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Resumen

Se sintetiz6 un copolimero injerto de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) y
N-(3-aminopropil metacrilamida) (APMA) sobre una pelicula de polipropi-
leno (PP) por el método de preirradiacion oxidativa, usando radiacion 7. Los
rendimientos de injerto y proporciones de NIPAAm y APMA en el copolimero
dependen de las condiciones en las que se llava a cabo el proceso de injerto
(dosis de irradiacion, concentracion de monoémeros, tiempo de reacciéon y
temperatura de reaccion). Las peliculas obtenidas fueron caracterizadas con
FTIR-ATR, XPS, hinchamiento y coeficiente de friccion. Se encontrd que
la temperatura critica de solucion (LCST) depende de la cantidad relativa
de mondémeros presentes en el copolimero injertado. Se evalu6é la hemo-
compatibilidad y la citocompatibilidad de las peliculas obtenidas, obteniendo
resultados satisfactorios. Ademés, las peliculas fueron capaces de cargar y
liberar de manera controlada, farmacos antiinflamatorios y antibioticos (di-
clofenaco, ibuprofeno y éacido nalidixico), asi como carboximetil dextrano
(CM-dextrano). Las peliculas cargadas con un antibiotico, mostraron la ca-
pacidad de inhibir el crecimiento de FEscherichia coli sobre la superficie de
las peliculas.



Abstract

A graft copolymer of N-isopropylacrylamide (NIPAAm) and N-(3-amino-
propyl methacrylamide) (APMA) onto polypropylene films (PP) was synthe-
sized by oxidative pre-irradiation method using v radiation. Grafting yields
and monomers ratio in the copolymers depend on the conditions which, the
process of grafting was carried out (irradiation dose, monomers concentration,
reaction time, and temperature). The obtained films were characterized with
FTIR-ATR, XPS, swelling and friction coefficient. It was found that the
lower critical solution temperature (LCST) depends on the relative content
of monomers in the graft copolymer. Suitable hemocompatibility and cyto-
compatibility of the films was observed. In addition, the films were able
to load anti-inflammatory and antibiotics drugs (diclofenac, ibuprofen, and
nalidixic acid) and carboxymethyl-dextran (CM-dextran) and control their
release. The films loaded with an antibiotic, showed their ability to inhibit
the growth of Escherichia coli onto film surface.
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Introduccion

Polimeros como las proteinas, polisacaridos y dcido nucléicos estan presen-
tes en los sistemas vivos como componentes basicos. Polimeros sintéticos, los
cuales son disenados para imitar esos biopolimeros, han sido desarrollados en
una variedad de formas y funcionalizaciones para satisfacer las aplicaciones
industriales y cientificas.!l Los polimeros sintéticos se pueden clasificar en
diferentes categorias basados en sus propiedades quimicas y aplicaciones en
varias areas. Algunos tipos especiales de polimeros han surgido como una
clase muy util de materiales y han sido acunados con diferentes nombres,
basados en sus propiedades fisicas y quimicas como los polimeros con res-
puesta a un estimulo?, polimeros inteligentes 41 o polimeros sensibles am-
bientalmente.® Estos sistemas poliméricos reconocen un estimulo como una
senal, reaccionan a la magnitud de ésta senal y después cambian la con-
formacion de su cadena en respuesta directa. Hay muchos diferentes tipos
de estimulos para modular la respuesta de los sistemas poliméricos. Estos
estimulos pueden clasificarse como estimulos fisicos o quimicos!® (Tabla 1.1).

Quimicos Fisicos Bioquimicos
pH Temperatura Sustratos enziméticos

Tones especificos Fuerza i6nica Ligantes afines
Agentes quimicos Solventes Agentes bioquimicos

Radiacion electromagnética

Campo eléctrico y magnético

Estrés mecanico

Radiacion sénica

Tabla 1.1: Estimulos ambientales.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION 13

Las aplicaciones biomédicas de hidrogeles con respuesta a la temperatura
comenzaron a atraer la atencion en la década de los 80’s, particularmente
basandose en el trabajo del grupo de Hoffman.[”! Los hidrogeles son co-
munmente usados en la clinica practica y medicina experimental en una
amplia variedad de aplicaciones, incluyendo ingenieria de tejidos y medicina
regeneratival®, diagnostico, inmovilizacion celular9, separacion de biomo-
léculas o célulasi!l y acarreadores de farmacos.12) Muchos de estos disposi-
tivos, beneficiarian particularmente las areas biomédica y biotecnologicas si
se logra un control efectivo de las interacciones moleculares y celulares en la
superficie del material.[13] Los sistemas poliméricos de liberacion de farmacos
pueden ser utilizados para maximizar la actividad terapéutica, minimizando
los efectos colaterales a través del control temporal y local de la liberacion
del farmaco.

Estos polimeros pueden tomar muchas formas; pueden estar disueltos en
solucion acuosa, adsorbidos o injertados sobre interfaces sélido-liquido o sobre
peliculas, o entrecruzados en forma de hidrogeles. Cuando un polimero es
estimulado hasta un valor critico, éste presentara una respuesta, dependiendo
de la forma fisica en que se encuentre; los polimeros inteligentes en solucion
muestran un cambio repentino de turbidez como una fase separada; las
superficies absorbentes o polimeros inteligentes injertados colapsaran, con-
virtiendo la superficie de hidrofilica a hidrofébica. Los polimeros inteligentes
entrecruzados en forma de hidrogel muestran un colapso en un rango muy
pequeno, en el cual liberan una gran cantidad de la solucién que hincha este
hidrogel (Fig. 1.1). Este fenémeno de hinchamiento es reversible cuando el
estimulo es inverso, aunque la tasa de reversibilidad a menudo es lenta cuando
el polimero es redisuelto o el gel es rehinchado en medio acuoso.

Hay muchas formas para modificar las propiedades de un polimero como
mezclado, curado e injertado (Fig. 1.2). El mezclado es la combinacion fisica
de dos o mas polimeros para obtener las propiedades adecuadas, mientras
que el curado es un recubrimiento polimérico. Por otro lado, el injerto es un
método donde uno o varios monémeros se polimerizan quedando covalente-
mente enlazados a otra cadena polimérica.14
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CAPITULO 1. INTRODUCCION 15

La copolimerizacion de injerto utilizando radiaciéon ionizante es una tec-
nologia establecida hace mas de 50 anos. La modificacion de superficies
poliméricas por copolimerizaciéon de injerto, ofrece un gran niimero de nuevos
materiales con propiedades tnicas, ademés de utilizar sistemas de monémeros
libres de aditivos, particularmente iniciadores, con lo cual se pueden lograr
copolimeros de injerto con alta pureza. Las propiedades superficiales del
polimero injertado estdn frecuentemente en contraste a las propiedades de
el polimero original. Muchos de los polimeros industriales son hidrofébicos,
sin embargo a través de la introducciéon de nuevos grupos funcionales en la
superficie, se pueden lograr propiedades como son hidrofilicidad, adhesion,
biocompatibilidad, conductividad y repelencia.l9]

En resumen la modificacién de polimeros por medio de radiacién es una
forma eficaz de obtener materiales, que con la introducciéon de monémeros con
propiedades adecuadas se comporten como sistemas inteligentes, que pueden
ser aplicados en amplios campos de la ciencia y la industria.



Generalidades

2.1. Que son los polimeros

Los polimeros son moléculas muy grandes (macromoléculas) que se cons-
truyen a partir de unidades pequenas llamadas monémeros. Los arreglos de
éstas unidades, los varios tipos de cadenas en que pueden ser sintetizados y
las formas en que éstas cadenas pueden doblarse sobre si mismas dan como
resultado una clase de materiales con propiedades caracteristicas. Algunos
de estos polimeros son tnicos y debemos ver que es simplemente una conse-
cuencia del tamafio y estructura de la cadena.l16]

El tamano y la forma de los polimeros estan intimamente relacionados
con sus propiedades. La forma del polimero esté también relacionada con los
varios tamanos de las unidades que forman la macromolécula y varias fuerzas
de enlace primarias y secundarias que estan presentes dentro de la cadena y
entre cadenas.

Los polimeros se pueden clasificar como lineales, ramificados y reticulados
(Fig. 2.1). Un polimero lineal no tiene ramificaciones, solamente los grupos
pendientes asociados al monémero. Los copolimeros de injerto, son polimeros
ramificados, sin embargo los polimeros ramificados no son necesariamente
copolimeros de injerto. Las redes son polimeros en los que las cadenas princi-
pales estan unidas por cadenas poliméricas o moléculas entrecruzantes.

16



CAPITULO 2. GENERALIDADES 17

Figura 2.1: Esquema de tipos de polimeros.

2.1.1. Copolimeros

Un polimero preparado con un solo monémero es llamado homopolimero.
Si se emplean dos monémeros, el producto es un copolimero. A los copolimeros
en los que las unidades monomeéricas estan distribuidas aleatoriamente se les
llama copolimeros al azar, en orden alternado se llaman copolimero alternado
y ordenados en bloques se les llama copolimero en bloque. Un copolimero de

injerto consiste de una cadena principal de un polimero ramificado con otro
(Fig. 2.2).17

2.2. La radiacion

Las radiaciones ionizantes de alta energia usadas para iniciar reacciones
quimicas incluyen radiacion de radios6topos naturales y artificiales («, 8 y
7v), rayos-X y haces de particulas cargadas; éstas tultimas incluyen haces de
electrones y haces de particulas cargadas positivamente. De éstas, la radiacion
~ vy los haces de electrones son los mas empleados en aplicaciones con procesos
de radiacion. 18
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Figura 2.2: Representacién de homopolimero y copolimeros.

2.2.1. Fuentes de radiacion

Las fuentes de radiacion de alta energia pueden ser de tres tipos: is6topos
radiactivos naturales y artificiales, aceleradores de particulas y reactores
nucleares. Las fuentes de radiaciéon naturales son radio y radon. Los radio-
isotopos artificiales utilizados son cobalto-60, cesio-137 y estroncio-90/itrio-
90. Los aceleradores de particulas incluyen generadores de rayos-X, acele-
radores de electrones de varios tipos, aceleradores como el Van der Graaff
y ciclotrones usados para generar haces de iones positivos. Los reactores
nucleares se usan también como fuentes de radiaciéon. Todos estos tipos de
fuentes se han utilizado como fuentes de radiacién ionizante con las que se
pueden hacer modificaciones a nivel molecular.[19

El is6topo més frecuentemente utilizado como fuente de radiacion es el
cobalto-60 (Co%). Este radioisétopo presenta ventajas como su disponibi-
lidad y en sus propiedades como son: rayos v de alta energia y una vida
media de 5.27 afios. La reaccién que se utiliza para la formacion de Co® es la

captura de neutrones por el Co®. Se llevan a cabo dos reacciones de captura
(Fig. 2.3).

2.2.2. Caracteristicas de la radiacion

La radiacion utilizada en aplicaciones particulares depende de la natu-
raleza y tamano de los objetos a ser irradiados, asi como de la penetracion
necesaria, dado que los diferentes tipos de radiaciéon presentan diferentes
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Figura 2.3: Reacciones de captura para formar cobalto®.

perfiles de profundidad-dosis. Por ejemplo, sistemas en fase gas pueden ser
irradiados uniforme y eficientemente con electrones, mientras que la irradia-
cion uniforme de muestras solidas y liquidas requieren generalmente radia-
cibnes mas penetrantes como v y X. La radiacion menos penetrante (rayos o
y () se utiliza si la reaccion se reduce a capas superficiales de una muestra
solida.

2.3. Tipos de radiacién

Los principales tipos de radiacion ionizante que se utilizan para iniciar
reacciones quimicas son: rayos «, (3, y .

2.3.1. Rayos v

Los rayos X y ~ son radiaciones electromagnéticas que se diferencian
s6lo en la manera en que se producen. Los rayos v son producidos por
reacciones nucleares, mientras que los rayos x son producidos por la excitacion
o transiciones de electrones en orbitales o por la desaceleracion de electrones.
Un fotén de ambos tipos de radiacion tiene energia:

donde & es la constante de Plank, c¢ es la velocidad de la luz, y A y v son
la longitud de onda y la frecuencia de la radiacion. Las longitudes de onda
para éste rango de radiaciéon van de 3 x 107 a 3 x 107 cm, y corresponden
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a energias de 40 keV a 4 MeV (Fig. 2.4).
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Figura 2.4: Espectro electromagnético.

Mientras las particulas o y ( pierden energia gradualmente, cada foton
~ pierde una gran parte de su energia con un simple interacciéon. Entonces,
mientras las particulas monoenergéticas o y  decaen con materiales absor-
bedores delgados, algunos de los fotones v incidentes son absorbidos comple-
tamente y el resto son transmitidos con su cantidad de energia inicial. La
penetracion de los rayos v es mayor que la penetracion de los rayos a y
(8 debido a que no son particulas y la interacciéon con la materia es menos
probable (Tabla 2.1).
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Tipos de Alcance de Penetracion
radiacion particula En agua (cm) En aire (cm)
[ o electréon Rango variable 0.5 400

« Rango variable 0.0005 0.2
rayos 7 o x | Capa hemireductora 10 7000

Tabla 2.1: Rangos aproximados para radiaciones de 1 MeV.

2.4. Injertos radioliticos de monémeros sobre
peliculas poliméricas

Una de las razones por las cuales los copolimeros de injerto son de interés
para la quimica de polimeros es, que una pelicula o fibra puede ser injertada
superficialmente con ramificaciones de otro monémero, para incrementar la
hidrofilicidad o hidrofobicidad de la superficie, la capacidad de pintarse, la re-
sistencia a los disolventes, la resistencia a la luz, etc. Frecuentemente el injerto
de un monoémero sobre la superficie de un polimero, o dentro del polimero a
cierta profundidad, produce cambios significativos en las propiedades fisicas
del polimero. La sintesis de copolimeros de injerto se basa en la produccién
de sitios activos en la cadena principal del polimero original. Las unidades
de monoémero se adicionan sucesivamente a cada sitio activo, produciendo
cadenas largas del monémero injertado por medio de un mecanismo via
radicales libres.

2.4.1. Injertos iniciados por técnicas de radiaciéon

Se han desarrollado muchas técnicas de injerto para copolimerizar dife-
rentes tipos de mondémeros sobre cadenas poliméricas. Estas técnicas son:
quimica, por radiacion, fotoquimica, inducidas con plasma y enzimatica. La
cantidad de un monémero que polimeriza sobre un sustrato se expresa en
términos del rendimiento de injerto, también nombrado grado de injerto.
Este valor es simplemente el peso del polimero injertado como un porcentaje
del peso del sustrato polimérico original. Por ejemplo, un rendimiento de
injerto de 50 % significa que el copolimero injertado es el 50 % en peso del
sustrato inicial.(20!
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2.4.2. Injertos por radicales libres

Al irradiar macromoléculas se producen fisiones homoliticas y, entonces, se
forman radicales en el polimero. En las técnicas de irradiacién no es necesaria
la presencia de un iniciador. El medio es muy importante en este caso, por
ejemplo si se lleva a cabo en presencia de aire, pueden formarse peroxidos en
el polimero. El tiempo de vida de los radicales libres depende de la naturaleza
de la matriz polimérica. Existen tres métodos para injertar usando radiacion:
preirradiacion, preirradiacion oxidativa e irradiacion directa. En la técnica de
preirradiacion, la matriz polimérica se irradia al vacio o en presencia de un
gas inerte para formar radicales libres. Al polimero irradiado se le adiciona
el mondémero, en estado liquido, como vapor o como una disolucién en un
disolvente adecuado para obtener el injerto. En el método de preirradiaciéon
oxidativa, la matriz polimérica se somete a radiacion de alta energia en
presencia de oxigeno o aire, para formar hidroperéxidos y alquilperoxidos,
dependiendo de la naturaleza de la matriz polimérica y las condiciones de
irradiacion. Los productos tipo peréxido estables se tratan con el monémero
a altas temperaturas para descomponer los grupos peroxido e hidroperoxido
a radicales peroxi, los cuales iniciaran el injerto. La ventaja de ésta técnica
es que los productos peroxi intermediarios, se pueden almacenar por largos
periodos de tiempo antes de llevar a cabo el injerto. En el método directo de
injerto, la matriz polimérica y el monémero se irradian al mismo tiempo en un
mismo recipiente formando los radicales libres y, a continuacion, se adiciona
el monémero obteniendo mayores porcentajes de injerto que con el método
de preirradiacion oxidativa. Dado que en los métodos de preirradiacion, los
mondmeros no se exponen a la radiacion, se tiene la ventaja de formar poco
homopolimero mientras que en el método directo se favorece la formacion
de homopolimero. Sin embargo en el método de preirradiacion, se puede
producir la ruptura de las cadenas de la matriz polimérica a injertar debido
a la irradiacion directa, lo cual puede llevar a la formacion de copolimeros en
bloque (Fig. 2.5).

Naturaleza de la matriz polimérica

Como el injerto implica la unién covalente de un mondémero a una cadena
polimérica ya formada, la naturaleza da la cadena principal (estructura fisica
y composicion quimica) tiene un papel importante en el proceso. Ng et
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Método de Preirradiacion
i

P~ P+ M——PM

Método de Preirradiacion oxidativa
Pﬂgm—- P-O-OH + P-O-O-P

2 3P-0" +°OH

P-O* +*OH + M—— P-O-M
Método directo

P + Mrdnrs P +°M—» P-M

Figura 2.5: Tipos de injerto por radiacion.

al.2ll concluyeron que mientras la celulosa es resistente a las reacciones
de injerto en agua debido a su insolubilidad, en la lana que presenta una
mayor absorciéon de radiacion UV, el gran tamano de las cadenas poliméricas
enlazadas entre residuos de aminoacidos, uniones de cisteina y puentes de
hidrogeno intramoleculares son responsables de la forma y caracteristicas de
ese material, atin siendo formado por celulosa en su cadena principal. Ibrahem
v Nada22 reportaron la disminucién de la cristalinidad con un incremento
en el grado de sustitucion, afectando el injerto de acrilamida en pulpa de
madera acetilada. Como la cristalinidad disminuye, la estructura es menos
ordenada y se facilita la reacciéon de injerto. Esto ha sido atribuido a la
incapacidad del monémero de injerto para penetrar en los cristales y acceder
a los radicales formados. Una consecuencia de este comportamiento es la
formacion de injertos sin uniformidad en la superficie.

Efecto del disolvente y concentraciéon de monémero

En los mecanismos de injerto, el disolvente acttia como transportador
de los monoémeros hacia la vecindad de la cadena a injertar. La eleccion del
disolvente depende de varios factores, como la solubilidad del monémero en el
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disolvente, su capacidad de hinchar la matriz polimérica, la miscibilidad si se
utiliza més de un disolvente y la generacion de radicales libres en presencia
del disolvente. La adicion de disolvente a un mondémero o combinacion de
monoémeros puede aumentar el rendimiento en el injerto inducido por ra-
diacion y determina la naturaleza especifica del copolimero de injerto.23]
La penetracion del monémero a injertar dentro de un sustrato es un factor
importante cuando se preparan superficies injertadas por quimica organica
en estado solido y depende frecuentemente del disolvente utilizado asi como
la concentraciéon de mondémero. Es comiin observar el efecto Trommsdorff
en injertos de estireno sobre poliolefinas4 o de NIPAAm sobre celulosa.25]
Este fenomeno fue observado por primera vez en la polimerizaciéon de me-
tacrilato de metilo usando peréxido de benzoilo, en la cual la velocidad
de polimerizacion aumenta espontaneamente aproximadamente al 20-25%
de conversion.26] Esto se explica por la difusion restringida de las cadenas
en proceso de crecimiento molecular, que obstaculiza la terminacién por
combinacion con otras cadenas en crecimiento sin perturbar apreciablemente
la difusion del monémero. En presencia de agua, los grupos PP-OOH expe-
rimentan hinchamiento, lo que facilita el acceso del monémero a los sitios
activos en el caso de injertos de acrilonitrilo sobre polipropileno isotéactico.27)
Como la constante de transferencia de cadena del agua es igual a cero, las
reacciones secundarias son minimas. Entonces el agua es un excelente medio
de injerto.

Al igual que la naturaleza de la matriz polimérica, la reactividad de
los monémeros también es importante. La reactividad de los monoémeros
depende de varios factores, como la polaridad, el efecto estérico, la capacidad
de hinchar de la matriz polimérica en presencia de los mondémeros y la
concentracion de monémeros. Cuando se varia la concentracion de monémero,
se encuentra un méaximo en el rendimiento de injerto. Este comportamiento
se atribuye a un incremento en la difusion del mondémero y, por lo tanto,
en la region de injerto. Por encima de la concentracion méxima hay una
formacion de homopolimero muy significativa, que resulta en la obstruccion
de la difusion del monoémero. Si la viscosidad es suficientemente alta para
prevenir la difusiéon del monémero, entonces la terminacion también se im-
pedirda debido a la limitada movilidad de las cadenas en crecimiento. Sin
embargo, la disminucién del rendimiento de injerto al aumentar la viscosidad
esta relacionado con un incremento en la recombinacion de radicales iniciales
en la matriz polimérica.28)
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Efecto de la dosis de irradiacién y de la intensidad de dosis

El rendimiento de injerto aumenta con el total de dosis de irradiacion,
como demostré Chapiro29: 30 para el teflon. A bajas dosis los rendimientos
de injerto son aproximadamente lineales dependiendo de la dosis para el
injerto de DMAAm y NIPAAm sobre PVDF.BU Sin embargo, a dosis altas
la pendiente de las graficas de rendimiento de injerto en funcién de la dosis de
irradiacion puede disminuir.3? Las causas més probables de la disminucion
en la pendiente a altas dosis de irradiacion son (1) dosis de saturacion en
la formacion de radicales en el sustrato y (2) incremento en la probabilidad
de reacciones de terminacion en los radicales monoméricos. El rendimiento
de injerto es independiente de la intensidad de dosis a bajas intensidades.
Sin embargo, a altas intensidades de dosis la velocidad de injerto disminuye
cuando aumenta la intensidad de dosis. Hay varias posibles razones para la
disminuciéon de la velocidad de injerto a altas intensidades de dosis, entre
ellas, la radiacion a altas intensidades de dosis induce cristalizaciéon en el
sustrato polimérico y aumento en el rendimiento de la reacciéon de homopoli-
merizacion. Ademas, el rendimiento de radicales depende de la intensidad de
dosis en el proceso de injerto.20l

Efecto de la temperatura

La temperatura es uno de los factores mas importantes que controlan el
inicio en la copolimerizacion de injerto. En general, el rendimiento de injerto
es més alto cuando se incrementa la temperatura, hasta un cierto limite, ya
que una temperatura muy alta puede provocar una decaimiento muy rapido
de los radicales libres. Un factor que se ve afectado por la temperatura es
la velocidad de difusion monomérica en la matriz polimérica, que aumenta
cuando se incrementa la temperatura facilitando el injerto.3 Al aumentar la
temperatura se incrementa la rapidez de descomposicion térmica del iniciador
(perdxidos en el caso de la preirradiacion oxidativa), resultando en un incre-
mento en la concentracion de macroradicales y la polimerizaciéon de injerto.
Una observacion interesante es que el maximo rendimiento de injerto ocurre
a una temperatura cercana a la T,. Para temperaturas por debajo de la
Ty, los radicales formados en las cadenas poliméricas no pueden reaccionar
debido a la reducida difusion del monémero, mientras que para temperaturas



CAPITULO 2. GENERALIDADES 26

superiores a la Ty, el nimero de radicales disponibles para injertarse dismi-
nuye con el aumento de la temperatura.

2.5. Temperatura critica de soluciéon (LCST)

Entre los polimeros inteligentes, algunos tienen respuesta a la temperatura.
Dentro de éste tipo de estimulo, la respuesta més importante es la que
se observa en la LCST. La mayoria de las macromoléculas sintéticas se
vuelven mas solubles cuando se calientan. Otros se separan de la disolucion
cuando son calentados. Esta inusual propiedad, llamada solubilidad inversa
dependiente de la temperatura, es caracteristica de polimeros, que se disuelven
cuando son enfriados y se separan de su fase cuando son calentados por
encima de una temperatura de transicion de fase, conocida como temperatura
critica de solucion inferior (LCST). Esta temperatura corresponde a la region
en un diagrama de fases donde la contribuciéon entélpica del agua enlazada
a la cadena polimérica por puentes de hidréogeno se vuelve menor que la
entropia ganada por el sistema en total. La LCST depende en gran medida de
la capacidad de las unidades de monémero para formar puentes de hidrégeno.
Una explicaciéon simple es que la entalpia de disolucion (AH), debida a los
puentes de hidrégeno de los sitios basicos en el polimero con el disolvente
favorece la disolucion. En contraste, la organizacion entropica (AS) del di-
solvente, requerida para lograr la formaciéon de éstos puentes de hidrogeno
es desfavorable. Dado que la energia libre de soluciéon es igual a AH-TAS,
ésta puede cambiar de un valor negativo (favorable) a un valor positivo
(desfavorable) cuando se incrementa la temperatura. Entonces, los polimeros
que se sabe, muestran una LCST tienen interacciones muy fuertes con disol-
ventes como el agua. La temperatura, a la cual ocurre la separacion de fases de
un polimero sintético de la solucién, puede ser cambiada por modificaciones
en la estructura del polimero. Los polimeros sensibles a la temperatura ex-
perimentan cambios conformacionales y de fase en respuesta a pequenas
variaciones de temperatura. Hay un balance de energia libre bastante delicado
que implica interacciones hidrofébicas, hidrofilicas y puentes de hidrégeno,
lo cual determina el valor de la LCST de polimeros en agua.34

La LCST, un comportamiento caracteristico de las macromoléculas li-
neales y de los polimeros entrecruzados hinchados en soluciéon que tienen un
gran potencial para aplicaciones. En sistemas acuosos, que son los que tienen
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méas aplicaciones, la LCST se localiza experimentalmente a temperaturas
convenientes s6lo por un pequeno nimero de polimeros, de los cuales la poli
N-isopropilacrilamida (PNIPAAm) ha sido la mas estudiada.

2.6. Matriz polimérica y monémeros

2.6.1. Polipropileno (PP)

Pertenece al grupo de las poliolefinas y se utilizan en una amplia varie-
dad de aplicaciones que incluyen empaques para alimentos, tejidos, equipo
de laboratorio, industria del automoévil y peliculas transparentes. Tiene gran
resistencia a diversos solventes quimicos, asi como frente a acidos y bases.

El polipropileno es uno de los plasticos con mayor crecimiento en los
altimos anos y se prevé que su consumo continie creciendo mas que el de los
otros polimeros termoplasticos (PE, PS, PVC, PET). En 2005 la produccion
y el consumo de PP en la Unién Europea fue de 9 y 8 millones de toneladas,
respectivamente, un volumen solo inferior al del PE.

El polipropileno experimenta entrecruzamiento y ruptura de cadena cuan-
do se irradia y la incidencia relativa de los dos procesos depende del grado
de cristalinidad. El polipropileno estereoregular se entrecruza menos que el
polietileno, incluso cuando se incorpora un agente entrecruzante.

El procedimiento de sintesis de polimeros estereoregulares fue desarrollado
por Natta y col. en 1954. Los anélisis de rayos-X permitieron determinar las
constantes de red del polipropileno cristalino (Fig. 2.6).

La estructura helicoidal de las cadenas de un polimero permite la repeti-
cién de unidades con configuraciones idénticas respecto a un eje por lo que se
tienen cadenas con conformaciones equivalentes. El estudio de las conforma-
ciones espaciales de cadenas poliméricas y de la relacion entre la organizacion
molecular y las propiedades fisicas se inicié a partir del descubrimiento de
polimeros estereoregulares como el polipropileno isotactico.3%

El polipropileno es uno de los materiales poliméricos termoplésticos més
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Figura 2.6: Modelo de hélice de polipropileno isotactico (a la izquierda) y
polipropileno sindiotactico (a la derecha).

importantes por las buenas propiedades mecanicas y su amplio rango de
aplicaciones en forma de telas, fibras, peliculas y plasticos. Sin embargo su
baja funcionalidad limita su interés para muchas aplicaciones. Para resolver
éste problema se introducen polimeros funcionalizados por copolimerizacion
de injerto, conservando las propiedades fisicas del PP.

Se han aplicado numerosos métodos para obtener copolimeros de injerto
con PP, como iniciacién quimica, radiacion UV y radiacion de alta energia.
La técnica de copolimerizacion de injertos inducidos con radiacion de alta
energia se ha utilizado ampliamente para funcionalizar PP y otros polimeros
sintéticos.

Las reacciones de copolimerizacion de injerto iniciadas por radiacion ~ se
llevan a cabo por métodos de preirradiacion oxidativa y de irradiacion directa.
Con el método de preirradiacion para injertar 4-vinilpiridina, estireno y
acrilonitrilo sobre PP se obtiene un producto final de alta estabilidad térmica.
El método de irradiacion directa da lugar predominantemente a una reaccion
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de homopolimerizacion, a veces dificultando el aislamiento del copolimero de
injerto. Para obtener mejores rendimientos de injerto y disminuir el grado de
homopolimerizacion se usa el método de preirradiacion oxidativa.

Las excelentes propiedades del PP, propiedades mecénicas, transparencia,
bajo costo, durabilidad, resistencia al ambiente y a la fotodegradacion, re-
sistencia a ataques bioldgicos, han contribuido a su gran utilidad en diferentes
aplicaciones. En el campo biomédico, este material se utiliza como componente
en dispositivos como, jeringas, catéteres, viales, bolsas de transfusion sangui-
nea o dializadores.136: 37

2.6.2. N-isopropilacrilamida (NIPAAm)

El poli(NIPAAm) es uno de los polimeros sensibles a la temperatura
méas ampliamente estudiados. El poli(NIPAAm) presenta un comportamiento
peculiar en medio acuoso. Cuando el polimero se encuentra en solucion, tiene
una solubilidad inversa y presenta cambios de hidratacion-deshidratacion
muy marcados en respuesta a cambios de temperatura relativamente pe-
quenos. Presenta una LCST cercana a los 32 °C. Las cadenas hidratadas
de poli(NIPAAm) forman estructuras expandidas cuando la temperatura
es menor a su LCST, que se convierten en estructuras compactas por la
deshidratacion cuando se eleva la temperatura por encima de su LCST. Las
transiciones fase-volumen producen cambios dramaticos en las propiedades
fisicas de los geles de poli(NIPAAm), y sus copolimeros han sido investigados
como componentes de sistemas de liberacion de farmacos, cultivos celulares,
membranas, superficies reversibles y en la inmovilizaciéon de enzimas38! (Fig.

2.7).
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Figura 2.7: Hidratacion y deshidratacion de poliNIPAAm por debajo y por
encima de su LCST.

Las superficies que cambian sus propiedades en respuesta a la temperatura
se utilizan para aplicaciones biomédicasPd, cromatograficas? y como sis-
temas de fijacion en recipientes para cultivos celulares1]. El poli(NIPAAm)
se ha investigado ampliamente para desarrollar superficies e interfaces inte-
ligentes con respuesta a la temperatura.

Cuando el poli(NIPAAm) se copolimeriza con monémeros hidrofilicos el
valor de la LCST se incrementa, e incluso puede desaparecer. En cambio,
cuando se copolimeriza con mondémeros mas hidrofébicos, el valor de la LCST
disminuye como el caso de la n-butilacrilamida.

Las transiciones de fase de cadena colapsada y extendida de los polimeros
con respuesta a la temperatura no tiene interés solo desde un punto de vista
conceptual en fisica de polimeros y la dindmica de soluciones, sino también
por su relevancia para interpretar el comportamiento de muchas moléculas
biologicas, como las proteinas plegables4?l y el ADN.143]

2.6.3. N-(3-aminopropil metacrilamida) - HCl (APMA)

El mayor problema en el desarrollo de polimeros biocompatibles es la
compatibilidad con la sangre. Varias técnicas se han empleado para mejorar
la hemocompatibilidad de los polimeros.44 451 Para prevenir la formacion
de trombos se suele administrar heparina continuamente. Para evitar la
administracion sistémica de heparina, se puede incorporar heparina a la
superficie polimérica por uniones iénicas y covalentes.0l Se ha demostrado
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que las poliamido-aminas absorben selectivamente heparina del plasma o de
la sangre formando complejos estables sin producir efectos adversos en las
proteinas de la sangre ni en las células sanguineas.4”- 48 Se han injertado
poliacrilamida y APMA en superficies de filtros y oxigenadores destinados
a estar en contacto con la sangre, para mejorar la hemocompatibilidad.49
APMA, que contiene un grupo amino protonable, se ha incorporado a hidro-
geles de poli(hidroxietil metacrilato) para modular el comportamiento de la
carga v la liberacion de farmacos antiinflamatorios no esteroidales.0l

La acrilamida se ha copolimerizado con APMA para obtener polimeros
funcionalizados con grupos amino.®! Al copolimerizar NIPAAm con APMA
se puede modificar la LCST. La temperatura a la que se produce un cambio de
fase es dependiente de la composicion de los bloques de copolimero, de manera
que los polimeros con bloques de NIPAAm largos tienen temperaturas de
transicion mas bajas. Si la longitud del bloque de NIPAAm se mantiene
constante y aumenta la longitud de los bloques de APMA se produce un
aumento en la temperatura de transicion.®?

2.7. Biomateriales poliméricos como dispositi-
vos médicos

Los biomateriales son materiales biolégicamente inertes o compatibles, de
origen natural o hechos por el hombre, que se usan para controlar, suplir o
reemplazar las funciones de tejidos del cuerpo humano.®3l Hasta principios
del siglo XX solo se utilizaron materiales de origen vegetal, mineral y animal
para cerrar heridas y reparacion dental. Durante mas de 50 anos, la creciente
disponibilidad de materiales sintéticos, los avances en ingenieria de polimeros,
las técnicas en cirugia y los tratamientos médicos, asi como los métodos de
esterilizacion cada vez maés eficaces, han permitido desarrollar biomateriales
para ser utilizados como dispositivos médicos.®4 Los antibiéticos y los in-
munosupresores han disminuido el riesgo de infecciéon y de rechazo, y las
investigaciones sobre la estructura y la funcién de los biomateriales ha tomado
un enfoque de ingenieria. Hoy en dia los nuevos materiales duran méas y
funcionan mejor. Entre todos los biomateriales, los de naturaleza polimérica
ofrecen una mayor versatilidad en cuanto a propiedades y procesado. En la
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practica médica de hoy en dia se utiliza un gran ntmeros de dispositivos
(marcapasos, biosensores, corazon artificial, tubos sanguineos o catéteres) e
implantes (suturas, placas Oseas, reemplazos de articulaciones, ligamentos,
injertos vasculares, valvulas cardiacas, lentes intraoculares o implantes den-
tales) a base de biomateriales, usados para reemplazar o restaurar la funcion
de tejidos u 6rganos danados para asistir en la curaciéon, mejorar su funcio-
namiento, corregir anormalidades y en consecuencia, mejorar la calidad de
vida de los pacientes.®® En los tltimos 30 anos se han hecho considerables
progresos en el entendimiento de las interacciones entre los tejidos y los
materiales. Dado que existen profundas diferencias entre los materiales ar-
tificiales y naturales, se han acunado las palabras “biomaterial” y “biocom-
patibilidad”®0 para indicar el funcionamiento biolégico de los materiales.
Los materiales que son biocompatibles se llaman biomateriales. La biocom-
patibilidad es un término descriptivo que indica la capacidad de un material
para desempenar una funciéon especifica, con una respuesta adecuada del
paciente.®7]

2.7.1. Mecanismos de la biocompatibilidad

La caracteristica més importante que distingue un biomaterial de cual-
quier otro material es su habilidad para coexistir en contacto con tejidos del
cuerpo humano sin causar un dano significativo. Hay muchas vias diferentes
por las que los materiales y los tejidos pueden interaccionar de manera que
esta coexistencia pueda verse comprometida. Los biomateriales se usan en
situaciones cada vez mas en diversas y complejas, y tienen aplicaciones en
ingenieria de tejidos, sensores invasivos, acarreadores de farmacos, sistemas
de transfeccion de genes, nanotecnologias medicamente orientadas y bio-
tecnologia en general y dispositivos madicos implantables. Sin embargo, la
incertidumbre acerca de los mecanismos y las condiciones para conseguir
biocompatibilidad constituye un serio impedimento para el desarrollo de éstas
nuevas tecnologias.

La biocompatibilidad se ha ocupado tradicionalmente de dispositivos im-
plantables destinados a permanecer dentro de un individuo durante un cierto
tiempo. Para los que desarrollaron y utilizaron la primera generacion de
dispositivos implantables, entre 1940 y 1980, se hizo evidente que el mejor
rendimiento biologico se consigue con materiales quimicamente poco reactivos.
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Los sistemas a base de carbono y de acero de vanadio, susceptibles a la
corrosion se sustituyeron por aceros inoxidables, y después por aleaciones
de cobalto-cromo mas resistentes, aleaciones de titanio y metales del grupo
del platino. Entre los polimeros, los mas accesibles y versatiles, nylon y
poliésteres se sustituyeron por polimeros mas resistentes a la degradacion
como PTFE, PMMA, polietileno, polipropileno y siliconas. Por lo tanto, los
criterios de seleccién de biomateriales implantables ha evolucionado teniendo
en cuenta una relacion de eventos a evitar, la mayoria de ellos estan re-
lacionados con la liberacion de productos de la corrosion o degradacion,
aditivos o contaminantes de los componentes principales del biomaterial y
con su actividad biologica, local o sistémica. Los materiales se seleccionaron
y se desarrollaron sobre la base de que no serian toxicos, inmunogénicos,
trombogénicos, cancerigenos ni irritantes. Para los dispositivos médicos im-
plantables, las caracteristicas del individuo en el que se coloca el dispositivo
también tiene una considerable importancia, como consecuencia de la amplia
variabilidad entre pacientes (edad, sexo, enfermedades concurrentes, movili-
dad fisica, estilo de vida y administracién de medicamentos).®8!

En la Tabla 2.2, se enumeran las caracteristicas méas importantes de los
materiales que pueden influir en la respuesta del paciente, asi como algunas
reacciones que se pueden producir cuando el dispositivo entra en contacto
con los tejidos.

2.7.2. Respuesta inflamatoria

La implantacién de un biomaterial suele dar lugar a una respuesta infla-
matoria. En una inflamacion local no especifica, el primer indicador in vivo,
de que se sigue una respuesta sistémica aguda caracterizada por los cambios
que provoca el estrés en los sistemas neuroendocrino e inmune y acompanado
de ajustes metabolicos.?9 La inflamacion involucra una respuesta vascular,
neurologica, humoral y celular, que es esencialmente la misma si la provocada
un trauma mecénico, una infeccién microbiana, antigenos externos (proteinas,
glicoproteinas, carbohidratos, materiales sintéticos) o electricidad, compues-
tos quimicos o energia radiologica. Otra caracteristica importante de la res-
puesta inflamatoria es la adhesion de leucocitos a las paredes de los vasos
sanguineos antes de migrar dentro de los tejidos. Esta adhesion altamente
especifica se controla por tres familias principales de receptores: selectinas,
integrinas y miembros de la familia de la inmunoglobina.l60 La respuesta
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Variables del material Respuestas a los biomateriales
Composicién, microestructura y morfologia Absorcion de proteinas
Cristalinidad y cristalografia Citotoxicidad
Constantes elésticas Activacion de macrofagos
Solubilidad Fibrosis
Hidrofilicidad Cambios microvasculares
Composicion quimica de la superficie Respuesta de células especificas
Movilidad molecular de la superficie Activacion de la cascada de coagulacion
Topografia Adhesion plaquetaria
Energia superficial Activacion del complemento
Propiedades eléctricas de la superficie Produccion de anticuerpos
Parametros de corrosion Hipersensibilidad
Perfil de degradacion Genotoxicidad
Contaminantes y su toxicidad Toxicidad reproductiva
Formacion de tumores

Tabla 2.2: Principales variables del material que pueden influir en la respuesta
del anfitriéon y caracteristicas de la respuesta a los biomateriales.

en fase aguda y especifica del sistema inmune comprende también una red
compleja de citosinas y anticitosinas. En particular, participan interferéon
v (IFN-7)61 factor de necrosis tumoral (TNF)®62! e interluquinas 1 y 6.063]
Estas linfosinas (o sus receptores) se pueden detectar en los primeros 2-4 dias
en el sobrenadante del tejido o en la sangre periférica del lugar de aplicacion
del material polimérico.[64]

2.7.3. Hemocompatibilidad

La compatibilidad sanguinea viene determinada por las interacciones en
la interface material-sangre que dependen de la estructura quimica de la
superficie del material. Esta afecta a la activacion del complemento, el conteo
de plaquetas, la absorcion de proteinas y la estimulacion de la coagulacion
de plasma. Las células endoteliales producen algunas sustancias con accién
antitrombotica. La prostaciclina, inhibe la agregacién plaquetaria, activa el
tejido plasmindgeno (tPA), y transformando plasmindgeno en plasmina lo
que conduce a la lisis de fibrina y sus antagonistas.65]
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2.7.4. Dispositivos invasivos intravasculares transitorios

Un gran ntimero de pacientes, entre ellos, los que se tratan con hemodiali-
sis, estan en contacto con biomateriales debido a la inserciéon de un catéter en
su sistema venoso. También se requieren biomateriales para la distribuciéon de
sustancias con fines nutricionales, de diagnoéstico o terapéuticos, requiriéndose
en algunos casos tiempos muy largos. La intervenciéon puede ser central
o periférica que no estan exentas de riesgos de infeccién o trombosis. La
compatibilidad sanguinea inherente del material del catéter es critica para
la seleccion de los materiales.[66 Se sabe que la heparina sistémica es ttil
en algunas situaciones, lo que ha llevado al uso de catéteres fabricados con
materiales recubiertos de heparina. El efecto se puede mejorar usando com-
plejos covalentes de heparina con antitrombina.7: 681 Aunque la mayor parte
de los estudios sobre los dispositivos invasivos se refieren a catéteres, en la
practica médica se utilizan otros instrumentos para facilitar la colocacion de
catéteres, con diversos componentes que deben ser seleccionados con criterios
de biocompatiblidad. En la Tabla 2.3 se enumeran algunos instrumentos que
se utilizan en las técnicas de cateterizacion, y que también son objeto de
estudio en cuanto a su modificaciéon superficial para encontrar los requisitos
necesarios de biocompatibilidad./69

Instrumentos de cateterizacion

Agujas

Guias

Dilatadores

Constantes elasticas

Fundas introductorias de catéteres

Catéter (cuerpo)

Cono (conexion)

Puntas

Tabla 2.3: Instrumentos de cateterizacion y partes de un catéter.
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2.8. Aplicaciones médicas

El uso de hidrogeles como biomateriales ha ganado gran importancia dada
su baja toxicidad y la alta biocompatibilidad.["0 Una de las ventajas de los
hidrogeles sensibles a estimulos radica en su capacidad para experimentar
transiciones de fase de primer orden con el cambio de algin parametro
externo como pH, temperatura, fuerza iénica y campo eléctrico."! Los poli-
meros inteligentes son materiales que perciben una modificacién del entorno
(sensor), experimentando un cambio conformacional proporcional al estimulo
y de caracter reversible. Estos polimeros inteligentes tienen gran potencial
en aplicaciones farmacéuticas e industria biotecnologica. 72

2.8.1. Dispositivos combinados

La combinaciéon de dispositivos médicos con productos farmacéuticos re-
presenta una nueva tendencia en la terapéutica implantable. Los dispositivos
combinados han atraido la atenciéon de companias farmacéuticas como una
estrategia para superar complicaciones clinicas asociadas con la implantacion.
La liberaciéon controlada de farmacos a nivel local, combinando productos
farmacéuticos y dispositivos médicos ya ha encontrado aplicaciones en varias
areas, como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes, la ortopedia y
el cancer.["3 La combinaciéon de farmacos con dispositivos médicos se puede
disenar como una estrategia coordinada para obtener efectos que se refuerzan
mutuamente y proporcionar, en determinadas circunstancias, ventajas signi-
ficativas sobre la administracion de farmacos y dispositivos por separado en
sus formas convencionales.[74

Los farmacos son clinicamente administrados por diversas vias: tépica
(nasal, cuténea, ocular), oral, intravenosa, intramuscular, subcuténea, sub-
lingual o se aplican a nivel local.[”® Con la liberacion local se busca alcanzar
concentraciones terapéuticas de los farmacos tnicamente en los sitios de
interés durante tiempos prolongados, para producir el efecto farmacologico
deseado.

Debido a numerosas ventajas (Tabla 2.4), a menudo se aplican estrategias
de liberacion local de farmacos para tratar la trombosis, osteomielitis, perio-
dontitis, infecciones relacionadas con dispositivos biomédicos y otras pato-
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logias microbianas, asi como complicaciones inflamatorias refractarias a los
métodos convencionales de administracion sistémica de farmacos.

. Se requieren bajas dosis

. Control sobre la toxicidad y biodisponibilidad de la dosis

. Menor susceptibilidad a desarrollar resistencia a antibioticos

. Mayor tiempo de la liberacién

. Posibilidad de combinar farmacos locales y sistémicos con diferentes cinéticas

. Liberacién controlada de la superficies del dispositivo directamente al sitio de interés

. Evitar la exposicion sistémica del farmaco

O[O | W|IN| -

. Mitigacion directa de posibles infecciones provenientes del dispositivo

Tabla 2.4: Ventajas de las estrategias de liberacion de farmacos locales sobre las
terapias sistémicas.

Un sistema de liberacion de farmacos ideal debe (a) proveer dosis de
manera continua en un sitio especifico y (b) ofrecer la posibilidad para
mantener la liberacion durante un tiempo prolongado.["0 La velocidad y la
duracion de la liberacion del farmaco que se requiere depende del contexto
clinico, incluyendo la terapia, enfermedad o patogeno, diseno del dispositivo,
sitio del implante y mecanismos de eliminacion del farmaco. En el caso de los
antimicrobianos, también hay que considerar otros factores, como las con-
centraciones inhibitorias minimas (MIC; por sus siglas en inglés) de farmaco
necesarias para prevenir complicaciones en infecciones o favorecer resistencia
bacteriana.[’”l Por lo tanto, los perfiles de liberacion local de antibidticos
deben mostrar una liberacion inicial muy rapida para contrarrestar cualquier
riesgo de infeccion inmediatamente después de la implantacion del dispositivo,
seguido por un largo periodo de liberacion lenta para mantener niveles eficaces
e impedir una infeccion latente.["8)

2.8.2. Infecciones relacionadas con dispositivos médicos

El uso de dispositivos médicos para implantaciéon transitoria, como lentes
de contacto, catéteres urinarios y tubos endotraqueales, y de dispositivos
permanentes, como valvulas cardiacas, bobinas embolicas, injertos vasculares,
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articulaciones, marcapasos, stents coronarios y para cirugia estética implica
importantes riesgos de infeccion.™ A menudo se produce la colonizacion del
dispositivo por agentes patogenos, lo que resulta en morbilidad del paciente
y obliga a retirar el dispositivo levando incluso, a provocar la muerte. Las
bacterias invaden los dispositivos por dos mecanismos: (a) acceso directo
al sitio del implante de patogenos exdgenos de la piel, de instrumentacion
quirdrgica o del ambiente local, durante la colocacion del dispositivo, o (b)
bacterias oportunistas circulando sistémicamente, que pueden alterar espon-
taneamente su fenotipo para convertirse en patdgenos en el sitio del implante.

Biofilm

Una vez que la bacteria se adhiere a una superficie, prolifera rapidamente
y produce células hijas, que eventualmente forman colonias residentes. Muchos
organismos patégenos, una vez adheridos, usan mecanismos de deteccion
en grupo para adaptarse®0: 811: creando barreras protectoras en forma de
peliculas, compuestas de complejos de mucopolisacaridos, conocidos como
biopeliculas o biofilms, que mejoran la estabilidad de la colonia y no sufren
la respuesta inmune del organismo anfitrién. La formaciéon de biofilm consta
generalmente de varios pasos principales: deposito de los microorganismos,
fijacion por adhesion microbiana y anclaje a la superficie por produccion de
un exopolimero. Después de este proceso se produce su crecimiento, multi-
plicacion y diseminacion (Fig. 2.8).82

Una vez que se forma el biofilm, las bacterias pueden convertirse en
organismos satélites que se liberan del biofilm, migrando y adhiriéndose
a otras superficies no colonizadas. Mediante la senalizacién en grupo, la
estructura del biofilm también facilita la comunicacién entre células, pro-
moviendo alteraciones fenotipicas, adaptacion en contra de la respuesta del
sistema inmune y mestizaje que promueve el intercambio genético, y procesos
de resistencia a antibioticos.™¥ Las bacterias de una colonia de biofilm maduro
y adherido resultan muy dificiles de eliminar, al ser poco sensibles a los
antimicrobianos (resistencia intrinseca y extrinseca) o a los mecanismos del
sistema inmunologico. En consecuencia, las bacterias de un biofilm pueden
sobrevivir al uso de agentes antibacterianos a concentraciones de 1000-1500
veces mas altas que las necesarias para erradicar bacterias planctonicas de la
misma especie.83] La diseminacion sistémica de infecciones inducidas por un
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Figura 2.8: Esquema de la formacién de biofilm.

implante es una complicacion seria (sepsis). Por lo tanto, hay que remover

el dispositivo frecuentemente para tratar la infeccion local y sistémicamen-
te.[84v 85]

Infecciones urinarias asociadas a catéteres

Las infecciones del tracto urinario son las infecciones bacterianas mas
comunes en humanos y representa el 40 % de las infecciones nosocomiales.
La epidemiologia de la infeccion varia con el sexo, la edad y la presencia de
patologias genitourinarias. Las infecciones del tracto urinario pueden limitarse
a las vias inferiores o la vejiga (cistitis aguda) o implicar el rifnién como
una infeccién renal o del tracto superior (pielonefritis aguda). En hombres
la prostata es otro lugar potencial de infeccion. Algunos grupos presentan
excepcionalmente altas tasas de infeccion urinaria. Por ejemplo, las personas
con catéteres cronicos son siempre bacteritricos.86 Los pacientes con eva-
cuacion controlada por cateterizacion intermitente tienen una frecuencia de
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infeccion de 30 a 70 %.87 Las infecciones de tracto urinario asociadas al
catéter son las infecciones mas frecuente relacionadas con los cuidados de la
salud. El uso de catéteres urinarios es muy comun, a 1 de cada 5 pacientes
admitidos en los hospitales para cuidados agudos se le inserta un catéter
permanente. Las infecciones suelen ocurrir después de la colocacion del catéter
urinario; cada dia de uso de catéter se asocia con un 8% de aumento en
bacteriuria, 88 que muchas veces no necesita cuidado especial y un 50 %
de los pacientes desarrolla bacteriuria después de 10 dias de permanecer
con el catéter. Sin embargo, hasta un 48 % de los pacientes cateterizados
adquiere una infecciéon. En muchos casos, los catéteres se colocan por un
tiempo corto; mas de una tercera parte por menos de un dia; la duracion
media es de 2 a 4 dias.®9 En la cateterizacion por tiempos cortos, las
especies bacteridricas méas comunmente aisladas son Gram-negativas, como
Escherichia Coli con 85 % de incidencia. Otros organismos patégenos encon-
trados son Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mira-
bilis, Staphylococcus epidermidis, enterococci y de especie Candida.[90: 911



Objetivos

3.1. Objetivo general

Sintetizar un material polimérico con capacidad de cargar diferentes far-
macos, que presente una alta biocompatibilidad para su potencial aplicacion
en dispositivos médicos.

3.2. Objetivos particulares

Se preparara un copolimero de injerto binario, compuesto por una matriz
polimérica de polipropileno (PP) a la que se le injertara N-isopropilacilamida
y N-(3-aminopropil metacrilamida) (APMA) por el método de preirradiacion
oxidativa, utilizando radiacion ~.

Evaluar la dependencia del porcentaje de injerto sobre peliculas de PP
respecto de la dosis de irradiacion, el tiempo de reaccion, la concentracion
de monémeros (NIPAAm y APMA) y la temperatura de reaccion.

Caracterizar las peliculas obtenidas, para confirmar la formaciéon del co-
polimero de injerto deseado, y estudiar las propiedades térmicas por DSC
y TGA, su coeficiente de friccion, su morfologia superficial y de un corte
transversal por miscroscopia electronica de barrido (SEM) y su capacidad
para responder a cambios en la temperatura (LCST).

Evaluar la capacidad de las peliculas de PP-g-(NIPAAm-r-APMA) para
incorporar y liberar farmacos de forma controlada (diclofenaco, ibuprofeno

41
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y acido nalidixico). Las peliculas se recubriran con carboximetil-dextrano
(CM-dextrano), y se estudiara la repercusion sobre la velocidad de liberacion
de los farmacos.

Determinar la biocompatibilidad de las peliculas sintetizadas mediante
pruebas de adsorcion de proteinas, hemocompatibilidad y citocompatibilidad
in vitro, y ensayos de expresion de citoquinas pro-inflamatorias.

Estudiar la capacidad de los copolimeros de injerto, cargados con un
agente antimicrobiano para inhibir el crecimiento de microorganismos en
ensayos n vitro.



Parte experimental

4.1. Materiales

Las peliculas de polipropileno (PP) con una densidad de 0.92 g/cm?® y
espesor de 1.7 mm se adquirieron de Goodfellow (UK). La N-(3-aminopropil)
metacrilamida hidrocloruro (98 %) (APMA) de 3B Scientific Corporation
(USA) se purificod por recristalizacion en metanol/ éter etilico (solucion 1/10,
v/v). La N-isopropilacrilamida (97 %) (NIPAAm) se obtuvo de Aldrich Che-
mical Co. (USA) y se recristaliz6 de hexano/tolueno (solucion 1/1, v/v). El
NaNOj3 99.99 % Suprapur se obtuvo de Merck (México). El diclofenaco sédico
fue obtenido de Vorquimia S. L. (Espana), el ibuprofeno sédico de Sigma
Chemical Co. (USA), la sal sodica del acido nalidixico de Sigma Aldrich
Co. (St. Louis MO, USA) y la sal sodica de carboximetil-dextrano (CM-
dextrano) de Fluka (Dinamarca). La seroalbtimina bovina libre de proteasas
(BSA) se obtuvo de Acros Organics (USA). El fenol cristalizado de Scharlau
(Espana) y el acido sulfarico de Panreac Quimica S. A. (Espana). El CaCl,
y el formaldehido acuoso al 37 % estabilizado con metanol se obtuvieron de
Panreac Quimica S. A. (Espania). Hexano, tolueno, éter etilico y metanol
de grado analitico se obtuvieron de Mallinckrodt Baker (México) y se usaron
como se recibieron. El NaOH y el KHy PO, se adquirieron de Scharlau Chemie
(Espana) y se utilizo agua MilliQ® (Millipore, Espaiia).

4.2. Injerto por preirradiacién oxidativa

Peliculas de PP con tamano de 1.2 x 4 cm? se lavaron con metanol y se
secaron al vacio, a temperatura ambiente antes de ser injertadas. Las peliculas

43
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de PP se expusieron a una fuente de rayos gamma de %°Co (Gamma beam
651 PT, MDS Nordion USA) en presencia de aire con una intensidad de dosis
de aproximadamente 10 kGy/h. Las dosis de preirradiacion fueron entre 10
y 100 kGy. Las peliculas preirradiadas se colocaron en ampolletas de vidrio,
las cuales contenian soluciones de NIPAAm/APMA 0.5/0.5, 1/0.5, 1/1 y
1/1 M disuelto en agua o en una solucion 1M de NaNOjs. Las ampolletas se
burbujearon con argén para remover el aire, se sellaron y se calentaron en un
banio de agua a 60 o 80 °C a diferentes tiempos de reacciéon, comprendidos
entre 1 y 40 horas. Una vez terminado el tiempo de reaccion, las ampolletas se
abrieron y las peliculas injertadas se lavaron con agua destilada por 8 horas a
25 °C, para extraer el monoémero residual y los homopolimeros que se pudieron
haber formado y que quedan atrapados dentro de la red injertada. Después
de los lavado, las peliculas se secaron al vacio. Las peliculas injertadas se
nombraron en base a las concentraciones molares de NIPAAm y APMA en la
mezcla de reaccion de la sintesis. Por ejemplo, PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA)
se refiere al copolimero de injerto preparado con soluciones 1M de NIPAAm
y 0.5M de APMA. El porcentaje de injerto de NIPAAm/APMA sobre PP
fue calculado usando la Ecuacién 1:

(Ecuacion 1)

donde Wy es el peso final y W, es el peso inicial.

Tanto el NIPAAm como el APMA pueden homopolimerizarse por inicia-
cion térmica bajo las condiciones de injerto. Los homopolimeros formados en
el medio de reaccion, cuando el injerto se llevd a cabo a 80 °C en presencia
de un solo tipo de monémero (en soluciones 1M NIPAAm o 1M APMA) se
recolectaron, secando las soluciones al vacio para realizar los ensayos de DSC
y TGA que sirvieron como controles. De manera similar, el copolimero de
NIPAAm-c-APMA se obtuvieron del medio de reacciéon cuando el injerto se
realizé en soluciones 1M NIPAAm y 1M APMA a 80 °C.
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4.3. FTIR-ATR y XPS de los copolimeros de
injerto

Los espectros FTIR-ATR se adquirieron de las peliculas previamente se-
cadas en un espectrometro Perkin-Elmer Spectrum 100 (Perkin-Elmer Cetus
Instruments, Norwalk CT, USA) adaptado son un accesorio Universal ATR
(DiCompTM crystal, compuesto de un dispositivo ATR de diamante con un
elemento de enfoque de seleniuro de zinc en contacto directo con el diamante).
Se realiz6 la sustraccion de la linea base y correccion de ATR para eliminar
la dependencia de la profundidad de penetracion con el software Spectrum
del equipo. Los espectros de los homopolimeros de APMA y NIPAAm fueron
normalizados con respectos a la banda de carbonilo a 1625 cm ™! 0 1636 cm ™,
respectivamente. Los espectros F'TIR de absorbancia de las peliculas de PP-g-
(INIPAAm-r-0.5APMA) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) fueron también nor-
malizados con respecto a la banda de carbonilo a 1636 cm™!. Entonces, las
absorbancias relativas de los picos caracteristicos de APMA a 1315 cm™!
(por ejemplo, Absisi5/Absigss) v de NIPAAm a 1170 cm™! (por ejemplo,
Absi170/Absieze) se calcularon para estimar el contenido de cada monoéme-
ro en el copolimero de injerto. La superficie se caracterizdé con respecto a
sus composiciones quimicas elementales (en at %) por espectroscopia foto-
electronica de rayos-X (XPS), realizado en un equipo VG ESCALAB 3MkII
instrument, usando radiacion Mg Ka no monocromaética (12 kV, 18 mA).
Los espectros XPS se adquirieron a un angulo de emisiéon de 0°, normal a
la superficie de la muestra y posibles cargas se corrigieron por referencia
de todos los picos, al del carbono (Cls) con energia de enlace 285 eV. La
cuantificacion de los elementos presentes se realiz6 utilizando el espectro
de barrido amplio y el software Avantage v4.12 (Thermo Electron Corp.,
Waltham, MA), por la integracion del area bajo la curva de los picos relevantes
después de una sustraccion de fondo tipo Shirley, usando los factores de
sensibilidad de la tabla Wagner. La fraccion en peso de APMA (®4ppr4) fue
calculada a partir de la ecuaciéon 2. El espesor de las peliculas se midié antes
y después del injerto utilizando un vernier digital (Max-Cal, Japan).

(Ecuacion 2)
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donde I¢yo, € Ic1s son las intensidades integradas de los picos corres-
pondientes a los atomos de cloro y carbono, respectivamente. Mw appra ¥
Mw N 7P AAm SON los pesos moleculares de los monémeros de APMA y NIPAAm.
El namero de carbonos en cada unidad repetitiva de APMA y NIPAAm son
7 y 6, respectivamente; mientras que un cloro esta contenido en cada unidad
de APMA. Los valores de la intensidad integrada de Cl2p (199 eV) y Cls
(285 eV) fueron 10776 y 163192 para PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con 16 %
de injerto. La relacion APMA:NIPAAm en el copolimero injertado se estimé
a partir de la cantidad relativa en peso.

4.4. Hinchamiento y temperatura critica de so-
lucién

Los experimentos de hinchamiento se llevaron a cabo por la inmersion de
los copolimeros de injerto en agua bidestilada. Las peliculas se removieron
del agua a varios intervalos de tiempo, quitando el exceso de agua con un
papel absorbente, pesadas y se colocaron nuevamente en el medio acuoso. El
porcentaje de hinchamiento se determiné gravimétricamente como indica la
Ecuacion 3:

(Ecuacion 3)

donde Wj, v W, es el peso de la pelicula hinchada y seca respectivamente.

La temperatura critica de solucion (LCST) de las peliculas injertadas se
estim6 por los cambios en el hinchamiento limite de las muestras inmersas
en agua bidestilada a varias temperaturas, (de 26 a 50 °C) por 2 horas y pH
neutro. El angulo de contacto se midi6 en un equipo Drop Shape Analyzer
Kruss DSA 100 (Matthews NC, USA). Una gota de agua bidestilada fue
depositada sobre las peliculas secas y el angulo de contacto fue medido un
minuto después. La temperatura del agua que circula y de la atmosfera en
la cAmara de mediciéon se controlé en el rango de 26 a 50 °C. La LCST
se estim6 como el valor de temperatura en que se observa un punto de
inflexion en una grafica de dngulo de contacto vs. temperatura. Las medidas
del analisis termogravimétrico (TGA) fueron obtenidas usando un TGA Q50
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(TA Instruments, New Castle, DE), con una rampa de calentamiento de 10
°C min~! bajo una atmosfera de nitrogeno (60 mL min~!). La calorimetria
diferencial de barrido (DSC) fue realizada en un calorimetro DSC2010 (TA
Instruments, New Castle, DE), con una rampa de calentamiento de 10 °C
min~! de 30 a 250 °C para obtener la T, y T,,. Para obtener la LCST por
DSC se utilizé6 una rampa de calentamiento de 1 °C min~! de 0 a 50 °C,
todos los termogramas se obtuvieron en atmosfera de nitrogeno (flujo=60
mL min~!) calibrado con indio.

4.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las peliculas se hincharon en agua y se liofilizaron en un equipo Cryodos-
80 (Telstar, Barcelona, Espania), después se recubrieron con oro y se observa-
ron en un microscopio electronico de barrido LEO435VP (Leica, Cambridge,
UK). Los aumentos para las vistas superficiales y transversales fueron 1000x
y 900x, respectivamente.

4.6. Coeficiente de friccion

El coeficiente de friccion de las peliculas hinchadas con solucién tampoéon
de fosfatos pH 7.4, se midi6 por duplicado a 37 °C utilizando un redémetro
Rheolyst AR1000N (TA Instruments, Crawley, RU), equipado con un ana-
lizador de datos AR2500 y una placa Peltier. Las peliculas se cortaron en
piezas cuadradas con una longitud de 10 mm de cada lado. La superficie de
las peliculas fue limpiada e inmediatamente pegada (Loctite® Super Glue-3,
Henkel, Barcelona, Espafia) a una placa de de acero de 4 cm del reémetro. 1
mL de solucién tampon pH 7.4 se colocod sobre la superficie de la placa Peltier
y la geometria se desplaz6 hacia la placa de acero con un espacio inicial entre
1.7 y 2.8 mm dependiendo del espesor de la pelicula. El experimento consistio
de un paso de acondicionamiento, aplicando 5 £+ 0.01 N de fuerza normal
(W) por 15 minutos y un paso con una velocidad angular de 0.05 rad/s por
otros 15 minutos.?2l. Dado que la velocidad cambia con la distancia desde
el centro del eje, el torque obtenido (T), es el valor total a lo largo de rango
de velocidad de 0 a wR, donde R es el radio de la pelicula (debido a la
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dificultad para cortar las peliculas en forma de circulo, 1/4/2 de la longitud
de un lado del cuadrado se us6 como R).93! Entonces, la friccion total (F)
y el coeficiente de friccion (i) se determinaron a partir de la ecuaciones 4 y 5:

(Ecuacion 4)

(Ecuacion 5)

4.7. Citocompatiblidad

Células RAW 264.7, una linea celular de macrofagos de raton (ATCC,
Manassas, VA), se mantuvieron en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM-F12 HAM; Biochrom AG, Alemania), complementado con 10 % v /v
de suero bovino fetal inactivado por calor (Life Technologies, Rockville, MD)
y gentamicina (130 mL/100 mL) y mantenido en una incubadora humidi-
ficada a 5% CO2:95% aire y 37 °C. Las células RAW 264.7 se sembraron
(1x105 mL) en una placa para cultivo celular de poliestireno con 24 pocillos,
a los cuales se les colocod una pieza de 1x1 cm de las peliculas de copolimero
esterilizadas. Previamente, las peliculas se hincharon en una soluciéon tampén
de fosfatos a pH=7.4 por 4 horas y después se autoclavaron (121 °C, 20 min).
Alicuotas (1mL) del medio de cultivo se colectaron después de 5 hy 1, 3, 6
y 8 dias e inmediatamente se congelaron a -20 °C; el volumen de la alicuota
extraido se sustituyd con 1 mL de medio fresco. Los experimentos se llevaron
a cabo por duplicado para cada pelicula.

Las concentraciones de citoquinas (IL-1cr, TNF-a/) en los sobrenadantes
de los cultivos celulares se cuantificaron por medio de un ensayo especifico
inmunoenzimatico (ELISA por sus siglas en inglés) (Bender MedSystems
GmbH, Austria), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. La absor-
bancia de las soluciones de la placa donde se llevo a cabo el ensayo se
adquirieron en un espectrofotometro lector de placas (Bio-Rad 680 Microplate
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Reader, USA) a 450 nm. Los limites de deteccion de las citoquinas IL-1a y
TNF-« fueron 7.8 pg/mL y 31.8 pg/mL, respectivamente. Las células cultiva-
das en presencia de lipopolisacarido LPS (10 ng/mL) y células cultivadas en
un medio sin la presencia de la pelicula se utilizaron como controles positivo
y negativo, respectivamente.

La supervivencia de la células en presencia de las peliculas de copolimero
se evalu6 a las 5 h, 1, 3 y 6 dias por medio el kit Citotoxicity Detection
kitPLUS (LDH) (Roche, Espana). A 100 uL de los sobrenadantes se les
realiz6 el ensayo siguiendo las instrucciones del fabricante. La absorbancia
de las muestras a 490 nm se midié usando un lector de placas (Bio-Rad 680
Microplate Reader, USA). La viabilidad celular se analiz6 cualitativamente
usando microscopia de fluorescencia confocal laser (LCS, Leica Microsystems,
Alemania). Las peliculas fueron cuidadosamente retiradas de las placas de
cultivo después de 24 horas. Las células adheridas fueron tenidas con 1
mg/mL de calceina Calcein-AM (Sigma-Aldrich, Espana) y 1 mg/mL de
yoduro de propidio (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA). Las células
tenidas se observaron por microscopia de fluorescencia confocal laser con un
aumento de 60x y las imagenes se procesaron con el software Leica LCS.

4.8. Prueba de hemolisis

Sangre de ratas Sprague Dawley y de humanos voluntarios se recolecté en
tubos conteniendo citrato de sodio como anticoagulante y se usaron dentro de
las primeras 24 horas. Las peliculas de PP, PP-g-NIPAAm, PP-g-(1NTPA Am-
r-0.5APMA), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) recubiertas de CM-dextrano y
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) se sumergieron en 5 mL de soluciéon tampon
de fosfatos (pH=7.4), se les adicionaron 0.25 mL de sangre y se incubaron
a 37 °C por 60 minutos. La solucién que contiene la sangre se centrifugd
(7009 por 10 min.), y se determin6 la hemoglobina liberada por analisis
fotométrico del sobrenadante a 542 nm en un espectrofotémetro UV-VIS
(Agilent 8453, Alemania). La hemolisis total se logro usando agua pura como
control positivo con valor de 100 %, mientras que sangre disuelta en tampén
de fosfatos pH 7.4 se us6 como control negativo. Hemolisis menores a 5 % son
consideradas como un nivel no toxico. Los experimentos fueron realizados en
duplicado.
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4.9. Prueba de trombogenicidad

Los estudios de formacion de trombos se realizaron mediante el “método
cinético” in witro reportado por Imai y Nose.?¥ Sangre colectada de rata
Sprague Dawley se mezcldé inmediatamente con una soluciéon de citrato de
sodio 3.8 % w/w en una relacion 9:1. Antes de la prueba de trombogenicidad,
las peliculas de PP, PP-g-NIPAAm y diferentes porcentajes de injerto de PP-
g-(NIPAAm-r-APMA) sin carga y cargadas de diclofenaco se hidrataron al
equilibrio en solucién tampén pH 7.4 (5 mL) y mantenidas a 37 °C. Después
de una hora de incubacion, la soluciéon tampoén se retiré y las peliculas se
colocaron en cajas Petri. 0.2 mL de sangre se coloco sobre cada pelicula (1x1
cm) y también sobre la superficie una caja Petri vacia, que funcioné como
control positivo. El proceso de coagulacion de la sangre se inici6é adicionando
0.02 mL de una solucién de CaCl, 0.1 M. Después de 30 minutos, se agregaron
5 mL de agua Milli-Q para detener la reacciéon. Los trombos formados fueron
extraidos con una espatula y colocados en 5 mL de soluciéon acuosa de
formaldehido (37 %) para fijarlos, se secaron al vacio y finalmente se pesaron.
Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

4.10. Adsorcién de seroalbiimina bovina (BSA)

Peliculas (1 x 0.5 cm) de PP, PP-g-NIPAAm y PP-g-(NIPAAm-r-APMA)
con diferentes porcentajes de injerto se sumergieron en 1.8 mLL de una soluciéon
acuosa de BSA (25 mg/mL) en tubos Eppendorf Protein LoBin a 37 °C,
protegidos de la luz. A ciertos intervalos de tiempo la absorbancia del medio
se registro espectrofotométricamente a 279 nm (Agilent 8453, Alemania).

4.11. Carga de diclofenaco e ibuprofeno

Peliculas de PP sin modificar e injertadas con NIPAAm y APMA con
diferentes porcentajes de injerto se sumergieron en 5 mL de una soluciéon
acuosa de diclofenaco sodico (0.04 mg/mL) o ibuprofeno sédico (0.4 mg/mL)
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y se mantuvieron a 4 °C en ausencia de luz. La concentracion de diclofenaco e
ibuprofeno se monitore6 espectrofotométricamente (Agilent 8453, Alemania)
a 276 y 223 nm, respectivamente, por 30 horas. La cantidad total de farmaco
cargado, se calcul6 como la diferencia entre las cantidades iniciales y finales
en la soluciéon. Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado cargando
las mismas peliculas tres veces para obtener datos estadisticos.

4.12. Liberacién de diclofenaco e ibuprofeno

Las peliculas cargadas con farmaco se secaron al vacio y después se
sumergieron en 5 mL de solucién tampoén de fosfatos, pH 7.4 a 37 °C. 3 mL de
solucion se retiraron a intervalos especificos de tiempo, la cantidad de farmaco
fue determinada por espectrofotometria UV a 276 y 223 nm para diclofenaco
e ibuprofeno, respectivamente, y después la soluciéon fue inmediatamente
regresada al vial correspondiente. Los experimentos se realizaron por tri-
plicado y se llevo a cabo tres veces el perfil de liberacion para cada pelicula.

4.13. CM-dextrano sobre peliculas cargadas con
diclofenaco

Peliculas de PP injertado con NIPAAm y APMA (1x1 cm) se lavaron
extensivamente con agua, se cargaron con diclofenaco como se describi6 pre-
viamente y después se sumergieron en una soluciéon acuosa de CM-dextrano
(2 mg/mL) por 1 hora, después las peliculas se retiraron de la solucion de
CM-dextrano, se enjuagaron con agua y se secaron al vacio. Durante la
deposicion del CM-dextrano, parte del diclofenaco previamente cargado se
liber6 al medio, el cual se determiné espectrofotométricamente a 276 nm.
La cantidad de CM-dextran depositado se cuantificoé con el cambio en la
concentracion del medio utilizando un método colorimétrico.l99) Brevemente,
1 mL de fenol al 5% (w/v) y 5 mL de acido sulfirico concentrado se agregaron
a 1 mL de solucion de CM-dextrano (convenientemente diluido con agua) y
se agito vigorosamente. La mezcla fue incubada a 37 °C por 30 minutos y la
absorbancia se registré a 489 nm usando un espectrofotometro Agilent 8453
(Alemania). El intervalo de cuantificacion lineal fue de 14 a 140 mg/mL. La
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cantidad de CM-dextrano depositado sobre las peliculas se determind como
la diferencia de las cantidades iniciales y finales en la solucion.

4.14. Carga de Acido nalidixico

Peliculas de PP sin modificar e injertadas con NIPAAm y APMA, se
sumergieron en 5 mL de solucién acuosa de la sal sodica del 4cido nalidixico
(0.03 mg/mL) a4 °Cy en ausencia de luz. La concentracion de 4cido nalidixico
en el medio, se monitoreo espectrofotométricamente a 328 nm (Agilent 8453,
Alemania) por 48 horas. Después las peliculas se secaron al vacio para poste-
riores estudios. La cantidad total de dcido nalidixico cargado por las peliculas
se calculd a partir de la diferencia entre las cantidades inicial y final de las
soluciones. Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

4.15. CM-dextrano sobre peliculas cargadas con
acido nalidixico

La peliculas injertadas con NIPAAm y APMA (1x1 c¢m) se cargaron con
acido nalidixico como se describe arriba. Después se sumergieron en una
solucion acuosa de CM-dextrano (2 mg/mL) por 10 minutos. Finalmente, las
peliculas se enjuagaron con agua y se secaron al vacio. Durante la deposicion
del CM-dextrano, parte del farmaco previamente cargado se liberé al medio,
el cual fue determinado espectrofotométricamente a 328 nm. La cantidad
de CM-dextran adsorbido en las peliculas se cuantific6 con el cambio en la
concentracion del medio, utilizando un método colorimétrico.©?1,

4.16. Liberacion de acido nalidixico

Las peliculas cargadas con acido nalidixico y secadas al vacio se sumer-
gieron en 5 mL de solucion buffer de fosfato (pH=7.4) a 37 °C. 3 mL de
solucioén se retird del medio a intervalos especificos de tiempo, la cantidad de
acido nalidixico se determin6 por espectrofotometria UV a 328 nm (Agilent
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8453, Alemania), la muestra de solucion se regres6 inmediatamente a su vial
correspondiente. Los experimentos se realizaron por duplicado.

4.17. Ensayo microbiol6gico

Las pruebas microbiolégicas se llevaron a cabo con el método estandari-
zado de difusion de discos de Kirby-Bauer.90 Escherichia coli FV9180 fue
inoculada en una placa de agar Miiller-Hinton (MH agar, Sanofi Diagnostics
Pasteur, Marnesla-Coquette, France), después de 24 horas de cultivo en so-
lucién (3.2 x 10° CFU/mL). Las peliculas de PP-g-(NIPAAm-r-APMA) (1x1
cm) cargadas previamente con dcido nalidixico se colocaron en contacto con
la placa MH agar que contiene la bacteria inoculada. Después de 24 horas
de incubacion a 37 °C, la zona circular libre de bacterias (zona de inhibicion)
se midi6. La evolucion de la zona de inhibicién se monitore6 5 durante dias.
Una peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 27 % de injerto sin acido
nalidixico se utiliz6 como control positivo. Las pruebas se realizaron por
duplicado.



Analisis de resultados

5.1. Injerto de NIPAAm y APMA sobre PP

El injerto de NIPAAm y APMA sobre peliculas de PP se llevo a cabo
mediante el método de preirradiacion oxidativa, seguido de puesta en contacto
de manera simultdnea con ambos mondémeros, resultando en una superficie
doblemente funcionalizada usando radiacién gamma con la menor dosis posi-
ble (Fig. 5.1). El injerto de manera simultanea reduce el riesgo de degradacion
de la matriz polimérica comparada con una sintesis secuencial, la que involu-
cra el injerto de un monoémero, seguido de la exposicion de la matriz injertada
inicialmente a otra dosis de radiacion para injertar el otro monémero.®7 Este
procedimiento puede causar degradacion principalmente en el primer injerto,
que al ser irradiado, puede sufrir la ruptura de las cadenas poliméricas. Las
acrilamidas son particularmente sensibles a la radiaciéon ya que contienen
grupos funcionales labiles a la radiaciéon gamma. Por lo tanto, el injerto
simultaneo de ambos monémeros en una sola etapa de sintesis es més a-
decuada para obtener injertos sin danos causados por la interaccion de la
radiacion con las cadenas poliméricas.

Diferentes porcentajes de injerto sobre la superficie de peliculas de PP
fueron obtenidos variando la dosis de irradiacion, tiempo de reaccién, tem-
peratura y proporcién de la concentracion de mondémeros. Los polimeros
injertados, PP-g-(NIPAAm-r-APMA), se designaron por las concentraciones
molares de NIPAAm y APMA que se adicionaron a la mezcla de reaccion.
Por ejemplo, PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) se refiere a un copolimero de
injerto preparado con una solucion 1M de NIPAAm y 0.5M de APMA. Los
injertos llevados a cabo en una soluciéon acuosa 1M de NaNOj3 se nombraron
PP-g-(INIPAAm-1r-0.5APMA) yono,- A diferencia del NIPAAm, que puede

o4
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Figura 5.1: Esquema de la reaccion para injertar NIPAAm y APMA de manera
simultanea mediante preirradiaciéon oxidativa.

ser injertado en matrices poliméricas, el APMA solo no se injerta sobre la
pelicula de PP debido a la repulsion electrostatica inducida por el nitrégeno
cuaternario que presenta carga positiva, inhibiendo el proceso de polimeri-
zacion. Por el contrario, cuando el proceso se llevd a cabo en una solucion
de NIPAAm y APMA, las cadenas fueron injertadas con una distribucion de
monoémeros aleatoria. La formacion de éste tipo de cadenas se justifica por la
relacion de los valores de reactividad entre ambos monémeros (7 n7paam=0.7
v 7apamra—0.7-1.2), que tienen una relacién cercana a 198] y al espacio entre
unidades de APMA a lo largo de la cadena debido a la intercalacion de
unidades de NIPAAm. Algunos investigadores han sintetizado polielectrolitos
a partir de soluciones de monoémeros cargados reduciendo las repulsiones
electrostéticas con iones de sales.[99; 100, 101,102 poy 1o tanto, se compararon
los rendimientos de injerto en agua pura y en solucién acuosa de NaNO3 1M.
En las siguientes secciones se discutird el comportamiento del rendimiento
de injerto con respecto a todas las variables anteriormente mencionadas.
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5.1.1. Mecanismo de injerto de NIPAAm y APMA sobre
PP

Figura 5.2: Mecanismo de formaciéon de perdxidos sobre PP.

En la primera etapa del mecanismo (Fig. 5.2) el PP (1) se somete a
radiaciéon 7 en presencia de oxigeno formando un radical estabilizado en el
carbono terciario del PP (2). La formaciéon de un radical secundario podria
llevarse a cabo por la eliminaciéon de un radical hidrégeno del carbono sec-
undario, con un subsecuente rearreglo, migrando un hidrégeno del carbono
terciario, finalizando en un radical terciario mas estable. También es posible la
eliminacién de un radical metilo para formar un radical terciario, este proceso
es mas inestable debido a que el rendimiento radioquimico del CHy es de 0.07
moléculas/100 eV, mientras que la formacion de hidrogeno radical, que libera
H, tiene un rendimiento radioquimico de 2.78 moléculas/100 eV. Otra razon
es que el Hy puede difundir méas rapido que el CH4 por lo tanto el radical -CHy
se puede recombinar. Una vez obtenido el radical libre (2) se recombina con
el radical formado de la molécula de Oy creando un enlace carbono-oxigeno,
y produciendo el macroradical peroxi (3). Este macroradical tipo peroxi se
puede asociar de dos formas diferentes, (i) dos macroradicales se recombinan
para formar un dialquilperoxi (5) y (ii) la unién entre un macroradical peroxi
y un radical hidrogeno para obtener un hidroperdxido (4).
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Figura 5.3: Mecanismo de iniciaciéon de la polimerizacion de NIPAAm y APMA
sobre PP.

La siguiente etapa del mecanismo de reaccién es el paso de iniciacion.
(Fig. 5.3) Una vez formados el hidroperoxido (4) y el alquilperoxido (5), se
disocian térmicamente para formar radicales alcoxi (6). Los radicales alcoxi
(6) se recombinan con un carbono primario del doble en enlace del monémero
(7) (NIPAAm o APMA), para formar un enlace oxigeno-carbono tipo éter.
El electron que queda desapareado se localiza en el carbéon secundario del
monomero (8). Al ser un proceso de injerto simultédneo, cualquiera de los
monoémeros puede iniciar la polimerizacion debido a ambos son de tipo vinilico.

Figura 5.4: Mecanismo de propagacion de la polimerizacion de NIPAAm y APMA
sobre PP.
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En el paso de propagacion (Fig. 5.4), el radical desapareado secundario
(8) se enlaza con otra molécula de monomero (7) para formar otro radical
secundario (9). Este paso se repite sucesivamente (10) hasta que se produzca
una terminacion. Este es el paso en que la cadena polimérica crece.

Figura 5.5: Mecanismos de terminacion de la polimerizaciéon de NIPAAm y
APMA sobre PP.

La etapa de terminacion (Fig. 5.5) se lleva a cabo por dos vias principal-
mente. (i) Por combinacion, en la que los macroradicales (10) de dos cadenas
poliméricas diferentes se enlazan a través de un enlace carbono-carbono
(11) que incrementa el peso molecular y produce reticulaciones. (ii) Por
desproporcion, un macroradical (10a) se recombina intramolecularmente para
formar un doble enlace (12), liberando un radical hidrégeno e impidiendo el
crecimiento de la cadena polimérica. El radical hidrégeno liberado va a unirse
con otro macroradical (10b) para formar un sistema totalmente saturado.
Otra via de terminacion es por la asociaciéon de un macroradical y un radical
hidroxilo inicialmente formado en la descomposicion del hidroperoxido.
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5.1.2. Efecto de la dosis de irradiacion

Figura 5.6: Injerto de NIPAAm y APMA sobre peliculas de PP pre-irradiadas a
diferentes dosis y sumergidas en soluciones acuosas 1 M NIPAAm:0.5 M APMA
(A) 01 M NIPAAm:1 M APMA (m) 80 °C por 20 h.

El porcentaje de injerto de NIPAAm y APMA depende de la dosis de
preirradiacion a la cual se somete la pelicula de polipropileno, a mayores
dosis se formara una mayor cantidad de grupos peroxi que funcionan como
iniciadores del proceso de polimerizacion. Sin embargo, el anélisis muestra
que una meseta se alcanza a 80 kGy y que, por encima de esta dosis el
porcentaje de injerto no se incrementa (Fig. 5.6). En la Fig. 5.6 se muestran
dos curvas obtenidas con diferentes concentraciones de monémeros, con ambas
concentraciones se observan patrones similares alcanzando un porcentaje de
injerto maximo a 80 kGy. Para PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) los porcentajes
de injerto son mayores que para PP-g-(INIPAAm-r-1APMA). Este hecho se
puede explicar por la repulsion entre los grupos catiénicos de APMA, por
lo cual a mayores concentraciones de APMA la reaccién de propagacion es
inhibida. La dosis utilizada en los experimentos siguientes sera de 80 kGy, ya
que la pendiente en el grafico es minima, disminuyendo el error.
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5.1.3. Efecto de la concentracion de monoémeros

Figura 5.7: Injerto de NIPAAm y APMA sobre peliculas de PP con dife-
rentes concentraciones de monoémeros, la concentraciéon total es 1M de ambos
monomeros. Las dosis de preirradiacion fueron 80 kGy (A) y 50 kGy (#) a 80 °C
por 20 h.

La Fig. 5.7 muestra la dependencia del porcentaje de injerto con respecto
a la relacion de las concentraciones de NIPAAm y APMA; la concentracion
total de monomeros se mantuvo en un valor constante (1M). Al aumentar la
proporcion de APMA, el porcentaje de injerto disminuyd, el efecto contrario
se observd para NIPAAm. El estudio se realizo6 con dos dosis diferentes,
obteniendo mayores porcentajes de injerto con 80 kGy de irradiacion. Con
concentraciones altas de APMA y bajas de NIPAAm, la relevancia de la dosis
es menor, porque los injertos son muy bajos, sin embargo, a medida que la
concentracion de NIPAAm aumenta, la dosis de preirradiacion tiene mayor
influencia en el rendimiento de injerto. Dando lugar a curvas con diferentes
pendientes dependiendo de la dosis. Cuando la relaciéon de monémeros NIPA-
Am:APMA es de 50:50, el porcentaje de injerto fue de 10 y 20 %, dependiendo
de la dosis. Con una relacion 80:20, los porcentajes de injerto se incrementan
considerablemente hasta 35 y 60 % para dosis de 50 y 80 kGy, respectivamente.
Este comportamiento se relaciona con el efecto Trommsdorff, que al aumentar
la capacidad de polimerizacion de los monoémeros, la viscosidad en el medio
aumenta debido a la formacion de homopolimero, reduciendo la movilidad del
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monoémero en solucion y disminuyendo la terminaciéon por combinacion de dos
macroradicales, permitiendo que el tamano de las cadenas aumente. La poli-
merizacion se inhibe a medida que aumenta la cantidad relativa de APMA en
la solucion. Este efecto se debe a la repulsion intermolecular entre moléculas
de APMA, inducida por la presencia de grupos amino con carga positiva.
Para mejorar la polimerizaciéon de mondémeros idénicos, se aumenta la concen-
tracion de los mondmeros para favorecer la interacciéon entre monémeros o se
realiza la polimerizaciéon en una solucién idnica.

Figura 5.8: Porcentajes de injerto en funcién de la relacién entre concentraciones
de monomeros NIPAAm:APMA a 60 °C en agua (lineas inclinadas) y en NaNOs
1M (negro) y a 80 °C en agua (puntos) y en NaNO3 1M (blanco).

En la Fig. 5.8 se muestran los porcentajes de injerto para diferentes
concentraciones de monoémero, en agua destilada y en solucién 1M de NaNOs.
Los porcentajes de injerto son similares en ambas soluciones, siendo levemente
mayores para las polimerizaciones llevadas a cabo en la solucion 1M de
NaNQOg, pero los porcentajes de injerto varian en funcion de la relacion de
monoémeros. Cuando se tienen concentraciones iguales de NIPAAm y APMA
(IM:1M o 0.5M:0.5M) los porcentajes de injerto fueron bajos. Con una
concentracion de mondémeros NIPAAm:APMA (1M:0.5M) los porcentajes de
injerto son mayores por que el NIPAAm, al estar en mayor proporcion, tiene
la capacidad de polimerizar mas facilmente sin el impedimento del APMA.
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5.1.4. Efecto de la temperatura de reaccién

En el efecto que produce la temperatura de reaccion sobre el porcentaje de
injerto, se observa que a 80 °C se obtienen mayores porcentajes de injerto que
a 60 °C (Fig. 5.8), a concentraciones 1M:1M y 0.5M:0.5M de NIPAAm:APMA.
Ademaés, con concentraciones de 1M:0.5M NIPAAm:APMA en una solucién
1M de NaNOQs, se obtienen porcentajes de injerto similares a ambas tempera-
turas. Este efecto de la temperatura esté relacionado con la descomposicion
de los alquilperdxidos y los hidroperoxidos formados en la matriz polimérica.
Los alquilperoxidos requieren una mayor temperatura (~80 °C) que los hidro-
peroxidos para disociarse y formar los macroradicales que inician el proceso
de injerto.®7 A su vez, la disponibilidad de los monémeros en los sitios de
injerto aumenta en funciéon del incremento de la temperatura, llevando a altas
velocidades de propagacion.

5.1.5. Efecto del tiempo de reacciéon

Los porcentajes de injerto en funciéon del tiempo de reacciéon a diferentes
concentraciones de monémeros iniciales se muestra en la Fig. 5.9. El maximo
porcentaje de injerto para PP-g-(INIPAAm-1-1APMA) y.nvo, se alcanzo en
20 horas aproximadamente, mientras los procesos de injerto llevados a cabo
en agua destilada fueron maés eficientes, incrementando los valores de porcen-
taje de injerto durante todo el ensayo (>30 h). En la solucion 1M de NaNOg,
la polimerizacion es favorable, incrementando la viscosidad de la solucion
debido a la formaciéon de una alta cantidad homopolimeros, dificultando el
acceso de los monoémeros a los macroradicales que se propagan sobre el PP.
También la adiciéon de unidades de APMA se ve favorecida en presencia
de NaNQs, pero el efecto de repulsion de los grupos amino cuaternizados
del APMA disminuye la capacidad de ambos mondémeros para aumentar
el tamano de las cadenas. En las polimerizaciones llevadas a cabo en agua
destilada se obtuvieron mayores porcentajes de injerto, alcanzando valores de
25y 50 % de injerto para PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) y PP-g-(1NIPA Am-r-
0.5APMA), respectivamente. La Fig. 5.10 ejemplifica los injertos obtenidos a
diferentes concentraciones, en agua destilada y en solucion 1M de NaNOj3. Al
incrementar la concentracion de APMA, disminuye el porcentaje de injerto.
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Figura 5.9: Injerto de NIPAAm y APMA sobre peliculas de PP a diferentes
tiempos de reaccion, preirradiadas con dosis de 80 kGy y sumergidas en soluciones
1M NIPAAm:0.5 M APMA (¢) y IM NIPAAm:1M APMA en agua (M) y 1M
NIPAAm:1M APMA en una solucion 1M de NaNOgs (A).

En la solucion 1M de NaNOj la cantidad de unidades de APMA se incrementa
aun més, por lo que los porcentajes en peso de injerto son significativamente
menores. El perfil de la curva de porcentaje de injerto en funcién del tiempo
de reaccion llevado a cabo en la solucion de NaNOg, alcanza una meseta en
15 horas (Fig. 5.9).
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Figura 5.10: Esquema de las cadenas injertadas del copolimero de NIPAAm(e)-
APMA(o) en PP en soluciones iniciales de: (a) 1M NIPAAm:0.5M APMA, (b)
IM NIPAAm:1IM APMA y (¢) IM NIPAAm:1M APMA en solucion 1M de

NaNQ;.[103]

64
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5.2. Caracterizacion

Los copolimeros de injerto obtenidos con diferentes concentraciones de
monoémeros, PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA), PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) y
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) yanos4, asi como peliculas de PP inicial, PP-g-
NIPAAm y NIPAAm-c-APMA};4r00e1 que se usaron como referencias fueron
caracterizados por espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
equipado con un dispositivo de reflexion total atenuada (FTIR-ATR) y se
realizo el analisis de la superficie, por espectroscopia fotoelectronica de rayos
X (XPS). Se caracterizaron las transiciones térmicas por calorimetria dife-
rencial de barrido (DSC) y se determiné la estabilidad térmica por analisis
termogravimétrico (TGA). Se estudié el comportamiento de hinchamiento en
agua de los diferentes copolimeros gravimétricamente para obtener el valor de
transicion de fase en la solubilidad (LCST). Esta tdltima propiedad también
se encontr6 a través de dngulo de contacto y DSC.

5.2.1. Espectroscopia de infrarrojo

El anélisis de los espectros FTIR-ATR de las peliculas de PP iniciales y las
modificadas muestra las bandas de absorcion caracteristicas de PP a 1920 y
1463 cm™! (Fig. 5.11a). El espectro de la pelicula de PP injertada tiinicamente
con NIPAAm (PP-g-NIPAAm) se analizo con el fin de diferenciar las bandas
caracteristicas de NIPAAm (Fig. 5.11b)(-C=0 a 1643 cm~!, (CH;3),CH- a
1170 em™!, y -NH- a 3311, 3099 y 1543 cm™!) de las bandas que pertenecen
a las unidades de APMA. En el espectro de PP-g-(NIPAAm-r-APMA) (Fig.
5.11c) se observa la aparicién de sobretonos debido al grupo -NHZ (2858-2610
cm ™), asi como los picos de las bandas asociados a los enlaces -C-NH- (1043
y 1315 em™") confirmando la presencia de ambos monémeros.

La Tabla 5.1 muestra las bandas mas representativas en los espectros
obtenidos. Se pueden observar las dos bandas que se utilizaron para obtener
los valores de absorbancia relativos, la banda a 1170 cm™! que pertenece al
grupo isopropilo del NIPAAm, mientras que la senial a 1315 cm ™! pertenece al
enlace -C-NHJ del APMA. Estos resultados se relacionan con los obtenidos en
los graficos de porcentaje de injerto vs. concentracion de mondémeros, donde
a mayor concentracion de APMA en relacion a la concentracion de NIPAAm
se obtienen porcentajes de injerto menores. Los espectros de FTIR confirman
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Figura 5.11: Espectros FTIR-ATR de (a)PP, (b)PP-g-NIPAAm, (c)PP-g-
(INIPAAm-r-1APMA).

que se obtiene un injerto con mayor cantidad relativa de APMA en las
polimerizaciones llevadas a cabo con soluciones 1M de APMA, dificultando el
proceso de crecimiento de las cadenas poliméricas por repulsion electrostética.
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Grupo funcional | No. de onda (cm™') | Vibracion asignada
Metilos y metilenos 2951 v,s -CHsz
2920 vs -CHj
2870 vs -CHs-
2839 vs -CHs-
1461 v, -CHj
1170 isopropil
Nitroégeno de amida 3311 v NH de NIPAAm
3099 v NH de NIPAAm
1543 v C-N
Carbonilo 1638 v C=0
Eter 1043 v,s C-O-C
Amina cuaternizada 2858-2610 sobretonos —NH;
1315 Vas -C-NHJ

Tabla 5.1: Asignaciéon de las bandas més representativas de infrarrojo para PP-
g-(NIPAAm-r-APMA).

Las areas de absorbancia total de PNIPAAm y PAPMA de los picos de
C=0 a 1636 and 1625 cm~! (Fig. 5.12b) son 64.7 y 64.2, respectivamente.
Los picos caracteristicos de los homopolimeros de PAPMA y PNIPAAm
se normalizaron con respecto al pico de carbonilo, dando como resultado
Absi315/Absiga5—=1.8 para PAPMA y Absi170/Absig36—0.48 para PNIPAAm.
La relacion molar APMA /NIPAAm en las peliculas injertadas fue estimada a
partir de la relacion de las absorbancias relativas de los picos caracteristicos
de APMA (1315 ecm™!) y NIPAAm (1170 cm™!) normalizados con respecto
al pico de carbonilo a 1336 cm™' en el espectro de FTIR (Fig. 5.12a).
Las relaciones APMA /NIPAAm resultantes fueron 0.21 y 0.81 para PP-
g-(INIPAAm-r-0.5APMA) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA), respectivamente.
Las relaciones molares NIPAAM:APMA encontradas fueron 83:17 y 55:45
para PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA), respec-
tivamente. Cabe mencionar que la relacion de monémeros no depende del
tiempo de polimerizacion ya que la relacion NIPAAm:APMA en el copolimero
de injerto fue siempre la misma independientemente del grado de injerto.
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Figura 5.12: Espectro de FTIR-ATR de (a) PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) (linea
negra) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) (linea gris) y (b) homopolimeros de
PNIPAAm (linea negra) y PAPMA (linea gris).

5.2.2. Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

La composicion superficial de las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA)
se analizo por XPS. La Fig. 5.13 muestra el espectro de barrido amplio de PP-
g-(INIPAAm-r-1APMA) con 16 y 26 % de injerto. Las dos peliculas muestran
cuatro picos caracteristicos primarios correspondientes a Cy,, O15, Ny y Cly,
a energias de enlace de 285, 536, 405 y 199 eV, respectivamente. En la Tabla
5.2 se presentan las concentraciones atomicas elementales determinadas. Las
concentraciones atoémicas elementales varian con el aumento en el porcentaje
de injerto. La cantidad de nitrégeno y cloro aumenté aumentar el porcentaje
de injerto, mientras que el oxigeno disminuy6. Las concentraciones atémicas
elementales indican que la relacion de unidades NIPAAm:APMA en los injer-
tos fueron de 69:31 y 58:42 para las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA)
injertadas con 16 y 26 %, respectivamente, lo que indica que la proporcion
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Figura 5.13: Espectro de XPS de peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con
diferentes porcentajes de injerto: (a)16 % y (b)26 %.

de unidades de NIPAAm es mucho mayor que de unidades de APMA. Cabe
mencionar que las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) también fueron
analizadas por XPS, pero no se detect6 el pico correspondiente a Cly, al tener
una menor cantidad de unidades de APMA. En comparacion de la pelicula
de PP sin modificar, las peliculas injertadas la cantidad relativa de carbono
disminuye, como consecuencia de la adicién de unidades monoméricas en la
superficie, teniendo 98.3, 77.4 y 74.5% de carbono para PP inicial, PP-g-
NIPAAm y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA), respectivamente.

Polimero Injerto | NIPAAm:APMA Relacién molar
(%) C 0 N Cl | NIPAAm/APMA
PP - 98.3 1.7 - -
PP-g-NIPAAm 18 771 132 9 -
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) 16 74.5 14 10.7 0.6 69:31
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) 26 745 128 121 0.8 58:42

Tabla 5.2: Contenido atéomico elemental de las peliculas de PP, PP-g-NIPAAm y
PP-g-(NIPAAm-r-APMA) calculadas por XPS.



CAPITULO 5. ANALISIS DE RESULTADOS 70

5.2.3. Hinchamiento limite

Figura 5.14: Hinchamientos a 25 °C en agua de: (¢)PP-g-(1INIPAAm-r-0.5APMA,
10%), (A)PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA, 25%), (M)PP-g-(INIPAAm-r-1APMA,
10%), (®)PP-g-(INIPAAm-1-1APMA, 25%) y (0)PP-g-NIPAAm, 25 %.

La cinética de hinchamiento en agua de varias peliculas injertadas de
PP-g-(NIPAAm-r-APMA) muestran una gran contribuciéon del monémero
APMA para absorber agua, debido a la alta hidrofilicidad del APMA en
comparacion con el NIPAAm (Fig. 5.14). Las peliculas de PP-g-(1INIPAAm-
r-0.5APMA) y las de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con porcentajes de injerto
de 10% y 25% muestran valores de hinchamiento altos, aumentando con
mayores porcentajes de injerto. El hinchamiento de PP-g-(1INIPAAm-r-1AP-
MA) comparado con PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con el mismo porcentaje
de injerto es mayor, confirmando la mayor cantidad de APMA contenida en
el injerto. El equilibrio del hinchamiento se alcanz6 en 20 minutos para todos
los polimeros estudiados. Los porcentajes de hinchamiento de los polimeros
injertados solamente con NIPAAm (PP-g-NIPAAm), fueron significativamen-
te menores que en las peliculas modificadas con ambos monémeros.
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Figura 5.15: Angulo de contacto de agua en funciéon de la temperatura para
copolimeros de PP-g-(1INIPAAm-r-0.5APMA) con diferentes porcentajes de
injerto: (A)10%, (M)16% vy (4)31 %.

5.2.4. Respuesta a la temperatura (LCST)

La respuesta a la temperatura de los copolimeros depende en gran medida
de la relacion NIPAAm:APMA utilizada en la mezcla de reaccion, ya que
modifica el contenido relativo de ambos monémeros en el injerto. El &ngulo de
contacto para las peliculas de PP fue de 108° y disminuy6 cuando las peliculas
se injertaron, cambiando la superficie altamente hidrofébica del PP a una mas
hidrofilica. Peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con injertos entre 10
y 31 % muestran un aumento en el angulo de contacto cuando la temperatura
aumenta (Fig. 5.15). El valor de LCST se encontro6 entre 34-36 °C, la cual es
cercana al valor de LCST que presenta el poli(NIPAAm). Esta caracteristica
distintiva de respuesta a la temperatura en las peliculas injertadas se atribuye
a un rapido cambio entre los estados hidrofilico e hidrofébico (hinchado y
colapsado) del NIPAAm. Ademas, la LCST desaparece en los copolimeros
injertados con una mayor cantidad de APMA, por ejemplo, PP-g-(1NTPAAm-
r-1APMA). Los estudios de hinchamiento muestran que una pelicula de
control injertada solamente con NIPAAm (PP-g-NIPAAm) experimenta un
colapso dréastico a 34 °C. Para peliculas de PP-g-(1INIPAAm-r-0.5APMA), se
observo un desplazamiento en la LCST hacia valores mas altos (36 °C) debido
a que el APMA, que es altamente hidrofilico dificulta las interacciones por
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puentes de hidrégeno entre las unidades de NIPAAm. Las peliculas de PP-
g-(INIPAAm-r-1APMA) no presentan cambios en su grado de hinchamiento
en el rango de temperaturas del ensayo, permaneciendo en su valor de hin-
chamiento maximo (Fig. 5.16).

Figura 5.16: Porcentaje de hinchamiento en funcién de la temperatura en
agua, analizado para: (¢)PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), (W)PP-g-(1INIPAAm-r-
1APMA) y (A) PP-g-NIPAAm.

En resumen, las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) poseen ca-
denas poliméricas con segmentos de poli(NIPAAm) suficientemente largos
para presentar su transicion de fase caracteristica (LCST).98. 104,105, 106]
(Fig. 5.10a). Por el contrario, un alto contenido de APMA en las cadenas
de copolimero injertadas en PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) evita que ocurra
una contraccion de las cadenas poliméricas (Fig. 5.10b y c¢); las fuertes
repulsiones electrostaticas entre los grupos amino cuaternizados y el efecto
estérico obstaculizan el colapso conformacional inducido por la temperatura.

Las aplicaciones de los materiales modificados en su superficie con poli-
meros termosensibles para la elaboracion de dispositivos médicos son amplias
y van a depender en gran medida de la hidrofilicidad de los recubrimientos.
El poli(NIPAAm) a temperaturas por debajo de su LCST, tiene la capacidad
de absorber agua, facilitando la carga de algin farmaco en su red, mientras
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que con temperaturas por encima de su LCST, con el incremento de la
hidrofobicidad se contra las cadenas de polimero y se regula la velocidad
de liberacion del farmaco. Por otro lado, las superficies modificadas con
hidrogeles disminuyen drasticamente la adhesion de microorganismos compa-
rado con superficies sin modificar.107 En los materiales con recubrimientos
a base de polimeros muy hidrofilicos no se adhieren microorganismos, ya que
tienen una baja capacidad de adsorciéon de ciertas proteinas, por ejemplo, la
fibronectina o el fibrinogeno, que promueven la adhesion bacterial.108] Por
otro lado la introducciéon de cargas en las superficies plasticas, por ejemplo,
grupos amino cuaternizados (cargas positivas) aumenta la adhesion pero
también inhibe el crecimiento microbiano.l109 Para lograr un material que
combine ambos mecanismos antimicrobianos (anti-adherentes e inhibitorios)
las peliculas de PP se recubrieron con NIPAAm y APMA, con el poli-
(NIPAAm) hidrofébico a la temperatura corporal (37 °C) y la capacidad
de inhibir el crecimiento microbiano por parte de las unidades de APMA
(contiene grupos amino cargados positivamente) en la red polimérica. Como
se discuti6 antes, las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) conservan
su respuesta a la temperatura, proporcionando hidrofobicidad al injerto,
mientras que el PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) pierde la sensibilidad a la tem-
peratura por el incremento de la hidrofilicidad.

Figura 5.17: DSC por analisis calorimétrico diferencial de barrido para peliculas
de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA): (a) 31% y (b) 16 % de injerto
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En los termogramas de DSC registrados entre 0 y 50 °C se observa un
pico endotérmico en 33.5 °C y 35 °C para los copolimeros de injerto de PP-
g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 31 y 16 % de injerto, el cual representa la
transicion hidrofilica-hidrofébica del NIPAAm, la temperatura asignada a
dicha transicion esta relacionada con el comienzo de la endoterma.

5.2.5. Analisis térmico

Polimero Pérdida de | Residuo Ty Tm
10 % en peso | a 600 °C C) C)
PP 445 1 - 161
poli(NIPAAmM) - - 115-158¢ | -
poli(APMA) 304 12 149° -
NIPAAm-c-APMA 302 33 120° -
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), 38 % 406 1 130 159
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), 50 % 399 1 134 160

Tabla 5.3: Propiedades térmicas de peliculas de PP, PNIPAAm y PAPMA,
homopolimeros y copolimeros, y PP injertado; ®[110], *[98]

Las propiedades térmicas de los copolimeros de PP-g-(NIPAAm-r-APMA)
y NIPAAm-c-APMA, asi como de los homopolimeros de poli(NIPAAm) y
poli(APMA) se evaluaron por calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
analisis termogravimétrico (TGA). La temperatura de fusion T,, del poli-
propileno (~160 °C) no se alter6 cuando se injertaron los dos monémeros.
PP-g-(NIPAAm-r-APMA) también presenta una transicién vitrea (T,) en
130 °C, cercana a la T, de poli(NIPAAm) y polil(APMA) 115-158 °C y
149 °C, respectivamente (Tabla 5.3). La transicion puede ser asignada a
la T, del poli(NIPAAm) ya que el contenido relativo de APMA es bajo,
como se indico en los resultados de infrarrojo y XPS. Ademas, la T, del
APMA puede quedar enmascarada por el amplio rango de temperatura en
la que ocurre la transicion vitrea del poli(NIPAAm). Ademas, las unidades
de APMA no forman cadenas de polimero, sino que estdn separadas por
fragmentos de cadenas de NIPAAm. Las peliculas de PP injertadas tiene una
alta estabilidad térmica, similar a la del PP sin modificar, la temperatura de
pérdida de 10 % del peso de las peliculas de PP-g-(1INIPAAm-r-0.5APMA)
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con 38% y 50% de injerto se registrd a 406 y 399 °C, respectivamente, en
atmosfera de nitrogeno. La cantidad de residuo a 600 °C fue de 1% para las
peliculas doblemente modificadas (Tabla 5.3).

Figura 5.18: Termogramas de DSC de: (a)PP, (b)NIPAAm-c-APMA (28 % graft),
(¢)PP-g-(INIPAAm-g-0.5APMA), 38% y (d)PP-g-(INIPAAm-g-0.5APMA),
50 %.

5.2.6. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las vistas superficiales y transversales de las micrografias de SEM de las
peliculas de PP, PP-g-NIPAAm y PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) se muestran
en la Fig. 5.19. El PP sin modificar tiene un superficie lisa, en la cual
no se observan discontinuidades. La peliculas de PP-g-NIPAAm (28 % de
injerto) muestra un superficie porosa y la vista transversal permite observar
la capa que cubre la pelicula de PP. Las micrografias de PP-g-(1INIPAAm-r-
0.5APMA) con 14 % de injerto muestra una capa injertada con un tamano
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de poro més grande que en la pelicula de PP-g-NIPAAm, y en la vista
transversal, se observa una capa densa de copolimero injertado. La superficie
de la pelicula de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 29 % de injerto muestra
muchas protuberancias y alta rugosidad. Finalmente, la pelicula de PP-g-
(INIPAAm-r-1APMA) con 13% de injerto tiene una capa injertada més
compacta aunque con bastantes poros. El espesor de las capas injertadas en
estado hinchado varian entre 0.17 y 0.45 mm. En las vistas transversales se
observa que la modificacion de la pelicula de polipropileno ocurre solamente
en la superficie.

Figura 5.19: Imagenes de SEM de PP (a), PP-g-NIPAAm, 28 % de injerto (b) y
PP-g-(INIPAAm-g-0.5APMA), 14% de injerto (c).
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(Continuacion Fig. 5.19). Imagenes de SEM de PP-g-(INIPAAm-g-0.5APMA),
29 % de injerto (d) y PP-g-(INIPAAm-g-1APMA), 13 % de injerto (e).

5.3. Coeficiente de friccidon

La facilidad de insercién y remocion sin causar dano a los tejidos se
correlaciona estrechamente con el coeficiente de friccion de los materiales
con los que se fabrican los dispositivos médicos. Los valores de coeficiente de
friccion, p, contra la placa Peltier (superficie de cobre cromado) del reémetro
oscilaron entre 0.19 y 0.27 para peliculas de PP-g-(NIPAAm-r-APMA). El
coeficiente de friccion de las peliculas de PP sin modificar y PP-g-NIPAAm
fueron 0.23 y 0.31, respectivamente (Tabla 5.4). Los valores de coeficientes
de friccidon obtenidos, estan dentro del rango de materiales confortables y
deslizables.111 A pesar del aumento de la rugosidad en la superficie del
injerto (Fig. 5.19), el coeficiente de friccion esta dentro de valores adecuados
debido principalmente al APMA, que aumenta la habilidad del hidrogel
injertado para absorber agua a 37 °C. Se ha reportado previamente que el
agua absorbida por el hidrogel es expulsada bajo la aplicaciéon de una carga
formando una delgada capa de agua, lo que contribuye a la lubricacién entre
las peliculas de copolimero y otra superficie.[112]
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Polimero Injerto | Coeficiente de friccion
(%) (1)

PP - 0.23(0.06)
PP-g-NIPAAm 26 0.31(0.02)
PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) 10 0.27(0.03)
PP-g-(1INIPAAm-1-0.5APMA) 14 0.19(0.01)
PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) 29 0.27(0.04)
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) 13 0.25(0.03)

Tabla 5.4: Valores de coeficientes de friccion de las peliculas injertadas.

5.4. Hemocompatibilidad y citocompatibilidad

5.4.1. Adsorcion de albumina

La adsorcion de seroalbuiimina bovina (BSA; por sus siglas en inglés)
se considera un indice de la biocompatiblidad de un material, dado que
la adsorcién de ésta proteina sobre la superficie de dispositivos biomédicos
previene la adhesion de plaquetas y microorganismos.[113: 1141 Después de
4 horas de inmersién en una solucién de albumina, la cantidad de BSA
depositada sobre las peliculas aumenté en funciéon del contenido de APMA
en el injerto (Tabla 5.5).

Injerto | Albtimina absorbida
Polimero (%) (mg/cm?)
30 min 4h

PP - 0.36(0.02) 0.36(0.02)
PP-g-NIPAAm 26 0.20(0.04) 0.23(0.05)
PP-g-(IN[PAAm-r-0.5APMA) 9 0.11(0.05) 0.61(0.06)
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) 13 0.12(0.01) 0.94(0.04)
PP-g-(INTPAAm-r-0.5APMA) 29 0.12(0.03) 1.02(0.01)
PP-g-(INIPAAm-1-1APMA) 13 0.08(0.02) 0.45(0.02)

Tabla 5.5: Albumina de suero bovino depositada sobre las peliculas injertadas.
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5.4.2. Hemolisis

El término biocompatibilidad comprende diferentes propiedades de un
material, pero principalmente se refiere a la compatibilidad sanguinea y a
la citotoxicidad.!1®) En el ensayo de hemolisis que se realizd6 con sangre
de humano y rata, los eritrocitos se incubaron en una solucién tampon de
pH 7.4 en presencia de PP, PP-g-NIPAAm y PP-g-(NIPAAM-r-APMA) con
diferentes porcentajes de injerto, asi como también las peliculas recubiertas
con CM-dextrano. Los copolimeros de injerto binario causaron menos de 4 %
de hemolisis (Fig. 5.20), indicando que no hay alteraciones significativas de
la membrana celular de las células sanguineas. PP-g-NIPAAm caus6 3.4 % y
5.5% de hemolisis, mientras que las peliculas de PP sin modificar mostraron
20% y 4.4% de hemolisis en sangre de rata y humano, respectivamente.
Las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) recubiertas de CM-dextrano
resultaron ser las menos hemoliticas (<1.7 %). La disminucion en la actividad
hemolitica observada para los copolimeros que contienen unidades catidnicas
de APMA esté relacionada con la habilidad de los grupos amino cuaternizados
para absorber heparinal16l y no colesterol de la membrana, que es una de las
principales causas de modificaciéon de la permeabilidad de la membrana.117]

Figura 5.20: Porcentaje de hemolisis causados por: pelicula de PP (A),
PP-g-NIPAAm, 27% (B), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), 10% (C), PP-g-
(INTPAAm-r-0.5APMA), 14% (D), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), 29% (E),
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), 29% recubierto de CM-dextrano (1.3 mg/cm?)
(F) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA), 13% (G). Los bloques blancos corresponden
a sangre de rata y los bloques negros corresponden a sangre humana.
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5.4.3. Trombogenicidad

La trombogenicidad de los copolimeros de injerto se midié en funcién del
peso del trombo generado en la superficie con sangre de rata Sprague Dawley.
Las peliculas de PP sin modificar fueron tan trombogénicas (peso del trombo
7.440.3 mg) como el vidrio de una caja Petri utilizada como control positivo
(peso del trombo 7.54+0.2 mg). El peso relativo de los trombos formados
sobre la superficie de las peliculas de PP injertadas con NIPAAm y APMA
se normalizaron con respecto a las peliculas de PP sin modificar (Fig. 5.21).
El peso del trombo en la pelicula de PP-g-NIPAAm se reduce solamente 10 %.
Por el contrario, las peliculas injertadas con ambos monémeros (NIPAAm y
APMA) resultaron por producir trombos mucho menores; PP-g-(1NTPA Am-
r-1APMA) mostro 80 % menos trombogenicidad. Las peliculas de PP-g-(1NI-
PAAm-1-0.5APMA) con 10, 14 y 29 % de injerto mostraron un pequeno au-
mento en la trombogenicidad en funcién del aumento en el porcentaje de
injerto. El efecto antitrombogénico del APMA puede estar relacionado con
la capacidad de los grupos amino de adsorber heparina y albtimina de la
sangre, inhibiendo el proceso de coagulacion.t18]

Figura 5.21: Trombo formado después de 30 min de incubacién sobre pelicula
de PP (A), PP-g-NIPAAm, 27% de injerto (B), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA),
10% de injerto (C), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), 14% de injerto (D), PP-
g-(INIPAAm-1-0.5APMA), 29% de injerto (E) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA),
13% de injerto (F). Los bloques blancos corresponden a los datos obtenidos con
peliculas descargadas y los bloques negros corresponden a peliculas cargadas de
diclofenaco.
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5.4.4. Viabilidad celular

Los estudios de citocompatibilidad fueron llevados a cabo con macroéfagos
de raton RAW 264.7 que presentan una alta sensibilidad a mondémeros acri-
licos, los cuales puede quedar como residuos del proceso de sintesis de los
copolimeros de injerto con NIPAAm y APMA.019 Las células RAW 264.7
se cultivaron directamente sobre las peliculas. Todas las peliculas mostraron
valores de viabilidad celular mayores al 75 % durante 3 dias. Después una
disminucién en la viabilidad fue observada a los 6 dias por algunas de las
peliculas injertadas (Fig. 5.22).

Figura 5.22: Viabilidad del los macrofagos RAW 264.7 a diferentes tiempos
cultivados sobre PP (A), PP-g-NIPAAm, 27% (B), PP-g-(INIPAAm-
1-0.5APMA), 10% (C), PP-g-(INIPAAm--0.5APMA), 14% (D), PP-g-
(INIPAAm-r-0.5APMA), 29% (E) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA), 13% (F).

El ensayo para observar células vivas y muertas con microscopia de fluor-
escencia confocal laser usando previamente una tincién con calceina y yoduro
de propidio (Fig. 5.23), muestra a las peliculas de PP-g-(NIPAAm-r-APMA)
cubiertas por células vivas (tincién verde), mientras un cantidad reducida
de células crecieron sobre las peliculas de PP sin modificar, que mostraron
una cantidad significativa de células daniadas o muertas (tinciéon roja). La
cantidad de células vivas en las peliculas de PP-g-(NIPAAm-r-APMA) es
notablemente mayor que la de células danadas o muertas.
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Figura 5.23: Ensayo de viabilidad de células RAW 264.7 cultivadas durante 24
horas sobre PP (A), PP-g-(1INIPAAm-r-0.5APMA), 10% (B), PP-g-(INIPAAm-
r-0.5APMA), 14% (C), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), 29% (D) y PP-g-
(INIPAAm-r-1APMA), 13% (E).

82



CAPITULO 5. ANALISIS DE RESULTADOS 83

5.4.5. Expresion de citoquinas pro-inflamatorias

Como referencia de posibles reacciones inflamatorias, se cuantifico la se-
crecion de citoquinas como la interleuquina-la (IL-1a) y factor de necrosis
tumoral-a (TNF-«) de las células RAW 264.7 cultivadas sobre los copolimeros
de injerto. Estas citoquinas primarias estimulan la liberacién de otras sus-
tancias y la consecuente cascada inflamatoria resulta en el reclutamiento de
otros tipos de células, con la formaciéon de un granuloma en el implante o
dispositivo médico.[120]

Interleuquina-1a (IL-1)

La expresion y liberacion de IL-1a de las células adheridas a las peliculas
de PP sin modificar fue menor que para las peliculas injertadas (Fig. 5.24),
lo cual puede ser debido a la minima proliferaciéon celular observada en la
superficie, dado que los niveles de citoquinas esta positivamente relacionadas
con la densidad celular!!2] (Fig. 5.23). Se sabe que los macréfagos se adhieren
preferentemente a superficies rugosas en comparacion con aquellas lisas (un
fenomeno llamado rugofilia) y que la liberacion de citoquinas aumenta cuando
los macrofagos se adhieren a superficies rugosas.[1221 No obstante, los valores
de expresion de IL-1a de las células cultivadas sobre las peliculas de PP-g-
NIPAAm y PP-g-(NIPAAm-r-APMA) estuvieron por debajo o cerca de los

niveles basales de IL-1a (control negativo) a lo largo de los 8 dias de ensayo.

Factor de necrosis tumoral-a (TNF-«)

Las peliculas de PP sin modificar, PP-g-NIPAAm y PP-g-(INIPAAm-r-
1APMA) no provocan la liberacion de TNF-«, mientras que los macrofagos
cultivados sobre las peliculas de PP-g-(1INIPAAm-1r-0.5APMA) con diferentes
porcentajes de injerto, secretaron la citoquina a niveles similares de los en-
contrados en el control negativo (< 80 pg/mL) (Fig. 5.25). El control positivo
(macrofagos tratados con lipopolisacarido, LPS) dio lugar a niveles de TNF-
« significativamente mayores. En resumen, el injerto no provoca la secrecién
de las citoquinas y potencialmente no provocaria una respuesta inflamatoria.
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Figura b5.24: IL-la liberada por macrofagos RAW 264.7 a diferentes
tiempos cultivados sobre PP (A), PP-g-NIPAAm, 27% (B), PP-g-(INIPAAm-
1-0.5APMA), 10% (C), PP-g-(INIPAAm--0.5APMA), 14% (D), PP-g-
(INIPAAm-1-0.5APMA), 29% (E) y PP-g-(INIPAAm-1-1APMA), 13% (F) y
control negativo (G).

Figura 5.25: TNF-a liberada por macrofagos RAW 264.7 a diferentes
tiempos cultivados sobre PP (A), PP-g-NIPAAm, 27% (B), PP-g-(INIPAAm-
1-0.5APMA), 10% (C), PP-g-(INIPAAmr-0.5APMA), 14% (D), PP-g-
(INIPAAm-r-0.5APMA), 29% (E) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA), 13% (F),
control negativo (G) y control positivo (células tratadas con LPS).

84
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5.5. Carga de farmacos antiinflamatorios y CM-
dextrano

Las peliculas de PP sin modificar y PP-g-NIPAAm no cargaron cantidades
significativas de los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (NSAIDs; por
sus siglas en inglés). Por otro lado, el injerto con APMA promovié nota-
blemente la carga de diclofenaco e ibuprofeno (Tabla 5.6). La cantidad de
diclofenaco cargado por unidad de area superficial es mayor, cuando aumenta
el porcentaje de injerto de las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA). Sin
embargo, la relacion en peso (mg de diclofenaco/ g de polimero injertado)
disminuye, cuando se incrementa el porcentaje de injerto. Este comporta-
miento indica que, aunque la cantidad total de farmaco cargado es alta,
menos unidades de APMA pueden interactuar con el farmaco, ya que la capa
injertada se vuelve més compacta. El impedimento estérico entre unidades
cercanas de APMA, dificulta la difusiéon y unién de las moléculas de farmaco.
La comparacion entre las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con
14 % y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con 13 % de injerto nos muestra que altas
cantidades de diclofenaco pueden ser cargadas (de 0.053 a 0.064 mg/cm?)
cuando el contenido relativo de APMA es mayor. Se observé una correlacion
lineal (r?=0.0992) entre las cantidades de diclofenaco cargado y la cantidad
total de unidades de APMA en el copolimero injertado (Fig. 5.26).

Figura 5.26: Cantidad de diclofenaco cargado en funcién de la cantidad de APMA.
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con porcentaje de injerto de 10% (¢), 14% (A),
29% (W) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con 14 % (®).
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Polimero Injerto Carga

(%) | (mg/em?®) (mg/e)

Diclofenaco
PP-g-NIPAAm 14 0.009(0.001)  0.36(0.01)
27 0.010(0.001) 0.47(0.06)
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) 10 0.051(0.001)  9.04(0.08)
10-dex | 0.047(0.001)  8.31(0.16)
14 0.053(0.001)  5.98(0.02)
ld-dex | 0.050(0.002)  5.66(0.17)
27 0.052(0.017)  3.17(0.01)
29 0.061(0.001)  3.68(0.01)
29-dex | 0.055(0.001)  3.17(0.04)
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) 13 0.064(0.001)  7.94(0.03)
13-dex | 0.061(0.001)  7.51(0.12)

Ibuprofeno
PP-g-NIPAAm 27 0.080(0.013) 1.21(0.12)
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) 27 0.356(0.016)  20.16(1.24)

Tabla 5.6: Carga de diclofenaco e ibuprofeno sobre peliculas con diferentes
porcentajes de injerto; los porcentajes de injerto con la leyenda -dex corresponden
a peliculas recubiertas con CM-dextran.

La cantidad de ibuprofeno cargada fue seis veces mayor que la cantidad
de diclofenaco cargado, debido a que se utiliz6 una solucién de ibuprofeno 10
veces mas concentrada durante el proceso de carga. La cantidad de ibuprofeno
cargado por la pelicula de PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) con 27 % de injerto
fue de 0.356 mg/cm?. Por lo tanto, cambiando la concentracion de farmaco
en el medio de carga es posible controlar la cantidad cargada. Las peliculas
injertadas pudieron ser recargadas varias veces después de la liberacion del
farmaco, manteniendo la capacidad inicial de carga, asi como reproduciendo
los perfiles de liberacion durante 3 ciclos (Fig. 5.27).

Las peliculas de PP-g-(1INTPAAm-r-0.5APMA) cargadas con diclofenaco
fueron menos trombogénicas (Fig. 5.21), debido al efecto inhibitorio sobre
la enzima ciclooxigenasa de los antiinflamatorios no esteroidales!!23 y la
capacidad de coordinacion con los iones Ca?tl1241 aunque en menor grado
debido a la alta relacion de iones Ca®" /diclofenaco cargado (>20).
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Figura 5.27: Perfiles de carga de diclofenaco (a) e ibuprofeno (b) sobre la misma
pelicula PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 27% de injerto (e) primera, (H)
segunda y (A) tercera vez.

El recubrimiento de las peliculas cargadas de diclofenaco con el polisaca-
rido CM-dextrano se realiz6 como una manera de: i) dotar a las peliculas
injertadas con una superficie mas biomimética capaz de prevenir, hasta cierto
punto, la naturaleza de cuerpo extrafio de los materiales sintéticos129 y
ii) para determinar si el recubrimiento con CM-dextrano puede alterar los
perfiles de liberacion. La adsorcion de CM-dextrano tiene lugar a través de las
interacciones entre sus grupos carboxilato y los grupos catiénicos del APMA
en el copolimero de injerto. La cantidad de CM-dextrano depositado sobre
las peliculas injertadas fue mayor al incrementarse el porcentaje de injerto
y la cantidad relativa de APMA (Fig. 5.28). Cabe mencionar que la carga
de CM-dextrano sobre las peliculas pre-cargadas con diclofenaco, dio lugar a
la liberacion de una pequenia porcion (<10 %; entre 0.003 a 0.006 mg/cm?)
del farmaco previamente cargado, debido a la competencia entre los grupos
carboxilato del CM-dextrano y los del diclofenaco, por la interaccién i6nica
con los grupos catiénicos del APMA.



CAPITULO 5. ANALISIS DE RESULTADOS 88

Figura 5.28: CM-dextrano cargado (columnas negras) y CM-dextrano que
permanece después de 24 horas en el medio de liberacién (columnas blancas).
Las peliculas de PP-g-(NIPAAm-r-APMA) con 10, 14 y 29% de injerto fueron
sintetizadas con soluciones 1M de NIPAAm y 0.5M de APMA, mientras que la
pelicula con 13 % de injerto se preparé a partir de una solucion 1M de NIPAAm
y 1M de APMA.

5.6. Liberacion de farmacos antiinflamatorios

La peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 27 % de injerto carga-
das de farmaco, dieron lugar a perfiles de liberacién sostenida de diclofenaco
e ibuprofeno en medio tampon fosfato pH 7.4 a 37 °C (Fig. 5.29). El control
en la liberacion de los farmacos se atribuye a los efectos simulténeos de: i)
el colapso del copolimero injertado a 37 °C, haciendo mas lenta la difusion
del farmacol126) y ii) la fuerza de las interacciones i6nicas entre los farmacos
y las unidades de APMA en el injerto.®Y La pelicula de PP-g-NIPAAm
tuvo una liberacion muy rapida al comienzo, liberando entre 40-50% en
los primeros 30 minutos y sosteniendo la liberacién por pocas horas (Tabla
5.7). Por el contrario, las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con
27 % de injerto liberaron durante los primeros 30 minutos entre 12-13 % del
farmaco. A las 7 horas se liberaron 41 % y 70 % de diclofenaco e ibuprofeno,
respectivamente. Por lo tanto, la contribuciéon de las unidades de APMA
para controlar la liberacion de farmacos es notable. Ademas, después de 12
horas en el medio, el proceso de liberacion se detuvo a pesar de estar bajo
condiciones “sink” (la concentracion de farmaco en el medio de liberacion fue
menor a 1/100 de la solubilidad del farmaco). Esta capacidad de liberar una
cierta cantidad y detener la cesion, es debido a un estado de equilibrio entre el
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farmaco inmovilizado en la capa injertada y el farmaco disuelto en el medio.
Este comportamiento muestra la afinidad del ibuprofeno y, en particular,
del diclofenaco por el copolimero injertado. Entonces, si el farmaco no es
removido del medio de liberacion, por ejemplo, si el farmaco no es absorbido
cuando el dispositivo médico es insertado, la liberacion se detendra. El medio
de liberacion se cambi6 tres veces para lograr el 100 % de liberaciéon. La misma
pelicula de PP-g-(1INIPAAm-1-0.5APMA) con 27 % de injerto fue recargada
con diclofenaco e ibuprofeno con una sesion de liberaciéon entre cada carga.
Las peliculas alcanzaron en cada ciclo casi la misma cantidad de farmaco
cargado (por ejemplo, ~0.052 y ~0.356 mg/cm? de diclofenaco e ibuprofeno,
respectivamente) (Fig. 5.27), que se liberaron con velocidades similares (Fig.
5.29). Los tres ciclos completos de carga y liberacion fueron reproducibles
con un minimo error estadistico.

Polimero Injerto | Diclofenaco liberado a pH 7.4 (%)
(%) | (0.5h) (1h) (3h) (7h)
PP-g-NIPAAm 14 42 68 85 96
27 52 83 100 -
PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) 10 25 37 61 70
10-dex 15 28 49 56
14 18 32 59 67
14-dex 12 22 45 53
27 12 19 34 41
29 10 16 32 40
29-dex 8 13 28 35
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) 13 30 52 r 84
13-dex 30 45 71 77
Ibuprofeno liberado a pH 7.4 (%)
(0.5h) (1h) (3h) (7h)
PP-g-NIPAAm 27 40 75 100 -
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) 27 13 28 64 70

Tabla 5.7: Porcentajes liberados de diclofenaco e ibuprofeno desde peliculas con
diferentes porcentajes de injertos a diferentes tiempos; los porcentajes de injerto
con la leyenda -dex corresponden a peliculas recubiertas con CM-dextran.



CAPITULO 5. ANALISIS DE RESULTADOS 90

Figura 5.29: Perfiles de liberacion de diclofenaco (a) e ibuprofeno (b) a pH 7.4 de
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 27 % de injerto (®), el recuadro muestra las
primeras 5 horas) y PP-g-NIPAAm con 27 % de injerto (A)

Los perfiles de liberacion de diclofenaco de PP-g-(1INIPAAm-r-0.5APMA)
con diferentes porcentajes de injerto se muestran en la Fig. 5.30. Independien-
temente del porcentaje de injerto y del recubrimiento de CM-dextrano, las
peliculas tuvieron una liberacion rapida durante las primeras 3 horas, seguida
por un periodo de liberacién mas sostenida. Aunque todas las peliculas
mostraron perfiles de liberacion similares, las velocidades y cantidades en
la liberacion fueron diferentes. La liberaciéon acumulada de diclofenaco a
las 7 horas fue de 0.036 mg/cm? para PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con
10 % de injerto, 0.037 mg/cm? para PP-g-(1NIPAAm-r-0.5APMA) con 14 %
de injerto y 0.025 mg/cm? para PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 29 % de
injerto. La pelicula de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con 13 % de injerto liberd
0.054 mg/cm? en las primeras 7 horas, mientras que la pelicula de PP-g-
NIPAAm con 14 % de injerto solo libera 0.005 mg/cm? (Fig. 5.30).

Con respecto a las velocidades de liberacion, a mayor porcentaje de
injerto, la liberacién fue mas lenta. La cantidad liberada a las 7 horas de
las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 10, 14 y 29 % de injerto
fue 10, 67 y 40% del total de diclofenaco cargado, respectivamente. Este
hecho se explica por la alta densidad de las redes poliméricas cuando el
porcentaje de injerto aumenta, lo cual hace que la difusion del farmaco se
dificulte. El recubrimiento con CM-dextrano no modificé significativamente
la liberacion de diclofenaco de las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA),
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Figura 5.30: Perfiles de liberacion de diclofenaco a pH 7.4 de PP-g-(INIPAAm-
r-0.5APMA) (a) y PP-g-(INIPAAm-1-1APMA) o PP-g-PNIPAAm (b). PP-g-
(INIPAAm-r-0.5APMA) con 10% (®) y recubierto con CM-dextrano (O), PP-
g-(INTPAAm-1-0.5APMA) con 14% de (o) y recubierto con CM-dextrano (¢),
PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 29% (A) y recubierto con CM-dextrano (A),
PP-g-NIPAAm con 14 % de injerto (4) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con 13 %
(W) y recubierto con dextrano (O).

aunque la cantidad de farmaco liberada acumulada fue menor debido a
la pérdida de farmaco durante el proceso de recubrimiento. Las peliculas
recubiertas perdieron entre 65% y 80 % del polisacarido después de 7 horas
en el medio de liberacion; las peliculas de PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) con
un alto porcentaje de injerto fueron capaces de retener mejor el recubrimiento
(Fig. 5.28).

5.7. Carga de acido nalidixico y CM-dextrano

Las peliculas de PP sin modificar no absorben acido nalidixico una vez
sumergidas en la soluciéon de farmaco. La capacidad de la pelicula de PP-
g-NIPAAm para cargar el farmaco antimicrobiano fue muy baja, solamente
0.4 pug/cm?. Por otro lado, el injerto del copolimero de NIPAAm y APMA
sobre PP aumenta dos érdenes de magnitud la capacidad de cargar el acido
nalidixico (Tabla 5.8). Este comportamiento sugiere que el 4cido nalidixico no
interactia con los grupos funcionales del NIPAAm, sin embargo, interactia
electrostaticamente con los grupos de amina cuaterinizada del APMA. La
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cantidad de acido nalidixico cargado por unidad de area superficial aumenta,
con el incremento en el porcentaje de injerto de las peliculas de PP-g-(1NIP-
AAm-r-0.5APMA). La relacién en peso (mg de diclofenaco/ g de polimero
injertado), disminuye cuando se incrementa el porcentaje de injerto. La com-
paracion entre las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) y PP-g-(1NIP-
AAm-r-1APMA), ambas con 13 % de injerto nos muestra que altas cantidades
de acido nalidixico pueden ser cargadas (de 0.024 a 0.036 mg/cm?), cuando
el contenido relativo de APMA se vuelve mayor. Existe una correlacion lineal
entre la cantidad de &cido nalidixico cargado y la cantidad de unidades
de APMA en el copolimero injertado (Fig. 5.31). Entonces, una aumento
en la relacion APMA:NIPAAm, de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) a PP-g-
(INIPAAm-r-1APMA), ambas con un injerto de 13 %, aumenta la carga de
diclofenaco un 50 % (Tabla 5.8). Con respecto al perfil de carga, una rapida
adsorcion fue observada durante las primeras 6 horas, alcanzando el equilibrio
en 24 horas (Fig. 5.32). Un mayor tiempo sumergido en la solucién de carga
lleva a un incremento pequeno en las cantidades cargadas.

Polimero Injerto | Carga de acido nalidixico
(%) | (mg/cm?) (mg/g)
PP-g-NIPAAm 14 0.0004(0.0001) 0.26(0.01)
PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) 9 0.020(0.001) 4.03(0.19)
9-dex 0.015(0.002) 3.18(0.06)
13 0.024(0.001) 2.65(0.10)
13-dex 0.017(0.001) 2.01(0.13)
29 0.035(0.001) 0.93(0.08)
29-dex 0.028(0.001) 0.71(0.06)
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) 13 0.036(0.001) 4.10(0.14)
13-dex 0.030(0.001) 3.91(0.04)

Tabla 5.8: Carga de 4cido nalidixico sobre diferentes porcentajes de injerto; los %
de injerto con la leyenda -dex muestran a peliculas recubiertas con CM-dextran.

Las peliculas cargadas de adcido nalidixico se recubrieron con CM-dextrano
con los propoésitos mencionados anteriormente: i) mimetizar la superficie
y ii) verificar la influencia del polisacarido en el perfil de liberacion. El
recubrimiento se llevd a cabo con CM-dextrano por medio de las interac-
ciones electrostaticas entre los grupos carboxilato del CM-dextrano con las
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Figura 5.31: Cantidad de acido nalidixico cargado en funcion de la cantidad de
APMA. PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con porcentajes de injerto de 10% (4),
14% (A), 29% (W) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con 14 % (®).

Figura 5.32: Perfiles de carga de 4cido nalidixico en PP-g-NIPAAm (x), PP-g-
(INIPAAm-1-0.5APMA), 9% (®), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA), 13% (a), PP-
g-(INTPAAm-r-0.5APMA), 29% (e) y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA), 13% (m).

unidades de APMA, compitiendo con el farmaco previamente cargado, por
lo que el tiempo en el que la pelicula permanecié sumergida en la soluciéon de
CM-dextrano se limité a 10 minutos. Durante este tiempo, 20-25 % de acido
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nalidixico fue liberado al medio. La cantidad de CM-dextrano depositada
sobre las peliculas se increment6, cuando el porcentaje de injerto de las
peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) aumento, siendo mayor para PP-
g-(INIPAAm-r-1APMA) (Fig. 5.33). La masa de CM-dextrano depositado
sobre las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) fue de 28 a 40 veces mas
grande que la masa de acido nalidixico desplazado. En el caso de las peliculas
de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) la masa del recubrimiento de CM-dextrano
fue 83 veces més grande que del farmaco liberado. Este comportamiento se
debe a la naturaleza polimérica del CM-dextrano, el cual puede enlazarse
a la red de NIPAAm/APMA por alguno de sus grupos carboxilo, entonces
un punto de enlace puede permitir el anclaje de una gran cantidad de CM-
dextrano en comparacion con el dcido nalidixico.

Figura 5.33: CM-dextrano cargado (columnas negras) y CM-dextrano que
permanece después de 24 horas en el medio de liberacion (columnas blancas). Las
peliculas de PP-g-(1INIPAAm-r-0.5APMA) con 10, 13 y 29 % y PP-g-(INIPAAm-
r-1APMA) con 13A %. Los valores sobre las barras blancas indica el porcentaje
de CM-dextrano que permanece sobre las peliculas después de 24 horas.

5.8. Liberacion de Acido nalidixico

La pelicula de PP-g-NIPAAm con 14 % de injerto carg6 unicamente 0.4
pg/cm? de 4cido nalidixico, liberando el 75 % durante los primeros 30 minutos
(Tabla 5.9), esto indica que el colapso del poli(NIPAAm) no retiene efi-
cientemente el farmaco en ausencia de otro mecanismo de retenciéon. Los
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perfiles de liberacion de acido nalidixico, mostraron que las peliculas de
PP-g-(NIPAAm-r-APMA) sostienen por mayor tiempo la liberacion (Fig.
5.34). Cuando el porcentaje de injerto aumenta en las peliculas de PP-g-
(INIPAAm-r-0.5APMA), disminuye la velocidad de liberacion, sin mostrar
una liberaciéon muy répida al inicio (efecto “burst”). La pelicula de PP-g-
(INIPAAm-1-0.5APMA) con 29 % de injerto liber6 0.016 mg/cm? después de
24 horas en el medio de liberacion, a pesar de haber cargado 0.035 mg/cm?.
Dado que los experimentos se llevaron a cabo bajo condiciones “sink” y en
un medio con bastantes iones (buffer de fosfatos pH 7.4, fuerza ionica 0.088),
la interrupcion de la liberacién puede estar relacionada con un estado de
equilibrio que se alcanza entre el farmaco libre en soluciéon y el farmaco que
interactta con las unidades de APMA, lo cual indica una gran afinidad del
acido nalidixico por el copolimero injertado.

Figura 5.34: Perfiles de liberacion de &acido nalidixico a pH 7.4 de PP-g-
NIPAAm con 14 % de injerto (+), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 9% (@)
y recubierto con CM-dextrano (O), PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 13% de
(A) y recubierto con CM-dextrano (A), PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) con 29 %
(#) y recubierto con CM-dextrano (¢), y PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con 13%
(W) y recubierto con dextrano (O).

Las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA), liberaron el 4cido nalidixico
maés rapido que las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con el mismo
porcentaje de injerto (13 %), a pesar de tener una mayor cantidad de APMA

(2.58 contra 1.14 pmol/cm?). Debido a que la estructura del copolimero en
las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) adopta una estructura mas
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contraida a 37 °C provocada por su LCST, se regula la velocidad de liberacion

del farmaco.

Polimero Injerto | Acido nalidixico liberado a pH 7.4 (%)
(%) | (0.5h) (1h) (3h) (6h)
PP-g-NIPAAm 14 75(1)  90(2)  100(2) -

PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) 9 43(1)  65(3)  87(4) 100(2)
9-dex 30(4)  55(1)  78(1) 98(2)

13 26(1)  46(1)  66(1) 83(1)

13-dex 28(2)  50(3)  77(5) 100(2)

29 12(1)  20(1)  29(1) 39(2)

29-dex 111 19(1)  29(1) 40(1)

PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) 13 38(5)  62(1)  79(4) 90(2)
13-dex 35(1)  59(1)  84(4) 96(3)

Tabla 5.9: Porcentajes liberados de acido nalidixico desde peliculas con diferentes
porcentajes de injertos a diferentes tiempos; los porcentajes de injerto con la
leyenda -dex muestran a peliculas recubiertas con CM-dextran.

El recubrimiento de las peliculas injertadas con CM-dextrano no provoco
modificaciones relevantes en la velocidad de liberacion del farmaco (Fig. 5.34
y (Tabla 5.9)). Durante el ensayo de liberacion, la cantidad de CM-dextrano
liberado de la peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 9, 13 y 29 % de
injerto fue alta, permaneciendo después de 24 horas solamente 13, 19 y 14 %
de las cantidades iniciales de CM-dextrano, respectivamente (Fig. 5.33). La
pelicula de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con 13 % de injerto mantuvo el 57 %
del CM-dextrano inicialmente depositado, lo cual indica que la fuerza de las
interacciones de APMA con el CM-dextrano es méas fuerte que con el acido

nalidixico.
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5.9. Ensayo microbiolégico

La eficiencia antibacterial de las peliculas cargadas con acido nalidixico
se puso a prueba en un ensayo in vitro en contra de la bacteria Escherichia
coli, que es uno de los microorganismos més frecuentemente encontrados en
infecciones relacionadas con catéteres urinarios.[127 La concentracién minima
inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) del acido nalidixico para E. coli esta
reportada en 4-6.25 pg/mL.128: 1291 F] acido nalidixico es conocido por ser
efectivo en contra de microorganismos sensibles a indoles, como las especies
Proteus y otros microorganismo involucrados en infecciones urinarias, por
ejemplo, bacterias coliformes como las Klebsiella y Enterobacter aerugino-
sa. La especies Brucella y algunas cepas de Salmonella y Shigella también
son sensibles al acido nalidixico.!31 El ensayo de difusién en placas de
agar Miiller-Hinton por 24 horas revel6 diferentes tamanos en las areas de
inhibiciéon contra la cepa de E. coli (Fig. 5.35). El ensayo se llevo a cabo
utilizando una pelicula sin carga de farmaco de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA)
con 27% de injerto como control, la cual muestra que la bacteria crece
alrededor de la pelicula sin mostrar zonas de inhibicién. En contraste, las
peliculas cargadas con acido nalidixico formaron evidentes zonas de inhibicion

(Tabla 5.10).

Ac. nalidixico | Zona de inhibicién
Polimero Injerto cargado alas 24 h
(%) | (mg/cm?) (mm)
PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) 27 Sin carga -
9 0.018(0.001) 22.0(0.5)
13 0.019(0.001) 23.0(0.5)
29 0.031(0.001) 25.0(0.5)
PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) 13 0.030(0.001) 24.0(0.5)

Tabla 5.10: Didametros de las zonas de inhibicién contra E. coli en placas de agar
Miiller-Hinton obtenidos con peliculas de PP-g-(NIPA Am-r-APMA) cargadas con
acido nalidixico.

Las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-0.5APMA) con 29% de injerto y
cargadas con la mayor cantidad de &cido nalidixico mostraron una zona
de inhibicion de 25 mm de didmetro. Las peliculas de PP-g-(1INIPAAm-r-
0.5APMA) con 9 y 13% de injerto causaron zonas de inhibicion de 22 y
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23 mm, respectivamente. Las peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) con
13% que cargaron una cantidad similar a las peliculas de PP-g-(1NIPAAm-
r-0.5APMA) con 29 % de injerto fueron igualmente eficientes. Las zonas de
inhibicién formadas por las peliculas cargadas de farmaco se mantuvieron
por al menos 144 horas.

Figura 5.35: Zonas de inhibicién en contra de E. coli con peliculas de PP-g-
(INTPAAm-1-0.5APMA) 27 % sin acido nalidixico (a), y las peliculas cargadas
de 4cido nalidixico: PP-g-(1INIPAAm-r-0.5APMA) 9% (b), PP-g-(INIPAAm-1-
0.5APMA) 13 % (c), PP-g-(INIPAAm-1-0.5APMA) 29 % (d) y PP-g-(INIPAAm-
-1APMA) 13% (e).



Conclusiones

Se sintetiz6 el copolimero de injerto binario PP-g-(NIPAAm-r-APMA)
con porcentajes de injerto entre 9 y 29 %, con diferentes proporciones de los
monomeros NIPAAm:APMA (55:45 y 83:17) por el método de preirradiacion
oxidativa, en un solo paso usando radiacién ~y. Se caracterizaron las peliculas
obtenidas por FTIR-ATR y XPS para confirmar la presencia de los grupos
funcionales injertados en el copolimero. Las micrografias de SEM muestran
una superficie rugosa altamente porosa en las peliculas injertadas, las cuales
tienen una gran capacidad de absorber disolvente, aumentando el porcentaje
de hinchamiento cuando incrementan las unidades de APMA en las cadenas
poliméricas. Las peliculas de PP-g-(1INTPAAm-r-0.5APMA) presentaron sen-
sibilidad a la temperatura, mostrando una LCST a 34-36 °C, mientras que las
peliculas de PP-g-(INIPAAm-r-1APMA) no mostraron transiciones hidro-
filicas-hidrofébicas debido a la gran cantidad de unidades de APMA en la

cadena principal.

Las peliculas tienen la capacidad de cargar farmacos del tipo anidnico,
como diclofenaco, ibuprofeno y acido nalidixico, manteniendo una liberacion
sostenida durante varias horas de los farmacos en solucion buffer de fosfatos
pH 7.4 a 37 °C. Ademas, en el caso de diclofenaco e ibuprofeno se observo
que la liberacion puede ser interrumpida por el equilibrio alcanzado entre el
farmaco que se encuentra en la soluciéon y el inmovilizado en el copolimero
injertado. Las peliculas tienen coeficientes de friccion dentro del intervalo de
materiales confortables. Las peliculas se recubrieron con CM-dextrano para
mimetizarse con sistemas biologicos, sin modificar los perfiles de liberacion
de los farmacos.

99
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Todas las peliculas tuvieron una alta hemocompatibilidad, con valores
menores del 4% en hemolisis y un caracter trombogénico de las peliculas
injertadas, 4 veces menor que del PP sin modificar. La expresion de citosinas
pro-inflamatorias provocada por peliculas injertadas fue cercana a los niveles
basales. Las células RAW 264.7 cultivadas sobre las peliculas tuvieron por-
centajes de mas de 75 % de viabilidad, que se confirmaron por microscopia de
fluorescencia confocal léser, observando una gran cantidad de células vivas
después de 24 horas. La capacidad de inhibir el crecimiento microbiano de
las peliculas de PP-g-(NIPAAm-r-APMA) cargadas con acido nalidixico se
comprobd6 en un ensayo en contra de F. coli, confirmando que la cantidad de
antibiotico cargado puede reducir el riesgo de que la pelicula sea colonizada
por este microorganismo. En resumen las peliculas de PP-g-(NIPAAm-r-
APMA) mostraron un comportamiento altamente biocompatible y con la
capacidad de cargar farmacos y liberarlos de forma controlada, siendo un
material con potenciales aplicaciones en dispositivos médicos.
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