximadamente idénticas. Este es el caso de las part́ıculas de microgel de poli(N-

isopropilacrilamida) (PNIPAm) [36], cuyo colapso de volumen ocurre por encima de

32◦C, que es la LCST del poĺımero lineal [39].

Dado que la VPTT de los microgeles de PNIPAm se encuentra alrededor de la

temperatura corporal, sus microgeles han generado un gran interés en aplicaciones

biomédicas [50]. Las estrategias para controlar la VPTT de los microgeles incluyen

la śıntesis de nuevos monómeros termosensibles [51, 52], aśı como la copolimeri-

zación con un monómero iónico o ionizable [53, 54]. Este último enfoque produce

microgeles multiresponsivos que son susceptibles a cambios en la temperatura, pH

y concentración de sal [34, 139]. Los microgeles de N-isopropilacrilamida (NIPAm)

y ácido acŕılico (AA) han sido ampliamente estudiados [55–58]; también se han in-

vestigado microgeles de copoĺımeros de NIPAm y ácido metacŕılico (MAA) [59–61].

La VPTT de estos microgeles multiresponsivos depende del pH de la solución, la

concentración de sal y la fracción de monómero ionizable en las cadenas de poĺımero

[55–57, 60, 62–64]. Además, la incorporación del co-monómero ácido proporciona un

mecanismo controlado por el pH para la adsorción/liberación de moléculas de carga

de signo opuesto, lo que hace que los microgeles multiresponsivos sean atractivos

para el diseño de sistemas de administración de medicamentos [68].

Las aplicaciones basadas en microgeles de poĺımero están volviéndose cada vez

más diversas y de mayor importancia en diferentes áreas de la tecnoloǵıa [136]. Na-

nocompuestos hechos de microgeles de poli(NIPAm-co-MAA) que incorporan nano-

part́ıculas de oro o plata o estructuras metal-orgánicas tienen aplicaciones potenciales

en el desarrollo de materiales con actividad cataĺıtica ajustable para la degradación
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de contaminantes industriales [140–142]. Estos microgeles también se pueden aplicar

en el desarrollo de emulsiones sensibles al pH, salinidad y temperatura [143–146],

o como plantillas para el ensamblaje de nanomateriales [63]. Los nano/microgeles

de poĺımero multiresponsivos son excelentes candidatos para el desarrollo de apli-

caciones biomédicas mı́nimamente invasivas, incluyendo bases estructurales para la

ingenieŕıa de tejidos [28]. Culver et al. [147] han utilizado nanogeles funcionalizados

de poli(NIPAm-co-MAA) para la detección de diferentes protéınas. Recientemente,

se han investigado dispositivos basados en microgeles de poli(NIPAm-co-MAA) para

la encapsulación/liberación del fármaco quimioterapéutico Doxorrubicina [65–67].

En este contexto, en este caṕıtulo derivamos una teoŕıa de equilibrio de dos fa-

ses y realizamos una investigación sistemática del comportamiento termodinámico

de microgeles compuestos por copoĺımeros aleatoriamente dispuestos de NIPAm y

un co-monómero ácido. Este modelo describe la qúımica y f́ısica detrás de todos los

siguientes fenómenos: la hinchazón de los microgeles impulsada por el pH, la depen-

dencia no monótona del tamaño de part́ıcula con la concentración de sal y el colapso

de la red al aumentar la temperatura por encima de la VPTT. Estas predicciones

proporcionan una imagen clara de los efectos de la composición de la solución (pH,

concentración de sal) y la qúımica del poĺımero (contenido de MAA, grado de en-

trecruzamiento) en la VPT. También se muestran las mejores condiciones para la

encapsulación de Doxorrubicina y Daunorubicina dentro de estos microgeles. Los

cálculos son espećıficos para el ácido metacŕılico con un pKa = 4.65, pero el compor-

tamiento fisicoqúımico reportado puede describir cualitativamente una variedad de

microgeles basados en NIPAm que han sido modificados con otros monómeros ácidos

que tienen diferentes pKa y diferentes solubilidades a pH bajo.

El comportamiento de los microgeles de poli(NIPAm-co-MAA), incluyendo su

VPT y la interacción con poĺımeros de carga opuesta, ha sido descrito utilizando una

variedad de técnicas experimentales [59–61, 65, 148–150]. También se han estudiado

teóricamente mediante simulaciones moleculares de grano grueso para investigar el

comportamiento de microgeles de poĺımeros sensibles a est́ımulos [84, 85, 151]. Es-

tos trabajos se han centrado principalmente en el swelling y otras propiedades de

part́ıculas que tienen una red de poĺımero permanentemente cargada [86–89, 152–

160], y algunos han abordado el efecto de la temperatura y la calidad del solvente
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[85–89, 156]. Recientemente, algunos estudios utilizando simulaciones han conside-

rado la respuesta al pH de los microgeles compuestos por poĺımeros reguladores de

carga [90, 92–94, 161]. Sin embargo, solo unos pocos trabajos teóricos han investiga-

do las propiedades de microgeles multiresponsivos en función de la temperatura, el

pH y la concentración de sal [95, 96].

3.2. Metodoloǵıa

3.2.1. Teoŕıa: Fase Microgel

Consideremos un modelo de dos fases: un microgel de poli(NIPAm-co-MAA)

(P(NIPAm-MAA)) (la fase 1, denotada porMG) en contacto con una solución acuosa

(fase 2, denotada por s). Externamente, podemos controlar la temperatura T , el pH

y la concentración de sal de esta solución, en estas condiciones el microgel asume un

radio R y con ello un volumen V = 4
3
πR3. El potencial termodinámico cuyo mı́nimo

produce las condiciones de equilibrio dentro de la fase de microgel es un semi gran

potencial, ΩMG.

Fase 
microgel

Fase 
bulk

[KCl] pH

[Droga]

X= H, Daunorrubicina
X= OH, Doxorrubicina

Figura 3.1: Microgel polimérico en solución. En el mismo se observan las dos fases
que componen al sistema, la fase microgel y la fase solución. A la derecha se muestra
la droga utilizada, aśı como el modelo usado para incorporar la información qúımica
que las definen.
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ΩMG =− TSmez + Fqca,MAA + Fela

+ Uelec + Uste + UV dW −
∑
γ

µγNγ
(3.1)

En donde Smez es la entroṕıa de traslación (y mezcla) de las especies libres en la fase

del microgel: moléculas de agua (w), hidronio (H3O
+) e iones de hidróxido (OH−),

y cationes de sal (+) y aniones (−). Hemos considerado una sal monovalente, KCl,

completamente disociada en iones de potasio y cloruro.

−Smez
kB

=
∑
γ

ργ
(
ln (ργvw)− 1 + βµ0

γ

)
(3.2)

en donde β = 1
kBT

, T es la temperatura del sistema y kB es la constante de Bol-

tzmann. La densidad numérica de la especie γ es ργ y µ0
γ es su potencial qúımico

estándar, vw es el volumen de una molécula de agua. Además γ ∈ {w,H3O
+, OH−,+,−}.

Fqca,MAA es la enerǵıa qúımica libre que describe la protonación de equilibrio de

las unidades de MAA.

βFqca,MAA =
φMAA

vMAA

[
f(ln f + βµ0

MAA−) + (1− f)(ln(1− f) + βµ0
MAAH)

]
(3.3)

donde φMAA es la fracción de volumen que ocupan estos segmentos, vMAA es el vo-

lumen de este segmento, y f es el grado de disociación del mismo. La fracción de

volumen de los segmentos MAA cargados es fφMAA, y la de las unidades protona-

das (o sin carga) es (1 − f)φMAA. Los potenciales qúımicos estándar son µ0
MAA− y

µ0
MAAH para las especies desprotonadas (cargadas) y protonadas, respectivamente.

Utilizamos el término segmento para identificar las unidades qúımicas que componen

las cadenas poliméricas (MAA y NIPAm).

Fela es la enerǵıa libre elástica que explica la libertad conformacional de la red

polimérica.



Caṕıtulo 3. Microgeles poliméricos: Respuesta a est́ımulo y encapsulado/liberación
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βFela =
3

2

Nseg

nch

[(
R

R0

)2

− ln
R

R0

− 1

]
(3.4)

Esta expresión es descrita por Moncho-Jordá and Dzubiella [88] quienes usaron el

modelo de elasticidad del caucho, donde Nseg es el número total de segmentos en la

red de poĺımero y nch es el número de segmentos por cadena de poĺımero o longitud

de cadena. La constante de elasticidad en esta enerǵıa es proporcional al cociente
Nseg

nch
, que representa el número (total) de cadenas de poĺımero en el microgel. El

radio del microgel seco es R0, lo que satisface con la expresión:

4

3
πR3

0 = V0 = Nseg

(
xMAAvMAA + xNIPAmvNIPAm

)
(3.5)

donde V0 es el volumen de la part́ıcula seca; xMAA y xNIPAm son la fracción de

los segmentos MAA y NIPAm en el microgel, respectivamente. Entonces, el número

total de segmentos MAA es xMAANseg y el de unidades NIPAm es xNIPAmNseg, estos

últimos con un volumen vNIPAm. Los microgeles que consideramos aqúı satisfacen

xNIPAm = 1− xMAA.

Uelec y Uste representan respectivamente las enerǵıas que resultan de las interac-

ciones electrostáticas y las repulsiones estéricas.

βUelec =

(∑
γ

ργqγ + f
φMAA

vMAA

qMAA

)
βψMG (3.6)

donde qγ y qMAA son la carga eléctrica de las molculas γ y de los segmentos de MAA,

respectivamente. El potencial electrostático dentro de la fase de microgel es ψMG.

Fuera de esta fase el potencial es nulo ψs = 0

Se impone una restricción de electro-neutralidad del microgel, que puede expre-
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sarse como: ∑
γ

ργqγ + f
φMAA

vMAA

qMAA = 0 (3.7)

Las interacciones estéricas se incorporan como una segunda restricción al sistema,

la cual consiste en que el volumen de la fase microgel está completamente ocupado

por los segmentos de la red y las especies qúımicas libres.

∑
γ

ργvγ + φMAA + φNIPAm = 1 (3.8)

donde vγ es el volumen molecular de la especie γ, y la fracción de volumen de cada

componente de la red son:

φMAA = Nseg
xMAAvMAA

4
3
πR3

(3.9)

φNIPAm = Nseg
xNIPAmvNIPAm

4
3
πR3

(3.10)

UV dW es la contribución que describe las interacciones efectivas poĺımero-solvente;

para este trabajo se ha realizado la siguiente aproximación:

UV dW = UNIPAm−w + UMAA−w (3.11)

en donde UNIPAm−w incorpora la transición hidrof́ılica-hidrofóbica de PNIPAm al

aumentar la temperatura por encima de su temperatura de transición cŕıtica. Del

mismo modo UMAA−w hace cuenta de la interacción entre los segmentos de MAA y

agua. Los resultados presentes en este caṕıtulo consideran a los segmentos de MAA

completamente hidrof́ılicos y por tanto UMAA−w = 0

βUV dW = UNIPAm−w = χ(T, φNIPAm)ρwφNIPAm (3.12)

Este término explica la respuesta de PNIPAm a los cambios de temperatura
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a través de un parámetro de interacción poĺımero solvente, χ, que depende de la

temperatura y la fracción de volumen de NIPAm, φNIPAm. Según Afroze et al. [162],

este parámetro de Flory-Huggins se puede expresar como:

χ(T, φNIPAm) = g0(T ) + g1(T )φNIPAm

+ g2(T )φ2
NIPAm

(3.13)

con

gk(T ) = gk0 +
gk1

T
+ gk2T (3.14)

para k = 0, 1, 2, los coeficientes son: g00 = −12,947, g02 = 0,044959 K−1, g10 = 17,920,

g12 = −0,056944 K−1, g20 = 14,814, g22 = −0,051419 K−1 y gk1 ≡ 0 [162]

Finalmente, la suma sobre γ expresa el equilibrio qúımico con la fase de solución,

donde µγ y Nγ son el potencial qúımico y el número de moléculas de la especie

γ, respectivamente. Aqúı, el sub́ındice γ identifica las especies qúımicas libres, γ ∈
{w,H3O

+, OH−,+,−}. Hay que tener en cuenta que ΩMG es un semi-gran potencial

porque la fase de microgel puede intercambiar cada una de estas moléculas con la

fase de solución, mientras que la red de poĺımero está confinada dentro de la primera.

∑
γ

Nγµγ =
∑
γ

ργβµγ + βµH+(1− f)
φMAA

vMAA

(3.15)

Esta contribución muestra el equilibrio qúımico entre el microgel y la fase de

solución, donde el segundo término en la derecha representa a los protones asociados

a unidades de MAA; a saber, µH+ ≡ µH3O+ se conjuga con el número total de

protones,

NH3O+ +NMAAH = V

(
ρH3O+ + (1− f)

φMAA

vMAA

)
(3.16)

Con todo esto la forma expĺıcita del potencial termodinámico es:
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β
ΩMG(R)

V
=∑

γ

ργ
(
ln (ργvw)− 1 + βµ0

γ

)
+
φMAA

vMAA

[
f(ln f + βµ0

MAA−)

+(1− f)(ln(1− f) + βµ0
MAAH)

]
+

3

2

Nseg

nchV

[(
R

R0

)2

− ln
R

R0

− 1

]

+

(∑
γ

ργqγ + f
φMAA

vMAA

qMAA

)
βψMG

+ βπMG

[∑
γ

ργvγ + φMAA + φNIPAm − 1

]
+ χ(T, φNIPAm)ρwφNIPAm

−
∑
γ

ργβµγ − βµH+(1− f)
φMAA

vMAA

(3.17)

En donde πMG es la presión osmótica de la fase de microgel, introducido como un

multiplicador de Lagrange para imponer la restricción de incompresibilidad, ecuación

3.8.

Nuestro potencial termodinámico esta escrito expĺıcitamente en función de las

densidades de todas las especies, el grado de carga del MAA y el radio del microgel,

ΩMG(R) ≡ ΩMG({ργ}, f, R). Para obtener las expresiones de {ργ} y f de tal forma

que sean consistentes con el equilibrio termodinámico, minimizamos ΩMG respecto a

estas cantidades, y sujeto a las restricciones ecuaciones 3.8 y 3.7; dicho procedimiento

conduce a:

ργvw = aγ exp(−βπMGvγ − βψMGqγ) (3.18)

f

1− f
=
K0
MAA

aH+

exp(−βψMGqMAA) (3.19)

donde aγ = eβµγ−βµ
0
γ es la actividad de la especie γ. La constante de equilibrio
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Species pKa q (e) v (nm3)
H2O (w) 0.03
H3O

+ +1 0.03
OH− -1 0.03
K+ (+) +1 0.04
Cl− (−) -1 0.047
MAA 4.65 -1∗ 0.09
NIPAm 0.12

Cuadro 3.1: Propiedades moleculares de las diferentes especies qúımicas consideradas.
(∗Para la especie desprotonada).

termodinámico que describe la protonación/desprotonación MAA es

K0
MAA = eβµ

0
MAAH−βµ

0
MAA−βµ

0
H+ (3.20)

Esta cantidad es posible calcularla directamente a partir del pKa del ácido.

Si se considera un valor de R, las únicas incógnitas restantes para determinar

ΩMG(R) son la presión osmótica, πMG y el potencial electrostático, ψMG. Estas dos

cantidades se pueden calcular resolviendo numéricamente la incompresibilidad y la

electro-neutralidad de la fase de microgel, ecuación 3.8 y ecuación 3.7, respectiva-

mente. Para resolver estas ecuaciones utilizamos un método h́ıbrido de Powell sin

jacobiano y un código FORTRAN desarrollado en el grupo de investigación. En re-

sumen, es posible calcular la variación de ΩMG(R) en función del radio del microgel

R, y con ello calcular el valor del radio óptimo del gel para unas condiciones dadas

(pH, temperatura, concentración de sal). Esto se ilustra en la sección 3.2.3.

Todas las demás cantidades involucradas en el cálculo de ΩMG(R) son valores de

entradas, incluidas las propiedades de las diferentes especies qúımicas consideradas,

que se resumen en la tabla 3.1. Usamos pKw = 14 para describir el equilibrio de

disociación del agua. Las actividades de todas las especies qúımicas libres se pueden

calcular a partir de la concentración de estas moléculas en la fase de solución, como

se analiza a continuación.
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3.2.2. Fase solución

En la solución, el potencial termodinámico es:

β
Ωs

V
=∑

γ

ρsγ
(
ln(ρsγvw)− 1 + βµ0

γ − βµγ
)

+ βπs

[∑
γ

ρsγvγ − 1

] (3.21)

el supeŕındice/sub́ındice s indica las densidades en la fase solución. Al escribir la

ecuación 3.21, hemos considerado un volumen de referencia igual al del microgel,

V , y se ha considerado, como se mencionó con anterioridad, cero el potencial elec-

trostático en la fase de solución. Además en la ultima ĺınea de la ecuación 3.21 se ha

incorporado la restricción para la incompresibilidad del sistema como un multiplica-

dor de Lagrange, con πs como la presión osmótica en la fase solución.

Una vez que se establece la composición de la solución (pH y concentración de

sal), conocemos las densidades de todas las especies qúımicas en esta fase, que deben

satisfacer tanto las restricciones de incompresibilidad asi como también de neutrali-

dad de carga: ∑
γ

ρsγvγ = 1 (3.22)∑
γ

ρsγqγ = 0 (3.23)

con

ρsγvw = aγ exp(−βπsvγ) (3.24)

para γ ∈ {w,H3O
+, OH−,+,−}. Al solucionar la ecuación 3.22 y 3.23 se puede co-

nocer πs, con ello podemos determinar las actividades de todas las especies qúımicas

libres, y con las mismas resolver el sistema de la fase microgel. Los resultados de

la minimización de la enerǵıa con un dado valor de R es presentada en la siguiente

sección.
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3.2.3. Minimización grafica

Figura 3.2: Potencial termodinámico en función del radio del microgel a diferentes
temperaturas, pH de 4.65 y [KCl] = 10−2M . Cada panel corresponde a un microgel
MG100 diferente (longitud de cadena, nch = 100) con 10 % (A), 35 % (B) y 50 % (C)
MAA. Las curvas presentan el potencial termodinámico en exceso de la contribución
de la solución, Ω = ΩMG − Ωs, en unidades convenientes, donde V0 = 4

3
πR3

0 es
el volumen de la part́ıcula polimérica seca. En el panel B, los puntos marcan el
radio óptimo para cada temperatura, que es el mı́nimo global/local de la curva
correspondiente (ver tabla 3.2).

Como mencionamos en la sección 3.2.1 es posible determinar completamente la

enerǵıa libre de la fase de microgel para cualquier R dado. Las variables independien-

tes en este cálculo son la temperatura, el pH y la concentración de sal de la solución

en contacto con la fase microgel. El número de segmentos en la red de poĺımero Nseg,

la longitud de la cadena nch y la fracción de segmentos MAA, xMAA, caracterizan

completamente a nuestro microgel, es decir son variables de entrada pre-establecidas.

Consideramos microgeles con Nseg = 107 segmentos y nch = 50, 100 y 200, que

tienen xMAA = 0.1, 0.35 o 0.5. En la figura 3.2 mostramos el efecto de aumentar o

reducir la cantidad de monómero ácido teniendo como referencia a los microgeles de

poli(NIPAm-co-MAA) que poseen 35 % MAA.

Estos microgeles están etiquetados como MGnch-pMAA, donde pMAA es el por-

centaje de MAA. Por ejemplo, MG100-10 corresponde a un microgel con nch = 100

y xMAA = 0.1.

Para determinar el tamaño del microgel para un conjunto dado de condiciones,

recurrimos a una minimización gráfica de su potencial termodinámico. Para cada

conjunto de condiciones (pH, sal y T ), obtenemos Ω(R) = ΩMG(R)−Ωs(R). En esta
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expresión obtenemos el potencial termodinámico en exceso de la contribución de la

solución. Con ella podemos encontrar el Ropt, siendo este el radio óptimo, tal que la

curva tenga un mı́nimo global (y local). Como ejemplo, este procedimiento se ilustra

en la figura 3.2 para microgeles MG100. Los resultados obtenidos de la minimización

de las curvas figura 3.2 se resumen en la tabla 3.2.

Radio óptimo (nm)(MG100)

25 ◦C 30 ◦C 35 ◦C 40 ◦C Gel seco, R0

10 % MAA 215 184 75 74 65
35 % MAA 213 193 84 76 64
50 % MAA 213 199 172 85 63

Cuadro 3.2: Minimización de las curvas de la figura 3.2. Esta tabla resume los radios
óptimos de tres microgeles MG100 a diferentes temperaturas, pH 4.65 y [KCl] =
10−2M .

3.2.4. Incoporación de adsorbatos: Modificación del método

teórico

Nuestro objetivo es caracterizar estos microgeles como dispositivos inteligentes,

en el transporte de medicamentos. Para ello es necesario analizar la adsorción de

algunas drogas terapéuticas. En el presente caṕıtulo realizamos el análisis usando

como droga modelo a la Doxorrubicina y un derivado de ella: Daunorrubicina. Ambas

drogas son empleadas frecuentemente en tratamientos contra el cáncer.

Para describir la adsorción de un analito a la fase de microgel, al potencial ter-
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modinámico de la ecuación 3.17 se le adicionan los siguientes términos:

β
ΩMG(R)

V
= · · ·

+ ρa
(
ln (ρavw)− 1 + βµ0

a

)
+ ρa

∑
τ

nτ
[
gτ (ln gτ + βµ0

τp)

+(1− gτ )(ln(1− gτ ) + βµ0
τd)
]

+

(
ρa
∑
τ

nτfτqτ

)
βψMG

− ρaβµa − βµH+ρa
∑
τ

nτgτ

(3.25)

en donde la primera ĺınea (lado derecho) representa los grados de libertad de trasla-

ción, donde ρa es la densidad numérica del analito y µ0
a su potencial qúımico estándar.

Las siguientes dos ĺıneas describen el equilibrio ácido-base de las unidades titulables

del analito; el sub́ındice τ recorre dichas unidades moleculares que tienen un grado

de protonación gτ y un volumen vτ . El analito tiene nτ de estos segmentos; µ0
τp y

µ0
τd son el potencial qúımico estándar de las especies protonadas y desprotonadas,

respectivamente, que se relacionan con la constante de disociación ácida:

K0
a,τ = eβµ

0
τp−βµ0τd−βµ

0
H+ (3.26)

La siguiente ĺınea en la ecuación 3.25 describe la contribución del analito a la

enerǵıa electrostática, donde fτ es el grado de carga de las unidades τ , que es igual

a gτ si τ es un grupo básico, o (1 − gτ ) si la unidad es ácida; qτ es la carga de las

especies ionizadas. Los dos últimos términos dan cuenta del equilibrio qúımico entre

el microgel y la fase de solución, donde µa es el potencial qúımico del analito.

Además, la ecuación 3.8 debe incorporar la fracción total de volumen ocupada

por el analito: ρa
∑

λ nλvλ, donde λ recorre todos los tipos de segmentos que forman

la molécula, incluyendo unidades titulables {τ} ∈ {λ}. La presencia del analito

en la fase de solución también representa contribuciones adicionales al potencial

termodinámico Ωs de ecuación 3.21, que contienen los mismos componentes que

ecuación 3.25.
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Con todo lo anterior se puede reescribir:

Para la fase gel:

β
ΩMG(R)

V
=∑

γ

ργ
(
ln (ργvw)− 1 + βµ0

γ

)
+ ρa

(
ln (ρavw)− 1 + βµ0

a

)
+
φMAA

vMAA

[
f(ln f + βµ0

MAA−)

+(1− f)(ln(1− f) + βµ0
MAAH)

]
+ ρa

∑
τ

nτ
[
gτ (ln gτ + βµ0

τp)

+(1− gτ )(ln(1− gτ ) + βµ0
τd)
]

+
3

2

Nseg

nchV

[(
R

R0

)2

− ln
R

R0

− 1

]

+

(∑
γ

ργqγ + f
φMAA

vMAA

qMAA + ρa
∑
τ

nτfτqτ

)
βψMG

+ βπMG

[∑
γ

ργvγ + φMAA + φNIPAm + ρa
∑
λ

nλvλ − 1

]
+ χ(T, φNIPAm)ρwφNIPAm

−
∑
γ

ργβµγ − ρaβµa − βµH+(1− f)
φMAA

vMAA

− βµH+ρa
∑
τ

nτgτ

(3.27)

En las cuales las restricciones f́ısicas para la fase gel son incompresibilidad:

1 =
∑
γ

ργvγ + φMAA + φNIPAm + ρa
∑
λ

nλvλ (3.28)

y electro-neutralidad:
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∑
γ

ργqγ + f
φMAA

vMAA

qMAA + ρa
∑
τ

nτfτqτ = 0 (3.29)

Para la fase solución:

β
Ωs

V
=
∑
γ

ρsγ
(
ln(ρsγvw)− 1 + βµ0

γ − βµγ
)

+ ρsa
(
ln ρsavw − 1 + βµ0

a − βµa
) (3.30)

y sus respectivas restricciones:

1 =
∑
γ

ργvγ + ρa
∑
λ

nλvλ (3.31)

y

∑
γ

ργqγ + ρa
∑
τ

nτfτqτ = 0 (3.32)

De la optimización de nuestro nuevo gran potencial ΩMG se obtiene:

fτ
1− fτ

=

(
aH+

K0
τ

)∓1

e−βψMGqτ (3.33)

para el grado de carga de las unidades τ , donde el signo ∓ diferencia el caso de un

grupo ácido (−) de uno básico (+). Para la densidad del analito obtenemos:

ρavw =
ãa∏

τ (1− fτ )nτ
· exp

(
−βπMG

∑
λ

nλvλ

)
(3.34)

donde esta última ecuación requiere una re-definición de la actividad del analito ãa.

(De forma similar como se hizo con los adsorbatos del caṕıtulo 2 en la ecuación 2.29).

Expresiones similares a la ecuación 3.34 y ecuación 3.33 se derivan para la fase



Caṕıtulo 3. Microgeles poliméricos: Respuesta a est́ımulo y encapsulado/liberación
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X= H, Daunorrubicina

X= OH, Doxorrubicina

Figura 3.3: Estructura qúımica (arriba) y modelo de grano grueso (abajo) aplicado
para describir daunorrubicina y doxorrubicina. Los segmentos de grano grueso D1−
D4 se describen en la tabla 3.3.

CG unit pKa q (e) v (nm3)
D1 - 0 0.085
D2 7.34 -1∗ 0.085
D3 9.46 +1∗ 0.085
D4 (Doxo) 8.46 -1∗ 0.035
D4 (Dauno) - 0 0.035

Cuadro 3.3: Propiedades moleculares para las distintas unidades de grano grueso
usadas para el modelado de las drogas Daunorrubicina y Doxorrubicina. (ver figura
3.3). (∗ Para unidades ionizables.)

de solución; y con ellas se puede obtener las actividades de los analitos y especies

libres.

Consideraremos la adsorción de los fármacos quimioterapéuticos Daunorrubicina

(Dauno) y Doxorrubicina (Doxo) en nuestros microgeles P(NIPAm-MAA) en diferen-

tes condiciones. El modelo molecular aplicado para describir estos analitos se ilustra

en la figura 3.3 y la parametrización se presenta en la tabla 3.3 [3].



Caṕıtulo 3. Microgeles poliméricos: Respuesta a est́ımulo y encapsulado/liberación
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3.3. Resultados y discusión

3.3.1. Respuesta al pH y la concentración de sal

Figura 3.4: Tamaño de microgel (A) y grado de carga (B) en función del pH para
soluciones que tienen diferentes concentraciones de sal y T = 25 ◦C. Las cadenas de
poĺımero en el microgel MG100-35 tiene nch = 100 segmentos de largo y 35 % MAA.
La curva punteada en el panel B es la disociación ideal del ácido metacŕılico (pKa =
4.65). Los ćırculos de color en las curvas del panel A marcan el pKa aparente del
microgel.

En esta sección, describiremos el comportamiento de los microgeles en respuesta

a cambios en la composición de la solución. En primer lugar nos enfocaremos en

temperaturas por debajo de la temperatura cŕıtica del PNIPAm, donde el microgel

experimenta un colapso. El efecto de la temperatura se evaluará en la sección 3.3.2.

La Figura 3.4A muestra el tamaño del microgel (radio, R) en función del pH para

diferentes concentraciones de sal. Los microgeles de P(NIPAm-MAA) se hinchan al
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aumentar el pH. A medida que el pH se incrementa, un número creciente de unidades

de MAA se desprotona y, por lo tanto, se cargan eléctricamente. La Figura 3.4B

muestra cómo la fracción de MAA cargados (f : grado de carga; ver ecuación 3.19)

depende del pH de la solución. El hinchamiento observado en el panel A, que surge

al aumentar el pH, es una respuesta a las crecientes repulsiones dentro del microgel,

resultado del aumento de la carga eléctrica en la red polimérica, como se observa en

el panel B.

El inicio de la transición de este swelling se desplaza a valores de pH más altos

cuando se reduce la concentración de sal (ver Figura 3.4A). Las curvas de disocia-

ción de protones del panel B presentan el mismo desplazamiento a pH más altos,

en comparación con el comportamiento ideal de un monómero de MAA aislado en

solución diluida.

El pKa aparente es el pH en el cual la mitad de los segmentos de MAA se

desprotonan, y este valor cuantifica el comportamiento de carga del microgel (ver

Figura 3.4B), aśı como la transición de expansión (como se observa en el panel

A, marcado con ćırculos en pH = pKa). Los pKa aparentes de la Figura 3.4B se

muestran en la Tabla 3.4.

[KCl] (M) pKa apa. (25◦C)

10−5 8.10
10−4 7.15
10−3 6.15
10−2 5.35

ideal (pKa) 4.65

Cuadro 3.4: pKa aparente de la fig. 3.4 para un gel MG100-35 a 25◦C.

Una concentración relativamente alta de iones de sal dentro del microgel da co-

mo resultado el apantallamiento de las repulsiones electrostáticas entre los segmentos

MAA cargados; estas interacciones repulsivas se vuelven de corto alcance. Cuando

el pH de la solución aumenta, la disociación de los segmentos de MAA sucede sin

un costo energético alto originado por las repulsiones electrostáticas. En estas condi-

ciones, la desprotonación de MAA, inducida por la enerǵıa qúımica libre (equilibrio

ácido-base), se aproxima al comportamiento ideal o de una solución diluida (com-

parándose los casos de alta concentración salina con la curva de ĺınea punteada en

la Figura 3.4B).
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Por el contrario, a bajas concentraciones de sal, el efecto de apantallamiento

se debilita y las repulsiones electrostáticas dentro de la red son de mayor alcance.

Incluso si hay pocas cargas y distantes en la red, interactuarán entre śı. Para reducir

la contribución energética de tales repulsiones electrostáticas hay una disminución

significativa en la carga de las unidades de MAA a estas condiciones de baja salinidad;

en consecuencia, el pKa aparente aumenta. El precio a pagar es aumentar la enerǵıa

qúımica libre, cuya contribución se minimiza cuando el grado de protonación es el

ideal.

Figura 3.5: Gráfico del tamaño del microgel en función de la concentración de sal
para diferentes soluciones de pH y T = 25◦C. Los paneles corresponden a microgeles
MG-100 (longitud de cadena, nch = 100) que tienen fracciones MAA: 10 % (A), 35 %
(B) y 50 % (C).

La Figura 3.5 ilustra cómo el tamaño de los microgeles de P(NIPAm-MAA) de-

pende de la concentración de sal para diferentes valores de pH. A una salinidad

relativamente alta, estos microgeles se expanden con el aumento de la concentración

de sal, lo que es consistente con los resultados de dispersión de luz dinámica (DLS)

reportados por Wong et al. [63] para microgeles P(NIPAm-MAA) y concentraciones

de KCl en el rango de 0.1-0.5 M.

Las curvas de la Figura 3.5 muestran un comportamiento reentrante. El tamaño

del microgel incrementa en una primera instancia y luego disminuye al aumentar

la concentración de sal. Esta respuesta no monotónica es más acentuada cuando

la carga del poĺımero aumenta debido a un mayor contenido de unidades de MAA

(observado en los diferentes paneles de la Figura 3.5).

Se han informado transiciones de expansión-compresión en diversas concentra-

ciones de sal en una variedad de sistemas poliméricos con regulación de carga. El
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grosor de las capas de poliácidos débiles anclados es una función no monotónica de

la concentración de sal de la solución según lo predicho mediante la teoŕıa del campo

medio autoconsistente [163–166], lo cual ha sido confirmado por resultados experi-

mentales [83]. De manera similar, los resultados teóricos predicen que el tamaño de

los polielectrolitos débiles ramificados en forma de estrella muestra un máximo en

función de la concentración de sal de la solución [167, 168]. También se ha predi-

cho que el espesor de las peĺıculas de poliácidos débiles entrecruzados mostrará este

comportamiento de expansión reentrante [169].

En este mismo sentido, se ha predicho una transición de compresión a expansión

impulsada por la concentración de sal para los nanogeles de polielectrolitos fuer-

tes [155]. Este comportamiento, en el caso de los polielectrolitos “quencheados”, se

atribuye a los efectos de volumen excluidos de los iones absorbidos a altas concen-

traciones salinas.

Más relevante para nuestro estudio, son los resultados teóricos de una transición

reentrante de hinchazón a colapso para microgeles sensibles al pH y la temperatura

[96]. Polotsky et al. [96] explica que el aumento de la concentración de sal promueve

inicialmente la disociación de carga de los grupos ácidos débiles hasta alcanzar la

saturación, momento en el cual el grado de disociación alcanza el valor ideal. Más

allá de este punto, el aumento de la concentración de sal en la solución solo favorece

el apantallamiento de las repulsiones electrostáticas y, por lo tanto, el microgel se

deshincha.

Experimentalmente, Capriles-González et al. [95] informaron sobre el swelling no

monotónico de los microgeles de poli(NIPAm-co-AA) (P(NIPAm-AA)) en función

de la concentración de NaCl utilizando técnicas de DLS.

El aumento de la concentración de sal de la solución tiene dos efectos opuestos

sobre las propiedades del microgel. Por un lado, aumenta el apantallamiento de in-

teracciones de carga elétrica a medida que se incorporan los iones dentro del gel;

las repulsiones electrostáticas entre los monómeros de MAA cargados están cada vez

más apantalladas. El alcance efectivo de estas repulsiones se acorta, favoreciendo

el deshinchamiento. Por otro lado, este apantallamiento permite una mayor despro-

tonación de los monómeros de MAA, promovida por el equilibrio ácido-base. La

disociación de carga por el contrario, favorece el hinchamiento de la part́ıcula para
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Figura 3.6: Curvas del grado de carga MAA (A) y la longitud de Debye (B) dentro
de los microgeles MG100-35 en función de la concentración de sal para diferentes
valores de pH. Estos resultados corresponden a las mismas condiciones de la figura
3.5B.

reducir las repulsiones electrostáticas.

La figura 3.6 ilustra este doble efecto de aumentar la concentración de sal en la

solución, lo que conduce al comportamiento de hinchamiento-deshinchamiento. El

panel A muestra que la carga del microgel aumenta monótonamente con la concen-

tración de sal. En el panel B, usamos la longitud de Debye, calculada con la ecuación

3.35, para cuantificar la extensión de las interacciones electrostáticas. El alcance efec-

tivo de estas interacciones se acorta dentro del microgel a medida que aumenta la

concentración de sal. Se puede observar en la figura 3.6 que en condiciones de pH 3

la carga dentro del microgel es insignificante, lo que resulta en un hinchamiento muy

poco apreciable en la figura 3.5B.
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El cálculo de la longitud de Debye λ−1
D se obtuvo con:

λ−1
D =

√
4πlB

∑
γ

ρλq2
λ (3.35)

en donde lB es la longitud de Bjerrum, ργ y qγ es la densidad y carga de la especie

libre γ respectivamente.

Esta teoŕıa requiere que el interior del microgel sea de carga neutra. La con-

gujación de cargas poliméricas y contraiones debe estar equilibrada. Claudio et al.

[153] demostró que esta es una aproximación razonable cuando el microgel es más

grande que R = 125 nm y tiene un 50 % de monómeros cargados. Los microgeles

P(NIPAm-MAA) aqúı planteados son más grandes que ese tamaño en la mayoŕıa de

las condiciones, particularmente cuando el pH está por encima del pKa aparente y

la mayoŕıa de los grupos MAA están desprotonados.

3.3.2. Respuesta a la Temperatura

Figura 3.7: Gráfico del tamaño del microgel en función de la temperatura para di-
ferentes concentraciones de sal en solución y pH 4.65. Los paneles corresponden a
microgeles MG-100 (longitud de cadena, nch = 100) que tienen diferentes fracciones
de MAA: 10 % (A), 35 % (B) y 50 % (C).

Discutido el efecto del pH y la concentración de sal, ahora nos enfocaremos en

mostrar la respuesta de los microgeles de P(NIPAm-MAA) frente a cambios en la

temperatura. En cada panel de la figura 3.7 se muestra el tamaño de tres part́ıculas

MG-100 como función de la temperatura a distintas concentraciones salinas. A ba-

ja temperatura, estos microgeles muestran un estado relativamente hinchado (baja
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densidad de poliméro) , mientras que a altas temperaturas se encuentra en un estado

colapsado (alta densidad de poĺımero).

Esto último ocurre dado que el PNIPAm adquiere un comportamiento hidrofóbi-

co por encima de su LCST, expulsando el solvente de su interior y colapsando su

estructura [170]. El tamaño de la part́ıcula en este estado es independiente de la

concentración salina o el pH y posee un radio relativamente cercano al del microgel

seco (ver tabla 3.2).

Por otro lado, el estado hinchado del gel está dominado por las repulsiones elec-

trostáticas entre los segmentos de MAA cargados y los contraiones adsorbidos, como

fue descrito en la sección 3.3.1. El tamaño y la carga del microgel son funciones

monotónicamente decrecientes de la temperatura.

Figura 3.8: Gráficos que muestran la temperatura de transición de volumen TPT
(A) y la fracción de MAA cargado a esta temperatura (B) en función del pH para
diferentes concentraciones de sal. Este microgel P(NIPAm-MAA) tiene una longitud
de cadena de nch = 100 y un 35 % de MAA.
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En la mayoŕıa de las condiciones, pero no en todas, la transición entre estos

dos estados del microgel es brusca y ocurre en un rango estrecho alrededor de una

temperatura bien definida, que definimos como Temperatura de Transición de Fase

(TPT por sus siglas en inglés). Comparando los diferentes paneles de la figura 3.7,

vemos que aumentar el contenido de MAA de los microgeles conduce a una transición

más suave alrededor de TPT .

La figura 3.8A muestra que la TPT aumenta con el pH y la concentración de

sal. Estos resultados son consistentes con los experimentos de DLS que muestran

que la temperatura de transición volumétrica de los microgeles P(NIPAm-MAA)

aumenta con el pH [148], lo que también se ha observado experimentalmente para

los microgeles P(NIPAm-AA) [95]. En este trabajo se ha definido TPT como el punto

de inflexión de las curvas R(T ) de la figura 3.7 entre los estados hinchado y colapsado

[171].

El panel B de la figura 3.8 muestra el grado de carga de los segmentos de MAA

en su TPT . Existe una clara correlación entre la dependencia de TPT con el pH y la

salinidad, y el estado de carga del microgel en las condiciones TPT . La temperatura

de transición aumenta con el pH y la concentración de sal, al igual que la carga de

la red de poĺımeros.

A diferencia de este comportamiento, la TPT , de los microgeles basados en PNI-

PAm y co-monómeros permanentemente cargados, disminuye con la concentración

de sal [54]. En este caso, la carga del poĺımero permanece constante, mientras que

la incorporación de iones de sal solo debilita las repulsiones electrostáticas entre las

cargas.

Los resultados de la figura 3.8 muestran que la temperatura de transición está

controlada por la cantidad de carga dentro del microgel. De hecho, aumentar el

contenido de MAA tiene el mismo efecto de desplazar la TPT a valores más altos,

como se observa en la figura 3.9A. Una vez más, este comportamiento resulta de una

estructura polimérica más cargada.

Para comparar el estado de carga de microgeles con diferentes contenidos de

MAA, utilizamos la fracción total de monómeros cargados:

xMAA− =
NMAA−

Nseg

= fxMAA (3.36)
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Figura 3.9: (A) Gráfico de temperatura de transición TPT en función del pH para
microgeles MG-100 (longitud de cadena de poĺımero, nch = 100 segmentos) que
tienen diferentes contenidos de MAA; [KCl] = 0.01 M; (B) Fracción de segmentos

cargados xMAA− =
NMAA−
Nseg

en función del pH para las mismas condiciones del panel

A (Por ej. , en la TPT ); xMAA− es proporcional a la carga total del poĺımero; Nseg es
el mismo para todos los microgeles.

Donde NMAA− es el número de segmentos MAA desprotonados, todas las demás

cantidades se han definido en la sección 3.2.1. xMAA− es proporcional a la carga

total de la red de poĺımero, y debido a que todos los microgeles tienen el mismo

número total de segmentos, la constante de proporcionalidad es la misma para todos

los porcentajes de MAA considerados. La figura 3.9B muestra que existe una clara

correlación entre TPT y la carga total del microgel (dada por xMAA−) al cambiar el

pH o el contenido de MAA del poĺımero.
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Figura 3.10: Gráfico del tamaño del microgel en función de la temperatura, la con-
centración de sal y el pH (paneles A, B y C respectivamente). Diferentes curvas co-
rresponden a microgeles con segmentos de 50 (MG050), 100 (MG100) y 200 (MG200)
por cadena de poĺımero, todos con 35 % MAA.

3.3.3. Efecto del grado de entrecruzamiento

En esta instancia vamos a analizar cómo el grado de entrecruzamiento de la red

polimérica afecta el comportamiento previamente descrito de nuestros microgeles.

Consideramos microgeles con segmentos de 50, 100 y 200 por cadena, manteniendo

el mismo número total de segmentos. A medida que la cantidad de segmentos por

cadena disminuye, aumenta el grado de entrecruzamiento en el microgel. La figura

3.10 muestra la respuesta de los microgeles con un porcentaje de MAA del 35 % ante

cambios de temperatura (panel A), concentración de sal (panel B) y pH (panel C).

Los microgeles con menor grado de entrecruzamiento (mayor número de segmen-

tos por cadena) presentan un mayor grado de hinchamiento, a iguales condiciones

este comportamiento de los microgeles P(NIPAm-MAA) ha sido confirmado expe-

rimentalmente [172]. Cualitativamente, la respuesta a la concentración de sal y al

pH es similar para todas las longitudes de cadena consideradas (paneles B y C de la

figura 3.10, respectivamente). Una observación interesante es que la disminución del

grado de entrecruzamiento conduce a una transición de volumen más brusca a me-

dida que aumenta la temperatura (figura 3.10A), y además, la TPT aumenta. Estos

resultados son consistentes con los trabajos de Li and Tanaka [173] y Wu and Zhou

[174], quienes informaron un cambio en la transición de volumen de PNIPAm de

continua a discontinua a medida que disminuye la concentración del entrecruzante

en la śıntesis.
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En la figura 3.10, también se observa que el aumento de la longitud de la cadena

(disminución del grado de entrecruzamiento) desplaza la temperatura de transición

(TPT ) hacia valores más altos. Esto concuerda con los resultados de la espectroscopia

UV obtenidos por Lee et al. [62] para los microgeles P(NIPAm-AA). Este compor-

tamiento se observa en todo el rango de condiciones exploradas en este caṕıtulo.

La constante de fuerza de la contribución elástica a la enerǵıa libre es inversa-

mente proporcional a la longitud de la cadena nch (ver ecuación 3.17). Al reducir el

grado de entrecruzamiento, el microgel se vuelve más flexible y en consecuencia se

hincha, lo que permite la aparición de una mayor carga eléctrica en la red de poĺıme-

ro. En consecuencia, se requiere una temperatura más alta para inducir el colapso

de la red de poĺımero cargado. Hemos demostrado que la temperatura de transición

está fuertemente correlacionada con el grado de carga del poĺımero.

La presencia de unidades ácidas acentúa la dependencia de la TPT con la longitud

de la cadena, ya que incorpora el equilibrio de protonación al balance del potencial

termodinámico. Sin embargo, esta respuesta es intŕınseca a la interacción entre las

propiedades hidrofóbicas y la elasticidad de la red polimérica. De hecho, la tempe-

ratura de transición de los microgeles de PNIPAm puros también aumenta con la

longitud de la cadena, aunque el efecto es significativamente más débil en ausencia de

segmentos de MAA. Esto puede observarse en la figura 3.11 en la cual se muestra el

cambio de la temperatura de transición como función del número de segmentos por

cadena dentro de la red polimérica. Estos geles están compuestos enteramente por

monómeros de NIPAm, con un total de Nseg = 107 segmentos en todo el microgel.

El pH es de 4.65 y la concentración salina de 0.01 M.

3.3.4. Adsorción de drogas

Los microgeles poliméricos son investigados como veh́ıculos inteligentes para el

transporte de medicamentos debido a sus propiedades únicas. Estos sistemas nano-

estructurados (en este caso microestrucutrados) ofrecen una plataforma versátil para

la encapsulación, protección y liberación controlada de sustancias bioactivas. Los mi-

crogeles pueden responder a est́ımulos externos, como se ha mostrado en las secciones

anteriores, con cambios de pH, temperatura y concentración de iones, lo que les per-

mite liberar su carga terapéutica de manera selectiva y espećıfica en el sitio deseado.
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Figura 3.11: Gráfico de la variación de la temperatura de transición como función de
los segmentos por cadena que componen la red polimérica. El poĺımero que compone
el microgel esta compuesto puramente por NIPAm. La concentración de sal es de
0.01 M y el pH de 4.65. La red polimérica esta compuesta por Nseg = 107 segmentos.

Por ejemplo, se sabe que el pH extracelular del tejido tumoral es más bajo que el

del tejido sano [175], lo que hace que los microgeles con respuesta al pH sean idóneos

para la administración local de medicamentos contra el cáncer [176].

Peppas et al. [177] han estudiado ampliamente los microgeles sensibles al pH

basados en MAA como transportadores inteligentes que pueden operar utilizando

los diferentes niveles de acidez que ocurre a lo largo del tracto digestivo y prevenir

la degradación de fármacos en el estómago [178–181].

En esta sección, evaluamos la capacidad de los microgeles P(NIPAm-MAA) pa-

ra incorporar fármacos quimioterapéuticos. En particular, investigamos las mejores

condiciones para la encapsulación de fármacos en condiciones de laboratorio. Con-

sideramos la doxorrubicina (Doxo) y la daunorrubicina (Dauno) las cuales son dos

de las antraciclinas más importantes y ampliamente utilizadas en la quimioterapia

para tratar una gran gama de tejidos canceŕıgenos [116, 118, 182, 183]. Estas drogas

se pueden seguir utilizando fluorescencia y absorbancia, lo que las hace atractivas

desde el punto de vista de la investigación [3, 117, 184]. Además, estos fármacos tie-

nen carga eléctrica positiva, lo que puede facilitar su encapsulación en microgeles de

poĺımeros aniónicos [115]. Serpe et al. [117] han estudiado la captación y liberación

termicamente activadas de Doxo a partir de peĺıculas capa por capa de microgeles de
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Daunorrubicina

Doxorrubicina

Figura 3.12: Mapas en color que muestran el número de moléculas de daunorrubicina
(A) y doxorrubicina (B) adsorbidas por microgel en función del pH de la solución y la
concentración de sal. La concentración de fármaco en solución es 1 mM y T = 25◦C.
el microgel de P(NIPAm-MAA) tiene nch = 100 de longitud de cadena y 35 % MAA
(MG100-35).

P(NIPAm-AA) y poli(clorhidrato de alilamina). Más recientemente, utilizando reso-

nancia magnética nuclear de lapso de tiempo, Martinez-Moro et al. [66] han descrito

la interacción entre Doxo y microgeles P(NIPAm-MAA) a diferentes condiciones.

La figura 3.12 ilustra el número de moléculas de Dauno (panel A) y Doxo (panel

B) dentro del microgel en relación con la concentración de sal y el pH de la solución.

Se observa que las condiciones óptimas para la encapsulación de estos fármacos

terapéuticos corresponden a una baja concentración de sal y un pH de 6 a 8. La

reducción en la concentración de sal favorece la adsorción. Tanto Dauno como Doxo

presentan una carga neta de +1 a pH ácido y neutro (ver la figura 3.13).
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Figura 3.13: Número de carga de las drogas estudiadas: Doxorrubicina y Daunorru-
bicina. La intersección con la ĺınea punteada muestra el punto isoeléctrico de las
mismas. Pasado este punto se da una inversión en la carga de las drogas lo que
conlleva a una respulsión electrostática con los segmentos de MAA cargados del
microgel.

Como resultado, la adsorción de Dauno/Doxo tiene que competir con la adsor-

ción de iones de potasio para neutralizar la carga negativa de la red del poĺımero

(Pérez-Chávez et al. [3]). En la figura 3.6, se observa que en ausencia de un fármaco

disuelto, la carga del microgel disminuye a medida que se reduce la concentración

de sal, lo que aparentemente entra en conflicto, dada la baja carga eléctrica que

adquieren, con la mejora de la adsorción observada en la figura 3.12 bajo estas con-

diciones. Sin embargo, después de la adsorción del fármaco, el grado de carga de

los segmentos de MAA aumenta significativamente, especialmente en condiciones de

baja concentración de sal. Además, es importante destacar que este comportamiento

está particularmente asociado con la relativamente alta concentración de fármaco

considerada en estos resultados (1 mM).

La fracción de segmentos de MAA cargados negativamente en el poĺımero aumen-

ta con el pH, lo que explica por qué también aumenta la adsorción de Dauno/Doxo

en condiciones ácidas. Sin embargo, en condiciones alcalinas, la carga neta positiva

de estos fármacos disminuye con el aumento del pH, lo que desfavorece su adsorción.

Por lo tanto, la adsorción de Dauno/Doxo es una función no monotónica del pH.

En nuestro modelo, los puntos isoeléctricos de Dauno y Doxo son 8.4 y 7.9,

respectivamente ver fig. 3.13. La figura 3.12 muestra que la adsorción de ambas
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Daunorrubicina

Doxorrubicina

Figura 3.14: Mapas de color que muestran el cambio en el pH dentro del microgel,
∆pH = pH−pHGEL en función de sal y el pH de la solución para daunorrubicina (A)
y doxorrubicina (B). Estos cambios son reportados para las mismas condiciones dela
figura 3.12, es decir: la concentración de fármaco en solución es 1 mM y T = 25◦C,
el microgel de P(NIPAm-MAA) tiene nch = 100 de longitud de cadena y 35 % MAA
(MG100-35).

moléculas puede ser significativa alrededor y por encima de estos valores de pH.

En otras palabras, hay una adsorción considerable de moléculas con carga negativa

en solución dentro de la red de poĺımero con carga del mismo signo. Aunque estas

moléculas están cargadas negativamente en la fase de solución, la adsorción ocurre

porque el pH disminuye dentro del microgel, lo que permite que los fármacos regulen

su carga eléctrica y permanezcan cargados positivamente dentro del microgel (fig.

3.14).

El punto isoeléctrico más bajo de la doxorrubicina, respecto a la daunorrubicina,

se debe a la desprotonación de su grupo hidroxilo sustituyente (véase el segmento
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D4 en la figura 3.3 y tabla 3.3). Como resultado de esta carga negativa adicional en

condiciones alcalinas, el rango de pH de adsorción es ligeramente más amplio para

la daunorrubicina.

3.4. Conclusiones

En este caṕıtulo mostramos una teoŕıa termodinámica para un sistema compuesto

de dos fases con el cual se describe la respuesta de diferentes nano/microgeles de

P(NIPAm-MAA) a los cambios en el pH, la concentración de sal y la temperatura

del medio. Estas part́ıculas blandas se hinchan con el aumento del pH, lo cual es

resultado de las repulsiones electrostáticas entre los segmentos cargados de MAA a

medida que se disocian. Este comportamiento de hinchamiento está controlado por

la carga eléctrica del poĺımero [185]. El inicio de esta transición impulsada por el pH

se puede caracterizar adecuadamente utilizando el pKa aparente de los segmentos

de MAA, que se desplaza a valores de pH más altos a medida que disminuye la

concentración de sal en la solución.

A pH constante y por debajo de la LCST del PNIPAm, el tamaño de estos

microgeles es una función no monótona de la concentración de sal. El aumento de

la salinidad de la solución puede provocar tanto expansión como compresión de la

red polimérica, dependiendo del rango de concentración de sal. Esta transición de

hinchamiento-deshinchamiento reentrante surge como resultado de la competencia

entre los efectos opuestos del aumento de la concentración de sal en los sistemas de

polielectrolito débil, que tanto promueve la disociación de la carga como mejora el

apantallamiento de las repulsiones electrostáticas.

A medida que aumenta la temperatura, se produce una transición de fase vo-

lumétrica diferente que está asociada a la hidrofobicidad intŕınseca del PNIPAm por

encima de su LCST. La temperatura de transición de fase de estos microgeles de-

pende de la cantidad de MAA en el poĺımero, el grado de entrecruzamiento, el pH

de la solución y la concentración de sal. Cambiar estas variables independientes y/o

los parámetros de diseño son formas de modificar el estado de carga del microgel. El

mensaje principal de este caṕıtulo es que la cantidad de carga en la estructura del

poĺımero controla la temperatura de transición de fase volumétrica de los microgeles
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multiresponsivos.

También se ha evaluado la capacidad de estos microgeles para encapsular dos

fármacos quimioterapéuticos t́ıpicos, de carga eléctrica positiva. El óptimo enfoque

para mejorar la partición de estos fármacos en el microgel es reducir la concentración

de sal en la solución. Las condiciones de encapsulación corresponden a valores de pH

alrededor o por encima de los puntos isoeléctricos de estos fármacos, donde estas

moléculas tienen carga negativa en la solución de encapsulación.



Caṕıtulo 4

Impacto de la funcionalización de

la red polimérica en la adsorción

de protéınas en nanogeles

poliméricos.

4.1. Introducción

El diseño de veh́ıculos funcionales para la encapsulación, transporte y liberación

dirigida de agentes terapéuticos es uno de los principales desaf́ıos actuales de la bio-

nanotecnoloǵıa [186]. A pesar de estar formulados para tratar espećıficamente cier-

tas enfermedades, muchos medicamentos no logran aprovechar su potencial debido

a interacciones no deseadas con el entorno que rodea el objetivo [187]. Las nano-

part́ıculas son exploradas como una solución para evitar estas limitaciones, sirviendo

como portadores inteligentes que pueden proteger los medicamentos contra factores

de cambios. Se han investigado diversos nanotransportadores, incluyendo liposomas,

micelas poliméricas y part́ıculas inorgánicas, por su potencial para transportar y li-

berar eficazmente cargas moleculares [188, 189]. Estos nanotransportadores pueden

aumentar el tiempo de circulación mientras confieren propiedades que ayudan a eva-

dir los sistemas inmunitarios o digestivos [190]. Además, al aumentar el tiempo de

circulación de los medicamentos, estos nanotransportadores también pueden ayudar

104
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protéınas en nanogeles poliméricos. 105

a abordar otro problema y reducir la necesidad de dosificaciones frecuentes.

Los nanogeles, en particular, son nanopart́ıculas blandas con diámetros menores

de 200nm que pueden absorber y liberar cantidades relativamente grandes de sol-

vente en respuesta a cambios en su entorno. Dependiendo de la composición qúımica

del poĺımero entrecruzado que forma el esqueleto del nanogel, estas part́ıculas pue-

den expandirse o comprimirse de manera reversible como resultado de cambios en

la temperatura [191], el pH [192], la concentración de sal [193] y una variedad de

otros est́ımulos externos [136, 194, 195]. Estas propiedades únicas de los nanogeles

de poĺımero se pueden aprovechar para dirigir la entrega de medicamentos a micro-

ambientes espećıficos, como los entornos ácidos de los tumores [196] o tejidos heridos

o inflamados con temperaturas más altas [197]. Además, se pueden incorporar grupos

en su superficie polimérica, lo que permite que el nanogel se ligue selectivamente a

receptores en el objetivo y aumente la especificidad de la entrega [198–201]. La capa-

cidad de los nanogeles para liberar medicamentos de manera controlada en entornos

espećıficos también puede ayudar a prevenir la resistencia a los medicamentos [199].

Una fracción significativa y creciente de los nuevos medicamentos desarrollados

para tratar diferentes enfermedades son protéınas [202]. La estabilidad de estas pro-

téınas es un problema práctico, ya que son fácilmente desnaturalizadas por cambios

en el pH o la temperatura [203]. Se ha demostrado que los hidrogeles y nanogeles

de poĺımero ayudan a prevenir la desnaturalización de las protéınas y la pérdida de

actividad bajo las condiciones mencionadas anteriormente [177, 204]. La capacidad

de mantener la conformación nativa de las protéınas, combinada con el comporta-

miento sensible a est́ımulos de los nanogeles, los convierte en candidatos adecuados

para desarrollar veh́ıculos funcionales para la encapsulación, transporte y liberación

dirigida de protéınas terapéuticas. Además, la red de poĺımeros de los nanogeles se

puede adaptar con diferentes grupos funcionales para controlar simultáneamente las

interacciones espećıficas y no espećıficas con las protéınas, aumentando aśı la eficacia

de la encapsulación y entrega.

A pesar de sus muchas ventajas, el desarrollo de sistemas de entrega de me-

dicamentos basados en nanogeles todav́ıa está en sus primeras etapas, y hay mu-

chas cuestiones que deben abordarse antes de que esta tecnoloǵıa pueda desarro-

llarse extendidamente. En particular, dado que se requiere que funcionen en fluidos
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biológicos, comprender cómo se comportan e interactúan los nanogeles con las pro-

téınas en términos de la composición de su red de poĺımeros y la de la solución de

protéınas en la cual estén presentes es crucial para su aplicación exitosa. En este

caṕıtulo, utilizamos un enfoque teórico para estudiar cómo la identidad qúımica y

la distribución espacial de los grupos funcionales en la red de poĺımeros modifican

la respuesta del nanogel y su interacción con protéınas espećıficas, con el foco en

la adsorción/desorción de protéınas impulsada electrostáticamente. El objetivo es

desarrollar una mejor comprensión de los factores que influyen en el rendimiento de

estos sistemas e identificar estrategias para mejorar su efectividad en el contexto de

los nanoveh́ıculos para la entrega de medicamentos.

Se consideraran nanogeles compuestos por redes de copoĺımeros que contienen

tanto un monómero hidrof́ılico y cargado-neutralmente como uno sensible al pH, y

sus interacciones con protéınas globulares pequeñas, como el citocromo c, la insulina

y la mioglobina, que tienen diferentes puntos isoeléctricos. La interacción de estas

protéınas con microgeles poliméricos iónicos o sensibles al pH ha sido estudiada

previamente [192, 205–207]. Por ejemplo, Smith y Lyon [206] demostraron que la

reducción de la concentración de sal mejora la unión del citocromo c a microgeles

basados en ácido acŕılico. Estos sistemas también se han abordado utilizando teoŕıa

y simulaciones moleculares [79, 208]. Además, los microgeles poliméricos sensibles

al pH se evalúan en la búsqueda de medios más efectivos y menos invasivos para la

administración de insulina [112, 209], lo que tiene una importancia inmensa en la

investigación biomédica actual [210] .

Estudiamos nanogeles basados en copoĺımeros de alcohol vińılico (VA) y ácido me-

tacŕılico (MAA; donante de protones) o alilamina (AH; aceptor de protones). Debido

a su biocompatibilidad, estos monómeros se utilizan ampliamente en aplicaciones de

administración de medicamentos [112, 211, 212]. Con el objetivo de obtener una

comprensión más profunda de los factores que afectan el rendimiento de estos siste-

mas e identificar estrategias para ajustar sus interacciones con diferentes protéınas,

desarrollamos y aplicamos una teoŕıa termodinámica estad́ıstica que permite una

descripción a nivel molecular de todas las especies qúımicas. Este método incorpora

una descripción expĺıcita de las conformaciones de la red cuyo resultado es la capa-

cidad de expandirse/comprimirse elásticamente, confinamiento entrópico de iones y
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solventes, qúımica de equilibrio ácido-base, aśı como interacciones electrostáticas y

repulsiones estéricas. Espećıficamente, investigamos el efecto de la distribución espa-

cial de unidades sensibles al pH en toda la red de poĺımeros en el swelling del nanogel

y la adsorción de protéınas.

4.2. Teoŕıa Molecular

Para el estudio de estos nanogeles se desarrolló un formalismo similar al descrito

en el caṕıtulo 2 para el estudio de films de hidrogeles poliméricos con respuesta a

est́ımulo. En este formalismo buscamos minimizar una enerǵıa libre del sistema. Se

incorpora una caracterización molecular usando un modelo de grano grueso de las

diversas especies qúımicas presentes. El sistema en estudio es un nanogel aislado

en equilibrio con una solución acuosa que tiene una composición de bulk definida

externamente. Es decir, el pH, la concentración de sal y la concentración de pro-

téına son nuestras variables independientes. La red polimérica que da estructura al

nanogel contiene dos tipos de segmentos: una unidad sensible al pH, ya sea ácida

(MAA) o básica (AH), y un segmento neutro (VA); los segmentos que describen al

entrecruzante en la red se describen como segmentos de carga neutral.

El potencial termodinámico que describe el sistema es:

ΩNG =− TSmez − TSconf,net + Fqca,net + Fqca,pro

+ Uelec + Uste + UV dW −
∑
γ

µγNγ − µproNpro
(4.1)

donde Smez es la entroṕıa de traslación (y de mezcla) de las especies de la solución:

moléculas de agua (H2O), iones de hidronio (H3O+), iones de hidróxido (OH−), ca-

tiones de sal, aniones de sal y protéına. Consideramos una sal monovalente, NaCl

completamente disociada en iones de sodio (Na+) y cloruro (Cl−). Sconf,net representa

la entroṕıa conformacional que resulta de la flexibilidad de la red de poĺımeros, que

puede asumir muchas conformaciones diferentes. Fqca,net es la enerǵıa qúımica libre

que describe el equilibrio entre las especies protonadas y desprotonadas de unidades

funcionales (ácidas/básicas) en el poĺımero. De manera similar, Fqca,pro describe la
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protonación de residuos titulables de la protéına. Uelec y Uste representan, respec-

tivamente, la enerǵıa asociada a las interacciones electrostáticas y las repulsiones

estéricas. UV dW contiene las interacciones de Van der Waals entre los distintos seg-

mentos y el solvente. Finalmente, la suma de γ expresa el equilibrio qúımico entre

el sistema y la solución bulk que representa un reservorio de pH, concentraciones

y temperatura para las part́ıculas libres, donde µγ y Nγ son el potencial qúımico

y el número de moléculas de especie γ, respectivamente; el sub́ındice γ recorre las

especies qúımicas libres. El siguiente término tiene en cuenta el equilibrio qúımico

entre sistema y solución para la protéına.

Las expresiones expĺıcitas de cada uno de estos componentes, aśı como la mini-

mización del potencial termodinámico, es descrita en la siguiente sección.

4.2.1. Formalismo teórico

A continuación describiremos la forma expĺıcita de cada uno de las contribuciones

a ΩNG, donde los segmentos protonables del poĺımero serán considerados como uni-

dades de ácido metacŕılico (MAA). Sin embargo, las expresiones análogas se aplican

para el caso de nanogeles que tienen segmentos básicos.

En primera instancia tenemos la entroṕıa de traslación y de mezcla de las especies

móviles, incluida la protéına:

−Smez
kB

=
∑
γ

∫ ∞
0

drG(r)ργ(r)
(
ln (ργ(r)vw)− 1 + βµ0

γ

)
+
∑
θ

∫ ∞
0

drG(r)ρpro(θ, r)
(
ln (ρpro(θ, r))− 1 + βµ0

pro

) (4.2)

donde β = 1
kBT

, kB es la constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta del

sistema, ργ(r) y µγ son la densidad local, a una distancia r del origen de coordenadas,

y potencial qúımico de la especie γ respectivamente. El sub́ındice γ toma en cuenta

las moléculas de agua y sus iones (hidronio e hidróxido), y los iones disociados de

la sal (Na+, Cl−). G(r) = 4πr2 es la constante de simetŕıa de nuestro sistema. Para

escribir la ecuación 4.2 hemos asumido que nuestro sistema tiene simetŕıa esférica

donde el origen de coordenadas se encuentra en el centro de masa de la red polimérica.
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En el segundo término de la entroṕıa de mezcla donde se considera el aporte de

la protéına, ρpro(θ, r) es la densidad local de la protéına en conformación θ. Una

conformación de la protéına esta definida por la posición relativa de sus unidades o

por diferentes rotaciones espaciales de la misma estructura. La densidad local total

de protéına es:

〈ρpro(r)〉 =
∑
θ

ρpro(θ, r) (4.3)

Sconf,net representa la entroṕıa conformacional resultante de la flexibilidad de la

red polimérica que forma al nanogel. Estas conformaciones son denotadas por el set

{α}.
Sconf,net
kB

= −
∑
α

P (α) lnP (α) (4.4)

En donde P (α) es la probabilidad que el nanogel se encuentre en la configuración α.

Una conformación α viene especificada por la posición de todos los segmentos de la

red polimérica. La fracción en volumen de estos segmentos puede expresarse como:

〈
φi(r)

〉
=

1

G(r)

∑
α

P (α)φir(α, r) (4.5)

En donde el supeŕındice i indica el tipo de segmento (i = MAA/V A/crosslink),

y la notación entre brackets, 〈〉, hace referencia al promedio de ensamble sobre las

conformaciones de la red polimérica. φir(α,r)
G(r)

nos proporciona la fracción de volumen

que ocupan los segmentos de tipo i entre las esferas concéntricas de radio r y r+ dr,

cuando la red está en la configuración α.

El siguiente término describe la enerǵıa qúımica libre originada por el equilibrio

ácido-base de los segmentos de MAA presentes en el nanogel.

βFqca,net =

∫ ∞
0

drG(r)

〈
φMAA(r)

〉
vMAA

[
f(r)(ln f(r) + βµ0

MAA−)

+(1− f(r))(ln(1− f(r)) + βµ0
MAAH)

] (4.6)
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donde f(r) es el grado de carga de los segmentos MAA en la capa esférica entre r y

r+dr. µ0
MAA− y µ0

MAAH son los potenciales qúımicos estándar de las especies despro-

tonadas y protonadas respectivamente. vMAA es el volumen molecular del segmento

de MAA.

El equilibrio qúımico de las unidades proteicas titulables se considera en el si-

guiente término del potencial termodinámico:

βFqca,pro =

∫ ∞
0

drG(r)
∑
τ

〈ρpro,τ (r)〉
[
gτ (r)(ln gτ (r) + βµ0

τp)

+(1− gτ (r))(ln(1− gτ (r)) + βµ0
τd)
] (4.7)

en donde 〈ρpro,τ (r)〉 representa la densidad local promedio del segmento titulable τ

de la protéına.

El cual es definido como:

〈ρpro,τ (r)〉 =
∑
θ

∫ ∞
0

dr′
G(r′)

G(r)
ρpro(θ, r

′)mτ (θ, r
′, r) (4.8)

en donde mτ (θ, r
′, r)dr nos da el número de segmentos τ de una protéına en su

conformación θ con su centro de masa en r′, que ocupan el volumen entre las esferas

concéntricas de radios r y r + dr.

Nótese que el sub́ındice τ hace referencia a las unidades/residuos titulables de la

protéına, pero estas expresiones son válidas para todos los segmentos de la protéına:

〈ρpro,λ(r)〉 =
∑
θ

∫ ∞
0

dr′
G(r′)

G(r)
ρpro(θ, r

′)mλ(θ, r
′, r) (4.9)

donde λ describe un segmento arbitrario de la protéına ({τ} ∈ {λ}).
Los sub́ındices p y d de la ecuación 4.7 representan estados protonado y desproto-

nado respectivamente de un segmento τ . De este modo µ0
τp y µ0

τd son los potenciales

qúımicos estándar de estos estados respectivamente.

Utilizando el grado de asosiación local de protones a los segmentos τ , gτ (r),
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podemos definir el grado de carga local del segmento fτ (r) como:

1. Para unidades ácidas: gτ (r) = 1 − fτ (r) (los segmentos τ se cargan negativa-

mente)

2. Para unidades básicas: gτ (r) = fτ (r) (los segmentos τ se cargan positivamente)

La enerǵıa electrostática se define:

βUelec =

∫ ∞
0

drG(r)

[(∑
γ

ργ(r)qγ +
∑
τ

fτ (r) 〈ρpro,τ (r)〉 qτ + f(r)
〈φMAA(r)〉
vMAA

qMAA

)
βψ(r)

−1

2
βε(∇ψ(r))2

]
(4.10)

donde ψ(r) es el potencial electrostático dependiente de la posición, y ε la permiti-

vidad del medio, qγ es la carga de la especie móvil γ, qτ corresponde a la carga del

segmento titulable de la protéına y qMAA es la carga de un segmento de MAA.

En este contexto, podemos definir la densidad local de carga:

〈ρq(r)〉 =
∑
γ

ργ(r)qγ +
∑
τ

fτ (r) 〈ρpro,τ (r)〉 qτ + f(r)

〈
φMAA(r)

〉
vMAA

qMAA (4.11)

El siguiente término en el potencial termodinámico se debe a la repulsión estérica,

el cual se incorpora a través de la siguiente restricción f́ısica.

1 =

[∑
γ

ργ(r)vγ +
∑
λ

〈ρpro,λ(r)〉 vλ +
∑
i

〈
φi(r)

〉]
, ∀r (4.12)

en donde vλ es el volumen molecular de cada segmento λ que compone a la protéına.

UV dW es la enerǵıa de interacción de Van der Waals (V dW ). En este sistema

se ha asumido que todos los segmentos tienen un carácter hidrof́ılico. Es decir, las

interacciones de V dW entre diferentes pares de segmentos y éstas con moléculas de
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agua son similares. Como resultado, la enerǵıa de interacción neta V dW representa

una constante aditiva a la enerǵıa total del potencial y esta contribución puede ser

ignorada.

Para completar el gran potencial de la ecuación 4.1, se tiene en cuenta el equilibrio

qúımico de las especies móviles:

µγNγ + µproNpro =

∫ ∞
0

drG(r)

[∑
γ

ργ(r)µγ + µpro 〈ρpro(r)〉

+µH+

∑
τ

gτ 〈ρpro,τ (r)〉+ µH+(1− f(r))

〈
φMAA(r)

〉
vMAA

]
(4.13)

Los primeros dos términos del lado derecho de la ecuación explican el equilibrio

qúımico de las especies móviles γ y de las protéınas dentro de la solución. Los dos

últimos términos consideran los iones de hidrógeno ligados a segmentos protonados

de la protéına y a segmentos de MAA de la red polimérica.

Finalmente la forma expĺıcita de nuestro gran potencial es expresado:
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βΩNG =∑
γ

∫ ∞
0

drG(r)ργ(r)
(
ln (ργ(r)vw)− 1 + βµ0

γ

)
+
∑
θ

∫ ∞
0

drG(r)ρpro(r)
(
ln(ρpro(θ, r)vw)− 1 + βµ0

pro

)
+
∑
α

P (α) lnP (α)

+

∫ ∞
0

drG(r)

〈
φMAA(r)

〉
vMAA

[
f(r)(ln f(r) + βµ0

MAA−)

+(1− f(r))(ln(1− f(r)) + βµ0
MAAH)

]
+

∫ ∞
0

drG(r)
∑
τ

〈ρpro,τ (r)〉
[
gτ (r)(ln gτ (r) + βµ0

τp)

+(1− gτ (r))(ln(1− gτ (r)) + βµ0
τd)
]

+

∫ ∞
0

drG(r)

[(∑
γ

ργ(r)qγ +
∑
τ

fτ (r) 〈ρpro,τ (r)〉 qτ + f(r)

〈
φMAA(r)

〉
vMAA

qMAA

)
βψ(r)

−1

2
βε(∇ψ(r))2

]
+

∫ ∞
0

βπ(r)drG(r)

(∑
γ

ργ(r)vγ +
∑
λ

〈ρpro,λ(r)〉vλ +
∑
i

〈
φi(r)

〉
− 1

)

−
∫ ∞

0

drG(r)

[∑
γ

ργ(r)βµγ + βµpro 〈ρpro(r)〉+ βµH+

∑
τ

gτ (r) 〈ρpro,τ (r)〉

+βµH+(1− f(r))

〈
φMAA(r)

〉
vMAA

]
(4.14)

Para esta expresión, 4.14, se ha introducido la restricción de la incompresibilidad

del volumen (ecuación 4.12 ),y se incorpora un multiplicador de Lagrange π(r) para

garantizar su cumplimiento , el cual representa la presión osmótica del sistema.

El siguiente paso es la búsqueda de las condiciones que minimizan el potencial

termodinámico. Esto se logra al derivar respecto de las densidades locales ργ(r), el
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potencial electrostático ψ(r), el grado de carga, tanto de los segmentos provenientes

de la protéına; fτ (r) como del poĺımero, f(r), además de la probabilidad de las

diferentes conformaciones de la red polimérica P (α) y la densidad local de la protéına

ρpro(θ, r)

En particular la expresión de optimización para el grado de carga, f(r) de los

segmentos titulables de la red polimérica que compone al nanogel:

∂βΩNG

∂f(r)
= 0 (4.15)

Obteniéndose:

f(r)

1− f(r)
=

(
aH+

k0
a,MAA

)−1

e−βqMAA−ψ(r) (4.16)

En donde aH+ = eβ(µH+−µ0
H+ ) es la actividad del H+.

En la expresión anterior, ecuación 4.16, K0
a,MAA es la constante termodinámica

del equilibrio ácido-base:

k0
a,MAA = exp

(
βµ0

MAA − βµ0
A− − βµ0

H+

)
(4.17)

Similarmente para los segmentos titulables τ de la protéına:

fτ (r)

1− fτ (r)
=

(
aH+

k0
a,τ

)∓1

e−βqτψ(r) (4.18)

El exponente ∓ 1 hace la diferencia sobre segmentos ácidos (−) o básicos (+).

Con la constante termodinámica para el equilibrio ácido/base de los segmentos

τ es:

k0
a,τ = exp

(
βµ0

τp − βµ0
τd − βµ0

H+

)
(4.19)
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Para las especies libres, su densidad localizada se expresa como:

ργ(r)vw = aγ exp (−βψ(r)qγ) exp (−βπ(r)vw) (4.20)

En el mismo sentido, para la protéına ρ(θ, r),

∂βΩNG

∂ρ(θ, r)
= 0 (4.21)

obtenemos:

ρpro(θ, r)vw =ãpro
∏
τ

exp

[
−
∫ ∞

0

dr′mτ (θ, r, r
′) ln fτ (r

′)

]
×
∏
λ

exp

[
−
∫ ∞

0

dr′mλ(θ, r, r
′) (βψ(r′)qλ + βπ(r′)vλ)

] (4.22)

en donde se ha redefinido la actividad de la protéına como:

ãpro = exp
(
βµpro − βµ̃0

pro

)
(4.23)

Con

βµ̃0
pro = βµ0

pro +
∑
τ,a

Cn,τβµ
0
τd +

∑
τ,b

Cn,τβ(µH+ − µ0
τp) (4.24)

τ, a y τ, b suman sobre segmentos ácidos o básicos respectivamente. Además se ha

definido el número de composición para un segmento k, Cn,k:

∫ ∞
0

dr′mλ(θ, r, r
′) = Cn,λ ∀ r (4.25)

La optimización con respecto a la probabilidad de una configuración α de la red
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de poĺımero

∂βΩNG

∂P (α)
= 0 (4.26)

resulta en:

P (α) =
1

Q
exp

[
−
∑
i

∫ ∞
0

drβπ(r)φir(α, r)

]

× exp

[
−
∫ ∞

0

drβψ(r)
φMAA
r (α, r)

vMAA

qMAA

]
× exp

[
−
∫ ∞

0

dr ln(f(r))
φMAA
r (α, r)

vMAA

] (4.27)

Donde Q es una constante que asegura que
∑

α P (α) = 1.

La variación de ΩNG con respecto al potencial electrostático da lugar a la ecuación

de Poisson:

ε∇2ψ(r) = −〈ρq(r)〉 (4.28)

Considerando la simetŕıa de nuestro problema:

ε
1

r2

∂

∂r

(
∂Ψ(r)

∂r

)
= −〈ρq(r)〉 (4.29)

Otra restricción f́ısica a tener en cuenta en este punto es la electro-neutralidad

del sistema, que es:

∫ ∞
0

drG(r) 〈ρq(r)〉 = 0 (4.30)

Esta restricción se satisface imponiendo las condiciones de contorno adecuadas
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al resolver la ecuación 4.29. Estas condiciones de contorno son:

ĺım
r→∞

ψ(r) = 0 (4.31)

dψ(r)

dr

∣∣∣∣
r=0

= 0 (4.32)

Ahora todas las funciones que componen el potencial termodinámico ΩNG se han

expresado en términos del potencial electrostático local ψ(r), la presión osmótica

dependiente de la posición π(r) y algunas cantidades de entrada que incluyen las

actividades de las especies libres. Dada la concentración de sal, el pH y la concen-

tración de protéınas en la solución bulk, todas estas actividades se pueden calcular

imponiendo la incompresibilidad y la neutralidad de carga a dicha solución y utili-

zando la condición de equilibrio de la auto-disolución del agua. Entonces, las únicas

incógnitas restantes son ψ(r) y π(r) para cada valor de r. Estas funciones locales se

calculan resolviendo numéricamente las ecuaciones 4.12 y 4.29.

4.2.2. Solución Bulk

La composición qúımica de la solución bulk se encuentra en equilibrio termo-

dinámico con el nanogel. Es decir los potenciales qúımicos de las especies con movi-

lidad son iguales en cualquier punto del sistema. El cálculo de estas actividades nos

proveen las condiciones de entrada o contorno para la solución de nuestro problema.

En esta sección, expresamos esas actividades en términos de la composición qúımica

de la solución bulk.

La solución bulk puede considerarse como el ĺımite r →∞:

i)ρbγ = ργ(r →∞)

ii)πb = π(r →∞)

iii)f bτ = fτ (r →∞)

(4.33)

Además, las condiciones de contorno expresadas en la ecuación 4.32 implican que:

ψb = ψ(r →∞) = 0 (4.34)
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En este contexto, para las especies libres (excluyendo la protéına):

ρbγvw = aγe
−βπbvw (4.35)

El grado de carga fτ de los segmentos de la protéına puede escribirse como:

f b

1− f b
=

(
aH+

K0
a,τ

)∓1

(4.36)

la densidad de la protéına ρbpro(θ) es:

ρbpro(θ)vw =ãpro
∏
τ

exp
[
−Cn,τ ln f bτ

]
∏
λ

exp
[
−Cn,λ(βπbvλ)

] (4.37)

donde Cn,λ es el número de composición para el segmento λ, definido en la ecua-

ción 4.25.

Para la solución bulk, la restricción de incompresibilidad está dada por:

1 =
∑
γ

ρbγvγ +
∑
λ

〈
ρbpro,λ

〉
vλ (4.38)

y la electro-neutralidad del sistema:

〈
ρbq
〉

=
∑
γ

ρbγqγ +
∑
τ

f bτ 〈ρpro,τ 〉 qτ = 0 (4.39)

Observamos que las expresiones que definen al bulk de la solución quedan defi-

nidas por la presión osmótica del bulk πb. Dicho potencial puede obtenerse con la

resolución de las restricciones dadas por las ecuaciones 4.38 y 4.39.
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4.2.3. Modelo Molecular: Protéınas

Consideramos la interacción del nanogeles de P(MAA-VA) o P(AH-VA) con tres

protéınas diferentes: citocromo c, insulina y mioglobina. Para describir estas molécu-

las, utilizamos un modelo de grano grueso donde cada residuo de aminoácido se

representa mediante una única part́ıcula centrada en la posición del carbono α. La

secuencia y posición de todos los carbonos α se toman de la estructura cristalográfica

obtenida de la base de datos de protéınas [213]: 2B4Z para el citocromo c [11], IZNI

para la insulina [214] y 3RGK para la mioglobina [12].

A cada part́ıcula de grano grueso en este modelo se le asigna un volumen y un

pKa (si la unidad es titulable) según el aminoácido que representan; esto se muestra

en la Tabla 4.1. Estos pKa se toman de datos experimentales y representan valores

promedio sobre un gran número de protéınas [10]. En la mayoŕıa de los casos, el pKa

de un residuo no se desv́ıa significativamente del valor promedio. Sin embargo, en

casos espećıficos, algunos residuos muestran un pKa diferente.

Utilizando este modelo molecular, la figura 4.1 muestra la carga (número) de las

tres protéınas en solución diluida en función del pH. El punto isoeléctrico (pI) es el

pH en el cual la carga neta de una protéına es cero. A partir del gráfico, obtenemos

los valores 9.65 (9.6 [215], 5.5 (5.3 [216]), 7.15 (7.2 [217]) para el pI del citocromo c,

insulina y mioglobina respectivamente; los valores entre paréntesis son los pI de las

protéınas reportados experimentalmente.

4.2.4. Modelo Molecular: Red polimérica

Además del modelo de protéına presentado en la sección anterior, necesitamos

especificar un modelo molecular para describir la red que compone a nuestro nano-

gel. Este modelo debe proporcionar un conjunto representativo de configuraciones

moleculares de la red polimérica. Una conformación particular de la red se da por

la posición espacial de todos sus segmentos. La red del nanogel está compuesta por

cadenas poliméricas entrecruzadas de 25 segmentos de longitud. En total, esta red

contiene 10054 segmentos. Cada segmento es una representación simplificada de una

unidad neutra (VA), un monómero ácido/básico (MAA/AH) o un segmento entrecru-

zante. La tabla 4.1 incluye el volumen y el pKa (si la unidad es titulable) utilizados
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grupo v (nm3) pKa grupo v (nm3) pKa

Ala 0.067 Met 0.124
Arg 0.148 12.5(+) Phe 0.135
Asn 0.096 Pro 0.09
Asp 0.091 3.5 (−) Ser 0.073
Cys 0.086 6.8 (−) Thr 0.093
Cys? 0.086 Trp 0.163
Gln 0.114 Val 0.105
Glu 0.109 4.2(−) N-t − 7.7(+)
GluA4? 0.109 2.62 (−) C-t − 3.3 (−)
GluB13? 0.109 2.20(−) Hem1 0.172 3.8 (−)
GluB21? 0.109 3.71 (−) Hem2 0.138
Gly 0.048 AH 0.068 9.5(+)
His 0.118 6.6 (+) MAA 0.085 4.65(−)
His18* 0.118 2.4 (+) VA 0.085
His26* 0.118 2.9 (+) H2O 0.033
His33* 0.118 6.35 (+) OH− 0.033
Ile 0.124 H3O+ 0.033
Leu 0.124 Na+ 0.043
Lys 0.135 10.5(+) Cl− 0.047

Cuadro 4.1: Parámetros de las part́ıculas de grano grueso(residuos de aminoácidos,
iones pequeños, moléculas de solvente y segmentos poliméricos) considerados en el
modelo molecular que describe a nuestro sistema. se diferencias grupos en los cuales
experimentalmente, se ha observado que estos residuos tienen un pKa que difiere
significativamente del valor promedio [10]: Cys? representa un residuo de cistéına en
un puente di-sulfuro. Las histidinas con número y ∗ se encuentran en el citocromo c,
donde el número indica el orden en la secuencia en la protéına. De manera similar,
las glutaminas indicadas de la misma manera y con diferentes pKa ocurren en la
secuencia de la insulina [10]. N-t y C-t denotan los grupos terminales de la secuencia,
que añaden un pKa adicional a los primeros y últimos segmentos, respectivamente.
El complejo hemo, presente tanto en el citocromo c como en la mioglobina [11, 12], se
describe utilizando las unidades de grano grueso Hem1 y Hem2. El complejo contiene
dos de cada una de estas unidades.

para describir estas unidades.

La red del nanogel posee una topoloǵıa tipo diamante, donde los segmentos en-

trecruzantes se colocan en la posición original de los átomos de carbono. Los entre-

cruzantes se conectan a 4 cadenas poliméricas. La construcción de esta red se realizó

en primera instancia por la traslación tridimensional de la celda unidad en donde
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Citocromo c

pI = 9.65 

pI = 7.15 

pI = 5.5
Insulina

Mioglobina

Figura 4.1: Izquierda: Número de carga de las protéınas en una solución diluida
en función del pH (curvas sólidas); los ćırculos llenos marcan el punto isoeléctrico,
donde la carga neta de la protéına es cero. La representación de grano grueso de las
protéınas se ilustra a la derecha, donde los residuos de aminoácidos se representan
mediante una esfera única (rojo: residuo ácido; azul: residuo básico; gris: residuos de
carga neutral).

todas las cadenas poliméricas se encuentran alargadas, como segundo paso se realizó

un corte esférico de radio Rcut medido desde el centro de masa de la estructura. El

valor de Rcut se hace de tal manera de obtener aproximadamente 10000 segmentos

en total.

Originalmente, todas las cadenas poliméricas se conectan a dos entrecruzantes,

pero como resultado de este procedimiento, el corte esférico, algunas cadenas quedan

lindantes en la superficie de la red, es decir conectadas a un solo entrecruzante. La

mayoŕıa de estas cadenas colgantes superficiales son más cortas que 25 segmentos.

En conjunto, estas cadenas contienen el 22 % del número total de segmentos. Pa-

ra generar las diferentes conformaciones moleculares de la red del poĺımero, se ha

realizado simulaciones de dinámica molecular usando GROMACS 5.1.2 [218].

Consideramos diferentes nanogeles sensibles al pH que contienen grupos ácidos

(MAA) o básicos (AH), y evaluamos tres topoloǵıas diferentes para la distribución

espacial de estos segmentos funcionales, que se esquematizan en la Figura 4.2: (i)

una estructura aleatoriamente funcionalizada ( Random Functionalization: RF) don-
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MAA/AH VAA B

RF CF SF

Figura 4.2: A: Los nanogeles estan formados por cadenas de copoĺımeros entrecruza-
das con un segmento de carga neutral (VA: alcohol vińılico) y una unidad funcional
(ya sea MAA: ácido metacŕılico o AH: alilamina). Este esquema ilustra las tres
distribuciones de los co-monómeros consideradas; de izquierda a derecha: RF: una
distribución aleatoria de grupos funcionales en toda la red; CF: las unidades funcio-
nales ocupan el centro/núcleo de la red; SF: solo las cadenas colgantes libres en la
superficie de la red están funcionalizadas con unidades sensibles al pH. B: Gráfico del
grado de carga ideal dependiente del pH de la unidad funcional aislada en solución
diluida.

de los segmentos sensibles al pH se distribuyen aleatoriamente en toda la red, (ii)

una estructura funcionalizada en el núcleo (Core Functionalization: CF), donde las

unidades sensibles al pH ocupan el centro del nanogel, y (iii) una estructura funcio-

nalizada en la superficie (Surface Functionalization: SF) en la cual solo las cadenas

colgantes en la superficie de la red son ionizables.

4.3. Resultados y discusión

4.3.1. Caracterización del nanogel

En esta primera instancia, se examinará el comportamiento (la respuesta) de los

nanogeles en función del pH en ausencia de protéınas.

Para cuantificar el tamaño de un nanogel, utilizaremos el radio medio de la

part́ıcula, R, que se puede calcular utilizando la siguiente fórmula:

R =
4

3

∫∞
0
dr G(r) r 〈φ(r)〉∫∞

0
dr G(r) 〈φ(r)〉

(4.40)

donde r es la distancia desde el centro de masa de la red polimérica (como se ha
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mencionado en la sección 4.2.1 se asume simetŕıa radial); 〈φ(r)〉 es la fracción de

volumen local de la red polimérica; los corchetes angulares indican el promedio de

ensamble sobre las diferentes conformaciones de la red (ver ecuación 4.5); G(r) =

4πr2 es el área de la superficie de una esfera de radio r.

RF CF SF
A B

Figura 4.3: Radio promedio, R, en función del pH para nanogeles de copoĺımero
MAA-VA (panel A) y AH-VA (panel B). Se consideran tres estructuras diferentes en
cada caso donde las unidades funcionales (MAA/AH) se distribuyen aleatoriamente
a lo largo de la red polimérica (RF), ocupan el centro de la red (CF), o modifican
las cadenas colgantes dentro del poĺımero, interfaz de solución (SF). En todos los
casos, el 22 % de los segmentos de estas redes son sensibles al pH; La concentración
de NaCl es 10−3M .

La Figura 4.3 muestra la relación entre el radio promedio (R) y el pH para las

tres estructuras diferentes: RF, CF y SF. En el panel A, se describe un nanogel con

segmentos ionizables de MAA, mientras que en el panel B se presenta un nanogel

basado en AH. En ambos casos, la concentración de sal es de 1 mM y la fracción

de monómero funcional (MAA o AH) es del 22 %. Los nanogeles basados en MAA,

funcionalizados al azar (RF) y en el núcleo (CF), se hinchan a medida que aumenta

el pH (panel A). Esto se debe a que los segmentos MAA se desprotonan y adquieren

carga eléctrica a medida que el pH aumenta (ver Figura 4.2B), lo que resulta en

repulsiones electrostásticas dentro de la red. Para reducir estas interacciones repulsi-

vas, la distancia entre las unidades cargadas de MAA debe aumentar, lo que provoca
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un aumento en el tamaño de la red para separar estos segmentos cargados. En resu-

men, la expansión neta de la red ocurre debido al aumento de la distancia espacial

entre las unidades cargadas de MAA, como resultado de la necesidad de disminuir

la repulsión entre ellas.

Por otro lado, la red funcionalizada en su superficie con MAA muestra un com-

portamiento de expansión completamente diferente, como se puede observar en la

Figura 4.3A. Este nanogel se deshincha a medida que las unidades titulables se car-

gan al aumentar el pH. Para explicar este comportamiento contrario a lo esperado,

hemos examinado la distribución local de segmentos dentro de estas estructuras en

diferentes condiciones. Hemos utilizado la distribución radial de los monómeros fun-

cionales para los nanogeles MAA. Esta cantidad se define como:

λMAA(r) = 4πr2
〈
φMAA(r)

〉
(4.41)

en donde 〈φMAA(r)〉 da la fracción de volumen local de los segmentos de ácido me-

tacŕılico (ver ecuación 4.5) Hay que tener en cuenta que λMAA(r)dr da el número

de segmentos MAA en la capa esférica entre r y r + dr medido desde el centro del

nanogel. Además, la integral
∫∞

0
λMAA(r)dr da el número total de monómeros MAA

en la red.

La Figura 4.4 muestra la distribución radial de los segmentos de MAA para las

diferentes redes consideradas. En cada caso, se incluyen resultados para una solu-

ción de pH 3, donde los segmentos MAA tienen carga neutra, y pH 7, donde están

completamente cargados (ver Figura 4.2B). Para una funcionalización de tipo alea-

toria (Panel A), la distribución de los segmentos MAA se desplaza hacia la interfaz

de solución del nanogel a medida que la red se carga eléctricamente al aumentar el

pH. Este desplazamiento ocurre para reducir las repulsiones electrostáticas entre los

segmentos MAA cargados.

Como resultado, toda la distribución del poĺımero también se extiende, incluidas

las unidades VA de carga neutra (ver Figura 4.5). El mismo comportamiento tiene

lugar para una funcionalización central (Panel B), aunque por diseño, los segmentos

MAA en esta red, ya sea que estén cargados o no, es más probable que ocurran a

distancias más cortas del centro del nanogel en comparación con las otras estructuras.
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RF

A

B

C

CF

SF

Figura 4.4: Distribución radial de segmentos MAA, λMAA(r), a pH 3 y 7, y 10−3M
NaCl; cada panel corresponde a un nanogel de MAA-VA diferente que tienen una
funcionalización de red particular y 22 % MAA. Estos grupos funcionales están com-
pletamente protonados (sin carga) a pH 3 y completamente disociados (cargados) a
pH 7.

El desplazamiento de segmentos a valores más altos de r observado en los paneles A

y B de la Figura 4.4 explica el aumento del tamaño promedio del nanogel con pH

observado en la Figura 4.3A para las estructuras RF y CF.

Por otro lado, la Figura 4.4C muestra que la distribución superficial de segmentos

de MAA se desplaza hacia el interior cuando la red se carga con el aumento de pH.

Para reducir las repulsiones dentro de la red, las cadenas libres (de la superficie) de

PMAA, que se asientan en la superficie del nanogel a un pH bajo, también intentan

ocupar el volumen dentro de la red cuando están cargadas. Este desplazamiento hacia
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el interior de la distribución de poĺımero (Figura 4.5C) explica el comportamiento de

compresión del nanogel tipo SF con el aumento del pH observado en la Figura 4.3A.

Nótese, sin embargo, que a pesar de este desplazamiento parcial hacia el interior

de la red, la posición más probable de los segmentos MAA siempre es la interfaz

poĺımero-solución para soluciones de pH alto y bajo. Al empujar toda la estructura

hacia el interior del nanogel, los segmentos de MAA quedan igualmente expuestos a

la solución.

El comportamiento de los nanogeles compuestos por AH es análogo al de las

redes basadas en MAA, pero en respuesta al cambio de pH en la dirección opuesta.

Los grupos AH se protonan y se cargan positivamente con la disminución del pH

(ver figura 4.2B). Para nanogeles de AH funcionalizados aleatoriamente y en su

núcleo, este aumento en la carga eléctrica con la disminución del pH provoca un

desplazamiento hacia afuera de la distribución del segmento. Del mismo modo que

se observó para los nanogeles compuestos por MAA, lo que explica la expansión

observada en la figura 4.3B; mientras tanto, para la estructura tipo SF, el deswelling

con la disminución del pH (figura 4.3B) es consistente con un desplazamiento hacia

adentro del poĺımero.

La figura 4.5 muestra la distribución de todos los segmentos que componen la

red polimérica de los diferentes nanogeles. Al igual que en la figura 4.4 presentamos

la distribución para dos diferentes valores de pH. Que corresponden a los estados

protonado (pH 3) y desprotonado (pH 7) de los segmentos de MAA. En los paneles

A y B se observa un mayor número de segmentos a valores más altos de r al cargarse

el nanogel. Observándose el swelling reportado en la figura 4.3A para lo nanogeles

tipo RF y CF. En cambio, el desplazamiento hacia dentro de los segmentos de la

red polimérica al transicionar de un estado cargado a uno descargado en la distri-

bución superficial (SF) (figura 4.5C) explica la disminución del tamaño del nanogel

observada en la figura 4.3A.

El comportamiento de los nanogeles compuestos por AH es análogo al de las

redes basadas en MAA, pero en respuesta al cambio de pH en la dirección opuesta.

Los grupos AH se protonan y se cargan positivamente con la disminución del pH

(ver Figura 4.2B). Para nanogeles de AH funcionalizados aleatoriamente y en su

núcleo, este aumento en la carga eléctrica con la disminución del pH provoca un
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desplazamiento hacia afuera de la distribución del segmento, similar a lo observado

para los nanogeles compuestos por MAA. Esto explica el comportamiento del nanogel

observada en la Figura 4.3B. Por otro lado, para la estructura tipo SF, la disminución

del tamaño del nanogel con la disminución del pH que se observa en la Figura 4.3B

es consistente con un desplazamiento de los segmentos que componen la red hacia el

interior del nanogel.

En la figura 4.5 se muestra la distribución de todos los segmentos que componen

la red polimérica de los diferentes nanogeles (en este caso basados en MAA). Al

igual que en la Figura 4.4, presentamos la distribución para dos valores diferentes de

pH, correspondientes a los estados protonado (pH 3) y desprotonado (pH 7) de los

segmentos de MAA. En los paneles A y B se observa un aumento en la cantidad de

segmentos a valores más altos de r a medida que el nanogel se carga eléctricamente.

Este comportamiento es consistente con el aumento del radio del nanogel observado

en la figura 4.3 para las estructuras RF y CF. Por otro lado, el desplazamiento hacia

el interior de los segmentos de la red polimérica al transicionar de un estado cargado a

uno descargado en la distribución superficial (SF) explica la disminución del tamaño

del nanogel observada en la figura 4.3B.

4.3.2. Adsorción de protéınas en nanogeles basados en MAA

En la sección anterior, se evaluó el impacto de la funcionalización de la red y la

composición qúımica en la respuesta del nanogel a las variaciones de pH en ausencia

de protéınas. La reorganización de los segmentos de la red polimérica es resultado

de los cambios en el pH, con una dependencia en la elección de diseño, es decir, la

distribución de unidades funcionales dentro de la red.

En esta parte, se mostrará el impacto de esta reorganización de la red polimérica

en el nivel de adsorción de protéınas en diferentes nanogeles, aśı como la distribución

espacial de las protéınas adsorbidas. En particular, se presentará el análisis de la

adsorción del citocromo c y mioglobina en las diferentes estructuras de nanogeles

basados en MAA. Además, se realizarán estudios de adsorción de insulina, pero en

este caso con nanogeles que contienen AH como segmento protonable.

Para estos estudios, se considerará un nanogel polimérico con centro de masa

centrado en r = 0 en contacto con una solución acuosa de protéına con concentración
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A

B
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CF

SF

Figura 4.5: Distribución radial de todos los segmentos que componen la estructura
del nanogel a pH 3 y 7, y 10−3M NaCl; cada panel corresponde a una funcionalización
diferente de la red polimérica. Los nanogeles estan funcionalizados con MAA.

definida. El número de protéınas adsorbidas dentro de la capa esférica entre r y r+dr

se define como la cantidad en exceso.

〈N(r)〉dr = 4πr2 (〈ρ(r)〉 − ρbulk) dr (4.42)

en donde 〈ρ(r)〉 y ρbpro = ĺım
r→∞
〈ρ(r)〉 son respectivamente la densidad (en número)

local y en el bulk de la protéına. La integración de 〈N(r)〉 produce la adsorción en

exceso (en adelante, simplemente la adsorción) que cuantifica el número de protéınas

incorporadas a la red polimérica.
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Γ =

∫ ∞
0

〈N(r)〉dr (4.43)

A B

CD

Figura 4.6: Gráficos de la adsorción en exceso Γ de citocromo c (paneles A y B) y
mioglobina (paneles C y D) a nanogeles MAA-VA en función del pH. La concentra-
ción de sal es 10−3M en los paneles de la izquierda (A y C) y 10−2M en los paneles
de la derecha (B y D); En los paneles B y C Se muestra en el inset un zoom de la
adsorción. Estos nanogeles tienen 22 % MAA; la concentración de protéına es 10−6M
en cada caso.

La Figura 4.6 muestra la adsorción de soluciones, en dilución infinita, de cito-

cromo c (paneles superiores, A y B) y mioglobina (paneles inferiores, C y D) en

nanogeles de MAA-VA con diferentes funcionalizaciones en su red. El pH se utilizó

como variable independiente en estos cálculos, y también se evaluó el efecto de la

concentración de NaCl al comparar diferentes paneles en la misma ĺınea. Los na-

nogeles de la Figura 4.6 contienen un 22 % de MAA, lo que implica que todos los
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segmentos en las cadenas superficiales de la red son MAA.

Se puede observar que la adsorción de protéınas muestra un comportamiento no

monotónico en función del pH, alcanzando un máximo en la región entre pH 5 y

7. Este comportamiento está influenciado por la concentración de sal y la protéına

espećıfica considerada. Esta respuesta se puede explicar mediante las interacciones

electrostáticas y el comportamiento de protonación de los segmentos de MAA y de

las protéınas. A medida que el pH aumenta por encima del pKa intŕınseco de MAA

(4.65), las unidades ácidas del poĺımero se disocian, cargando negativamente la red.

Por encima del pKa del MAA, pero por debajo del punto isoeléctrico de cada pro-

téına, esta adquieren carga positiva. En estas condiciones, las interacciones atractivas

entre las protéınas y la red polimérica promueven la adsorción. Sin embargo, en am-

bos extremos de la escala de pH, estas interacciones son bajas: a pH bajo, el MAA

está protonado y tiene carga neutra, mientras que a pH alto, las protéınas tienen

carga negativa. En ambos casos, esto conduce a una ausencia de adsorción (Γ ≈ 0)

o incluso a una desorción (Γ < 0).

En general, la adsorción de citocromo c y la de mioglobina son cualitativamente

similares. Sin embargo, existen dos diferencias principales: (i) la magnitud de la

adsorción ,el citocromo c se adsorbe significativamente más y (ii) el rango de pH

en el que ocurre la adsorción (el citocromo c se adsorbe en un rango de pH más

amplio debido a su punto isoeléctrico más alto, 9.65 en comparación con 7.15 para

la mioglobina). Esto implica que, bajo condiciones similares, el nivel máximo de

adsorción de citocromo c se alcanza a un pH ligeramente más alto.

En cuanto a las otras configuraciones, la Figura 4.6 muestra que la distribución

central de los segmentos MAA conduce a una adsorción significativamente mayor en

la mayoŕıa de las condiciones. Este comportamiento se debe a que dicha distribución

de segmentos MAA permite una incorporación más efectiva de la protéına adsorbida

con carga eléctrica opuesta. Por otro lado, el comportamiento de adsorción en las

redes funcionalizadas aleatoriamente y en la superficie es sorprendentemente similar

en el rango de pH y concentraciones de sal estudiadas, tanto para las diferentes

protéınas como entre śı. Aunque las distribuciones de unidades funcionales entre las

estructuras RF y SF difieren significativamente a pH bajo, se vuelven relativamente

similares entre śı después de la reorganización del nanogel a un pH más alto cuando
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las unidades MAA se cargan. Esto explica la adsorción comparable de protéınas

observada en los nanogeles RF y SF (comparece los paneles A y C de la Figura 4.4).

A

B Citocromo c

Figura 4.7: Panel A: Gráfico de la distribución radial de las moléculas de citocromo
c, 〈N(r)〉, en función de su posición, para los nanogeles MAA-VA con diferentes
funcionalizaciones. Estas part́ıculas tienen 22 % MAA, el pH es 7, la concentración
de protéına es de 10−6M y la concentración de NaCl es de 10−3M . El panel B muestra
el potencial de la fuerza media, PMF (r), que actúa sobre el citocromo c para las
mismas condiciones que el panel A.

Para explicar el mejor rendimiento de los nanogeles MAA funcionalizados en su

núcleo para la incorporación de protéınas, se muestra en la Figura 4.7A la distribución

radial de las moléculas de citocromo c en función de la distancia r al centro de masa

del nanogel. La solución tiene un pH de 7 y una concentración de NaCl de 1 mM,

que corresponden aproximadamente a las condiciones de máxima adsorción de esta

protéına en la Figura 4.6A. Existe una clara correlación entre la distribución de los

grupos funcionales a lo largo de la red polimérica y la ubicación del citocromo c

adsorbido.
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Cuando el centro de la red está funcionalizado, la mayor probabilidad de encontrar

las protéınas ocurre en el interior del nanogel, entre 20 y 30 nm. En la figura 4.7A,

el número máximo de protéınas adsorbidas se produce a r = 28 nm para 1 mM de

NaCl. Coherentemente, el perfil de distribución de los grupos MAA cargados muestra

un máximo suave en esta región espacial (ver Figura 4.4B, curva roja). Es decir, las

protéınas adsorbidas se ubican donde pueden estar rodeadas de segmentos de la red

con carga eléctrica opuesta. Curiosamente, el mismo fenómeno ocurre en la adsorción

a los nanogeles RF y SF. Las distribuciones de MAA cargados muestran un máximo

pronunciado cerca de la superficie del nanogel, entre 45 y 50 nm (ver curvas rojas en

la figura 4.4, paneles A y C). La figura 4.7A muestra que el citocromo c se adsorbe

preferentemente en estas regiones de alta densidad de MAA, y por ende una alta

densidad de carga eléctrica.

Al comparar las distribuciones de citocromo c dentro de los nanogeles RF y SF

en la Figura 4.7A, observamos que los perfiles son relativamente similares entre śı.

Como era de esperar, si solo se funcionaliza la superficie, el perfil de la protéına se

desplaza hacia la interfaz poĺımero-solución.

Para cuantificar aún más la interacción con los nanogeles, utilizamos el potencial

de fuerza media (PMF) que actúa sobre una protéına a una distancia r desde el

centro de la red polimérica. El PMF se define como:

PMF(r) = −kBT ln
〈ρ(r)〉
ρbulk

(4.44)

donde ĺım
r→∞

PMF(r) = 0, lo que indica que la interacción nanogel-protéına des-

aparece cuando están suficientemente lejos.

La Figura 4.7B muestra el PMF que actúa sobre el citocromo c en las mismas

condiciones que en el panel A, pero para las tres diferentes funcionalizaciones de

nanogeles. En el interior del nanogel, la interacción de la protéına con la estructura

CF es la más fuerte, aproximadamente −8kBT en el rango espacial de r = 0 a 30 nm.

Esta interacción es de relativo corto alcance, ya que disminuye significativamente por

encima de r > 40 nm.

Por otro lado, las interacciones del citocromo c con los nanogeles RF y SF se

extienden más lejos, hasta 55− 60 nm. En el interior del nanogel, estas interacciones



Caṕıtulo 4. Impacto de la funcionalización de la red polimérica en la adsorción de
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son más débiles que aquellas de la estructura CF. La enerǵıa libre de adsorción es

aproximadamente −6kBT , y se mantiene casi constante dentro del nanogel RF.

Para el nanogel funcionalizado en la superficie, sin embargo, el mı́nimo del PMF

también es de alrededor de −6kBT , y ocurre junto a la interfaz poĺımero-solución a

r ≈ 50 nm. A diferencia de la estructura RF, esta interacción no es constante dentro

del nanogel.

Figura 4.8: Gráfico de la adsorción en exceso Γ del citocromo c en función de la con-
centración de sal a pH 7 para nanogeles MAA-VA con diferentes funcionalizaciones
de red que contienen un 22 % de MAA; la concentración de protéına es de 10−6M .

Una caracteŕıstica de la adsorción de protéınas que nos falta discutir es el efecto de

la concentración de sal. Tanto para el citocromo c como para la mioglobina, la figura

4.6 muestra que la incorporación de protéınas dentro de los diferentes nanogeles se

ve significativamente mejorada al disminuir la concentración de sal en la solución.

Para caracterizar mejor este comportamiento, la figura 4.8 presenta la adsorción de

citocromo c en función de la concentración de NaCl a pH 7. Este gráfico muestra que

todas las funcionalizaciones de la red presentan un comportamiento cualitativamente

similar, con una disminución drástica en la adsorción entre 1 y 10 mM de NaCl. A

100 mM, todos los nanogeles muestran una adsorción cercana a cero o negativa, dado

que es una adsorción por exceso esto último significa que hay menos protéına en el

interior del nanogel que en la solución bulk.

Cuando la concentración de sal en la solución es alta, tanto los iones Na+ co-

mo los iones Cl− se encuentran en altas concentraciones dentro del nanogel. Estos
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protéınas en nanogeles poliméricos. 134

iones opacan las atracciones electrostáticas entre las cargas positivas de la protéına

y las cargas negativas del nanogel, que son la fuerza impulsora para la adsorción

de protéınas. En efecto, estas atracciones se vuelven de corto alcance y no son lo

suficientemente fuertes como para dar lugar a una adsorción significativa, de ocurrir

dicho fenómeno. Por otro lado, si la concentración de NaCl es menor, estas interac-

ciones electrostáticas se ven menos apantalladas y efectivamente tienen un alcance

mayor, lo que favorece la adsorción de protéınas. Por lo tanto, la disminución de la

concentración de sal mejora la adsorción. Este comportamiento ha sido observado en

experimentos; los brushes de polielectroĺıticos muestran un aumento en la adsorción

de protéınas a baja concentración de sal [219–222].

Al considerar veh́ıculos para aplicaciones de liberación de protéınas, nuestros re-

sultados sugieren que las mejores condiciones para la encapsulación corresponden a

una baja concentración de sal. Los perfiles de adsorción de la figura 4.8 son cuali-

tativamente similares para las tres funcionalizaciones, pero el número de protéınas

dentro del nanogel siempre es significativamente mayor para la estructura CF. Esta

caracteŕıstica puede ser cŕıtica en el diseño de veh́ıculos de liberación para un objeti-

vo que tenga una concentración de sal intermedia. El CF incorpora más protéınas en

las mismas condiciones, pero puede no ser capaz de liberarlas si el objetivo tiene una

concentración de sal intermedia. Para estas condiciones, la funcionalización aleatoria

podrá liberar toda su carga.

4.3.3. Adsorción de insulina en nanogeles basados en AH

La insulina no se adsorbe a los nanogeles de MAA de la sección 4.3.2 Esto se debe

a que el punto isoeléctrico de la insulina y el pKa del MAA están cerca entre śı (5.5

y 4.65 respectivamente), lo que significa que para soluciones donde la protéına tiene

carga positiva, el nanogel tiene carga neutra, y si el nanogel tiene carga negativa,

también la tiene la protéına. En este contexto, se investiga la adsorción de insulina

en un nanogel de alilamina, que tiene carga positiva por debajo de su pKa de 9.5,

superponiéndose con el rango donde la insulina tiene carga negativa. Aparte de los

monómeros funcionales, la estructura de estas redes de copoĺımero AH-VA es la

misma que la de los nanogeles de MAA-VA descritos anteriormente.

La figura 4.9A muestra la adsorción de insulina en nanogeles basados en AH con
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A B

Figura 4.9: Gráficos de las moléculas de insulina adsorbidas, Γ, en función del pH
para nanogeles AH-VA con diferentes funcionalizaciones. El contenido de AH es del
22 % para las redes poliméricas del panel A y del 35 % para las del panel B (este
último grado de funcionalización no se alcanza para el nanogel SF). La concentración
de sal es 10−3 M de NaCl y [Insulina] = 10−6 M.

diferentes funcionalizaciones espaciales. Una vez más, hemos considerado redes con

un 22 % de monómeros sensibles al pH para poder incluir resultados para el nanogel

SF, cuyas cadenas colgantes estan completamente compuestas de AH. Las principales

caracteŕısticas de este gráfico son cualitativamente similares a las de la adsorción de

citocromo c y mioglobina en los nanogeles de MAA (ver figura 4.6). Es decir, la

insulina muestra una adsorción no monotónica en función del pH de la solución.

Además, observamos que la distribución central de los segmentos de AH captura

más insulina que las funcionalizaciones aleatorias o superficiales. Los nanogeles RF

y SF muestran perfiles de adsorción dependientes del pH relativamente similares.

Finalmente, una mayor concentración de sal tiene un efecto cŕıtico en la magnitud

de la adsorción de insulina, que disminuye significativamente debido al aumento del

apantallamiento de las atracciones electrostáticas entre la red y la protéına por los

iones móviles.

La figura 4.9A muestra que los nanogeles basados en AH son efectivos para encap-

sular insulina. Sin embargo, a pesar de las similitudes cualitativas entre los perfiles

de adsorción de esta figura y los de citocromo c y mioglobina (4.6A y C), vemos que

la cantidad de moléculas de insulina capturadas por los nanogeles de AH es significa-

tivamente menor que la de las otras protéınas capturadas por los nanogeles basados

en MAA. Por esta razón, también hemos evaluado el efecto del grado de funcionali-
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zación de la red de poĺımero para mejorar la adsorción de protéınas. La figura 4.9B

presenta la adsorción de insulina para nanogeles con un 35 % de segmentos de AH.

En este caso, la estructura funcionalizada en la superficie no se incluye porque no

hay suficientes segmentos en las cadenas colgantes para llegar a ese porcentaje. Un

mayor contenido de AH promueve una mayor adsorción, como se puede observar al

comparar ambos paneles de la figura 4.9. Una vez más, el nanogel CF adsorbe más

insulina que la red RF (más del doble de protéınas para las condiciones de estos

cálculos).

A

B Insulina

Figura 4.10: A: Gráfico de la distribución local de moléculas de insulina, 〈N(r)〉, en
función de la posición para nanogeles AH-VA con un 22 % de segmentos sensibles al
pH en diferentes configuraciones de red. El pH es 7.5, la concentración de insulina
es de 10−6 M y la de NaCl es de 10−3 M. B: Potencial de fuerza media, PMF (r)
actuando sobre la protéına, en función de la posición para las mismas condiciones
que el panel A.

A continuación, describimos la distribución de moléculas de insulina dentro de los

nanogeles basados en AH. La figura 4.10A muestra cómo se disponen espacialmente
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las protéınas adsorbidas dentro de los diferentes nanogeles basados en AH con un

grado de funcionalización del 22 %; utilizamos ese grado de funcionalización para

comparar los resultados de los nanogeles CF, RF y SF. El pH de estos resultados

corresponde al máximo de adsorción de la figura 4.9A. La adsorción de insulina en el

nanogel CF no solo es significativamente mayor que la adsorción en los nanogeles RF

y SF, sino que también ocurre en una posición más profunda dentro de la estructura.

La posición más probable de una molécula de insulina se encuentra alrededor de

r = 25 nm para el nanogel CF, mientras que esta posición se desplaza a alrededor

de 40-45 y 50 nm para las estructuras RF y SF, respectivamente.

Para los nanogeles basados en MAA, la figura 4.7A muestra diferencias relati-

vamente menores entre las distribuciones de citocromo c en los nanogeles RF y SF.

Estas diferencias se acentúan ligeramente al observar la adsorción de insulina en los

nanogeles AH-VA, como se muestra en la figura 4.10A. La distribución de insuli-

na se desplaza hacia el interior de la red en el nanogel modificado aleatoriamente

en comparación con la funcionalización superficial, donde las protéınas tienen más

probabilidades de ocupar la vecindad inmediata de la interfaz nanogel-solución. Los

perfiles de distribución de insulina siguen siendo relativamente similares para estas

dos estructuras.

El panel B de la figura 4.10 muestra el potencial de fuerza media que actúa sobre

las moléculas de insulina en las mismas condiciones que el panel A. La interacción

atractiva en la insulina adsorbida vaŕıa desde −8 hasta −6kBT en el interior de la

estructura CF y desde −5 hasta −4kBT en el nanogel RF. En el nanogel SF, el

potencial presenta un mı́nimo de −4kBT en la superficie y luego aumenta monóto-

namente a medida que r disminuye dentro del gel. En general, los resultados de esta

sección muestran, una vez más, que el diseño de la red (mediante la śıntesis del na-

nogel) proporciona una herramienta para controlar la distribución y localización de

protéınas dentro del nanogel.

4.4. Conclusiones

En este caṕıtulo investigamos la adsorción de protéınas en nanogeles poliméricos

con diferentes funcionalizaciones espaciales y sensibles al pH. Se desarrolló y aplicó
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una teoŕıa termodinámica basada en un modelo molecular. El enfoque se centró

en la influencia de las interacciones electrostáticas, por lo cual se describieron tres

protéınas con diferentes puntos isoeléctricos (insulina, mioglobina y citocromo c) uti-

lizando un modelo molecular basado en sus estructuras cristalográficas. Exploramos

las propiedades de los nanogeles sensibles al pH modificados con mónomeros de ácido

metacŕılico o de alilamina. Se consideraron tres configuraciones diferentes, con los

segmentos sensibles al pH distribuidos al azar, en el centro o en la superficie de la

red del nanogel.

Se examinó el comportamiento de estos nanogeles en función del pH cuando

no hay protéınas presentes en la solución. Los resultados muestran que, para los

nanogeles basados en ácido metacŕılico, tanto los estructurados con distribución al

azar como los funcionalizados en el núcleo se expanden con el aumento del pH, debido

a la desprotonación y carga de los segmentos de ácido metacŕılico, lo que conduce

a repulsiones electrostáticas intra-red. Por otro lado, la red de ácido metacŕılico

funcionalizada en la superficie se comprime a medida que las unidades titulables

se cargan con el aumento del pH. Este comportamiento contra-intuitivo se puede

explicar al observar la distribución local de los segmentos que componen la red dentro

de estas estructuras en diferentes condiciones. La reorganización de la red del nanogel

en respuesta a cambios en el pH depende de la funcionalización espacial espećıfica.

Se realizó el mismo análisis para los nanogeles basados en alilamina y se obtuvieron

resultados análogos, con la dirección de los est́ımulos invertida; la diferencia clave

radica en el comportamiento de sus unidades sensibles al pH: mientras que el ácido

metacŕılico es ácido, la alilamina está cargada a pH bajo y es neutra a pH alto.

Se evaluó la adsorción de citocromo c y mioglobina en las diferentes estructuras

de nanogeles basados en MAA, y se encontró que la adsorción de protéınas es una

función no monotónica del pH. Los detalles cuantitativos de los perfiles de adsorción

dependen de la concentración de sal y de la protéına espećıfica. La respuesta al pH

puede explicarse en términos de las interacciones electrostáticas y el comportamiento

de protonación tanto de los segmentos de MAA como de los residuos de protéına.

La reorganización de los segmentos de las cadenas poliméricas en los nanogeles como

resultado de los cambios de pH depende de la configuración espacial de las unidades

funcionales dentro de la red, lo que también regula el nivel y la localización de
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las protéınas adsorbidas. También hemos investigado la adsorción de insulina en

nanogeles de alilamina. Los resultados muestran que los nanogeles basados en AH

son eficaces para encapsular insulina, y un mayor grado de funcionalización resulta

en una mayor adsorción.

En el contexto del uso de nanogeles sensibles al pH para la liberación de protéınas,

los resultados enfatizan la importancia de considerar la distribución espacial de las

unidades funcionales en la red de nanogeles durante la śıntesis. Este factor de diseño

no solo afecta la respuesta mecánica macroscópica del nanogel y su nivel de adsorción

de protéınas, sino que también influye en la localización de las protéınas adsorbidas

dentro del nanogel. La funcionalización interna cerca del centro de la red polimérica

conduce a una mayor encapsulación de protéınas, pero estos adsorbatos son menos

accesibles para las interacciones superficiales con un determinado target. Por otro

lado, la distribución aleatoria de unidades sensibles al pH ofrece un mejor rendimiento

si la entrega requiere interacciones protéına-objetivo. La funcionalización superficial

del nanogel proporciona una mejor disponibilidad de protéınas en la interfaz nanogel-

objetivo, aunque potencialmente puede implicar una śıntesis más compleja.

La dependencia de la adsorción de protéınas de la concentración de sal puede

aprovecharse en el diseño de portadores funcionales para la entrega de protéınas.

Estos hallazgos indican que es mejor encapsular protéınas a bajas concentraciones

de sal y liberarlas a altas concentraciones salinas, donde interactuan más débilmente

con el nanogel. Si el entorno objetivo tiene una concentración de sal intermedia,

un nanogel con una distribución aleatoria de monómeros sensibles al pH es más

adecuado. En conclusión, los resultados de este caṕıtulo demuestran el papel cŕıtico

que desempeña la funcionalización de la red y la composición qúımica en el control

de la respuesta del nanogel a las variaciones de pH y en la adsorción de protéınas

en estos materiales. Esta información es valiosa para el diseño de nanogeles sensibles

al pH como veh́ıculos para la encapsulación, el transporte y la administración de

protéınas.



Caṕıtulo 5

Nanogeles poliméricos: Soluciones

coloidales

5.1. Introducción

Las soluciones coloidales de nanogeles poliméricos han ganado creciente atención

recientemente debido a sus propiedades y aplicaciones en varios campos. Los na-

nogeles son part́ıculas poliméricas reticuladas con dimensiones en el rango coloidal

[223]. Estas part́ıculas combinan las propiedades de los poĺımeros y de los coloides,

como su capacidad de dispersar la luz, adquiriendo propiedades ópticas únicas, o su

capacidad de absorber cierta cantidad de solvente en el que se encuentran, en parti-

cular en medios biológicos les permite ser utilizados en aplicaciones biomédicas [137].

Los nanogeles son part́ıculas blandas, deformables y permeables con una estructura

formada por una red polimérica. [137]. En solución, pueden absorber el solvente y

expandir su volumen significativamente hacia un estado de baja densidad de poĺıme-

ro [4, 224]. La concentración de part́ıculas de estas soluciones posee influencia en su

estabilidad, modificando su solubilidad en agua y tamaño [225].

Las soluciones coloidales de nanogeles son capaces de responder a diversos est́ımu-

los externos como la temperatura, la presión, el pH, la fuerza iónica y la presencia

de biomoléculas. La intrincadeza de esta respuesta genera una mayor complejidad

en cualquier dispersión compuesta por las mismas [137]. En este sentido, además

de conocer como responden los nanogeles a diversos est́ımulos, es necesario estudiar

140
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cómo se ve modificada la respuesta de estas part́ıculas cuando forman soluciones

coloidales relativamente concentradas.

La capacidad de responder a diferentes est́ımulos externos esta definida por la

composición de la red polimérica. Los nanogeles compuestos por cadenas de poĺıme-

ro que contienen segmentos ácidos como ácido acŕılico o metacŕılico (AA y MAA,

respectivamente) se expanden o comprimen en respuesta a cambios en el pH de la

solución [34, 138]. Por otro lado nanogeles compuestos poĺımeros termosensibles, por

ejemplo PNIPAm, experimentan una transición de fase volumétrica cuando se calien-

tan por encima de una temperatura caracteŕıstica [36, 37]. Este comportamiento se

origina porque estos poĺımeros son insolubles en agua por encima de su temperatura

cŕıtica mı́nima de solubilidad (LCST, por sus siglas en inglés) [38].

Este tipo de transiciones, tanto en respuesta al pH como a la temperatura, son

reversibles. Es decir, si se aplica el est́ımulo externo en una dirección provocando la

expansión de la part́ıcula (swelling), la aplicación del est́ımulo en dirección opuesta

resulta en la compresión del nanogel (deswelling). La incorporación de co-monóme-

ros termosensibles y con respuesta al pH a la red polimérica permite la obtención

de nanogeles multi-responsivos, los cuales son atractivos para el diseño de sistemas

inteligentes que funcionen en diferentes áreas de la tecnoloǵıa [136]. Se han estu-

diado microgeles de copoĺımeros de NIPAm y ácido metacŕılico (MAA) [59–61], en-

contrándose que su temperatura de cambio de fase depende del pH de la solución, la

concentración de sal y la fracción de monómero ionizable en las cadenas de poĺımero

[55–57, 60, 62–64]. La incorporación del co-monómero de MAA proporciona un me-

canismo controlado por el pH para la adsorción/liberación de moléculas de carga de

signo opuesto, lo que hace que los microgeles multiresponsivos sean atractivos para

el diseño de diversos sistemas, entre ellos la administración de medicamentos [68].

Las soluciones coloidales de nanogeles han sido estudiadas mediante simulaciones

computacionales considerando part́ıculas esféricas que interactúan únicamente con

un potencial de esferas duras [224]. Alziyadi [226] hizo uso de simulaciones de dinámi-

ca molecular con una teoŕıa de Poisson-Boltzmann para estudiar microgeles cargados

superficialmente. En otros estudios se ha hecho énfasis en soluciones con concentra-

ciones altas de microgeles, en las cuales las part́ıculas se empaquetan densamente y

forman una fase cristalina o amorfa [227, 228]. La capacidad de comprimirse y formar
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diferentes fases de los nano/microgeles se convierte en un aspecto clave que influye

en sus interacciones. Todas estas propiedades, incluida su estabilidad coloidal, con-

vierte a los nanogles poliméricos en candidatos prometedores para una amplia gama

de aplicaciones tales como biosensores [21, 22], ingenieŕıa de tejidos [23, 24], rege-

neración ósea [25], materiales biomiméticos [26, 27], entre muchas otras aplicaciones

biomédicas [28].

El caṕıtulo 3 se dedicó al desarrollo de una teoŕıa termodinámica para el enten-

dimiento de microgeles con respuesta a la temperatura, pH y concentración de sal.

Los resultados presentados en dicho caṕıtulo describen la fisicoqúımica detrás de los

fenómenos del swelling de estos microgeles impulsada por el pH y la dependencia

no monótona del tamaño de part́ıcula con la concentración de sal. En este caṕıtulo

damos un paso adelante mostrando un estudio sistemático de soluciones coloidales

compuestos por nanogeles de P(NIPAm-co-MAA). Para este propósito se hará uso

de una metodoloǵıa basada en simulaciones Monte Carlo en el cual se combinan po-

tenciales de interacción part́ıcula-part́ıcula y de la termodinámica de intra-nanogel

desarrollada en [4].

En este nuevo caṕıtulo se incorporan potenciales entre part́ıculas de la solución

de tal forma de estudiar la respuesta a est́ımulo de las soluciones de nanogeles como

función de la concentración de sus part́ıculas. Estos potenciales buscan incorporar

la naturaleza de los nanogeles de trabajo: su permeabilidad, capacidad de absorber

solvente y adquirir carga eléctrica.

5.2. Metodoloǵıa

Se realizó un estudio sistemático de la comportamiento de soluciones de nanogeles,

variando la concentración salina, el pH y la concentración de part́ıculas. Además, se

estudió el efecto de la temperatura sobre los nanogeles. En las siguientes secciones se

describen los potenciales de interacción entre part́ıculas y el potencial termodinámico

que da origen a la enerǵıa libre intramolecular.
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5.2.1. Potencial termodinámico intramolecular

La enerǵıa libre interna de cada nanogel se calcula mediante el potencial termo-

dinámico desarrollado en [4], en el cual se tiene en cuenta la elasticidad de la red

polimérica, la enerǵıa libre qúımica dada por los segmentos titulables (segmentos de

MAA), la enerǵıa libre asociada a la entroṕıa de mezcla de los iones que componen

la solución, la enerǵıa por interacciones electrostáticas internas o con el solvente, aśı

como la enerǵıa obtenida por efectos de repulsión estérica. Es decir, la fisicoqúımica

relevante del nanogel en condiciones de solución diluida.

Para obtener este potencial termodinámico, desarrollamos un modelo de dos fases.

La primera fase está ocupada por nuestro nanogel, cuya red polimérica es compuesta

por poli(NIPAm-co-MAA) (P(NIPAm-MAA)). Esta fase se denota por NG. La fase

nanogel se encuentra en contacto con una solución acuosa (fase 2, denotada por

s), en la cual están presentes las moléculas de agua, hidronio e hidróxido, aśı como

también los iones de prevenientes de la sal del medio (K+ y Cl−). En este modelo, las

variables externas como la temperatura T y la composición de la solución, es decir,

el pH y la concentración de sal son impuestas externamente. Bajo estas condiciones,

un nanogel aislado asume un radio R y, con ello, un volumen V = 4
3
πR3. El potencial

termodinámico cuyo mı́nimo produce las condiciones de equilibrio del nanogel aisldo

es un semi gran potencial.

ΩNG =− TSmez + Fqca,MAA + Fela

+ Uelec + Uste + UV dW −
∑
γ

µγNγ
(5.1)

En donde Smez es la entroṕıa de traslación (y mezcla) de las especies libres en la fase

del nanogel: moléculas de agua (w), hidronio (H3O
+) e iones de hidróxido (OH−),

y cationes de sal (+) y aniones (−). Hemos considerado una sal monovalente, KCl,

completamente disociada en iones de potasio y cloruro.

−Smez
kB

=
∑
γ

ργ
(
ln (ργvw)− 1 + βµ0

γ

)
(5.2)
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en donde β = 1
kBT

, T es la temperatura del sistema y kB es la constante de Bol-

tzmann. La densidad numérica de la especie γ es ργ y µ0
γ es su potencial qúımico

estándar, vw es el volumen de una molécula de agua. Además, γ ∈ {w,H3O
+, OH−,+,−}.

Fqca,MAA es la enerǵıa libre qúımica que describe la protonación de equilibrio de

las unidades de MAA.

βFqca,MAA =
φMAA

vMAA

[
f(ln f + βµ0

MAA−) + (1− f)(ln(1− f) + βµ0
MAAH)

]
(5.3)

donde φMAA es la fracción de volumen que ocupan estos segmentos (dentro del vo-

lumen del nanogel aislado), siendo vMAA su volumen, y f es el grado de disociación

del mismo. La fracción de volumen de los segmentos MAA cargados es fφMAA, y la

de las unidades protonadas (o sin carga eléctrica) es (1 − f)φMAA. Los potenciales

qúımicos estándar son µ0
MAA− y µ0

MAAH para las especies desprotonadas (cargadas) y

protonadas, respectivamente. Se define como segmento a las unidades qúımicas que

componen las cadenas de la red polimérica (MAA y NIPAm).

La enerǵıa libre elástica que describe la libertad conformacional de la red po-

limérica es Fela:

βFela =
3

2

Nseg

nch

[(
R

R0

)2

− ln
R

R0

− 1

]
(5.4)

En donde Nseg es el número total de segmentos en la red de poĺımero y nch es

el número de segmentos por cadena de poĺımero o longitud de cadena. La constante

de elasticidad en esta enerǵıa es proporcional al cociente
Nseg

nch
, que representa el

número total de cadenas de poĺımero en el nanogel. El radio del nanogel seco es R0,

que satisface:

4

3
πR3

0 = V0 = Nseg

(
xMAAvMAA + xNIPAmvNIPAm

)
(5.5)

donde V0 es el volumen de la part́ıcula seca; xMAA y xNIPAm son la fracción de

los segmentos MAA y NIPAm en el nanogel, respectivamente. El número total de
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segmentos MAA es xMAANseg y el de unidades NIPAm es xNIPAmNseg, estos últimos

con un volumen vNIPAm. Los nanogeles que consideramos aqúı satisfacen xNIPAm =

1− xMAA.

Uelec y Uste representan, respectivamente, las enerǵıas que resultan de las inter-

acciones electrostáticas y las repulsiones estéricas.

βUelec =

(∑
γ

ργqγ + f
φMAA

vMAA

qMAA

)
βψMG (5.6)

donde qγ y qMAA son la carga eléctrica de las molculas γ y de los segmentos despro-

tonados de MAA, respectivamente. El potencial electrostático dentro de la fase de

nanogel es ψNG. En la fase solución el potencial electrostático es nulo ψs = 0

Se impone una restricción de electro-neutralidad del microgel, que puede expre-

sarse como: ∑
γ

ργqγ + f
φMAA

vMAA

qMAA = 0 (5.7)

Las interacciones estéricas se incorporan como una segunda restricción al sistema,

la cual consiste en que el volumen de la fase nanogel está completamente ocupado

por los segmentos de la red y las especies qúımicas libres.

∑
γ

ργvγ + φMAA + φNIPAm = 1 (5.8)

donde vγ es el volumen molecular de la especie γ, y la fracción de volumen de cada

componente de la red es:

φMAA = Nseg
xMAAvMAA

4
3
πR3

(5.9)

φNIPAm = Nseg
xNIPAmvNIPAm

4
3
πR3

(5.10)

UV dW es la contribución que describe las interacciones efectivas poĺımero-solvente;

para este trabajo se ha realizado la siguiente aproximación:
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UV dW = UNIPAm−w + UMAA−w (5.11)

en donde UNIPAm−w incorpora la transición hidrof́ılica-hidrofóbica de PNIPAm al

aumentar la temperatura por encima de su LCST. Del mismo modo UMAA−w hace

cuenta de la interacción entre los segmentos de MAA y agua. Para el presente po-

tencial intramolecular se ha considerado a los segmentos de MAA completamente

hidrof́ılicos y por tanto UMAA−w = 0

βUV dW = UNIPAm−w = χ(T, φNIPAm)ρwφNIPAm (5.12)

Este término modela la respuesta de PNIPAm a los cambios de temperatura

a través de un parámetro de interacción poĺımero solvente, χ, que depende de la

temperatura y la fracción de volumen de NIPAm, φNIPAm. Según Afroze et al. [162],

este parámetro de Flory-Huggins se puede expresar como:

χ(T, φNIPAm) = g0(T ) + g1(T )φNIPAm

+ g2(T )φ2
NIPAm

(5.13)

con

gk(T ) = gk0 +
gk1

T
+ gk2T (5.14)

para k = 0, 1, 2, los coeficientes son: g00 = −12,947, g02 = 0,044959 K−1, g10 = 17,920,

g12 = −0,056944 K−1, g20 = 14,814, g22 = −0,051419 K−1 y gk1 ≡ 0. [162]

Finalmente, la sumatoria sobre γ, en ecuación 5.1 expresa el equilibrio qúımico

con la fase de solución, donde µγ y Nγ son el potencial qúımico y el número de

moléculas de la especie γ, respectivamente. Hay que tener en cuenta que ΩNG es un

semi-gran potencial porque la fase del nanogel puede intercambiar cada una de estas

moléculas con la fase de solución, mientras que la red de poĺımero está confinada

dentro de la primera.



Caṕıtulo 5. Nanogeles poliméricos: Soluciones coloidales 147

∑
γ

Nγµγ =
∑
γ

V ργβµγ + βµH+(1− f)V
φMAA

vMAA

(5.15)

El segundo término en la derecha de la ecuación 5.15 representa a los protones

asociados a unidades de MAA; a saber, µH+ ≡ µH3O+ se conjuga con el número total

de protones,

NH3O+ +NMAAH = V

(
ρH3O+ + (1− f)

φMAA

vMAA

)
(5.16)

Con todo esto la forma expĺıcita del potencial termodinámico es:

β
ΩNG(R)

V
=∑

γ

ργ
(
ln (ργvw)− 1 + βµ0

γ

)
+
φMAA

vMAA

[
f(ln f + βµ0

MAA−)

+(1− f)(ln(1− f) + βµ0
MAAH)

]
+

3

2

Nseg

nchV

[(
R

R0

)2

− ln
R

R0

− 1

]

+

(∑
γ

ργqγ + f
φMAA

vMAA

qMAA

)
βψNG

+ βπNG

[∑
γ

ργvγ + φMAA + φNIPAm − 1

]
+ χ(T, φNIPAm)ρwφNIPAm

−
∑
γ

ργβµγ − βµH+(1− f)
φMAA

vMAA

(5.17)

En donde πNG es la presión osmótica de la fase nanogel, introducida como un mul-

tiplicador de Lagrange para imponer la restricción de incompresibilidad, ecuación
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5.8.

Finalmente, el potencial termodinámico está escrito expĺıcitamente en función

de las densidades de todas las especies, el grado de carga del MAA y el radio del

nanogel, ΩNG(R) ≡ ΩNG({ργ}, f, R). Para obtener las expresiones de {ργ} y f de

tal forma que sean consistentes con el equilibrio termodinámico del nanogel aislado,

minimizamos ΩNG respecto a estas cantidades, y sujeto a las restricciones ecuaciones

5.8 y 5.7; dicho procedimiento conduce a:

ργvw = aγ exp(−βπNGvγ − βψNGqγ) (5.18)

f

1− f
=
K0
MAA

aH+

exp(−βψNGqMAA) (5.19)

donde aγ = eβµγ−βµ
0
γ es la actividad de la especie γ. La constante de equilibrio ter-

modinámico que describe la protonación/desprotonación de los segmentos de MAA

es:

K0
MAA = eβµ

0
MAAH−βµ

0
MAA−βµ

0
H+ (5.20)

Esta cantidad es posible calcularla directamente a partir del pKa del ácido.

Si se considera un valor de R, las únicas incógnitas restantes para determinar

ΩNG(R) son la presión osmótica, πNG y el potencial electrostático, ψNG. Estas dos

cantidades se pueden calcular resolviendo numéricamente la incompresibilidad y la

electro-neutralidad de la fase nanogel, ecuación 5.8 y ecuación 5.7, respectivamente.

Para resolver estas ecuaciones utilizamos un método h́ıbrido de Powell sin jacobiano

y un código FORTRAN desarrollado en nuestro grupo de investigación. En resumen,

es posible calcular la variación de ΩNG(R) en función del radio del nanogel R, y

encontrando su mı́nimo calcular el valor del radio óptimo del nanogel para unas

condiciones dadas (pH, temperatura, concentración de sal).

Una descripción más detallada del cálculo del potencial termodinámico intramo-

lecular puede encontrarse en la referencia [4] y en el caṕıtulo 3
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5.2.2. Enerǵıa intermolecular: Interacción entre nanogeles.

Potencial de Hertz

Este potencial cuantifica las interacciones elásticas efectivas entre cada par de

part́ıculas. La enerǵıa atribuida a la deformación de los nanogeles. El potencial de

Hertz permite que los nanogeles puedan deformarse al momento de interaccionar

entre ellos, en nuestro modelo implica un pequeño solapamiento de las part́ıculas, lo

cual hace al sistema más flexible respecto a un modelo de esferas duras. El potencial

de Hertz entre dos particulas puede expresarse como:

βuHij (r) =

(
1− r
ai + aj

)5/2

× bij (5.21)

En donde ai y aj corresponde a los radios de las part́ıculas i y j respectivamente y

siendo r la distancia entre sus centros de masas. bij es la constante de interacción

entre las part́ıculas i y j. Esta constante se define para cada par de part́ıculas:

bij =
8

15

[
1− v2

i

Yi
+

1− v2
j

Yj

]−1

× (ai + aj)
2√aiaj (5.22)

en donde vi y vj es el radio de Poisson para cada nanogel. El radio de Poisson es

una medida de cómo se contrae un material cuando se estira. Se define como la

razón entre la deformación transversal y la longitudinal, y generalmente oscila entre

0.3 y 0.5. Un valor de v de 0.5 indica que el poĺımero no experimenta cambios de

volumen al ser estirado [229]. Por otro lado el módulo de Young Y es un parámetro

que mide la rigidez de un material y se define como la razón entre el esfuerzo y

la deformación longitudinal cuando el material está sometido a una carga [230].

La teoŕıa de escalado para geles poliméricos en buenos solventes [231, 232] predice

que este módulo es proporcional a la temperatura, el tamaño y composición del gel

(número de segmentos, densidad de entrecruzante,etc).

Y ∼ TN∗

a3
(5.23)
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en donde T es la temperatura del sistema a el radio del nanogel y N∗ hace referencia

al número de segmentos/densidad de entrecruzamiento.

Potencial de Yukawa

El potencial de Yukawa describe las interacciones electrostáticas considerando la

composición del medio, en particular de la fuerza iónica. El potencial de Yukawa

fue previamente utilizados para el estudio de las propiedades estructurales de sus-

pensiones de microgeles iónicos Weyer and Denton [233] y poĺımeros estrellas [234].

Para nuestro sistema el potencial de Yukawa cuantifica las repulsiones electrostáticas

originadas por la carga adquirida de los nanogeles debido a la desprotonación de los

monómeros de MAA que componen cada part́ıcula.

De forma expĺıcita se define el potencial de Yukawa en dos part́ıculas como:

βuYij(r) = lBqiqj
eκ(ai+aj−r)

(1 + κai)(1 + κaj)

e−κr

r
(5.24)

En donde qi y qj son las cargas efectivas que poseen los nanogeles i y j respecti-

vamente. ai, aj y r se definen de la misma forma que en la ecuación 5.21. El valor

κ corresponde a la constante de apantallamiento de Debye, y lB a la constante de

Bjrrum, siendo estas últimas dos variables las que consideran las propiedades del

medio en la que se encuentran inmersos los nanogeles. En particular, la constante de

apantallamiento de Debye nos dice que una concentración alta de sal se traduce en

un mayor apantallamiento de las cargas eléctricas interactuantes de los nanogeles.

Obteniéndose interacciones de menor alcance efectivo. De forma contraria, a meno-

res concentraciones de iones, las interacciones entre nanogeles se vuelven de mayor

alcance efectivo, debido al menor apantallamiento.

Enerǵıa intermolecular

Al incorporar la naturaleza de los potenciales de interacción entre nanogeles des-

criptos anteriormente, la enerǵıa de interacción intermolecular puede ser expresada

como:
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Uinter =
1

2

Np∑
ij

uinterij (5.25)

donde uinterij es la interacción entre part́ıculas i, j.

uinterij = uinter(r) =

uH si r ≤ ai + aj

uY sir > ai + aj
(5.26)

en dónde rij es la distancia entre las part́ıculas con radios ai y aj, respectivamente.

El potencial de Hertz solo actúa e casos de superposición de part́ıculas (rij ≤ ai+aj),

mientras que Yukawa lo hace para interacciones a distacia (rij > ai + aj).

5.2.3. Simulaciones Monte Carlo

El modelado de las soluciones se realizó utilizando el método de Monte Carlo.

Este se basa en la evaluación de diferentes estados o configuraciones del sistema de

trabajo a través de la generación de números aleatorios. En este caṕıtulo, se trabaja

con soluciones de nanogeles en las cuales un cambio de configuración consiste en

el desplazamiento y cambio de tamaño (un aumento o disminución del radio) de

una part́ıcula seleccionada al azar. Este esquema de trabajo puede visualizarse en la

figura 5.1 en la cual se muestra un paso del algoritmo propuesto. Una part́ıcula, en el

estado del sistema A, de todas las presentes en la solución es cambiada de posición,

y en este caso, se disminuye su tamaño, obteniéndose el estado B de la solución. Los

cambios de enerǵıa libre entre el estado A y B que se originan son:

∆Ωintra = Ω(RB)− Ω(RA)

∆Uinter = Uinter,B − Uinter,A
(5.27)

en donde Ω(RB) y Ω(RA) es la enerǵıa intramolecular para un nanogel con radio RB

y radio RA provenientes de los estados B y A respectivamente. Del mismo modo se

define ∆Uinter, como la diferencia de enerǵıa intermolecular de los estados A y B.

La probabilidad de aceptar o no dichos cambios en el sistema viene dado por:
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BA

BA

Figura 5.1: Esquema de un paso en el algoritmo de Metropolis-Monte Carlo. El
paso de un estado A a uno B esta mediado por el cambio de enerǵıa entre ambas
configuraciones.

PA→B = min{e−(β∆Uinter+β∆Ωintra), 1} (5.28)

De la ecuación 5.28 puede notarse que, si el cambio de enerǵıa libre es negativo,

es decir, se pasa a un estado más estable, este paso es aceptado automáticamente.

Se obtiene una probabilidad de uno.

Si por el contrario el cambio de enerǵıa libre es desfavorable, es decir, β∆Uinter +

β∆Ωintra > 0, la probabilidad de aceptar el paso es menor a uno. En este caso, se

sortea un número aleatorio y, si este es menor o igual a la probabilidad de aceptación,

el paso se acepta. De lo contrario, se rechaza.

5.3. Nanogel de P(NIPAm-MAA) en solución di-

luida: fluctuaciones de volumen

El estudio de las soluciones de nanogeles necesita una caracterización previa y

comprensión de los sistemas aislados, en particular nos interesa caracterizar la fluc-

tuación en volumen que pueden tener estos sistemas al varias las condiciones de su

entorno. Es posible sustraer esta información a partir del potencial termodinámico
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de un nanogel aislado en solución.

La respuesta a est́ımulo se estudió en detalle en la referencia [4], donde además

de observar los cambios en el pH, temperatura y concentración de sal, se estudia

cómo son modificadas sus propiedades con la estructura del microgel, es decir la ar-

quitectura de la red polimérica: distribución de los monómeros que poseen respuesta

a est́ımulo.

El nanogel considerado en este estudio posee Nseg = 5 × 104 segmentos con

nch = 500 segmentos por cadena, las cuales tienen un 35 % de MAA en su estruc-

tura polimérica, xMAA = 0,35. El 65 % restante está compuesto por monómeros de

NIPAm.

En la figura 5.2, se observa el potencial termodinámico asociado a un nanogel

aislado en función de su radio. Las curvas presentadas corresponden a tres concen-

traciones salinas. El pH del sistema es 4.65, el cual coincide con el pKa intŕınseco del

monómero de MAA aislado. La temperatura para este sistema es de 25◦C. De cada

una de las curvas se obtiene el mı́nimo local/total de la enerǵıa intramolecular de

un nanogel aislado. Este mı́nimo energético corresponde al radio óptimo del nanogel

aislado. Se puede notar que hay un aumento en el radio óptimo del nanogel a medida

que disminuye la concentración salina.

Bajo condiciones de pH 4.65, hay una fracción de segmentos de MAA cargados

eléctricamente dentro de la red polimérica; en consecuencia, esta se expande para

disminuir las repulsiones electrostáticas. Dicho efecto se magnifica con la disminución

de la concentración de sal, la cual proporciona contraiones que apantallan las cargas

del poĺımero. Este resultado fue reportado en [4] y discutido en el caṕıtulo 3 sobre el

rol que cumple la concentración salina como est́ımulo de los hidrogeles poliméricos.

La figura 5.2 nos muestra la energái libre interna de un nanogel aislado para

diferentes concentraciones salinas, el pH corresponde al pKa aparente del MAA, 4.65.

La enerǵıa libre es obtenida a través de un potencial termodinámico descrito en la

sección 5.2.1, el mismo será usado para el calculo de las fluctuaciones en volumen

que presente sistema: nanogel aislado.
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Figura 5.2: Enerǵıa libre de un nanogel aislado en función del tamaño del mismo.
Las curvas corresponden a diferentes condiciones salinas. El pH de la solución es de
4.65 y la temperatura 25◦C. ΩMG, esta en unidades convenientes, donde V0 = 4

3
πR3

0

es el volumen de la part́ıcula polimérica seca y β = 1
kBT

5.3.1. Fluctuaciones en volumen

La fluctuación de volumen es una variación del volumen de un sistema, son una

medida de la estabilidad del tamaño de un nanogel. A menor fluctuación, mayor es

la estabilidad. Se puede calcular la fluctuación en volumen mediante [235]:

∆V

V
=

√
kBT

V
κT (5.29)

en donde ∆V es la varianza del volumen del nanogel que se define como:

∆V =
√
〈V 2〉 − 〈V 〉2 (5.30)

Además, V es el volumen medio y 〈V 2〉 es el volumen cuadrático medio del nanogel y

κT es la incompresibilidad isotérmica del sistema. Es una medida de la resistencia a la

compresión del sistema. A mayor κT , mayor rigidez. Se define como la relación entre

la variación de presión y volumen de un fluido a temperatura constante, considerando

nuestro potencial termodinámico, ΩNG, se puede obtener la siguiente forma:
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Figura 5.3: Gráfico de la fluctuación en volumen de un nanogel aislado. El nanogel
esta compuesto por 5 × 104 segmentos (monómeros) repartidos en cadenas de 500
segmentos cada una

κT = − 1

V

(
∂V

∂P

)
T

=
1

V

(
∂2ΩNG

∂V 2

)−1

T

κT = 12πReq

(
∂2ΩNG

∂R2

)−1

T,R=Req

(5.31)

en la cual Req hace referencia al radio de equilibrio, es decir al mı́nimo de las curvas

de la enerǵıa ΩNG, presentadas en 5.2. Todas las demás variables fueron previamente

definidas en la sección 5.2.2

En la figura 5.3 se observa la fluctuación de un nanogel aislado en función del

pH de la solución. Se presentan curvas correspondientes a tres condiciones salinas:

1, 10 y 100 mM en KCl. La temperatura es de 25◦C, condiciones en las cuales el

PNIPAm posee un comportamiento hidrof́ılico. Es decir, en estas condiciones, las

fluctuaciones de tamaño no se ven afectadas por el rol cŕıtico de la hidroficidad. En

términos generales, se observa que la fluctuación relativa del sistema a las diferentes

condiciones presentadas es del orden de 10−3. Sin embargo, dentro de estos valores,

se puede notar un aumento de la fluctuación al aumentar el pH hasta estabilizarse
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en valores de pH mayores a 6. A bajos valores de pH, el nanogel no posee carga

eléctrica, ya que los monómeros de MAA que componen la red polimérica se en-

cuentran protonados (estamos por debajo del pKa intŕınseco del MAA). En estas

condiciones, un cambio en el tamaño del nanogel requiere cambios en la enerǵıa libre

dada por la adsorción de solvente y de los iones presentes en el sistema, además de

la contribución elástica que conlleva el cambio de radio. Con el aumento en el grado

de carga de la red polimérica se esperaŕıa una entrada de contraiones. A valores por

debajo del pKa intŕınseco del MAA la red polimérica que compone al nanogel no po-

see carga eléctrica, en consecuencia las fluctuaciones son bajas. A pH alto se obtiene

el mayor grado de carga posible, sin cambios en la carga eléctrica del poĺımero, las

fluctuaciones de volumen se estabilizan.

En particular, una alta concentración salina promueve la desprotonación de los

segmentos de MAA para pequeños aumentos de pH. Esto se debe a que los iones

presentes en la solución pueden apantallar la carga eléctrica adquirida por los gru-

pos carbox́ılicos de los monómeros de MAA. Como resultado, la entrada de iones

favorece la fluctuación en volumen del nanogel. A medida que aumenta el pH, más

unidades de MAA adquieren carga eléctrica, por lo cual un cambio en su volumen

se ve favorecido. Para minimizar las repulsiones eléctricas de la red polimérica, el

nanogel puede expandirse o adsorber más cantidad de contraiones presentes en la

solución. Como resultado, se observa un aumento en la fluctuación del volume de la

part́ıcula, el cual se intensifica con el aumento de la concentración salina.

A pH 7, el nanogel se encuentra completamente desprotonado, cargado eléctrica-

mente. La fluctuación del sistema es mayor y se estabiliza como consecuencia de que

no es posible un cambio en el grado de carga eléctrica del nanogel. En una situación

de pH intermedios, la desprotonación es incompleta y el nanogel puede expandirse o

contraerse, por lo cual la fluctuación en el sistema es la mayor de todas.

En la figura 5.4 se muestra el efecto de la temperatura en las fluctuaciones en

el volumen del nanogel. Se presentan tres curvas correspondientes a tres valores

caracteŕısticos de pH: por debajo y por encima del pKa intŕınseco del MAA, pH 3 y

7, respectivamente, y pH 4.65, igual al pKa del MAA aislado.

A pH 3 el nanogel no posee carga eléctrica, y como mencionamos antes, las fluc-

tuaciones son bajas. El aumento de éstas es por efecto del cambio de la temperatura,
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Figura 5.4: Gráfico de la fluctuación en volumen de un nanogel aislado. El nanogel
esta compuesto por 5 × 105 segmentos (monómeros) repartidos en cadenas de 500
segmentos cada una.

en particular por el cambio en la hidroficidad de PNIPAm. Sin embargo, no se ob-

servan cambios apreciables a medida que se aumenta la temperatura del sistema,

incluso cerca de la temperatura de transición del PNIPAm, alrededor de los 32◦C.

Por arriba de esta temperatura, el nanogel adopta un estado colapsado y no hay

ninguna fuerza impulsora que promueva un cambio en su volumen.

En la misma figura, 5.4, a valores de pH 4.65 y 7, los monómeros de MAA se

encuentran desprotonados, la red polimérica adquiere carga eléctrica. A temperatura

baja las fluctuaciones son mayores que a pH 3 por efecto de la desprotonación de

la red polimérica. En particular las fluctuaciones son mayores a pH 4.65 dado que

es posible una regulación de carga eléctrica, a pH 7 todos los segmentos de MAA

se encuentran mayormente desprotonados. Con el aumento de temperatura hay un

aumento de las fluctuaciones del sistema. Esto ocurre hasta llegar a la temperatura

caracteŕıstica de transición volumétrica del PNIPAm, al seguir aumentando la tem-

peratura se origina un colapso en la estructura del nanogel, siendo las interacciones

entre los segmentos de NIPAm las predominantes y estabilizando un tamaño espećıfi-

co del nanogel. Las fluctuaciones en este cambio de fase volumétrico son las mayores.

Pasada la transición las fluctuaciones decaen a los valores más bajos posibles.

El estudio de las fluctuaciones en volumen de estos sistemas aislados nos muestran

la baja magnitud de las mismas. No hay una fuerza impulsora significativa para que
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los nanogeles cambien su volumen. Esto puede traducirse en que en una solución

coloidal, diluida, la población de tamaños de nanogeles sea única o con muy poca

dispersión.

En la siguiente sección se mostrarán los resultados de soluciones de nanogeles,

desde concentraciones diluidas hasta concentradas. Se verá cuál es el rol de las inter-

acciones entre las part́ıculas y si se mantiene o no la tendencia de las fluctuaciones

en volumen encontrada en esta sección.

5.4. Resultados: Soluciones de nanogeles poliméri-

cos

En esta sección mostraremos los resultados obtenidos en el estudio sistemático

de tres soluciones de nanogeles compuestos por segmentos de N-isopropilamina y

ácido metacŕılico. La red polimérica, P(NIPAm-MAA), posee un 35 % de MAA.

Para cada una de estas soluciones, se estudiaron su respuesta a cambios en el pH, la

temperatura y la concentración salina. En cada caso, se comparará con un nanogel

a dilución infinita, como lo discutimos en el caṕıtulo 3 de esta tesis. Las soluciones

consideras corresponden a 0.10 mg/ml, 1.0 mg/ml y 5.0 mg/ml de nanogeles las

cuales fueron seleccionadas para representar una solución de nanogeles diluida, una

relativamente concentrada y una muy concentrada.

Como mencionamos en la sección 5.2.3, la metodoloǵıa utiliza simulaciones Monte

Carlo. Estas se componen de 5× 106 pasos; cada paso de simulación se compone de

una compresión/expansión y cambio de posición espacial de una part́ıcula que com-

pone la solución. La caja de simulación contiene 100 part́ıculas. Los parámetros de

construcción de cada nanogel han sido especificados en la sección 5.3: Nanogeles con

Nseg = 5× 104 segmentos y nch = 500 segmentos por cadena. Un estudio sistemático

de las fluctuaciones en volumen de estos nanogeles mostraron que sus fluctuaciones

de volumen son muy pequeñas (≈ 0.1 %).
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A B C D

Figura 5.5: Densidad de probabilidad de tamaño para tres diferentes soluciones de
nanogeles 0.1, 1.0 y 5.0 mg/ml. Cada panel corresponde a un pH de trabajo diferente:
3, 4.65, 5.50 y 7 para los paneles A, B, C, y D respectivamente. Otras condiciones
de trabajo son: temperatura 25◦C y 1 mM [KCl].

5.4.1. Efecto de la concentración de nanogeles

En la figura 5.5 se muestra la densidad de probabilidad de tamaños (radios) de

tres soluciones de nanogeles. Las condiciones del bulk de cada una de las soluciones

corresponden a una temperatura de 25◦C y una concentración de [KCl] de 1 mM, en

cada panel se muestra un pH de estudio distinto, 3, 4.65, y 5 y 7 para los paneles A,

B, C y D respectivamente. Estos valores son considerados por estar por debajo (pH

3) y por arriba (pH 5) del pKa intŕınseco de los monómeros de MAA (pH 4.65) y

condiciones de neutralidad (pH 7), que son condiciones cercanas al pH fisiológico. Las

diferentes curvas dentro de cada panel representan una concentración de nanogeles

diferente, 0.10, 1.0 y 5.0 mg/ml.

La figura 5.5 nos muestra, de forma general, que los perfiles de densidad de

probabilidad en tamaño de los nanogeles vaŕıa con su concentración y el pH del

medio. Se puede observar que el aumento del pH desplaza las curvas hacia valores

mayores de radio. Esto se puede explicar por el aumento en el número de segmentos

de MAA que se desprotonan a medida que se aumenta el pH. En la sección 5.4.2

daremos una explicación más detallada de este fenómeno.

Observando la figura 5.5A notamos que todas las concentraciones de nanogeles

exhiben picos definidos, lo que sugiere una distribución de tamaño más uniforme. La

dispersión de radios es de 2 nm aproximadamente (el ancho de la distribución). Bajo

estas condiciones no se aprecia ninguna fuerza impulsora que modifique significati-

vamente el tamaño de los nanogeles, de hecho no se puede apreciar una diferencia

importante entre cada una de las soluciones de las part́ıculas.
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A medida que el pH aumenta a 4.65, figura 5.5B, la distribución correspondiente

a una concentración de 5 mg/ml se diferencia de las otras dos. El desplazamiento

es hacia menores valores de radio. Esta separación es aun mayor a medida que se

aumenta el pH, panel C. Finalmente en la figura 5.5D a pH 7, las diferencias entre

las concentraciones se incrementan hasta observar una separación entre todas las

concentraciones de nanogeles consideradas. Esta disminución del tamaño se expli-

ca al considerar los potenciales de interacción entre part́ıculas. Para disminuir la

enerǵıa dada por estas interacciones, los nanogeles buscan disminuir su tamaño, si

bien esto conlleva un aumento en la enerǵıa libre interna del nanogel, ver figura 5.2,

el aumento de la enerǵıa libre interna es menor que el producido por las interacción

intermoleculares. A medida que disminuimos la concentración de nanogeles el espacio

disponible en solución aumenta, teniendo mayor libertad para aumentar su tamaño

y de esta forma acercarse más a su radio ideal. A dilución infinita las interacciones

entre part́ıculas son exactamente cero y el radio optimiza el potencial termodinámico

interno.

La capacidad de fluctuación de tamaño de los nanogeles es fuertemente afectada

por la capacidad de los nanogeles de interactuar con vecinos, lo cual está interre-

lacionado con la concentración de la solución. En ese sentido, la figura 5.6 muestra

la distribución radial para las tres diferentes soluciones de nanogeles. Consideramos

las mismas condiciones del bulk de la figura 5.5B, es decir, pH 4.65, temperatura de

25◦C y concentración salina de 1 mM.

Observamos que la solución con concentración más alta de nanogeles (ρ = 5.0

mg/ml) exhibe un perfil de distribución radial caracteŕıstico de sistemas ĺıquidos,

donde se pueden distinguir picos marcados en la distribución que indican una es-

tructura ordenada a corta distancia, lo que sugiere una disposición uniforme de las

primeras part́ıculas vecinas dentro de la solución.

Por otro lado, las soluciones más diluidas (ρ = 0.10 y 1.0 mg/ml) muestran un

perfil que alcanza un máximo y manteniéndose aśı con pequeñas variaciones. Este

comportamiento es t́ıpico al de un sistema gaseoso (diluido), donde la distribución

de part́ıculas es aleatoria y menos estructurada.
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Figura 5.6: Función de distribución radial para las tres soluciones de nanogeles. Las
curvas corresponden a las tres concentraciones de naogeles consideradas: 0.10, 1.0,
5 mg/ml. Las condiciones del bulk de la solución son pH 4.65, [KCl] = 1 mM, la
temperatura del sistema es 25◦C. En el eje x se ha usado el valor de radio seco,
R0 = 10 nm, de los nanogeles para usar unidades reducidas en la distancia nanogel-
nanogel.

5.4.2. Respuesta a est́ımulos: pH, concentración salina y tem-

peratura.

Respuesta a cambios en pH

En esta sección estudiamos la influencia de la concentración de los nanogeles

en su respuesta a est́ımulos, en particular los resultados que mostramos más abajo

surgen de los cambios en el pH, la concentración salina y la temperatura. En primera

instancia, veremos cómo se comportan las soluciones con la variación del pH.

La Figura 5.7 ilustra la respuesta de las soluciones cuando son sometidas a cam-

bios en el pH. Se destacan el tamaño promedio 〈R〉, el grado de disociación 〈f〉 y la

fracción en volumen 〈φ〉, correspondientes a los paneles A, B y C, respectivamente.

A una temperatura de 25◦C y con una concentración de [KCl] de 1 mM, se observa

principalmenteel efecto de la desprotonación de los segmentos de MAA, dado que

las unidades de NIPAm son hidrof́ılicas bajo estas condiciones. El calculo del radio

medio de los nanogeles se realizó a través de :

〈R〉 =

∫
Rδ(R)dR (5.32)
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en donde, R es el radio de la part́ıcula de nanogel. La densidad de probabilidad de

tamaño es δ(R), la cual es obtenida de la figura 5.5. La cantidada 〈φ〉 se define como

la fracción en volumen de la solución ocupada por los nanogeles.

Se han analizado tres concentraciones distintas de nanogeles, ρ = 0.10, 1.0 y 5.0

mg/ml, para estudiar el efecto de la concentración. En los paneles A y B, las curvas

punteadas representan el comportamiento en un sistema de dilución infinita.

El radio medio de los nanogeles crece con el aumento del pH, independientemente

de la concentración contemplada en nuestro estudio. Esto se explica por la influencia

del pH en la carga eléctrica de los segmentos de MAA: a un pH más elevado, más

segmentos de MAA se desprotonan, incrementando la carga eléctrica negativa del

nanogel. En el panel B (5.7B), se observa que el aumento del pH también eleva

el grado de disociación de los segmentos de MAA. Este crecimiento en tamaño es

resultado de las repulsiones electrostáticas en la red polimérica de los nanogeles, como

reportaron Pérez-Chávez et al. [4], donde se indica que estas repulsiones disminuyen

al distanciar los centros de carga de la estructura del nanogel.

El efecto de la concentración de los nanogeles se evidencia al examinar las distintas

curvas en cada pane. El comportamiento de la solución más diluida, 0.10 mg/ml, es

similar al del sistema aislado en todo el rango de pH. La concentración intermedia, 1.0

mg/ml, presenta un comportamiento parecido, aunque muestra diferencias alrededor

de pH 6. En contraste, la solución más concentrada, 5.0 mg/ml, solo se asemeja al

sistema aislado a pH inferiores a 5, en ausencia de carga eléctrica.

En términos generales, al aumentar la concentración de nanogeles, se observa una

reducción en la respuesta esperada de un sistema aislado, con una disminución de

más del 40 % para la solución más concentrada. A diferencia de un sistema aislado, las

soluciones de nanogeles presentan interacciones energéticas intermoleculares, dadas

por los potenciales de Hertz y Yukawa. Estas diferencias en tamaño o grado de carga

se explican por las interacciones entre ellos. Esto se hace evidente al observar la

figura 5.7C, en la cual se muestra cómo cambia la fracción en volumen con respecto

al cambio de pH, aumentando rápidamente con este y aún más para concentraciones

más altas. Una fracción en volumen más alta implica una mayor interacción entre

las part́ıculas, con las part́ıculas ocupando una mayor fracción en volumen de la

solución, la proximidad entre ellas disminuye, lo que intensifica su interacción.
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Figura 5.7: Variación de las propiedades medias de la solución de nanogeles en función
del pH de trabajo. El panel A muestra el tamaño 〈R〉, el B el grado de carga 〈f〉 y el
C la fracción en volumen 〈φ〉. La temperatura es de 25◦C y la concentración salina
de 1 mM en [KCl]. Cada curva corresponde a un grado de empaquetamiento. Los
nanogeles aislados se muestran en los paneles A, B y C.

Los potenciales de Hertz y Yukawa, detallados en la sección 5.2.2, nos modelan

la capacidad de deformarse, por solapamiento, y las interacciones de largo alcance,

respectivamente y son los responsables de la enerǵıa de interacción entre los nanogeles
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de la solución. Aumentando la enerǵıa con la concentración de las soluciones. Para

reducir esta enerǵıa de interacción, a concentraciones altas, las part́ıculas adquieren

un tamaño menor al esperado en un sistema aislado. Esta diferencia con respecto al

sistema aislado conlleva un incremento en la enerǵıa libre interna de los nanogeles,

pero se compensa con una disminución en la enerǵıa de interacción. Este efecto se

amplifica con el aumento en la concentración, como se observa en las diferentes curvas

de la figura 5.7A. Adicionalmente la disminución en el tamaño de los nanogeles afecta

su grado de carga, generando un efecto entrópico que impulsa a los iones a salir de los

entornos confinados de los nanogeles de menor tamaño hacia la solución, lo que a su

vez reduce el apantallamiento en los segmentos de MAA desprotonados. La enerǵıa

libre qúımica necesaria para desprotonar los segmentos de MAA es mayor, lo que se

traduce en un desplazamiento hacia valores más altos de pH para alcanzar el mismo

grado de carga que un sistema ideal.

Respuesta a cambios en la concentración salina

La figura 5.8 exhibe el comportamiento del tamaño medio 〈R〉 de los nanogeles

en función de la concentración salina a un pH de 4.65 y 7, paneles A y B respectiva-

mente, la temperatura del sistema es de 25◦C. Las curvas sólidas representan las tres

concentraciones de nanogeles ρ = 0.1, 1.0 y 5.0 mg/ml, mientras que la ĺınea pun-

teada muestra la respuesta de un nanogel aislado. En ambos paneles se observa una

transición reentrante caracteŕıstica, donde inicialmente el tamaño de los nanogeles

aumenta con la concentración salina hasta un máximo, antes de disminuir el tamaño

de las part́ıculas. Este fenómeno se atribuye a la interacción entre los monómeros

cargados y la adsorción de contraiones provenientes del KCl. Bajo estas condiciones

de pH (ya sea 4.65 o 7) hay una proporción de los segmentos de MAA que se en-

cuentran desprotonados, vease la figura 5.7B, con mayor magnitud a pH 7. A bajas

concentraciones salinas, el apantallamiento sobre estos segmentos cargados eléctrica-

mente es insuficiente, lo que conlleva a un aumento del tamaño de los nanogeles para

minimizar las repulsiones electrostáticas. Si se aumenta la concentración de contra-

iones, en primera instancia se favorece la protonación de los segmentos de MAA [4],

provocando un aumento del swelling de los nanogeles presentes en la solución. Con

una mayor concentración de sal, el incremento en la adsorción de contraiones condu-

ce a un mejor apantallamiento de los contraiones, reduciendo las repulsiones entre
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A B

Figura 5.8: Variación del radio medio (〈R〉) con la concentración de sal para diferentes
concentraciones de nanogeles. El pH es 4.65 y 7 para el panel A y B respectivamente.
La temperatura del sistema es de 25◦C. Las curvas sólidas corresponden a ρ = 0.10,
1.0 y 5.0 mg/ml de nanogeles, y a trazos se incorpora la respuesta de un nanogel
aislado.

los segmentos de MAA desprotonados. En este punto se esperaŕıa que este aumen-

to en el apantallamiento de las cargas permita que más segmentos se desprotonen

y se aumente aún más el radio de las part́ıculas, sin embargo, el efecto observado

es el contrario: compresión de la estructura de los nanogeles. El exceso de contra-

iones en el interior de los nanogeles tiene como consecuencia que las interacciones

electrostáticas se vuelvan de menor alcance efectivo, permitiendo que los centros de

carga puedan acercarse mucho más, lo que facilita una relajación y disminución en

la enerǵıa elástica de los nanogeles. Esta transición reentrante es más evidente a pH

7 donde los segmentos de MAA desprotonados (con carga eléctrica) son mayoŕıa.

En la figura 5.8 se puede observar que a medida que aumenta la concentración de

nanogeles, menor es la respuesta de estas part́ıculas a cambios en la concentración

salina. Esto último se evidencia mejor en la figura 5.8B a un pH de 7. En estas

condiciones, el tamaño y grado de carga de estas part́ıculas están bien diferenciados,

figura 5.7A y B. La diferencia se puede atribuir al costo energético de las interacciones

entre nanogeles, el cual es compensado con un menor tamaño de los mismos. Una

mayor vecindad de nanogeles, (ver figura 5.6), hace que interactúen aún más entre

ellos, aumentando la enerǵıa intermolecular del sistema. Al igual que en la figura
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5.7, es la enerǵıa libre interna de los nanogeles la que aumenta como consecuencia

de poder reducir la enerǵıa atribuida a las interacciones que nos explican losgit p

potenciales de Hertz y Yukawa. A medida que se diluye lo suficiente la solución, nos

acercamos al comportamiento ideal, es decir, un nanogel aislado donde las part́ıculas

pueden aumentar su tamaño para reducir su enerǵıa libre interna sin mayor costo en

las interacciones intermoleculares.

Respuesta a cambios de temperatura

A continuación presentamos el análisis sobre la respuesta de nuestras soluciones de

nanogeles cuando se les aplica cambios en la temperatura. En este sentido, en la figura

5.9 se muestra la enerǵıa libre interna de un nanogel aislado en función de su tamaño.

A su vez las diferentes curvas corresponden a diferentes temperaturas. En el panel

A se trabaja con un pH de 4.65, en esta primera figura podemos observar cómo al

aumentar la temperatura se origina un nuevo mı́nimo en la enerǵıa libre a valores más

pequeños de radio. Un desplazamiento de radios alrededor de los 60 nm hacia valores

de 12 nm. Este cambio se explica por el efecto de hidrofobicidad del PNIPAm que

compone la red de los nanogeles. El mı́nimo global se va profundizando al aumentar la

temperatura, por lo que es de esperar un estado colapsado bien definido al aumentar

la temperatura de las soluciones de part́ıculas consideradas en este estudio. Por otro

lado, en el panel B se considera un pH de 7, a diferencia del panel A, vemos que la

aparición de un mı́nimo a bajos radios coexiste con un estado expandido del nanogel.

A temperaturas bajas, el mı́nimo energético correspondiente al estado colapsado es

un mı́nimo local, y su estado expandido correponde al mı́nimo global de la enerǵıa

libre. Al aumentar la temperatura se observa un intercambio gradual entre estos

dos estados. Esta coexistencia de mı́nimos de la enerǵıa libre se debe a que a pH 7

existe una buena proporción de segmentos de MAA desprotonados, con lo cual las

repulsiones electrostáticas entre estos segmentos favorecen, a bajas temperaturas, un

estado expandido, mientras que a temperaturas altas las interacciones del PNIPAm

conducen a una estructura colapsada.

En este sentido, la figura 5.10 muestra la respuesta a los cambios de temperatura

de las soluciones estudiadas considerando el comportamiento de la enerǵıa libre in-

terna de los nanogeles, es decir la posible cohexistencia de entre nanogeles en estado

expandido y colapsado. El panel A corresponde a un pH de 4.65, mientras que el
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A B

Figura 5.9: Enerǵıa libre interna de un nanogel aislado como función de su radio.
Las diferentes curvas muestran el cambio de la enerǵıa al aumentar la temperatura,
la concentración salina es 1 mM en KCl. Los paneles A y B corresponden a pH 4.65
y 7 respectivamente.

panel B muestra la respuesta a la temperatura a pH 7, la concentración salina es 1

mM en KCl. Las diferentes curvas corresponden a las diferentes concentraciones de

nanogeles: 0.10, 1.0 y 5.0 mg/ml, y a trazos se presenta la respuesta de un nanogel

aislado.

En ambos paneles se puede apreciar cómo, superando cierta temperatura, los

nanogeles colapsan. Esto es causado por el efecto de la temperatura sobre el PNIPAm

que conforma la estructura de las part́ıculas estudiadas. Esta caracteŕıstica es propia

de los poĺımeros de PNIPAm [4], los cuales poseen una temperatura cŕıtica mı́nima de

solución, que siendo superada aumenta la hidrofobicidad del PNIPAm observándose

un colapso en la estructura de la que forman parte. Se puede observar que una vez

superada esta temperatura cŕıtica todas las concentraciones contempladas tienden

al mismo estado colapsad. El radio, de aproximadamente 12 nm, que adquieren las

part́ıculas es tan pequeño que el efecto de las interacciones entre pares desaparece,

predominando fuertemente solo la enerǵıa libre intramolecular de los nanogeles.

En la figura 5.10A vemos que a condiciones de pH 4.65 no hay diferencias apre-

ciables entre las distintas concentraciones de nanogeles y una part́ıcula aislada. La

diferencia en la temperatura de transición de estos sistemas es insinificante. Bajo

estas condiciones, pH 4.65, no hay diferencias apreciables para las tres soluciones
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consideradas. (véase las figuras 5.7A y B). El estado de carga eléctrica de los nano-

geles en estas condiciones es el mismo. En este sentido, la fuerza impulsora, es decir,

la hidrofobicidad del PNIPAm, no tiene ningún impedimento para llegar al deswelling

del sistema y al disminuir el tamaño de cada part́ıcu, y en consecuencia reduciendo

las interacciones entre nanogeles. Estos resultados son consistentes con la existencia

de un solo mı́nimo en la enerǵıa libre de los nanogeles, ver figura 5.9A. Es decir, hay

una predominancia en el estado de la estructura colapsada de las part́ıculas.

Figura 5.10: Radio medio de los nanogeles en solución como función de la temperatura
de la solución. pH 4.65, [KCl] 1 mM. Curvas sólidas corresponden a concentraciones
ρ = 0.10, 1.0 y 5.0 mg/ml de nanogel, a trazos se presenta un sistema con una
part́ıcula polimérica aislada.

Continuando con nuestra descripción del efecto de la temperatura, vemos en la

figura 5.10B el comportamiento de las soluciones cuando el pH de la solución tiene

un valor de 7. La construcción estas curvas se realizó considerando la competencia

entre los dos mı́nimos que surgen de la enerǵıa libre interna, ver figura 5.9B. Por

este motivo y para poder obtener un buen barrido de los dos mı́nimos energéticos

se plantearon dos simulaciones para cada temperatura, cuya diferencia recae en la

condiciones iniciales de las mismas. en una simulación se considera como prioritario

el mı́nimo de enerǵıa libre dado por el estado colapsado y en la segunda simulación se

considera el estado expandido. Finalmente el radio medio 〈R〉 para cada temperatura
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es obtenido:

〈R〉 = 〈Rs〉
e−βEs

e−βEs + e−βEc
+ 〈Rc〉

e−βEc

e−βEs + e−βEc
(5.33)

en donde, 〈Rs〉 y 〈Rc〉 corresponden a los radios medios de los estados expandidos y

colapsado. Además Es corresponde a la enerǵıa libre total (enerǵıa libre interna +

enerǵıa intermolecular) del estado expandido, del mismo modo se define Ec para el

estado colapsado.

Los resutlados obtenidos, en el panel B, muestran una respuesta cualitativamente

similar al panel A, el paso de un estado expandido a uno colapsado al superar una

temperatura cŕıtica. No obstante podemos destacar que el estado inicial, hinchado,

de las part́ıculas disminuye con el aumento de la concentración de los nanogeles.

Este comportamiento se asocia a las interacciones intermoleculares descriptas por

los potenciales de Hertz y Yukawa, para los cuales un aumento de la concentración

significa una mayor enerǵıa de interacción de a pares a medida que aumenta el

tamaño por efecto del pH (véase figura 5.7A) con lo cual, para minimizar la enerǵıa

total del sistema, las part́ıculas adquieren un menor tamaño respecto al esperado

en un sistema aislado. Por otro lado, vemos que nuevamente el estado colapsado

es igual para las tres soluciones, siendo este el mismo que para un sistema aislado.

Otro efecto causado por la concentración de part́ıculas poliméricas es la disminución

en la temperatura de transición con el aumento de la nanogeles en la solución. En

particular se puede apreciar que a una concentración de 5 mg/ml se obtiene una

temperatura de transición menor al del sistema aislado, alrededor de 3◦C menos.

El menor tamaño medio de las part́ıculas en esta solución concentrada permite al

sistema requerir menor temperatura, para alcanzar el estado colapsado. La cercania

del PNIPAm es debida al menor tamaño por la alta densidad de nanogeles en la

solución de 5 mg/ml, lo que origina interacciones más efectivas entre los segmentos

de NIPAm, las interacciones hidrofobicas se ven activadas por el aumento de la

temperatura, alcanzando el colapso de la estructura de los nanogeles más facilmente

respecto al nanogel aislado.
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5.5. Conclusiones

En este caṕıtulo se investigó el comportamiento de soluciones compuestas por

nanogeles poliméricos a diferentes concentraciones. Se aplicó metodoloǵıa basada en

simulaciones Monte Carlo. El enfoque se centró en la influencia de la concentración

de part́ıculas sobre la respuesta a est́ımulos de nanogeles compuestos por P(NIPAM-

MAA). Se consideraron tres est́ımulos diferentes: cambios en el pH, la temperatura y

la concentración de sal. Además, se estudió el efecto de la concentración de nanogeles

en la solución ante estos est́ımulos.

Los perfiles encontrados para las distintas concentraciones de trabajo nos indican

el comportamiento de un sistema relativamente diluido (concentraciones de 0.10 y 1

mg/ml), mientras que a una concentración de 5 mg/ml se observa un comportamiento

más cercano a un ĺıquido condesado. Para las concentraciones más bajas, observamos

que sus propiedades se desv́ıan mı́nimamente del sistema a dilución infinita. En

general, el comportamiento reportado es cualitativamente similar a un sistema con

dilución infinita. En particular, la respuesta a cambios de pH también conlleva un

aumento en el pKa aparente de la solución en concentraciones altas.

La respuesta a la temperatura sigue los mismos lineamientos reportados en la res-

puesta al pH y concentración salina, es decir, un comportamiento cualitativo similar

al sistema en dilución infinita. En particular, a pH 4.65 no se encontró diferencia

alguna sobre un nanogel aislado, pero a pH 7 se reporta un comportamiento depen-

diente de la cantidad de nanogeles en solución. Una concentración más alta permite

una transición de fase a menores temperaturas, aśı como también la obtención de

menores tamaño de part́ıculas a medida que aumenta la concentración en su esta-

do expandido como un mecanismo para reducir la enerǵıa de interacción entre los

nanogeles.



Caṕıtulo 6

Conclusiones generales

Esta tesis ha abarcado un estudio exhaustivo sobre los hidrogeles poliméricos

y su capacidad para responder a diversos est́ımulos, entre ellos cambios en el pH,

concentración salina y temperatura, abordando desde la adsorción de poliaminas

y la liberación de fármacos hasta el comportamiento de soluciones coloidales de

nanogeles bajo diferentes condiciones y concentraciones de los mismos. A través

de una combinación de enfoques teóricos y computacionales hemos contribuido a

entender la fisicoqúımica involucrada en la funcionalidad de estos materiales.

En el primer caṕıtulo, demostramos cómo los hidrogeles basados en PMAA pue-

den ser diseñados para capturar poliaminas, y además aprovechar este mecanismo

para la liberación de drogas terapéuticas. La capacidad de estos materiales para li-

berar fármacos en respuesta a concentraciones espećıficas de poliaminas subraya su

potencial como sistemas inteligentes de entrega de medicamentos.

El estudio de microgeles poliméricos con multiple respuesta a est́ımulo reveló

cómo su respuesta a cambios en el pH, la temperatura y la concentración de sal

puede ser manipulada mediante la composición y la estructura del poĺımero. Este

conocimiento es crucial para el diseño de sistemas de entrega que requieren control

en la liberación de sus cargas bajo condiciones fisiológicas espećıficas.

En este mismo sentido, la investigación sobre la funcionalización de la red po-

limérica en la adsorción de protéınas en nanogeles resalta la importancia de la dis-

tribución espacial de los segmentos funcionales. Esta funcionalización no solo influye

en la capacidad de los nanogeles para adsorber y liberar protéınas sino también
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en la localización de estas protéınas dentro de la red, lo que es fundamental para

aplicaciones que requieren interacciones espećıficas con objetivos celulares.

Por último, el análisis de soluciones coloidales compuestas por nanogeles po-

liméricos a diferentes concentraciones proporciona una visión detallada de cómo las

interacciones entre part́ıculas afectan su comportamiento colectivo en respuesta a

est́ımulos diversos. Este conocimiento es vital para el desarrollo de formulaciones

coloidales con propiedades ajustadas para aplicaciones espećıficas.

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis ofrecen un avance signifi-

cativo en nuestro entendimiento de los hidrogeles poliméricos y su potencial para

revolucionar el campo de los biomateriales. La capacidad de estos materiales para

responder de manera precisa a est́ımulos externos abre nuevas posibilidades para su

aplicación en el encapsulado y transporte de medicamentos.



Apéndice A

Generación de configuraciones

A.1. Configuraciones de la red polimérica de un

nanogel

La red de poĺımeros entrecruzados que forma el nanogel estudiado en el caṕıtulo 4

tiene una topoloǵıa similar a la del diamante, donde los puntos de entrecruzamientos

se colocan en la posición original de los átomos de carbono y se conectan a cuatro

cadenas de poĺımeros.

Para construir esta red, primero definimos una estructura tridimensional donde

todas las cadenas de poĺımeros se alargan. Luego, solo conservamos aquellos segmen-

tos contenidos dentro de una esfera de radio Rcut colocada en el centro de masa de

la estructura. Rcut se elige de manera que la red resultante tenga aproximadamente

104 segmentos. En total, la red que resulta de esta estrategia tiene 10026 segmentos.

Originalmente, todas las cadenas de poĺımeros conectan dos entrecruzamientos,

pero como resultado del procedimiento mencionado anteriormente, algunas cadenas

quedan pendientes en la superficie de la red y se conectan solo a un entrecruzamiento.

Estas cadenas colgantes contienen el 22 % del número total de segmentos.

Para obtener configuraciones de esta estructura, hemos realizado simulaciones

de Dinámica Molecular utilizando GROMACS 5.1.2 [218]. Para describir las inter-

acciones no enlazantes entre los segmentos de la red, utilizamos un potencial de

Leonard-Jones puramente repulsivo con un desplazamiento.
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Expansión celda
unidad Corte esférico

Figura A.1: Estrucutra base para la generación de configuraciones de nanogeles

VLJ(rij) =

4ε

[(
σ
rij

)12

−
(
σ
rij

)6
]

+ ε si rij < 21/6σ

0 de otro modo.

(A.1)

Donde ε = 1kBT y σ = 0.5 nm, y rij es la distancia entre los segmentos i y j.

Para generar una variedad de configuraciones compactas de la estructura polimérica,

en algunas simulaciones también aplicamos una restricción de posición radial. Este

potencial se utiliza para restringir part́ıculas (en nuestro caso, los segmentos entre-

cruzadores de la red) a una región esférica espećıfica del volumen de simulación. Esta

región esférica esta delimitada por un radio rfb. De manera simplificada, la enerǵıa

potencial asociada con esta fuerza externa tiene la siguiente forma:

Vfb(ri) =

0 si ri < rfb

1
2
kfb (ri − rfb)2 de otro modo.

(A.2)

Donde ri es la distancia entre la posición del segmento entrecruzante i y el centro

de masa de la red, y kfb es la constante de fuerza.

Un enfoque similar puede utilizarse para generar conformaciones de red elonga-

das (hinchadas). En este caso, aplicamos un potencial armónico que restringe las

part́ıculas fuera de una región esférica espećıfica. Esta situación se describe utilizan-

do valores negativos de rfb, y este potencial solo se aplica a los entrecruzamientos

más superficiales de la red. Más detalles sobre estos potenciales con fondo plano se

pueden encontrar en la referencia [236].
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Para generar conformaciones compactas, hemos realizado simulaciones de Dinámi-

ca Molecular utilizando rfb = 17.5, 20, 22.5 y 25σ.

Para conformaciones hinchadas, hemos utilizado valores de rfb desde −80σ hasta

−50σ con un paso de 5σ; y luego desde −50σ hasta -27.5σ con un paso de 2.5σ.

Estos valores se referencian a la red libre (sin la restricción potencial) que tiene un

radio aproximado de 26σ. Se ha utilizado kfb = 50 ε
σ2 .

Figura A.2: Diferentes configuraciones (a escala) con simulaciones donde se aplican
diversos potenciales armónicos de restricción.

En cada simulación de DM, el sistema se equilibró durante 5 ns y luego la simu-

lación continuó durante otros 10 ns. Durante este tiempo de producción, se registró

una configuración cada 20 ps, lo que resulta en un total de 500 configuraciones por

simulación y un total de 10000 configuraciones para la estructura del nanogel



Apéndice B

Resolución numérica: Teoŕıa

Molecular

B.1. Films poliméricos: simetŕıa plana

La obtención de resultados a partir de la teoŕıa planteada en los caṕıtulos 2 y 4

requiere la solución numérica de ecuaciones integro-diferenciales. Para tal propósito

es conveniente pasar de un sistema continuo a uno discreto. Todas las cantidades

planteadas en este anexo son definidas en el caṕıtulo 2, sección 2.3, siendo trabajas

aqúı en un sistema discreto. La discretización de nuestro problema se realiza en capas

de espesor δ. En particular, para el caṕıtulo 2, la suma sobre cada uno de estas capas

reemplazan a las integrales a lo largo del eje z, esto se debe a la simetŕıa sobre los

ejes x e y que se ha utilizado para el desarrollo de la TM para hidrogeles de films

poliméricos.

Por ejemplificar este cambio, la ecuación de incompresibilidad expresada en ec.

2.11 es reescrita como:

1 =

[∑
γ

ργ(iz)vγ +
∑
λ

〈ρads,λ(iz)〉 vλ + 〈ρMAA(iz)〉 vMAA

]
, con iz = 1, 2, 3.., nz

(B.1)

Esta expresión nos permite resolverla en cada una de las capas iz, cuya posición
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es descrita usando la coordenada zi = (iz − 0,5)δ, lo cual las ubica en el centro de

cada capa. iz toma los valores de 1 a nz, donde se toma a nz lo suficientemente grande

para que las densidades de cada una de las especies involucradas, aśı como también

el potencial electrostático, converjan a sus valores en el baño de la solución (el bulk

de la solución). Es decir: ργ(nz) = ρbγ, ρads(θ, nz) = ρbads(θ) y ψ(nz) = ψb = 0. Para

valores de nz ≥ 500 es posible obtener estas condiciones.

Reescribiendo las expresiones de los funcionales de la sección 2.3, obtenemos para

la densidad discreta de las especies libres:

ργ(iz)vw = aγ exp [−βqγψ(iz)] exp [−βvγπ(iz)] (B.2)

El grado de disociación para los segmentos de MAA que componen la red po-

limérica de nuestro film, de la ecuación 2.21:

f(iz)

1− f(iz)
=

(
aH+

K0
a,MAA

)−1

exp[−βqMAAψ(iz)] (B.3)

Análogamente, para unidades del adsorbato, ecuación 2.23:

fτ (iz)

1− fτ (iz)
=

(
aH+

K0
a,τ

)∓1

exp[−βqτψ(iz)] (B.4)

en donde τ hace referencia a los segmentos del adsorbato. Y en la que se tiene en

cuenta que el exponente −1, para segmentos ácidos y +1 para los básicos.

La densidad de los segmentos que compone la red polimérica se expresa como:

〈ρMAA(iz)〉 =
∑
α

P (α)ρMAA(α, iz) (B.5)

En donde se redefine P (α):
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P (α) =
1

Q
exp

[
−Aδ

nz∑
iz=1

ρMAA(α, iz) ln f(iz)

]

exp

[
−Aδ

nz∑
iz=1

ρMAA(α, iz)βqMAAψ(iz)

]

exp

[
−Aδ

nz∑
iz=1

ρMAA(α, iz)βvMAAπ(iz)

] (B.6)

en donde ψ(iz) y π(iz) son los valores discretos de estos potenciales de interacción.

Además ρMAA(α, iz) es la distribución discreta para una conformación α, la cual es

provista por el modelo molecular a usar.

La densidad discreta del adsorbato se expresa como:

ρads(θ, iz)vw =ãads
∏
τ

exp

[
−Aδ

nz∑
jz=1

nτ (θ, iz, jz) ln fτ (jz)

]
∏
λ

exp

[
−Aδ

nz∑
jz=1

nλ(θ, iz, jz)[vλβπ(jz) + qλψ(jz)]

] (B.7)

Finalmente discretizando la ecuación de Poisson, para el pontencial electrostático,

obtenemos:

ε
ψ(iz + 1) + Ψ(iz − 1)− 2ψ(iz)

δ2
= 〈ρq(iz)〉 (B.8)

en esta expresión se ha reemplazado la derivada segunda del potencial electrostático

por su diferencia finita. Además la densidad discreta de carga se define:

〈ρq(iz)〉 =
∑
γ

ργ(iz)qγ +
∑
τ

fτ (iz) 〈ρads,τ (iz)〉 qτ + f(iz)
〈φMAA(iz)〉
vMAA

qMAA (B.9)

Aśı como fueron definas las condiciones de contorno en la ecuación 2.34 es nece-
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sario redefinirlas para el sistema discreto. Estas condiciones deben satisfacer el des-

aparición del potencial electrostático en el bulk, lejos del film polimérico, ψ(nz) = 0.

Además se debe cumplir que la derivada del potencial electrostático entre la super-

ficie de soporte y el film se anule. Para ello es necesario agregar una capa iz = 0,

resultando en:

ψ(1)− ψ(0)

δ
= 0 (B.10)

lo que implica que ψ(0) = ψ(1).

En resumen, dadas las condiciones del bulk de la solución, o condiciones de la-

boratorio, compuestas por el pH, concentración de sal y adsorbatos, temperatura,

restaŕıa conocer las cantidades ψ(iz) y π(iz) para cada capa iz. Cantidades que pue-

den ser obtenidas al resolver en cada capa las ecuaciones B.1 y B.8. De esta forma

el número de ecuaciones totales a resolver es 2nz (dos por cada capa). el número de

términos de cada ecuación es dependiente de la cantidad de especies involucradas

con sus respectivas conformaciones. Este sistema de ecuaciones es resuelto usando

un método de Newton-Krilov donde el jacobiano es calculado numéricamente, im-

plementado en códigos FORTRAN desarrollados en el grupo de trabajo.

B.2. Teoŕıa molecular de nanogeles poliméricos:

simetŕıa esférica

Para obtener resultados de la minimización de la enerǵıa, las ecuaciones integro-

diferenciales no lineales descritas en el caṕıtulo 4 secciones 4.2.1 y 4.2.2 deben resol-

verse numéricamente. Para lograr esto, el volumen del sistema se divide en coronas

de espesor δ =0.5. En esta división se ha considerado una simetŕıa radial

En las ecuaciones presentadas, las sumas sobre capas reemplazan las integrales

a lo largo de la coordenada r, mientras que las diferencias finitas reemplazan las

derivadas.

Reescribiendo, la restricción de incomprensibilidad se expresa como:
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1 =
∑
γ

ργ(ir)vγ +
∑
λ

〈ρpro,λ(ir)〉 vλ +
∑
i

〈φi(ir)〉 ∀r (B.11)

Lo que nos da una ecuación para cada corona ir, en donde cada posición es

descrita por la coordenada ri = (ir − 0,5)δ. La variable ir toma valores de 1 a nr,

en donde nr es un número suficientemente grande de capas para que se satisfagan

las restricciones impuestas en nuestro sistema. Entre ellas ργ(nr) ≈ ρbγ, ρpro(θ, nr) ≈
ρbpro(θ) y ψ(nr) ≈ ψb = 0.

Con estas consideraciones podemos reescribir:

f(jr)

1− f(jr)
=

(
aH+

k0
a,j

)−1

e−βqMAA−ψ(ir) (B.12)

Para las especies libres, sin considerar la protéına, ecuación 4.20:

ργ(ir)vw = aγ exp [−βψ(ir)qγ] exp [−βπ(ir)vw] (B.13)

La densidad local de la protéına se escribe, ecuación 4.22:

ρpro(θ, ir)vw =ãpro
∏
τ

exp

[
nr∑
jr=1

m̃τ (θ, ir, jr) ln fτ (jr)

]

×
∏
λ

exp

[
nr∑
jr=1

m̃λ(θ, ir, jr) (βπ(jr)vλ + βψ(jr)qλ)

] (B.14)

La probabilidad de las configuraciones de la red polimérica P (α):
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P (α) =
1

Q

∏
rj

∏
i

exp
[
−βπ(rj)φ̃

i
r(α, rj)

]
×
∏
rj

exp

[
−βψ(rj)

φ̃MAA
r (α, rj)

vMAA

qMAA

]

×
∏
rj

exp

[
−ln(f(rj))

φ̃MAA
r (α, rj)

vMAA

] (B.15)

donde:

φ̃MAA
r (α, ri) =

∫ ri+δ/2

ri−δ/2
dr φMAA

r (α, r) (B.16)

La ecuación de Poisson se escribe:

ε
ψ(ir + 1)− 2ψ(ir) + ψ(ir − 1)

δ2
+ 2ε

ψ(ir + 1)− ψ(ir)

(ir − 1
2
)δ2

= −〈ρq(ir)〉 (B.17)

en donde la densidad de carga se define:

〈ρq(ir)〉 =
∑
γ

ργ(ir)qγ +
∑
τ

fτ (ir) 〈ρpro,τ (ir)〉 qτ + f(ir)
〈φMAA(ir)〉
vMAA

qMAA (B.18)

Nuestras condiciones de contorno se reescriben:

ψ(nr) = 0 (B.19)

ψ(1) = ψ(0) (B.20)

Definiendo el pH, concentración de sal y protéına, temperatura, es posible calcular
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las variables restantes π(ir) y ψ(ir) para cada corona ir. Cantidades que pueden ser

obtenidas al resolver en cada capa las ecuaciones B.11 y B.17. De esta forma el

número de ecuaciones totales a resolver es 2nr (dos por cada capa). Este sistema

de ecuaciones es resuelto usando el método de Newton-Krilov en donde el jacobiano

se aproxima numéricamente, implementado un código FORTRAN desarrollado en el

grupo de trabajo.
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