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RESUMEN

Las gasas de algodon son materiales poliméricos con propiedades
relevantes tales como su biocompatibilidad y gran capacidad de absorcién de
fluidos, que se utilizan principalmente como apésitos de heridas en el area
biomédica. Al estar en contacto directo con la herida y aislarla de agentes
patdgenos, una gasa de algoddn es un candidato idéneo para actuar como un
sistema de carga y cesion de farmacos que evite la generacion de infecciones y
que permita una rapida curacion de la misma. Es por estas razones, que en el
presente trabajo se modifico el material de algoddén con dos mondmeros termo y
pH sensibles de tal forma que este sirva como una interfaz para la carga y
liberacibn de farmacos en funciébn de los cambios en las variables que se
presenten en la herida. Para efectos comparativos, la modificacion se realizé por
copolimerizacion de injerto iniciada por dos formas, una mediante el uso del
iniciador quimico AIBN y la otra mediante la radiacion gamma, demostrando las
condiciones ideales de sintesis, virtudes y desventajas alcanzadas con cada
método. El injerto obtenido se caracteriz6 por técnicas como FTIR-ATR, TGA,
SEM y pruebas de retencién de agua. Las propiedades de termo y pH sensibilidad
se verificaron por medio de retencién de agua en funcién de la temperatura, y de
titulaciones potenciométricas, respectivamente. Es asi como se obtuvieron valores
de temperatura critica en el intervalo de 31-34 °C y un pH critico de alrededor de
4.7. Finalmente, se carg6 norfloxacino en las gasas injertadas y se liber6 en una
disoluciéon amortiguadora de fosfato salino, observandose que el perfil de

liberacion se ajusta un modelo cinético de Korsmeyer-Peppas.

Palabras clave: polimeros estimulo sensibles, copolimerizacion, injerto, pH, temperatura, AIBN,

radiaciébn gamma, norfloxacino.
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ABSTRACT

Cotton gauzes are polymeric materials with relevant properties such as
biocompatibility and their improved fluids uptake, which are mainly used as wound
dressings in the biomedical area. Being in contact with wound and isolate it from
pathogen agents, a cotton gauze is a suitable candidate to act as a drug delivery
system that avoid the generation of infections, allowing a fast healing. For these
reasons, the present work, cotton material was modified with a thermo- and pH-
responsive graft copolymer that serves as an interface for loading and release of
drugs as function of changes in the environmental variables of the wound. To
comparative effects, this modification was performed by graft copolymerization
induced by two ways: by using a chemical initiator, such as AIBN, and, by using
gamma radiation, demonstrating the synthetic ideal conditions, advantages, and
disadvantages achieved by each method. The obtained graft copolymer was
characterized through analytical techniques including FTIR-ATR, TGA, SEM, and
water uptake tests. Thermo- and pH-sensitivity properties were verified by means
of water uptake tests as function of temperature and by potentiometric titrations,
respectively. That is how it was obtained critical temperature values in the range of
31-34 °C and a critical pH of, approximately, 4.7. Finally, norfloxacin was loaded in
the grafted cotton gauzes and it was released in a PBS dissolution, observing that
release profile is adjusted to the Korsmeyer-Peppas kinetic model.

Keywords: stimuli-sensitive polymers, copolymerization, graft, pH, temperature, AIBN, gamma

radiation, norfloxacin.
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1. INTRODUCCION

Las gasas de algoddn son materiales de uso prioritario en el area biomédica.
Estos materiales estan compuestos principalmente por a-celulosa que es un
biopolimero altamente hidrofilico debido a la presencia de varios grupos hidroxilo
en su estructura. Esta virtud le confiere una gran capacidad de retencion de
liquidos, siendo un material altamente absorbente. Asimismo, al ser un
biopolimero, presenta una elevada biocompatibilidad y sensibilidad al tacto, sin
causar alergia o irritacion en la piel. Estas caracteristicas hacen de la gasa de
algoddén un material extremadamente versatil que va desde un material usado para
la asepsia de heridas, asi como para apositos que eviten la exposicion de las
heridas a agentes externos que dificulten la curacion del dafio dérmico (Shahriari
Khalaji & Lugoloobi, 2020). Es precisamente su uso como apésito lo que lo hace
un candidato idéneo para actuar como un sistema de liberacion de farmacos.

La liberacion de farmacos es un procedimiento por el cual se administra un
medicamento o agente terapéutico en un sitio de interés. En ese sentido, un
sistema de liberacion de farmacos est4d definido como una formulacion o
dispositivo que contiene un agente terapéutico para selectivamente alcanzar el
sitio de accion sin alcanzar células, tejidos u érganos no deseados (Paolino et al.,
2006; Rojo et al., 2017). Una gasa de algodon, al estar en contacto directo con la
herida, podria servir como un sistema de liberacion de agentes terapéuticos que
faciliten el tiempo y calidad de curacion de la misma. Si bien, con el objetivo de
crear un sistema de liberacién basado en gasas de algodén, se han realizado
diversas aproximaciones con resultados prometedores, una de las que mas ha
destacado es la modificacion con polimeros estimulo sensibles o polimeros
inteligentes por copolimerizacion de injerto (Camacho-Cruz et al., 2021; Hiriart-
Ramirez et al., 2012; Luna-Straffon et al., 2014).

Los polimeros estimulo-sensibles son una clase de macromoléculas cuya
estructura presenta grupos funcionales idéneos para interactuar con farmacos,
retenerlos y liberarlos en funcién de los cambios que se presenten en su entorno,
cambios que se dan por variables como pH, temperatura, fuerza iodnica,

magnetismo, radiacién, entre otras. Debido a esta particularidad, el sistema



basado en estos polimeros es capaz de depositar la cantidad terapéutica
necesaria, evitando asi un problema mayor como lo es la resistencia microbiana.

Por otro lado, una copolimerizacion de injerto involucra la inclusion de un
polimero con caracteristicas innatas en una matriz polimérica previamente
formada, con el fin de aprovechar las propiedades de ambas macromoléculas
(Velazco-Medel et al., 2020). Generalmente, el injerto se da por un mecanismo de
polimerizacion por radicales libres, la cual puede ser iniciada por medio del uso de
agentes quimicos, tales como iniciadores del tipo azo, o agentes fisicos como
radiacion o electrones acelerados. Cada método presenta sus ventajas y
desventajas, e incluso podrian alcanzarse diferentes propiedades, dependiendo
del método utilizado. Por ejemplo, el método quimico destaca por su rapidez y
disponibilidad, mientras que el método fisico desarrolla injertos altamente puros y
esterilizados (Pino-Ramos et al., 2017).

Por estas razones, este proyecto de investigacion tiene como objetivo principal
el injerto de dos mondémeros termo- y pH-sensibles en gasas de algodon mediante
el uso de un iniciador quimico comun, como lo es asobisisobutironitrilo (AIBN), y
de la radiacion gamma, pretendiendo realizar un estudio comparativo de ambos
métodos de copolimerizacion. El injerto en gasas de algodon estd compuesto por
dos polimeros como Ilo son el polilAcido metacrilico) y la poli(N-
isopropilacrilamida), los cuales juntos confieren a la gasa convencional la
capacidad de retener y liberar farmacos en respuesta a cambios de su entorno en

pH o temperatura.



2. MARCO TEORICO
2.1. Polimeros

El término polimero viene de las palabras griegas poly y meros que significa
“varias partes” y se define como una macromolécula que consiste de una
secuencia continua y regular de elementos iguales en cadena o unidades
estructurales que se mantienen unidos por enlaces covalentes. Por otro lado, el
término mondmero se refiere a la molécula mas pequefia a partir de la cual se

obtiene un polimero por medio de un proceso llamado polimerizacion.

2.1.1. Polimerizacion

Polimerizacién es el proceso por el cual pequefias moléculas, llamadas
monomeros o “bloques de construccién”, se combinan quimicamente para crear
moléculas mas grandes o una macromolécula. Una representacion general de un
proceso de polimerizacion se presenta en la Figura 1. Se utilizan diferentes
técnicas de polimerizacibn para obtener polimeros con propiedades Unicas e
idéneas para varias aplicaciones. Estas propiedades y aplicaciones dependeran de
la forma en que los mondmeros se combinen y esto, a su vez, se vera influenciado

por factores como la temperatura, presion, o del catalizador para crear un polimero.

Temperatura
Presion
Catalizador
Iniciador
o  ~ 000
MONOMEROS POLIMERO
Figura 1. Representacion esquematica de un proceso de polimerizacién.

2.1.1.1. Tipos de polimerizacion

En general, las reacciones de polimerizacion se distinguen en dos grandes
grupos como son la polimerizacién en cadena o por adicion y la polimerizacién por
condensacion. Dependiendo del tipo de reaccion que se utilice para obtener el

polimero variaran las propiedades fisicoquimicas y las aplicaciones del mismo.



2.1.1.1.1.Polimerizacion por condensacion

En este tipo de polimerizacién, el polimero se produce por reaccion entre
grupos funcionales presentes en los mondmeros precursores. Al producirse
reacciones quimicas entre ellos, se forma un nuevo enlace covalente y se eliminan
pequefias moléculas tales como agua. En la reaccion pueden estar involucrados
uno o mas tipos de monémeros y cada monomero debe tener, al menos, un sitio
de reaccion disponible. Generalmente, este tipo de polimerizacion requiere altas
temperaturas para ocurrir, y producen polimeros de bajo peso molecular. Una de
las aplicaciones industriales de esta reaccion se ve reflejado en la obtencion de
Nylon 6,6 a partir de la condensacion entre el acido hexanodioico y la 1,6-

hexanodiamina (Figura 2).

Enlace por
condensacién

g v
(o}
H HO N H™ TH
Ill . \”/\/\)‘\OH I ’l' - "
HzN/\/\/\/ “H 3 J agua
1,6-hexanodiamina acido hexanodioico NYLON 6.6

Figura 2. Obtencién de Nylon 6,6 como ejemplo de una reacciéon de polimerizaciéon por
condensacién.

2.1.1.1.2. Polimerizacién por adicién o en cadena

En las reacciones de polimerizacibn por adicibn es necesario que los
monomeros precursores tengan al menos un doble enlace. La estabilidad relativa
de estos enlaces permite, mediante una activacion, la formacion de nuevos
enlaces o que permitan crear un polimero, sin afectar la estructura de los
monomeros agregados a la cadena. Este proceso se divide en tres etapas:
iniciacion, propagacion y terminacion. En el primer paso de iniciacion es necesaria
la presencia de un catalizador, luz UV, calor, presion o de radiaciéon, los cuales
permiten generar entidades radicalarias o idnicas que dan paso a una agregacion
paulatina del mondémero. En la propagacion se da un proceso repetitivo de
agregacion de las unidades monoméricas, produciendo la cadena polimérica.
Finalmente, en la terminacién se produce por neutralizacion del centro reactivo.

La polimerizacion por adicion se puede clasificar en polimerizacién radicalaria

y no radicalaria (iGnica: anionica o cationica). En la polimerizacion radicalaria, un
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radical libre (una molécula con un electron desapareado) es capaz de unirse con
un electrén de otra molécula, en varios pasos repetitivos. Por otro lado, la
polimerizacion anioénica se da por reacciones de adicion por conjugacion, mejor
conocidas como reacciones de tipo Michael. Asimismo, la polimerizacion catidénica

se da por reacciones sucesivas de alquilacion.

2.1.2. Clasificacion de polimeros

Los polimeros pueden clasificarse de acuerdo con varios criterios debido a sus
estructuras extremadamente complejas, diversidad de comportamientos y variedad
de aplicaciones. Tomando en cuenta esto, tipicamente los polimeros pueden
clasificarse por su estructura, composiciébn y origen. Por su estructura, los
polimeros se dividen en lineales, ramificados y entrecruzados. Un polimero lineal
se forma cuando el mondmero que lo origina tiene dos puntos de union por lo que
la polimerizacion ocurre en una sola direccion, originando una cadena larga y recta.
Por otro lado, en los polimeros ramificados, el monémero precursor tiene tres o
mas puntos de union, por lo que la polimerizacion ocurre en forma tridimensional.
Finalmente, los polimeros entrecruzados se forman por monémeros bifuncionales o
trifuncionales con un fuerte enlace covalente entre varias cadenas de polimero, por
lo que las unidades repetitivas forman una red tridimensional.

El segundo aspecto por considerar para la clasificacion de polimeros es su
composicién quimica. En este caso, se toma en cuenta la composicién quimica de
los monémeros precursores, los cuales van a generar unidades repetitivas con
distintas funcionalidades y en distintas posiciones a lo largo del polimero. En
general los polimeros por su composicion quimica se pueden clasificar como
homopolimeros y copolimeros. Un homopolimero se genera por el mismo
monomero sin importar la funcionalidad de la molécula. Por otro lado, un
copolimero se forma por la combinacion de, al menos, dos monomeros diferentes
generando unidades repetitivas distintas a lo largo de la cadena, obteniendo un
material con caracteristicas diferentes de sus respectivos homopolimeros.
Dependiendo del proceso de polimerizacion y las fracciones relativas de las
unidades repetitivas, se pueden generar varios arreglos secuenciales a lo largo de

la cadena polimérica, entre los cuales destacan:
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- Copolimero alternado: la cadena polimérica tiene al menos dos unidades

repetitivas regularmente alternadas, es decir, una unidad de un tipo
covalentemente unida a la del otro tipo.

- Copolimero aleatorio: las unidades repetitivas distintas se disponen al azar

a lo largo de la cadena polimérica.
- Copolimero en bloque: las unidades repetitivas del mismo tipo se unen

entre si generando largas secuencias de bloques que se unen a otro bloque
de otra unidad repetitiva.
- Copolimero de injerto: una matriz polimérica preformada es unida

covalentemente con otro polimero de distinta composicién quimica que la
matriz, confiriéndole nuevas propiedades a esta. Esta clasificacion se
abordard mas adelante con mayor detalle.

Ambas clasificaciones de los polimeros, tanto por estructura como por

composicion, se muestran en la Figura 3.

POR SU ESTRUCTURA
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Figura 3. Clasificacién de polimeros por su estructuray por su composiciéon quimica.

Una de las formas mas sencillas de clasificar a los polimeros es un por fuente
u origen, teniendo asi a los polimeros sintéticos y los naturales. Los polimeros
sintéticos son aquellos que se puede obtener artificialmente mediante un proceso
de polimerizacion en el laboratorio y que, generalmente, son producidos por las
industrias para satisfacer necesidades humanas, como, por ejemplo, el polietileno

o el nylon. Por otra parte, los polimeros naturales son aquellos que ocurren en la
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naturaleza y que se pueden obtener de recursos como plantas y animales. Entre
los ejemplos comunes estan la celulosa, el quitosano, la quitina, el almidon vy el
caucho. También, es posible encontrar una tercera clasificacion, los polimeros
semi-sintéticos, los cuales son obtenidos por modificaciones artificiales en el
laboratorio de los polimeros naturales. Estos polimeros formados por reacciones
quimicas en un ambiente controlado son de importancia comercial, como por
ejemplo el acetato de celulosa, mejor conocido como rayon. Algunos ejemplos

comunes de estas clases de polimeros se muestran en la Figura 4.

POLIMEROS SINTETICOS POLIMEROS NATURALES
Polimeros de adicién Polimeros de condensacion
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Figura 4. Ejemplos de polimeros sintéticos y polimeros naturales.

2.1.3. Polimeros sensibles a estimulos

Los polimeros sensibles a estimulos, o también llamados polimeros inteligentes
son un nuevo tipo de macromolécula que se destaca por presentar cambios fisicos
0 quimicos notables en su comportamiento en respuesta a pequefios cambios de
los estimulos del medio (Li et al., 2015; Wei et al., 2017). Este tipo de polimeros se
obtienen de manera sintética con el fin de obtener materiales versétiles con
respuesta a una variedad de estimulos tales como pH, temperatura, fuerza
mecanica, fuerza ionica, la presencia de pequefias moléculas y biomoléculas, e
incluso a campos eléctricos 0 magnéticos (Wang et al., 2016). Debido a esta
particularidad, se ha encontrado muchas aplicaciones en campos como la biologia

y medicina, para el diseiio y desarrollo de sensores y biosensores, en sistemas
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Utiles para remediacién ambiental, y en especial en sistemas de carga y liberacion
de farmacos (Chatterjee & Chi-leung Hui, 2019).

2.1.3.1. Polimeros termo-sensibles

Los polimeros termo-sensibles son un tipo de material inteligente cuyo cambio
conformacional depende de la temperatura de su entorno. Este tipo de polimeros
presenta ciertas caracteristicas interesantes que los hacen poco comunes, por
ejemplo, que son solubles en agua a baja temperatura e insolubles al aumentar la
temperatura del medio. Dependiendo de la naturaleza del polimero, el cambio
fisico inducido por temperatura se dara tanto en un cierto punto conocido como
Lower Critical Solution Temperature (LCST) como en otro conocido como Upper
Critical Solution Temperature (UCST). Sus valores dependeran de la estructura
guimica del polimero y su interaccion con el agua.

Mas a detalle, en el primer caso, por debajo de la LCST la presencia de
interacciones por puente de hidrégeno entre el polimero y el agua, asi como la
formacion de clatratos en la red intermolecular generan una baja entalpia de
mezcla. Es asi que las interacciones polimero-agua resultan ser mas fuertes que
las interacciones polimero-polimero y, por tanto, el polimero se hace insoluble en
agua. Por otro lado, al incrementar la temperatura por encima de la LCST, los
enlaces por puentes de hidrégeno se hacen mas débiles, se rompen y se favorece
la liberacion de las moléculas de agua retenidas en las cadenas de polimero. En
términos termodinamicos, la entalpia y entropia de mezcla se incrementan. De esta
manera, las interacciones polimero-polimero resultan dominantes por encima de
las interacciones polimero-agua, provocando una pérdida de la solubilidad
(Pasparakis & Tsitsilianis, 2020) .

En el segundo caso, los polimeros son insolubles por debajo de una cierta
temperatura critica reconocida como UCST, pero por encima de este valor se
incrementa la solubilidad. Al contrario que la LCST, al sobrepasar la UCST, se
produce un rompimiento de las interacciones polimero-polimero y agua-agua,
generando nuevas interacciones del tipo polimero-agua. En términos practicos, los
polimeros que presentan este comportamiento son poco comunes en aplicaciones

biomédicas debido a que su UCST esta cerca de los 50 °C o incluso a mayores
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valores (Hoogenboom, 2014). Sin embargo, actualmente se ha tratado de realizar
modificaciones estructurales a estos polimeros para tener un mayor intervalo de
aplicacion (Niskanen & Tenhu, 2017). Los comportamientos de LCST y UCST se

ilustran en la Figura 5.

A

Temperatura
Temperatura

Fraccién en peso Fracciéon en peso

Figura 5. Comportamiento de los polimeros termo-sensibles cuando alcanzan la LCSTy
UCST.

2.1.3.1.1. Poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm)

Uno los polimeros termosensibles mas ampliamente investigado para
aplicaciones biomédicas es el poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) (Figura 6). El
polimero PNIPAAmM es generalmente reconocido como un polimero termo-sensible
gue es sintetizado por medio de una polimerizacion por radicales libres a partir de
su monomero N-isopropilacrilamida (NIPAAmM). PNIPAAmMm es un polimero
destacado ya que presenta cambios reversibles en el limite entre sus formas
hidratadas y deshidratadas durante una variacion de temperatura correspondiente
a su LCST. En el caso del PNIPAAmM, la LCST es de alrededor de 32 °C en
soluciones acuosas, lo cual entra dentro del intervalo fisiolégico (20-35 °C) (Crespy
& Rossi, 2007). Por debajo de su LCST, el polimero se encuentra en un estado
hinchado, mientras que por encima de este valor de temperatura, el gel se
deshidata a un estado colapsado debido al rompimiento del balance
hidrofilico/hidrofobico en la estructura de la red polimérica (J. Zhang & Peppas,
2000).
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Figura 6. Estructuras quimicas del monémero NIPAAm y su polimero PNIPAAm.
2.1.3.2. Polimeros pH-sensibles

Los polimeros pH-sensibles son un conjunto de polimeros sensibles a estimulos
los cuales presentan una respuesta a una disolucién de pH, enfrentando cambios
estructurales y en sus propiedades tales como conformacion de cadena,
solubilidad y configuracion. Estos polimeros se pueden definir como polielectrolitos
ya que se caracterizan por tener grupos acidos o basicos débiles ionizables en su
estructura, cuya ionizacion va a depender del medio de pH en el que se encuentren
(Reyes-Ortega, 2014). Es asi que, un cambio de pH puede ocasionar protonacion o
desprotonaciéon de los grupos funcionales presentes en las cadenas poliméricas.
Esto se veré reflejado, a nivel macromolecular, en varios fendmenos que incluyen
floculacion, hinchamiento, deshinchamiento, colapso de la extension o re-arreglo
de las cadenas generando micelas, unimeros, geles, o vesiculas (Kocak et al.,
2017).

2.1.3.1.2. Poli(acido metacrilico) (PMAACc)

El poli(acido metacrilico) (PMAAc) (Figura 7) es un polimero perteneciente al
grupo de los metacrilatos que posee una alta hidroficilidad y una capacidad de
ionizacién. En su estructura contiene grupos carboxilicos (-COOH), los cuales son
responsables de la respuesta a pH que este polimero presenta, ya que a un pH
cercano a su pKa (aproximadamente 4.8), el polimero liberara el hidrogeno acido al
medio. Esta respuesta se verd reflejada en un cambio conformacional a nivel
macromolecular, ya que esta pasara de una conformacién comprimida a una
extendida debido a la repulsion de las cargas negativas (-COQO") generadas por la

desprotonacién en el polimero (Zhang & Peppas, 2000). Este cambio
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conformacional es precisamente una caracteristica de los polimeros estimulo
sensibles explicada anteriormente en la seccion.

El PMAAc se forma por medio de una polimerizacion por radicales libres a
partir de su monémero de acido metacrilico (MAAc), el cual es un liquido viscoso e
incoloro, con un olor penetrante y miscible en la mayoria de disolventes organicos,
incluyendo agua (Swift, 2002). EI MAAc tiene dos sitios reactivos, los dobles
enlaces de grupo vinilico y del carbonilo, siendo el primero el mas reactivo y el que

permite los procesos de polimerizacion.

6 3 *Q Q\H
H-C s
2 o—H ]
CHs v "
acido metacrilico (MAAc) Poli(acido metacrilico)(PMAAc)

Figura 7. Estructuras quimicas del monémero MAAc y su polimero PMAACc.

2.2. Materiales poliméricos en la industria biomédica

Como se ha mencionado anteriormente, los polimeros son macromoléculas
que despliegan una gran versatilidad en su estructura, caracteristicas fisico-
guimicas y propiedades, lo que hace que tenga un vasto campo de aplicaciones,
incluyendo el &rea biomédica. Algunos dispositivos médicos como catéteres, hilos
de sutura, implantes, bolsas gastricas, véalvulas y apdsitos de heridas son
producidos con polimeros, que deben demostrar biocompatibilidad para ser
aplicado en tal area (Velazco-Medel et al., 2020). Los polimeros utilizados en
biomédica pueden ser de origen sintético como poliésteres o poliuretanos y natural
como aquellos derivados de proteinas o polisacaridos como el quitosano o la
celulosa. Este ultimo cumple los requerimientos del area biomédica debido a sus
propiedades Unicas que incluyen una gran area superficial, propiedades
mecanicas favorables, permeabilidad de gases y gran capacidad de absorcion de
liquidos (Hsieh, 2006; Shahriari Khalaji & Lugoloobi, 2020). Las propiedades de

este material, caracteristicas y reactividad se estudiaran en esta seccion.
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2.2.1. Celulosa de algodon

La celulosa es un polimero de origen natural que cumple funciones
estructurales en plantas y es el principal constituyente del algodén, ya que
representa aproximadamente 90% de su composicion. ElI 10% restante
corresponde a impurezas hidrofébicas como ceras, pectina y algunas proteinas. La
celulosa de algodon es la forma mas pura de celulosa ya que tiene un mayor peso
molecular y un mayor orden estructural reflejado en una celulosa altamente
cristalina, orientada y fibrilar. Su estructura quimica consta de anillos de $-1,4-D
(+)-glucopiranosa unidos por enlaces 1,4-glicosidicos, que generan una larga
cadena de celulosa (Figura 8). Cada anillo consta de 3 grupos hidroxilo (-OH), uno
primario en Cs y dos secundarios en Cz y Cs. Esta abundancia de grupos hidroxilo
y la conformacion de la cadena permiten una compleja red de interacciones por
puente de hidrégeno entre y dentro de las cadenas de celulosa, asi como con otras
moléculas. Esta particularidad es la que confiere sus propiedades mecéanicas que
incluyen una alta resistencia, asi como su elevada hidrofilicidad. Otras propiedades
importantes derivadas de su estructura quimica incluyen una alta energia
superficial, biodegrabilidad, biocompatibilidad, estabilidad térmica y reactividad

quimica.

Enlace glucosidico C1-C4 Anillo de glucopiranosa

Figura 8. Estructura quimica de la celulosa.

La reactividad quimica de la celulosa de algodon estd gobernada por su
estructura supramolecular, asi como de los grupos hidroxilo en las posiciones Co,
Cs y Ce. El hidroxilo en la posicion 6 (carbono primario) es 10 veces mas reactivo
gue los que estan en carbonos secundarios siguiendo esta secuencia Ce>>C2=Cs3
(Bezerra et al., 2015). Otros factores que determinan el comportamiento reactivo y
accesibilidad incluyen la morfologia de la celulosa, el grado de polimerizacion, el

grado de cristalinidad, pureza e, incluso, tamafio de particula.
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Debido a la elevada biocompatibilidad que presenta la celulosa, los materiales
basados en este polimero tienden a ser incorporados en sistemas biologicos y a
ser usados en la evaluacion, tratamiento, aumento o reemplazo de algun tejido,
organo o funcion del cuerpo (Hasanin, 2022). Entre estos materiales de origen
celulésico destaca la gasa de algoddén, material de uso prioritario en el area
biomédica por su aplicacion como apoésito para heridas derivadas de cortes
cutaneos, quemaduras, Ulceras o diabetes. Si bien la biocompatibilidad del
material representa una ventaja, un problema debido a esta propiedad es
precisamente la facilidad con la que los microorganismos patdogenos se hospedan
en su estructura ocasionando un dafio en la herida y dificulte el proceso de
curacién y regeneracion de tejido. Es asi que, a lo largo de los afios, se han
realizado diversos estudios para modificar la estructura del polimero con grupos
funcionales o agentes antimicrobianos que eviten la adhesion microbiana o que, a
su vez, sirvan como un sistema de liberacion del agente para combatir infecciones

frecuentes en las heridas (Keshipour & Maleki, 2019).

2.3. Modificacién de materiales poliméricos con fines médicos

Si bien los materiales poliméricos han demostrado una gran versatilidad en
aplicaciones biomédicas, estos no estan exentos de desplegar problemas o
limitaciones en su uso. Dos problemas muy comunes estan asociados con la
contaminacion bacteriana y la baja estabilidad que muchas veces presentan los
materiales de origen polimérico. El primer problema es uno de los principales
responsables de enfermedades nosocomiales derivadas de infecciones por
presencia de patdgenos. El segundo problema afecta el rendimiento mecéanico del
dispositivo en cuestién, haciéndolo impractico para su uso. Sin embargo, en el
progresivo avance las investigaciones en este campo se ha demostrado que la
modificacion de estos materiales permite superar estas adversidades e incluso
convertirlos en materiales sofisticados con propiedades utiles (Velazco-Medel et
al., 2020). Es asi que una de las aproximaciones mas prometedoras es la inclusion
de polimeros con distintas caracteristicas que el material de partida, mediante un
procedimiento conocido como copolimerizacién de injerto. Esta aproximacion tiene

como objetivo primordial el aprovechamiento de las propiedades del material

15



original y de los grupos funcionales adicionados (Pino-Ramos et al., 2017;
Velazco-Medel et al., 2020).

2.3.1. Copolimerizacion de injerto

Los copolimeros de injerto son una clase especifica de copolimeros los cuales
generalmente consisten en un esqueleto lineal de composicion Unica
covalentemente unido a cadenas laterales distribuidas de manera aleatoria. Estos
polimeros se pueden obtener mediante un proceso conocido como injerto,
denominado asi por ser una técnica que combina al menos dos estructuras de
diferente composicién, una que constituye la matriz polimérica principal y otra que
es el que proveera una nueva funcionalidad a dicha matriz (Sherazi, 2014).

Los copolimeros de injerto se pueden obtener por medio de dos procesos
conocidos como “grafting to”y “grafting from”, que estan basados el criterio de la

forma en que crece la cadena. Por un lado, para el método de “grafting to” se
dispone de una cadena de polimero previamente conformada la cual se injertara
en la matriz. La polimerizacién se realiza por varios pasos de “click chemistry”
(Arslan & Tasdelen, 2019; Zou et al., 2018). A pesar de ser un método Uutil,
presenta una gran desventaja que es su baja densidad de injerto debido al gran
volumen de las cadenas enrolladas que genera impedimento estérico entre ellas
(Pino-Ramos et al., 2017). Por otro lado, el método de “grafting from” involucra la
participacion de una matriz polimérica previamente activada por métodos fisicos o
guimicos y un mondémero reactivo, iniciando una polimerizacion en la matriz con
moléculas de mondémero a su alrededor. Este método produce copolimeros con
mayor densidad de injerto debido a que el monémero, por su pequefio tamafio,
podra acceder a mas sitios reactivos de la matriz. Ambos métodos se ilustran en la

Figura 9.
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Figura 9. Representacién de los métodos “grafting to” y “grafting from”.

Como se puede notar, el principio basico detrds de la copolimerizacién por
injerto es la creacion de sitios activos en el esqueleto de la matriz polimérica, ya
sean estos en forma de radicales o de grupos funcionales que permitan una unién
covalente. La reaccion de un monomero o de un polimero con una matriz
polimérica activada o con grupos funcionales, permitira la formacion de un
copolimero de injerto. La creacion de estos sitios activos se puede generar por
métodos quimicos o fisicos, esto es usando iniciadores quimicos o una fuente de

radiacion, como se detallara en las dos secciones siguientes.

2.3.1.1. Copolimerizacién de injerto por Método Quimico

En la copolimerizacion de injerto por método quimico es necesario el uso de
compuestos quimicos que actian como iniciadores para generar los sitios activos
en la matriz polimérica. Es asi que el injerto de varios monémeros vinilicos en
matrices poliméricas se ha dado gracias al uso de un amplio espectro de
iniciadores de radicales libres y sistemas redox como perdoxido de dibenzoilo,
azobisisobutironitrilo (AIBN), nitrato de amonio cérico, persulfato de sodio,
permanganato de potasio y el reactivo de Fenton (Kulkarni et al.,, 2019). La
generacion de radicales libres que provocaran la iniciacién por método quimico se
puede dar por métodos directos o indirectos. En los métodos directos, los
radicales se forman en el iniciador quimico, por descomposicion de su estructura,

generalmente inducida por efectos térmicos. En el método indirecto, los radicales
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se forman por una reaccion redox, en la matriz a injertar, que dara inicio a la
polimerizacion (Pal & Das, 2013).

Un método moderno y ampliamente utilizado para la generacién de sitios
activos en la matriz polimérica es la Polimerizacién Radicalaria por Transferencia
de Atomo (ATRP). Para este método, se agregan atomos de halégeno a sitios
inactivos de la matriz para transferirlos reversiblemente a complejos metalicos en
estados menores. La formacidén del radical ocurre por accion del catalizador
metalico de transicion el cual activa al iniciador organico por medio de una
obstruccion del haluro al final de la cadena (Garcia-Fernandez et al., 2019).
Mediante ATRP se pueden conseguir polimeros con masas molares controladas y
con una polidispersidad baja (Mespouille et al., 2008).

2.3.1.1.1. Asobisisobutironitrilo (AIBN)

El azobisisobutironitrilo (AIBN) o 2,2'-azobis(2-metilpropionitrilo) es un
compuesto organico utilizado comunmente como iniciador de reacciones de
polimerizacién por radicales libres. Se trata de un polvo blanco cristalino, con un
punto de fusiéon de 100-103 °C, una energia de activaciéon de 132.4 kJ.mol1.K%,
muy soluble en disolventes con base de alcohol, mondmeros vinilicos y disolventes
organicos, pero muy poco soluble en agua (Androvi¢ et al., 2016; Li et al., 2018).

Su mecanismo de accidn se basa en la descomposicién de su estructura por
efectos de la temperatura o la radiacion, generando dos radicales 2-cianopro-2-il y
eliminando una molécula de nitrégeno en el proceso (Figura 10) (Androvi¢ et al.,
2016). Los radicales 2-cianopro-2-il seran los encargados de transferir su electrén
desapareado a la parte reactiva del monémero, como, por ejemplo, el doble enlace

vinilico C=C y asi generar un enlace.

N m H;C._e CHj3
XN K
x> A (270°C) 2
X \y \\N Aenro . ) I

Azobisisobutironitrilo (AIBN) Nitrégeno 2 radicales
2-cianopropil

Figura 10. Mecanismo de descomposicion del azobisisobutironitrilo (AIBN).
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2.3.1.2. Copolimerizacién de injerto por Método Fisico

La copolimerizacion de injerto por el método fisico involucra el uso de
radiacion de alta o baja energia para formar un sistema iniciador en el esqueleto
de la matriz polimérica. Una seleccion correcta y minuciosa de la dosis y tasa de
dosis de irradiacion permitird tener un control del grado de injerto en la matriz.
Este método resulta ser conveniente debido a que permite una rapida formacion
de los radicales libres y a que mantiene una pureza del producto final. Ademas,
dependiendo del poder penetrante de la radiacion utilizada, se podran realizar
reacciones a diferentes niveles de profundidad en el esqueleto (Susheel Kalia et
al., 2013).

Al irradiar un esqueleto con radiacién de baja energia como luz ultravioleta o
visible se produce una fision homolitica para generar radicales libres en dicho
esqueleto. Dependiendo del tipo de esqueleto y de la intensidad de la radiacién, el
injerto puede darse con o sin fotoiniciadores como la benzofenona. En el caso de
injertos en celulosa de algoddén, se ha demostrado que este método ayuda a
mejorar la resistencia del material (Jang et al., 2001).

Por otro lado, la radiacion de alta energia como lo son los rayos X, rayos
gamma o los electrones acelerados con energias que varian en el intervalo de 6.5
y 3.0 MeV, es un recurso Util para la copolimerizacion de injerto de varias matrices
poliméricas. La radiaciobn gamma es la mas ampliamente utilizada y la fuente mas
comUn de esta radiacion es el is6topo de Cobalto 60 (.°Co) con una vida media de
5.3 afios (Spinks & Woods, 1990). Se han publicado varios estudios donde se ha
utilizado esta radiacion para injertar varios mondmeros en celulosa de algodén
(Camacho-Cruz et al., 2021; Hiriart-Ramirez et al., 2012; Luna-Straffon et al.,
2014). Adicionalmente, existen dos métodos por los cuales se puede dar el injerto
por meétodo fisico, esto es por los denominados método directo o simultaneo y de

preirradiacion.
2.3.1.2.1. Método Directo o Simultaneo

El método de injerto por radiacion directo o simultdneo consiste en la
irradiacion del substrato o matriz junto con el monémero o disolucion monomérica

a ser injertada. Mediante este método se producen dos reacciones de forma
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paralela. Por un lado, se tiene la reaccion de copolimerizacion entre la matriz
activada y las cadenas de injerto que van creciendo en el substrato. Por otro lado,
se produce la reaccion de homopolimerizacion entre las moléculas de monémero
gue también han sido activadas por efecto de la radiacion (Figura 11) (Pino-
Ramos et al., 2017).

Copolimerizacion Homopolimerizacion

v ?m,zg: hv
m

Figura 11. Reacciones paralelas que ocurren durante el injerto inducido por radiacién por

:

método directo.

La homopolimerizacién es una de las desventajas que presenta este método,
el cual se ve reflejado en bajos rendimientos de injerto. Sin embargo, se han
desarrollado distintas metodologias para inhibir la homopolimerizacion y superar
esta desventaja (Glrdag & Sarmad, 2013). Estas metodologias incluyen:

a. Adicionar inhibidores de homopolimerizacion, tales como Cu?*y Fe?*.

b. Diluir la disolucion de mondmero, ya que la dosis absorbida de radiacion

esta relacionada con la densidad de la sustancia irradiada.

c. Seleccionar adecuadamente el disolvente o mezcla de disolventes a utilizar,
ya que estos no solo inhibirdn la homopolimerizacién sino también
controlaran la profundidad del injerto.

Otra desventaja del método directo esta relacionada con el proceso ya que es
muy dificil controlar el grado de la copolimerizacion de injerto. Por otro lado, sus
ventajas estan relacionadas con procesos de operacion faciles, reacciones rapidas
y una menor tasa de dosis. Ademas, las moléculas de monémero pueden proteger

a la matriz de la degradacion durante la irradiacion.
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2.3.1.2.2. Método de Preirradiacion

En el método de preirradiacion, la matriz es irradiada, generando radicales
libres sobre el esqueleto polimérico. Posteriormente, se agrega el monémero o
disolucidbn monomérica a una cierta temperatura y tiempo de reaccion adecuados.
Como en este método el mondmero no es irradiado, la posibilidad de formarse
homopolimero se reduce de manera significativa. Este enfoque se puede
desarrollar ya sea en ausencia de oxigeno o presencia del mismo.

- Preirradiaciéon en ausencia de oxigeno

En este método, la matriz es irradiada en presencia de nitrdgeno o en vacio
creando una atmdésfera inerte ya que se agrega el monémero libre de oxigeno. De
esta manera se generan radicales en el substrato los cuales seran retenidos e
iniciaran la reaccién de injerto. Este método requiere tasas de dosis de radiacion
relativamente elevadas por lo que puede presentarse degradacion del material.
Otro factor a tomar en cuenta es que se requiere que los radicales generados
permanezcan durante un periodo de tiempo prolongado hasta que empiece el
injerto, por lo que esto dependera del tipo de matriz irradiada y su capacidad de
retener los radicales (Ghobashy, 2018). Por otro lado, se ha determinado que los
radicales generados en la matriz se mantienen por mas tiempo a bajas
temperaturas. De la misma manera, la irradiacion a baja temperatura mejora los
rendimientos de injerto.

- Preirradiacion en presencia de oxigeno

El método de preirradiacion en presencia de oxigeno o de preirradiacion
oxidativa consiste en la irradiacion del material de partida en presencia de aire y sin
presencia de monomeros. Esto resulta en una matriz oxidada antes de entrar en
contacto con los monomeros a injertar. De esta forma se generan peroxidos e
hidroperoxidos en la matriz, los cuales son usualmente estables a temperatura
ambiente. Estas especies serdn descompuestas por degradacion térmica,
generando radicales libres que daran inicio tanto a la copolimerizacién como a la
homopolimerizacion. La homopolimerizacion iniciara por los radicales hidroxilos
generados en el paso anterior. La formacion de homopolimero se puede controlar

de la misma manera del método directo.
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La preirradiacion oxidativa resulta ser un método un poco mas complejo de
controlar puesto que se tienen que considerar algunas variables tales como dosis
de radiacidn, concentracibn de monomeros, disolventes, presencia de aditivos,
temperatura de reaccion y tiempo de reaccion. Las reacciones involucradas en este

meétodo se describen en la Figura 12.
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Figura 12. Reacciones de la preirradiacion en presencia de oxigeno.
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2.4. Radiacion ionizante

La radiacion ionizante es un tipo de radiacion que consiste en particulas y
fotones tales como particulas alfa, beta, rayos gamma, rayos X, neutrones,
electrones y protones acelerados, y otras particulas con la capacidad de producir
iones en los &tomos de la materia a la que es expuesta. A diferencia de la
radiacion no ionizante que incluye ondas de radio, microondas, luz visible,
infrarroja y ultravioleta, la radiacion ionizante es considerablemente mucho mas
energética. Cuando la radiacién ionizante interacciona con la materia, deposita su
energia para generar iones por medio de un rompimiento de los enlaces
moleculares y desplazamiento o remocién de electrones presentes en los atomos.
A través de estos procesos, se generan cambios quimicos e incluso estructurales
en la materia expuesta a tal radiacion. La deposicidon energética se da a través de
una serie de procesos que terminan con una etapa fisicoquimica en la que se
generan especies excitadas de vida corta y entidades quimicas, destacandose la
formacion de radicales libres como una de las entidades de mayor tiempo de vida
media. Tales especies reactivas actian como centros activos radicalarios para

iniciar reacciones de polimerizacion en cadena.
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2.4.1. Radiacién gamma

Los rayos gamma con un tipo de radiacion electromagnética que tienen
longitudes de onda en el intervalo comprendido entre 3x10!! a 3x10% m,
demostrando las menores longitudes de onda y la mayor energia que cualquier
onda del espectro electromagnético (Spinks & Woods, 1990). Son emitidos por la
transicion de los niveles energéticos del nacleo de varios radiondclidos que sufren
decaimiento, siendo rayos monoenergéticos o un numero pequefio de energias
discretas. Las fuentes isotépicas mas comunes de radiacibn gamma son el
Cobalto 60 (°°Co) y el Cesio 137 (*3’Co). El primero produce radiacién de mayor
energia y mayor poder penetrante, mientras que el segundo tiene un mayor tiempo
de vida media y, por lo tanto, menor frecuencia en su reemplazo. La radiacién
gamma, a diferencia de las particulas a y B, tienden a perder gran parte de su
energia en una sola interaccion.

La radiacion gamma ha llamado la atencion de la comunidad cientifica debido
a las multiples aplicaciones que van desde esterilizacion de materiales y alimentos
hasta la sintesis de nhanocompuestos y materiales poliméricos (Pino-Ramos et al.,
2017). Es asi como el uso de radiacion gamma en la ciencia de polimeros se ha
convertido en una técnica comun que se utiliza para la modificacion estructural,
polimerizacion, copolimerizacion de injerto y entrecruzamiento de varios
polimeros. Adicionalmente, los productos generados por rayos gamma han

demostrado ser materiales competentes para aplicaciones de alto rendimiento.

2.4.1.1. Cobalto 60

El Cobalto 60 (°Co) es un radioisétopo sintético inestable con un tiempo de
vida media de 5.24 afos y una actividad radioactiva de 44 TBq por gramo. Debido
a estas caracteristicas, ademas de su disponibilidad, es una de las fuentes de
radiacion gamma mas utilizada en aplicaciones industriales (Spinks & Woods,
1990). El 59Co se forma por bombardeo de neutrones al isétopo estable Cobalto 59
(°°Co) en un reactor nuclear. El mecanismo de produccién de radiaciéon se da por
el decaimiento continuo del isétopo en uno mas estable como lo es Niquel 60
(°°Ni) generando, en el proceso, dos rayos gamma con energias de 1.173 y 1.332

MeV (Figura 13). Las energias de los rayos gamma generados son insuficientes
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para generar radioactividad en los productos irradiados (Parsons, 2012), pero
suficientes ionizar la materia y producir radicales libres necesarios para un

proceso de injerto.

89Co t,/, = 5.24 afios

6% Ni (excitado)

rayoy
E=1.173 MeV

: 6% Ni (excitado)
\ rayoy
E=1.332MeV

$9Ni (estable)

Figura 13. Esquema de decaimiento del isétopo de ®°Co al isétopo de Ni pasando por dos
estados excitados de ®Ni.

2.4.2. Interaccion de la radiacion ionizante con la materia

La interaccion de la materia con la radiacion ionizante, esto es, radiacion
electromagnética de alta energia (rayos X o rayos gamma) o particulas alfa o beta,
pueden promover cambios quimicos que, generalmente, involucran la formacion de
radicales libres. Se forman radicales libres reactivos por efecto de la radiacion
ionizante. La radiacion rompe enlaces entre atomos en las moléculas. Este
deterioro de los enlaces puede ocurrir en dos formas. Si los enlaces se rompen
homoliticamente, se forman radicales Ilibres; en caso de romperse

heteroliticamente, se formaran fragmentos ionicos.

2.4.2.1. Efecto fotoeléctrico

El efecto fotoeléctrico es un fendmeno en el cual los electrones son emitidos a
partir de la materia luego de la absorcién de energia proveniente de radiacion
electromagnética como rayos X o luz visible. En este tipo de interaccion, la energia
proveniente del fotdn se transfiere a un solo electron atomico que es expulsado con
una energia igual a la diferencia entre la energia del foton y la energia de enlace
del electrén en el atomo. Por tanto, la energia y el momento se conservan durante
el proceso. La energia de los electrones emitidos no depende de las intensidades
de la radiacion incidente, pero esta relacionado con la longitud de onda de la
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radiacion. Las interacciones fotoeléctricas son mas probables de ocurrir para

materiales con numeros atomicos grandes y para energias de foton bajas.

2.4.2.2. Produccion por pares

En este fendbmeno, el proceso involucra la completa absorcion de la energia de
un fotdn proveniente de rayos X o gamma en las proximidades de un nucleo
atomico, formando dos particulas, un electron y un positrén. De esta manera, la
energia del foton menos el resto de las energias de las dos particulas, se comparte
entre la energia cinética del electrén y del positron. Asi, el momento se comparte
entre los ndcleos reculados. La produccion por pares no puede ocurrir en fotones

de energia menores que 1.02 MeV.

2.4.2.3. Dispersion de Compton

La dispersion de Compton es un descenso en la energia proveniente de un
fotén de radiacion gamma o rayos X cuando estos interaccionan con un electrén
unido o libre, produciéndose un proceso de dispersion inelastico. La energia y el
momento del fotén incidente se comparten entre el foton dispersado y el fotén
reculado. Este efecto es importante ya que demuestra que la luz no puede ser
explicada puramente como una onda. El experimento de Compton demostré que la
luz puede comportarse como una corriente de cuantos similares a particulas cuya
energia es proporcional a la frecuencia. La dispersién de Compton predomina para
fotones de energia entre 1 y 5 MeV en materiales de nimeros de atémicos bajos
como el Carbono y en un intervalo de energias mucho mas amplio para materiales
de bajo numero atomico. En procesos de copolimerizacién de injerto por radiacion
gamma, es el efecto predominante.

Las representaciones de los efectos descritos en esta seccion se muestran en

la Figura 14.
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Figura 14. Representacion de los efectos de lainteraccién entre la radiacién con la materia.
Adaptado de (Spinks & Woods, 1990).

2.5. Sistemas de liberacién de farmacos

Un sistema de liberacion de farmacos (DDS: Drug Delivery System) se trata de
una formulacion o un dispositivo que permite la administracion de una sustancia
terapéutica en el cuerpo, mejorando el alcance del sitio de accion, asi como la
eficacia del farmaco por medio del control de la velocidad y tiempo de la liberacion.
El proceso involucra la administracién del agente terapéutico, la liberacion de los
ingredientes activos por parte del sistema y su posterior transporte a lo largo de las
membranas biolégicas para alcanzar el sitio objetivo (Jain, 2020). Una de las
virtudes de estos sistemas es que pueden alcanzar el sitio de accién sin generar
dafios colaterales en células, 6rganos o tejidos no objetivos, aunque esto muchas
veces resulta un reto al momento de disefiar un DDS (Rojo et al., 2017). Existen
varias formas de administrar un farmaco y dependeréa de la ruta anatdmica que se
tome para tal efecto. La eleccion de estas rutas dependera de la enfermedad, el
efecto deseado y del producto disponible e incluso si se desea aplicar directamente

en el 6rgano afectado o sistémicamente hasta alcanzar tal érgano. El siguiente
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esquema (Figura 15) muestra una clasificacion de los DDS basadas en las rutas

anatomicas que toman para su accion.

SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS

Enteral [ Parenteral I Transmucosos ][Transnasales][ Pulmonares ][Transdérmicos] Infusion
| intra-6sea
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Figura 15. Esquema de la clasificacién de los DDS en funcion de su ruta anatémica.

Siendo los polimeros materiales altamente versatiles, es evidente que en algun
momento existiia una amalgamacién entre este campo y las ciencias
farmacéuticas para el disefio y desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos
novedosos. Desde la primera aparicion del primer DDS basado en un polimero
sintético (poli(acido glicdlico)), se han juntado esfuerzos para obtener DDS
poliméricos con alta biocompatibilidad y que permitan obtener control espacial o
temporal de la liberacion (Liechty et al., 2010). En estas aplicaciones, ciertas
propiedades de algunos polimeros como la hidrofilicidad, lubricidad, suavidad,
durabilidad, permeabilidad y degradabilidad resultan de interés y determinan la
biocompatibilidad con tejidos y la sangre. Estas propiedades se pueden encontrar
de manera innata en algunos polimeros, pero en ciertas ocasiones es necesario
adquirirlas o mejorarlas mediante la incorporacion de otros polimeros, mediante un

proceso de injerto.
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2.6. Técnicas de caracterizaciéon

La determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los copolimeros de
injerto se puede realizar por medio del uso tanto de técnicas analiticas clasicas
como instrumentales. La coleccion de datos obtenidos a partir de cada una de
estas técnicas permitird obtener una visibn mas amplia y complementaria de las
propiedades o fendmenos que han ocurrido en el proceso de injerto, asi como de
las potenciales aplicaciones que tendran tomando en cuenta las propiedades del
material. En esta seccion se detallan los fundamentos y aplicaciones de las

técnicas de caracterizacion empleadas durante el desarrollo de esta tesis.

2.6.1. Grado de injerto en peso

El grado de injerto o porcentaje de injerto es un indicador del peso de una
muestra sometida a un proceso de injerto con uno o varios monémeros y se calcula

generalmente por gravimetria, aplicando la Ecuacion 1:

Peso del polimero injertado Wy, =W,
Injerto (%) = — — x 100 = (—)x 100
Peso inicial de la gasa sin injertar w, (Ec. 1)

Donde Wy es el peso de la muestra luego del proceso de injerto y Wo es el peso
de la muestra original sin injertar. El grado de injerto se expresa en porcentajes y al
ser un calculo en peso, se pueden obtener grados de injerto por encima del 100%,
al agregarse una gran cantidad de injerto a la matriz. Ademas, para una
determinaciéon de injerto lo mas cercana a la realidad, se deben realizar varios
lavados a las muestras tratadas con el fin de retirar los residuos de monémeros y

de homopolimero no injertados en el material.

2.6.2. Titulaciones potenciométricas

Una titulacion potenciométrica es un método de analisis quimico en el cual el
punto final de la titulacidbn es monitoreado con un electrodo indicador que registra el
cambio del potencial como funciébn de la cantidad de titulante agregado, con
concentracion exactamente conocida. El curso de una curva de titulacion

potenciométrica provee informacion de los fenOmenos que ocurren en numerosas
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reacciones tales como protonacioén y complejacion, informacién que incluso puede
definirse a partir de la posicion y forma de la curva. Otra ventaja es que,
generalmente, la instrumentacion necesaria para realizarlas no es costosa, es
confiable y que esta disponible en los laboratorios (Hulanicki et al., 2013).

La instrumentacion experimental para titulaciones potenciométricas consiste de
un potenciémetro electronico de alta impedancia, un vaso de precipitados y un
agitador magnético, electrodos de referencia e indicador, y una bureta para la
deposicion del titulante, los cuales son necesarios para las titulaciones manuales y
para la determinacion de la grafica punto por punto. En particular, para las
titulaciones acido-base, un electrodo indicador de vidrio es el mas utilizado, pero
ocasionalmente se utilizan electrodos de membrana polimérica sensible al pH o
electrodos de 6xido metélico.

Las curvas de titulacién potenciométricas se obtienen por medio de la grafica
del potencial del electrodo indicador contra el volumen del titulante. En titulaciones
acido-base, el valor del pH se utiliza en lugar del potencial. A partir de esta gréfica
se puede estimar el punto final de la titulacion. Este punto es un valor experimental
estimado que indica que la cantidad de reactivo necesario para completar la
reaccion ha sido afadida a la disolucién. En particular, para el andlisis de
polimeros estimulo sensibles, este valor permite definir el pH critico del polimero,
es decir, el valor de pH al cual se producirda la protonacion o desprotonaciéon del
polimero y se producird el cambio conformacional caracteristico de este tipo de

materiales.

2.6.3. Espectroscopia de Infrarrojo de Transformada de Fourier con
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

La Espectroscopia de Infrarrojo (IR) es una técnica instrumental ampliamente
reconocida para la caracterizacion estructural de polimeros. Su principio se basa
en la absorcion de la radiacion electromagnética en el intervalo de la frecuencia
infrarroja debido a las vibraciones moleculares de los grupos funcionales
contenidos en las cadenas de polimeros. Este fendmeno de absorcién promueve
transiciones entre los niveles de energia rotacionales y vibracionales del estado

basal. Esta es la diferencia clave con la absorcion de radiacion visible y
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energéticamente mas poderosa, asi como la radiacion ultravioleta, la cual induce
transiciones entre los niveles energéticos vibracionales y rotacionales de diferentes
niveles electrénicos (Koenig, 1984).

Para describir las oscilaciones vibracionales de las moléculas, se adopta una
aproximacion al modelo del oscilador armonico, aplicando la Ley de Hooke dada

por la Ecuacion 2:

F = —kx
(Ec. 2)

Donde F es la fuerza restauradora en el enlace, k es la constante de fuerza del
enlace y x es el desplazamiento. Bajo esta aproximacion, la frecuencia vibracional

v viene dada por la Ecuacion 3:

1

)G

v=[—)(=

2w/ \u
(Ec. 3)

Donde p es la masa reducida del sistema. La unidad de la frecuencia
vibracional v es el reciproco de los segundos (s). Sin embargo, por convencién
las posiciones de las bandas en el espectro de infrarrojo vienen dadas en niumeros
de onda (¥ = 1/A; v = c/A) cuya unidad en el reciproco de los centimetros. Estas
aproximaciones pueden aplicarse para moléculas diatdbmicas simples del tipo A-B.
No obstante, para moléculas poliatémicas, como lo son los grupos funcionales, las
frecuencias de las vibraciones se ven desplazadas por varios fenbmenos tales
como efectos eléctricos y estéricos, la naturaleza, tamafio y electronegatividad de
los atomos vecinos, cambios de fase y enlaces por puentes de hidrégeno. De
acuerdo a esta concepcion, varios grupos funcionales pueden exhibir frecuencias
de absorcién caracteristicas que confirmarian su presencia en un compuesto por
medio de la observacion de su espectro de IR, por lo cual estas frecuencias se
encuentran tabuladas en los intervalos de numeros de onda donde suelen
producirse tales vibraciones.

Un espectrofotometro de Infrarrojo clasico esencialmente consiste de una
fuente de radiacion infrarroja continua, un medio para la resolucion de radiacion
infrarroja en sus longitudes de onda componentes y un detector. Dos tipos de
espectrofotometros son utilizados en los laboratorios: instrumentos dispersivos e

instrumentos basados en la Transformada de Fourier (FT), siendo este ultimo el
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que, actualmente, es el mas utilizado. FTIR se basa en la interferencia de varias
frecuencias de luz para recopilar un espectro. Las ventajas del uso de FTIR se ven
reflejadas en una gran calidad espectral, velocidad en la coleccion de datos,
reproducibilidad de los datos y facilidad de mantenimiento y uso. Otro factor
importante a tomar en cuenta es la técnica de muestreo, siendo la Reflectancia
Total Atenuada (ATR) la que més versatilidad ha demostrado. Esta técnica esta
basada en el efecto del &ngulo de incidencia de un haz de luz en su reflexiébn en
una superficie. El mayor beneficio de la ATR es la habilidad de medir una gran
variedad de muestras solidas y liquidas sin realizar preparaciones complejas.

En la caracterizacion estructural de polimeros, los tres factores aspectos en
esta seccion (bandas vibracionales, FTIR y ATR) permiten definir los grupos
funcionales presenten en la unidad repetitiva del polimero sin mucha preparacion
previa, con precision, alta calidad, y rapidez. En concreto, en los copolimeros de
injerto, la técnica de IR sirve como un método de verificacion de la inclusion de
nuevos grupos funcionales al esqueleto de una matriz preformada. Esto se hace
mediante la comparacion de los espectros de IR de ambas estructuras,
observandose nuevas bandas vibracionales en el espectro del injerto y

manteniendo aquellas de la matriz (Susheel Kalia et al., 2013).

2.6.4. Analisis Termogravimétrico (TGA)

El Analisis Termogravimétrico (TGA) es una técnica de caracterizacion térmica
gue mide los cambios en peso 0, mas rigurosamente, en la masa de una muestra
como funcién de la temperatura (0 del tiempo) bajo una atmoésfera controlada.
Dependiendo de la informacion que se requiera obtener, la muestra se puede
calentar a una tasa de calentamiento constante (medicion dinamica), se puede
mantener a una temperatura constante (medicion isotérmica) o incluso se puede
someter a programas de calentamiento no lineal (Bottom, 2008).

Los resultados obtenidos a partir de las mediciones de la técnica se muestran
como una curva de TGA en la que el porcentaje de masa se grafica en funcién de
la temperatura o el tiempo. Una presentacién alternativa y/o complementaria es la
representacion de la primera derivada de la curva de TGA con respecto a la

temperatura o el tiempo, la cual se conoce como termogravimetria diferencial
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(curva DTA), y la cual muestra la tasa a la cual ocurren los cambios en la masa de
la muestra (Ng et al., 2018).

Los cambios en la masa ocurren cuando la muestra pierde material en una o
varias formas ya sea por descomposicion o por reacciones con la atmésfera del
medio, cuando no se tiene una atmdésfera controlada. Estos cambios producen
caidas en la curva TGA o picos en la curva DTA. Existen muchos efectos que
inducen una perdida en masa, en el caso de los polimeros, los mds comunes son:

e Evaporacion de constituyentes volatiles remanentes provenientes de un
escaso secado de la muestra.

e Descomposicién térmica de los grupos funcionales presentes en la
muestra en una atmdésfera inerte induciendo la generacién de productos
gaseosos a causa de la pirolisis o carbonizacion.

Estos fenbmenos de descomposicion pueden presentarse de manera aislada o
en conjunto, generando curvas de TGA con una caida o varias caidas (etapas). En
términos analiticos, cuando sucede esto, se dice que la muestra presenta una
descomposicién térmica unietapa o multietapa, respectivamente (Figura 16)
(Wilkie, 1999). Cada etapa estara asociada a la pérdida o descomposicion de algun
grupo funcional, por lo cual la técnica tiene un uso de identificacion de materiales
desconocidos, de su mecanismo de degradacion e incluso para fines cuantitativos
ya que se puede determinar la cantidad de grupos funcionales presentes teniendo
en cuenta la intensidad de la caida en cada etapa. Esto Gltimo resulta de mucha
utilidad en copolimeros de injerto, ya que se puede determinar que tantos grupos
funcionales del injerto estan presentes en la matriz. Por otro lado, otro valor que se
toma en cuenta en copolimeros de injerto es la pérdida en peso de la muestra al
10% (o a un determinado porcentaje de interés), ya que permitira evaluar la

estabilidad del material y que tanto se ha afectado por la presencia del injerto.
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Figura 16. Curvas de TGA para a) descomposicion unietapay b) descomposicién multietapa.

2.6.5. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) es una técnica de microscopia
electronica que permite alcanzar imagenes detalladas de una muestra con una alta
calidad y una resolucion espacial de hasta 1 nm. Su principio se basa en la
exposicion de la muestra a un haz de electrones de alta energia, estos alcanzaran
al material y los electrones secundarios que se emiten o rebotan son los que
generan una imagen del espécimen. Este principio se basa en la pérdida de la
energia cinética de los electrones impactados sobre el material, generando varias
sefales a partir de las interacciones elasticas e inelasticas entre ambas (Zhou et
al., 2006). La imagen generada por SEM nos brinda informacion de la topografia,
morfologia y composiciobn de la muestra expuesta. La topografia se refiere a
aspectos superficiales como su textura, suavidad o rugosidad mientras que la
morfologia nos indicard la forma y tamafio del analito (Akhtar et al.,, 2018).
Teniendo como referencia estos dos puntos se puede deducir que la principal
ventaja de SEM es que permite observar los fendmenos superficiales de los
materiales. Por otro lado, una de sus desventajas es que, al ser netamente una
técnica superficial, no provee informacion de la conformacion interna de la muestra.
A pesar de esto, SEM es considerado un instrumento fundamental para la
caracterizacion de materiales y para la determinaciéon de cambios morfologicos de

estos cuando se realiza algun tipo de modificacién superficial con otras moléculas.
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2.7. Ensayo de actividad antimicrobiana por turbidimetria

Uno de los métodos para evaluar la actividad antimicrobiana de materiales con
tales propiedades es mediante el ensayo turbidimétrico. Este método se
caracteriza por una serie de tubos que contienen el material cargado con el
antibiotico en un medio de cultivo liquido inoculado con el microorganismo de
prueba. Es un requisito para un adecuado ensayo turbidimétrico que el antibiético
interactie con el microorganismo de prueba para alterar el crecimiento cinético y
permitir la respuesta (concentracion de antibidtico relativo a la turbidez) a ser
determinada. En el caso de materiales funcionalizados con agentes
antimicrobianos, se puede determinar si el agente cumple su rol evitando o
eliminando los microorganismos presentes en el medio, ya sea por mediciones por
espectrofotometria UV-Visible o por simple inspeccién de la traslucidez del medio
de cultivo (Balouiri et al., 2016; Lourenco & Pinto, 2011).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Obtener un biomaterial de algodén como sistema de liberacién de farmacos
con respuesta al pH y la temperatura mediante el injerto de dos monémeros, acido
metacrilico (MAAc) y la N-isopropilacrilamida (NIPAAm), por irradiacion gamma o

por AIBN como iniciadores.

3.2. Objetivos Particulares

e Determinar las condiciones Optimas para el injerto binario de MAAc y
NIPAAmM en un solo paso por el método de preirradiacion oxidativa o por el
método quimico.

o Caracterizar las propiedades del material obtenido por medio de varias
técnicas como FTIR, TGA y SEM.

e Evaluar el pH critico y la LCST del material de algodon obtenido.

e Comparar los métodos empleados en la sintesis del material de algodon,

con base a los resultados observados.
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e Evaluar la capacidad de carga y liberacién de un farmaco a partir de las
gasas injertadas con los monémeros NIPAAmM y MAAc.
e Determinar la actividad antimicrobiana de los materiales injertados y

cargados con farmacos por medio de ensayos de turbidez.

4. HIPOTESIS

El injerto de los monémeros NIPAAmM y MAAc en gasas de algodon iniciado por
AIBN o la radiacion gamma permitira obtener un material funcional con respuesta a
la temperatura y el pH que sirva como un sistema de carga y liberacion de

farmacos.

5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1. Materiales y reactivos

e Gasas de algodon esterilizadas de la marca Miyako en su presentacion de 8
capas de 10x10 cm (gasa desdoblada: 20x20 cm) producidas por Galia
Textil, S.A de C.V. Tlaxcala, México.

e Monémeros: Acido metacrilico (MAAc) (99%) y N-isopropilacrilamida
(NIPAAM) (97%) obtenidos de Sigma-Aldrich® (St. Louis, Estados Unidos).

e Azobisisobutironitrilo (AIBN) obtenido de Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados
Unidos)

e Disolventes: agua bidestilada. Metanol (99.94%), tolueno (99.5%) y n-
hexano (95%) grado analitico adquiridos de J. T. Baker. Etanol anhidro e
isopropanol anhidro fueron adquiridos de REPROQUIFIN Reactivos y
Productos Quimicos Finos, S.A. de C.V.

e Tubos de ensayo Pyrex de 16 mm de didmetro y 170 mm de altura, y tubos
de vidrios de 4 mm de diametro y 12 cm de altura. Estos se usaron para
realizar las ampolletas de vidrio.

¢ Norfloxacino (298% TLC), estandar analitico, PM: 319.33 g/mol, obtenido de
Sigma-Aldrich® (St. Louis, Estados Unidos).
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e Pinzas de diseccion, perlas de vidrio estériles, micropipeta auomatica
(Thermo Scientific™), vortex, incubadora de 35 + 2 °C, campana de flujo
laminar, autoclave.

e Medios de cultivo: Tubos con caldo cerebro corazén (marca BD Bioxon™);
tubos con caldo luria (marca BD Bioxon™); tubos con 5 mL de caldo Mieller
Hinton (marca BD Bioxon™) ajustados a distintos valores de pH (5,7 y 9);
tubos con 9 mL de solucion salina isoténica (0.9% de NacCl).

e Cepas: Escherichia coli ATCC™ 25922 y Staphylococcus aureus ATCC™
25923.

5.2. Purificacién de mondmeros

El primer paso del desarrollo experimental es la purificacion de los monémeros
a injertar: acido metacrilico y N-isopropilacrilamida, por medio de destilacion a

presion reducida y recristalizacion, respectivamente.

5.2.1. Purificacién de acido metacrilico

El 4cido metacrilico obtenido de Sigma Aldrich, se purifica por destilacion a
presién reducida, para eliminar impurezas y residuos poliméricos. EI montaje
experimental de este procedimiento se muestra la Figura 17. Se toman 100 mL de
monomero con agitacion constante y con calentamiento, hasta alcanzar una
temperatura de ebullicion de 30 °C. El monémero destilado se deposita en un

frasco ambar y se conserva en refrigeracion hasta el momento de su uso.

Figura 17. Montaje experimental para la destilacion a presién reducida del acido metacrilico.
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5.2.2. Purificacion de la N-Isopropilacrilamida

La N-isopropilacrilamida (NIPAAmM) obtenida de Sigma Aldrich se purifica por
medio de recristalizacion usando tolueno y hexano como disolventes en una
relacion 2/3. 55 g de NIPAAm se disuelven en 180 mL de tolueno a 30 °C con
agitacion constante. Una vez disuelto el monomero, se agrega 270 mL de hexano
previamente enfriado a 4 °C y se monta un bafio frio para promover la
recristalizacion. El solido obtenido luego de la cristalizacion, se filtra y se seca en
una estufa de vacio a 30 °C, durante 12 h. Finalmente, se calcula el rendimiento

del proceso.

5.3. Purificacién del iniciador AIBN

El iniciador quimico AIBN se purifica por recristalizacion usando etanol como
disolvente. 10 g de AIBN se disuelven en 200 mL de etanol a 50 °C. Una vez
disuelto el iniciador se procede a montar el bafio frio y se induce la recristalizacion.
El sélido recristalizado se filtra y se seca a vacio, para finalmente calcular el

rendimiento del proceso.

5.4. Preparacion de las gasas de algodén a tratar

Las gasas de algodén de la marca Miyako, se cortan en pedazos de 10x10 cm
y se lavan con etanol absoluto bajo agitacion constante. Posteriormente, las gasas
lavadas se secan a vacio a 50 °C, durante 12 h. Luego, se registra el peso inicial

de las gasas y se depositan en ampolletas de vidrio para su posterior tratamiento.

5.5. Sintesis de CG-g-(NIPAAmM/MAACc) por preirradiacién oxidativa

Para la obtencion del injerto binario de MAAc y NIPAAmM en gasas de algodon
en un solo paso por medio del método fisico se evallan las condiciones éptimas de
reaccion. De esta manera, se toman en cuenta las siguientes variables: disolvente,
concentracion de monoémeros, dosis de radiacion gamma, temperatura y tiempo de
reaccion. Primero, se preparan una disolucion acuosa de mondmeros en una

relacion molar (1:1) y con concentraciones de 0.5 M. Como el proceso de la
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preirradiacion oxidativa consiste en la irradiacion del material sin mondémeros ni
disolventes, se procede a irradiar la gasa de algodon depositada en una ampolleta
de vidrio antes de ser tratado. Una vez irradiado el material, se depositan
aproximadamente 4 mL de la disolucién preparada previamente. Se procede a
burbujear con Argon la ampolleta con la disolucion y la gasa durante 15 min, para
eliminar el oxigeno del medio. Terminado el burbujeo, se sella la muestra, se
generan condiciones inertes y se coloca en el bafio maria a 70 °C durante 3 h de
reaccion. Luego, se abre la ampolleta y se procede a lavar con una mezcla de
etanol y agua, con agitacion constante y se seca en una estufa de vacio a 50 °C
durante 8 h. Finalmente, se reporta el peso final del material tratado y se calcula el
porcentaje de injerto por diferencia de peso, de acuerdo a la ecuacién 1 reportada
en la seccion 2.6.1.
El procedimiento experimental para el injerto por método fisico se representa

en la Figura 18.
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Figura 18. Procedimiento experimental para la sintesis de CG-g-(NIPAAmM/MAAc) por método
fisico.
5.6. Sintesis de CG-g-(NIPAAmM/MAACc) por el método quimico

Para la obtencion del injerto binario de MAAc y NIPAAm en gasas de algodén
por medio del método quimico se toman en cuenta variables como disolvente,
concentracion de monomeros, cantidad de iniciador, temperatura y tiempo de
reaccion. Se prepara una disoluciéon acuosa de los monémeros a injertar en una
relacion molar (1:1) y con concentraciones de 1 M. Se agrega 10 mg de iniciador
AIBN en la disolucion de MAAc. Se afaden aproximadamente 10 mL de la
disolucién en las ampolletas con las gasas. La ampolleta se burbujea con Argén
durante 15 min, para eliminar el oxigeno del medio y crear condiciones inertes. La
ampolleta se sella y se deposita en un bafio maria a 70 °C y durante 2 h.
Posteriormente, se abre la ampolleta y la gasa de algodon es lavada con etanol
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bajo agitacion constante. Finalmente, la muestra se seca en una estufa de vacio a
50 °C durante 8 h, se reporta el peso final y se calcula el porcentaje de injerto
obtenido por diferencia de peso, de acuerdo a la ecuacion 1, planteada en la
seccion 2.6.1.

El procedimiento experimental para el injerto por método quimico se representa

en la Figura 19.
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Figura 19. Procedimiento experimental para la sintesis de CG-g-(NIPAAmM/MAAc) por método

guimico.
5.7. Caracterizacion de los materiales obtenidos

5.7.1. Espectroscopia de Infrarrojo de Transformada de Fourier con
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Para realizar el andlisis por FTIR-ATR, se toman muestras de la gasa de
algodén sin modificar, del copolimero PNIPAAmM-co-PMAAc, y de las gasas
injertadas con los monémeros MAAc y NIPAAm por los métodos fisico y quimico,
con porcentajes de injerto ideales (aproximadamente 40%). Estas muestras se
secan a 60 °C durante 12 h ya que deben estar completamente secas antes de
realizar el experimento. Las muestras secas se analizan en un espectrofotdmetro
Perkin-Elmer Spectrum 100 de Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT,

realizando 16 escaneos en cada muestra en el médulo de ATR.

5.7.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

Se secan muestras de la gasa de algodén sin modificar, del copolimero
PNIPAAmM-co-PMAAC, y de las gasas injertadas con los monémeros NIPAAmM y
MAAC por los métodos fisico y quimico, a 60 °C durante 12 h. Se pesan muestras
de 5 a 20 mg y se colocan en una charola de platino del equipo de TGA. Las

condiciones del experimento involucran una rampa de calentamiento de 10 °C/min
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de 20 a 700 °C con una atmosfera inerte de nitrégeno. El equipo destinado para

estos experimentos es el TGA Q50 de TA Instruments, USA.

5.7.3. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se toman muestras de una gasa de algodon sin modificar, y de las gasas
injertadas con los monémeros NIPAAmM y MAAc por los métodos fisico y quimico,
con porcentajes de injerto ideales (aproximadamente 40%). Estas se secan
completamente a 60 °C durante 12 h. Se cortan pedazos de cada muestra con una
dimensién de 1 cm?. Estos pedazos se colocan en un portamuestras para el
microscopio electronico de barrido SEM modelo TM3030PIlus Tabletop Microscope
de Hitachi, Ltd., Japdn, ubicado en el Departamento de Procesos y Tecnologia,
Division de Ciencias Naturales e Ingenieria de la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Cuajimalpa. Se toman varias micrografias a distintos
aumentos con tal de obtener imagenes que permitan observar cambios en la

morfologia del material.

5.7.4. Determinacién del pH critico por titulaciones potenciométricas

Para realizar las titulaciones potenciométricas, el titulante es hidroxido de
potasio (KOH) que se prepara a una concentracion aproximada de 0.15 M. Esta
disolucién se estandariza para conocer su concentracion real. Para esto, se
prepara una disolucién de hidrogenoftalato de potasio 0.04 M, se agrega dos gotas
de indicador de fenolftaleina y se titula con la disolucion de KOH previamente
preparada. La disolucion alcanza una colororacién ligeramente rosa y se
determina la concentracién real del titulante, [KOH] = 0.12 M; la estandarizacion se
realiza por triplicado

Se procedio a realizar titulaciones potenciométricas de las gasas injertadas con
los mondmeros NIPAAmM y MAAc por los métodos fisico y quimico, y de gasas
injertadas con MAAc y con NIPAAmM por separado. Estos ultimos sirven como
referencias para determinar el pH critico de las gasas injertadas con el copolimero.
Los porcentajes de injerto son los obtenidos por condiciones ideales
(aproximadamente 40%). Se coloca aproximadamente 20 mg de cada muestra en

un vaso de precipitados con agua destilada bajo agitacion constante. Se ajusta el
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pH del medio a 2, pues se estima que el pH critico estara en el intervalode 4 a5y
para tener un punto de partida equivalente para todas las titulaciones.
Posteriormente, se agrega de manera controlada la disoluciéon de KOH 0.12 M,
monitoreando el pH después de cada adicion, con un potenciometro y un electrodo
combinado de vidrio. El potenciémetro es el modelo Orion Star A215 de Thermo
Scientific, USA y el electrodo es el modelo Orion 8157BNUMD ROSS Ultra
pH/ATC Triode de Thermo Scientific, USA, el cual fue calibrado con
amortiguadores de pH estandar marca Orion (pH: 4.0, 7.0 y 10.0).

5.7.5. Retencion de aguay LCST

Las pruebas de retencibn de agua se realizan con pedazos de
aproximadamente 80 mg de una gasa testigo y de las gasas injertadas con los
monomeros NIPAAm y MAAc, con porcentajes de injerto ideales
(aproximadamente 40%). Se reporta el peso inicial de la gasa. Posteriormente, se
depositan en frascos separados con una cantidad de 10 mL de agua destilada y se
colocan en un bafio a 25 °C. A varios intervalos de tiempo (15 min, 30 min, 1 h, 2
h, 3 h, 5 h, 8 hy 24 h) se saca la muestra del frasco, se retira el excedente de
agua y se realiza controles de peso; este proceso se realiza por cuadriplicado.

Para la evaluacion de la termosensibilidad, se aplica una metodologia similar a
la empleada para la retencion de agua. Se emplean aproximadamente 80 mg de
una gasa testigo y de las gasas injertadas por ambos métodos con los monémeros
NIPAAmM y MAAc, con porcentajes de injerto ideales (aproximadamente 40%). Se
reporta el peso inicial de la muestra. Luego se depositan en frascos con 10 mL de
agua destilada y se colocan en un bafio durante 6 h (retencion de agua limite) a
temperaturas en el intervalo de 24 a 50 °C, con un intervalo de 2 °C entre cada
medicién. Al igual que la retencion de agua, los experimentos para la

determinacion de LCST se realizan por cuadruplicado.

5.8. Carga de norfloxacino en gasas de algodén injertadas

La carga del farmaco antimicrobiano norfloxacino en gasas de algoddén se
realiza tomando aproximadamente 50 mg de una gasa de algodon testigo y de las

gasas injertadas con los monémeros NIPAAm y MAAc por ambos métodos, con
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porcentajes de injerto ideales (aproximadamente 40%). Las gasas previamente
pesadas se colocan en viales de vidrio con una capacidad de 7 mL y se agregan 5
mL de una disolucién acuosa de norfloxacino con concentraciéon de 10 pg/mL
(absorbancia cercana a 1). Los viales con las gasas y la solucién se colocan en un
bafio de agua a 25 °C. Con el fin de evaluar la carga progresiva del farmaco en el
material, se realizan controles de absorbancia de la disolucién de farmaco a varios
intervalos de tiempo (1, 3, 5, 7, 24, 30 y 48 h), tomando 2 mL de la disolucion
remanente como alicuota. Con el objetivo de determinar la variacion de la
concentracion de la disolucion de farmaco remanente, se realizan mediciones de la
absorbancia usando cubetas de cuarzo con capacidad de 3.5 mL a 268 nm en un
espectrofotémetro UV-Vis SPECORD® 200 Plus de Analytik Jena AG, Germany.

Curva de calibracién: A partir de la disolucion madre de norfloxacino (10

Mg/mL) se realizan varias disoluciones en medio acuoso (2, 4, 5, 6, 8 yg/mL) y se
toman medidas de absorbancia a 268 nm. Se obtiene una curva de calibracion que
relaciona la absorbancia con la concentracion de norfloxacino (Anexo 1). Las
disoluciones se realizaron por cuadruplicado con el fin de reducir el margen de

error y obtener un valor de R? lo mas cercano a 1.

5.9. Liberacién de norfloxacino a partir de las gasas injertadas

Las gasas cargadas con norfloxacino, de acuerdo a la metodologia anterior, se
depositan en viales de vidrio con capacidad de 7 mL y se agregan 5 mL de una
disolucién amortiguadora de fosfato salino (PBS) con un pH de 7.4. Los viales se
colocan en un bafio a una temperatura de 37 °C. Con el fin de evaluar la liberacién
progresiva de norfloxacino del material, se realizan controles de absorbancia a
varios intervalos de tiempo (0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 24, 30 y 48 h) tomando 2 mL
de la disolucién remanente de farmaco como alicuota. Las mediciones de la
absorbancia se realizan tomando como referencia la disolucion amortiguadora PBS
y usando cubetas de cuarzo con capacidad de 3.5 mL a 268 nm en un
espectrofotometro UV-Vis SPECORD® 200 Plus de Analytik Jena AG, Germany.

Curva de calibracion: A partir de la disolucibn madre de norfloxacino (2.5

Mg/mL) en PBS se realizan varias disoluciones (2, 1.5, 1, 0.5, 0.25, 0.1 pg/mL) y se
toman medidas de absorbancia a 268 nm. Se obtiene una curva de calibracion que
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relaciona la absorbancia y la concentracion de norfloxacino en la disolucion
amortiguadora PBS (Anexo 2). Las disoluciones se realizaron por cuadruplicado
con el fin de reducir el margen de error y obtener un valor de R? lo mas cercano a
1.

5.10. Ensayos de turbidez antimicrobiana
5.10.1. Preparacion del medio de cultivo

Se peso la cantidad necesaria de caldo Hilton Mueller marca BD Bioxon® para
preparar 150 mL de caldo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El pH
del medio (5,7 0 9) se determind y se ajusté con HCI 1 M o con NaOH 1M segun el
caso. El medio se coloco en tubos de ensayo en alicuotas de 5 mL en cada tubo,
se esterilizd en autoclave a 121 °C, 15 Ib durante 15 min. Finalmente, todos los
tubos fueron sometidos a prueba de esterilizacion en incubadora de 35 °C durante

48 h antes de ser utilizados.

5.10.2. Preparacion de las cepas

Las cepas S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922 que se encontraban
conservadas en ultracongelacion (-70 °C) se activaron con caldo cerebro corazén
y caldo Luria, respectivamente, durante 24 h. Posteriormente se tomaron 100 uL
de cada microorganismo y se colocaron en los medios correspondientes durante 6
h, transcurrido el tiempo se tomd6 una alicuota con pipeta Pasteur y se adicion6
gota a gota en su respectivo medio de cultivo fresco hasta que los cultivos se

ajustaron al estandar 0.5 de Mac Farland.

5.10.3. Concentracién de bacterias utilizada

Para conocer la cantidad de bacterias que habia en cada suspension se
determind su concentracion por la técnica de extension superficial. A partir de la
suspension bacteriana ajustada al estandar de Mac Farland se realizaron 6
diluciones decimales seriadas en tubos de solucion salina isotdnica y de las 3
dltimas diluciones (10%, 10° y 10°) se tomaron 100 yL y se colocaron por

duplicado en la superficie de agar Hinton Mdieller contenido en cajas Petri, el
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indculo se extendié con ayuda de perlas de vidrio estériles y se dejo absorber. Las
cajas se incubaron a 35 °C por 24 h. Finalizado el periodo de incubacién se
determind la cantidad de colonias y realizaron los calculos para conocer la
concentracion de bacterias, la cual fue de 6.5x107 para E. coli y 2.0x107 para S.

aureus.

5.10.4. Ensayo

Las muestras de gasa con diferentes tratamientos fueron colocadas con pinzas
de diseccion en los tubos de caldo Hinton Mueller con diferente pH por triplicado.
Enseguida se adicionaron 200 yL de las suspensiones bacterianas ajustadas al
estandar 0.5 de Mac Farland. Todos los tubos fueron incubados a 37 °C durante
24 h. Finalizado el periodo de incubacion se determind la variacion en la turbidez

del medio de cultivo.

6. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
6.1.Sintesis de CG-g-(NIPAAM/MAAC) por preirradiacion oxidativa

La radiacibn gamma genera procesos degradativos en la materia expuesta a
ella. En el caso de la celulosa, se producen varios rompimientos debido a la gran
cantidad de enlaces carbono-oxigeno y carbono-hidrogeno presentes en la
estructura. Debido a la amplia utilidad de este polimero, se han hecho grandes
esfuerzos por entender su mecanismo de degradacion. La radiacion ionizante
produce degradacion de los polisacaridos acompafado por descomposicion del
anillo de piranosa y la formacién de compuestos con grupos carboxil y carbonilo,
asi como la formacién de hidrégeno, di6xido de carbono y mondéxido de carbono. El
mecanismo de degradacion de la celulosa propuesto por Tissot et al., 2013 se
detalla a continuacion y se representa en la Figura 20:

e lonizacion: RH - RH* + e- y recombinacion: RH* + e > RH*

e Formacion de fragmentos y descomposicion con rompimiento preferencial

de los enlaces Ci-H y Cs-H del anillo de glucopiranosa: RH* > R®+ H

e Abstraccion de hidrégeno de otros atomos de carbono por atomos de

hidrégeno: RH + H > R® + H2
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e Descomposicion de los radicales inestables (R®) con rompimiento del enlace
glucosidico para dar radicales terminales con escision del anillo de
glucopiranosa.

e La escision del anillo de glucopiranosa resulta en la formacion de CO:2 y/o
CO y de compuestos poliméricos con grupos terminales carbonilo o
carboxilo.

¢ Finalmente se tienen productos los productos radicalarios finales.

De acuerdo a Tissot et al., 2013, el mecanismo propuesto es consistente con la
relacion rendimientos radioquimicos de los productos principales mencionados, es
decir, 2G(H2) = Gda = G (RCHO) = G (CO2) + G (CO), siendo Gq el rendimiento de
degradacion (Tissot et al., 2013).
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Figura 20. Mecanismo de degradacion de la celulosa por efectos de la radiacién ionizante.
Adaptado de (Tissot et al., 2013)

Tomando en cuenta la degradacion de la celulosa, para el injerto de los
monomeros NIPAAmM y MAAc por el método fisico se propone un mecanismo de
polimerizacién por radicales libres. Todo proceso de polimerizacién por radicales
libres consta de tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion. En el paso de
iniciacion, se utiliza radiacibn gamma para generar radicales libres en la matriz a
injertar. En el caso de la gasa de algodon, cuyo componente principal es celulosa,
se produce el rompimiento de los enlaces C2-Cs del anillo de glucopiranosa como
se detallo anteriormente. Al tratarse del método de preirradiacion oxidativa, la
irradiacion se produce en presencia del oxigeno del aire. Las moléculas de oxigeno
O2 reaccionan con los radicales libres formados en la etapa de irradiacion,
generando peroéxidos e hidroperdxidos. Estas especies son altamente reactivas y

se descomponen térmicamente a una cierta temperatura, generando radicales
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libres, los cuales reaccionan con la parte vinilica de los monémeros de MAAc o de
NIPAAmM. De esta manera, empieza la etapa de propagacion. Al tratarse de un
proceso aleatorio, el siguiente monémero puede encontrarse con otra unidad del
mismo tipo o con otra del otro mondmero. Dependiendo de la reactividad de cada
monomero, se injertara mayor cantidad de uno o de otro. Asi, el copolimero de
injerto sobre la matriz de celulosa sera del tipo aleatorio (Anexo 3). La etapa de
terminacion puede darse por el encuentro de dos cadenas crecientes o por
desproporcion de una de las cadenas, esto es por la toma de un hidrogeno de una
cadena por parte del radical de la otra cadena. El mecanismo propuesto para esta
copolimerizacién de injerto se plantea en la Figura 21.
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Figura 21. Mecanismo propuesto para el injerto de los monémeros NIPAAmM y MAAc en

gasas de algodon por preirradiacion oxidativa.

6.2. Sintesis de CG-g-(NIPAAmM/MAACc) por el método quimico

De igual manera, para la copolimerizacion por método quimico, se propone un
mecanismo por radicales libre iniciado por AIBN. El AIBN es un iniciador de
polimerizaciones radicalarias de origen sintético que actiua al descomponerse
térmicamente y generar dos radicales 2-ciano-2-propilo. El intervalo de temperatura
al cual se descompone este iniciador es de 60 a 80 °C (Clayden et al., 2012), por lo
gue es necesario aplicar una cierta temperatura para que inicie la copolimerizacion.

Una vez generados los radicales, estos actuaran sobre la matriz polimérica
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tomando el proton mas disponible que es el que se encuentra en el hidroxilo de Cs
del anillo de glucopiranosa, generando un radical sobre el atomo de oxigeno. En la
etapa de propagacion, el radical generado en la celulosa va a reaccionar con el
doble enlace de una unidad monomérica de MAAc o de NIPAAm. Al igual que en el
mecanismo anterior, en el siguiente paso de la propagacion el radical generado
reaccionard con otra unidad mondmerica, ya sea MAAc o NIPAAmM, lo que
generara un copolimero de injerto aleatorio sobre la matriz de celulosa. La
propagacion se dara mientras el tiempo de reaccidn permanezca y adn existan
moléculas de monomeros disponibles. La terminacion puede darse por
acoplamiento de dos cadenas crecientes o por desproporcion, tomando un protén
de otra cadena creciente. El mecanismo propuesto para esta copolimerizacion de

injerto por medio del método quimico se plantea en la Figura 22.
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Figura 22. Mecanismo propuesto para el injerto de NIPAAm y MAAc en gasas de algodén por

meétodo quimico.

47



6.3. Evaluacion de pardmetros para la sintesis de CG-g-(NIPAAM/MAAC)
por los métodos fisicos y quimicos

Las variables del medio de reaccion, de la preparacion de las muestras, y de la
preparacion de las soluciones monoméricas a injertar, afectan de manera
significativa el porcentaje de injerto de los productos finales. El método de injerto
usando iniciador quimico y el método de injerto de preirradiacion oxidativa usando
a la radiacibn gamma como iniciador, constan de, basicamente, las mismas
variables a considerar para la reaccion de copolimerizacion y estas son:
disolvente, concentracion de mondmeros, temperatura y tiempo de reaccion.
Ambos métodos se diferencian en una variable como lo es la cantidad de iniciador
para el método quimico y la dosis de irradiacion gamma para el método fisico.
Esta similitud en las variables permite una comparacion de los métodos de injerto
empleados. A continuacién, se muestran los resultados de la evaluacién de los
para el injerto de los monomeros NIPAAmM y MAAc en gasas de algodon por los
métodos fisico y quimico.

6.3.1. Efecto del disolvente

El primer parametro evaluado en este método fue el disolvente. La eleccion de
un disolvente adecuado es esencial en la copolimerizacion de injerto por el método
fisico ya que este tiene como funcién disolver adecuadamente los mondmeros a
injertar, y generar un acercamiento idéneo entre las moléculas de estos y la matriz
polimérica a injertar. Esto se debe en gran medida a la habilidad que tiene el
disolvente para hinchar la matriz polimérica, permitiendo asi un mejor acceso del
mondmero a los sitios de injerto (Isikel Sanh & Alkan Girsel, 2011).

De acuerdo a Jun et al., 2001, una mezcla de alcohol (metanol, etanol, propanol
o isopropanol) y agua en una relacion 1:4 es idénea para el injerto de NIPAAmM en
celulosa de algodon (Jun et al., 2001). Por tal motivo, se hizo el experimento con
una serie de mezclas de alcohol y agua en esa relacion, ademas de agua pura. Los

resultados de dicho experimento se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Resultados de la evaluacién de disolventes para el injerto de los mondmeros

NIPAAmM y MAAc en gasas de algodén por preirradiacion oxidativa.

Disolventes Injerto (%) Error (%)
Agua (100%) 43.91 0.09
Metanol : Agua (1:4) 66.42 1.05
Etanol : Agua (1:4) 42.39 2.84
Propanol : Agua (1:4) 23.27 1.27
Isopropanol : Agua (1:4) 10.84 2.17

Los resultados muestran que se produce un mayor injerto cuando se utiliza
una mezcla de metanol y agua, siendo decreciente el porcentaje de injerto mientras
mas grande o ramificada sea la molécula de disolvente. Sin embargo, al realizar el
andlisis por FTIR-ATR, en los espectros de infrarrojo de las gasas obtenidas, se
observa que solo el NIPAAmM ha sido injertado exitosamente en la gasa de algodon,
como lo determinaron Jun et. al en sus experimentos. En el Anexo 4 se puede
observar los espectros de infrarrojo que corrobora esta afirmacién, observando la
similitud entre la CG-g-NIPAAmM y la CG-g-(NIPAA/MAAC) injertada usando la
mezcla de disolventes. Por otro lado, el agua resulta ser un disolvente adecuado
para el injerto de ambos mondmeros en un solo paso en la gasa de algodon por el
método de preirradiacién oxidativa. Esto debido a que existe una buena interaccion
entre disolvente, monémeros y matriz de celulosa. Ademas, el tamafio de la
molécula de agua le permite acceder con facilidad a los sitios activos generados
por efectos de la radiacién en la matriz polimérica.

En cuanto al efecto del disolvente para el injerto por método quimico, la
Tabla 2 muestra que el agua es el disolvente adecuado para producirse el injerto
binario de los monomeros en gasas de algoddn. Si bien es cierto que el AIBN es un
iniciador con escasa solubilidad en agua, siendo preferentemente soluble en
alcoholes, la poca cantidad de iniciador que se disuelve en el medio es suficiente

para generar radicales e inducir el proceso de copolimerizacion de injerto. Ademas,
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a partir de estos resultados se puede inferir que existe mejor acoplamiento del

iniciador, matriz y mondmeros en el medio acuoso, favoreciendo el injerto.

Tabla 2. Resultados de la evaluacidn de disolventes para el injerto de NIPAAm y MAAcC en
gasas de algoddn por método quimico.

Disolvente Injerto (%) | Error (%)
Agua 58.57 1.51
Metanol 4.58 0.52
Etanol 11.50 0.34
Isopropanol 9.05 0.55

6.3.2. Efecto de la concentracién de monémeros

La Figura 23 muestra una comparacion de los efectos de la concentracién de
monomeros en el porcentaje de injerto NIPAAm y MAAc en gasas de algodon por
los métodos fisico y quimico. Para este experimento se mantuvo constante la
concentracion de MAAc y se vari6 la concentracion de NIPAAm, alterando de esta
manera, las relaciones molares entre ambos mondmeros. Las concentraciones del
monomero base fueron determinadas por pruebas preliminares. Ambos métodos
presentan relaciones crecientes al aumentar la concentracion del mondémero
NIPAAmM. De esta manera se pudo comprobar que se estan injertando ambos

monomeros bajo las condiciones planteadas.
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Figura 23. Efecto de la concentracion de NIPAAm en el porcentaje de injerto de NIPAAm y

MAAc en gasas de algodon por los métodos quimico y fisico.

6.3.3. Efecto de la dosis de radiacion y de la cantidad de iniciador AIBN

La dosis de irradiacion es un factor importante a tomar en cuenta en el proceso
de injerto por preirradiacion oxidativa. La radiacion gamma actiia como iniciador del
proceso de copolimerizacion creando sitios activos en la matriz polimérica, por los
cuales los mondmeros seran injertados. Por esta razon, al incrementar la dosis,
incrementaran la cantidad de sitios activos y habra mayor probabilidad de injerto,
aumentando los rendimientos de la polimerizacién. Sin embargo, el aumentar la
dosis de radiacion conduce a una reduccion del grado de polimerizacion de la
matriz irradiada, es decir, existe degradacion del material de celulosa irradiado
(Ershov, 1998). Por tal motivo, se escoge un intervalo de dosis bajo pero suficiente
para injertar los monoémeros vinilicos.

Los resultados se muestran en la Figura 24, observandose que, en el intervalo
de 5 a 30 kGy, a medida que se incrementa la dosis de radiacion, incrementa
también el porcentaje de injerto. También, se puede notar que a 5 kGy no se
produce injerto, ya que esta dosis es muy baja para generar radicales libres en la
matriz polimérica. En el otro extremo a 30 kGy, a pesar de tener un rendimiento
alto, se pudo notar tanto degradacion de la matriz como rigidez del material
injertado, debido al porcentaje de injerto alto. Sin embargo, a dosis de 25 kGy se

encuentran injertos de 40%, en los cuales no se muestra rigidez ni mayor

ol



degradacion del material en cuestion, conservandose las propiedades de la gasa
sin injertar.
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Figura 24. Efecto de la dosis de irradiacion en el porcentaje de injerto de NIPAAm y MAAc en

gasas de algoddn por preirradiacién oxidativa.

El AIBN es un iniciador de origen sintético que se descompone térmicamente
para generar dos radicales que dan paso al proceso de polimerizacion por
radicales libres. En el caso particular de este experimento, la Figura 25 muestra
que no existe dependencia de la cantidad de iniciador que se agregue a la
disolucién acuosa para empezar una reaccion de copolimerizacion. Esto se debe a
que el iniciador AIBN es soluble en la mayoria de disolventes organicos y en
alcoholes, presentando una muy ligera solubilidad en agua. Es decir, una pequefia
cantidad de iniciador disuelta en el medio de reaccién sera suficiente para dar paso
al proceso de injerto. Ademas, es necesario definir que la copolimerizacién puede
darse en fase homogénea o heterogénea. Este caso podria deberse a una
polimerizacién de injerto heterogénea, es decir, con los componentes de la
reaccion en distintos estados de agregacion (sélido, acuoso o diluidos) (Gurdag &
Sarmad, 2013). Por tanto, es posible que los radicales generados por el AIBN tanto
en la matriz como en los monémeros se encuentren entre ellos para injertarse y
obtener los grados de reproducibilidad reportados. Una cantidad minima de AIBN

sera suficiente para injertar los monomeros.

52



100

80

g 60 4
:
é‘ w] * % ) % _{
20
0 T v T g T T T T T
10 20 30 40 50

Cantidad de AIBN (mg)

Figura 25. Efecto de la cantidad de iniciador en el porcentaje de injerto binario de NIPAAmM y
MAAc en gasas de algoddn por método quimico.

6.3.4. Efecto de la temperatura de reaccién

La Figura 26 muestra los resultados del efecto de la temperatura en el injerto
de NIPAAm y MAAc, en gasas de algoddn, por preirradiacion oxidativa y por
método quimico. La temperatura desempefia un rol importante en los procesos de
polimerizacion pues a medida que esta se incremente, se tendra mayor movimiento
cinético de las particulas en el medio de reaccion. Al darse este movimiento
continuo, existe mayor probabilidad de que, durante este proceso, un doble enlace
se encuentre con un radical, se genere una colision efectiva entre ambos y se
produzca el injerto. De tal manera, para la preirradiacion oxidativa (método fisico)
se tiene que a 40 °C el porcentaje de injerto es bajo y se incrementa a medida que
aumenta la temperatura. Este incremento en el injerto también se explica por la
mayor descomposicion térmica de los peroxidos e hidroperéxidos formados en la
matriz y que alcanzaran los dobles enlaces vinilicos de los monémeros para inducir
el injerto. Se determina como una temperatura ideal la de 70 °C ya a que patrtir de
este punto, no se ve un efecto significativo en el porcentaje de injerto,
manteniéndose practicamente constante.

Para el injerto por método quimico, el intervalo de operacion del AIBN es de 60-
80 °C, temperaturas a las cuales este iniciador se descompone tal que se produce

el rompimiento del enlace —N=N-, se elimina N2 y se generan los radicales 2-ciano-
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2-propilo. Sin embargo, por encima de este intervalo, la efectividad del AIBN se ve
disminuida, por la reduccion de la estabilidad de los radicales generados en el
iniciador (Li et al., 2008). Este efecto es evidente en la cinética en funcién de la
temperatura, observandose mayor porcentaje de injerto en ese intervalo de
temperaturas (60-80 °C). Por tal motivo, a 90 °C el injerto cae drasticamente en
comparacion con la reaccion a 80 °C. Se escoge como una temperatura ideal de
reaccion la de 70 °C la cual, ademas de permitir una ruptura efectiva del enlace
azo, alcanza injertos adecuados de tal forma que no se afecten las propiedades

innatas de la gasa de algodon.
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Figura 26. Efecto de la temperatura de reaccidn en el porcentaje de injerto binario de

NIPAAmM y MAAc en gasas de algodén por preirradiacién oxidativa.

6.3.5. Efecto del tiempo de reaccion

La Figura 27 muestra el efecto del tiempo de reaccion, para el injerto de
NIPAAmM y MAAc en gasas de algodon por los métodos fisico y quimico. Debido a
la elevada reactividad de los mondmeros a injertar, se escogen tiempos reaccién
relativamente bajos, en el intervalo de 1 a 5 h. En cuanto al método fisico, se
puede observar una tendencia creciente a medida que se incrementa el tiempo de
exposicion del material, a la disolucion equimolar de MAAc y de NIPAAmM. A
tiempos de reaccidn bajos, la reaccién de copolimerizacion no se ve favorecida,
viéndose esto reflejado en porcentajes de injerto bajos. Por otro lado, mientras se

incrementa el tiempo de reaccion existe mayor probabilidad de que el disolvente
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transporte los mondmeros hacia los sitios activos generados por la radiacion y se
injerten en la matriz de celulosa. Se determina que un tiempo de reaccion
adecuado para el injerto por método fisico es de 3 h ya que se obtienen injertos
qgue no afectan las propiedades de la gasa de algoddn.

En el caso del injerto de NIPAAm y MAAc en gasas de algodén por método
quimico, se muestra un comportamiento con efecto campana. De esta manera se
puede observar que tiempos de reaccién altos favorecen la formacion del
copolimero PNIPAAmM-co-PMAAC sin que este llegue a injertarse sobre la gasa. Por
tal motivo se toma como tiempo de reaccion ideal aquel de 2 h, que permite

alcanzar injertos que no afecten la rigidez del material y su potencial aplicacion
como biomaterial.
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Figura 27. Efecto del tiempo de reaccién en el porcentaje de injerto binario de NIPAAmM y

MAACc en gasas de algodon por preirradiacion oxidativa y por método quimico.

Para concluir la seccién de sintesis de CG-g-(NIPAAmM/MAAC) por los métodos

fisico y quimico, se describen las condiciones ideales para la obtencion del injerto
en la Tabla 3.
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Tabla 3. Condiciones ideales para la sintesis de CG-g-(NIPAAm/MAACc) por los métodos

fisico y quimico.

. CG-g-(NIPAAm/PMAACc) | CG-g-(NIPAAmM/PMAAC)
Variable
(v) (AIBN)
Disolvente Agua Agua
Concentracion

0.5M:05M IM:1M

(NIPAAM:MAAC)
Dosis/Cantidad de AIBN 25 kGy 10 mg
Temperatura de reaccién 70 °C 70 °C

Tiempo de reaccion 3h 2h

6.4. FTIR-ATR

La Espectroscopia de Infrarrojo permitié verificar el injerto binario de MAAc y

NIPAAM en gasas de algodon, por medio del andlisis de los espectros

vibracionales que esta técnica proporciona. Dichos espectros se encuentran

representados en la Figura 28.
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Figura 28. Espectros de Infrarrojo para (a) gasa testigo, (b) PMAAc-co-PNIPAAm, (c) CG-
g-(NIPAAM/MAACc) (AIBN), y (d) CG-g-(MAAC/NIPAAm) (y).
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Se toman como referencias a la gasa de algodon sin injerto y el copolimero
entre MAAc y de NIPAAm. En la Figura 28(a) se observa el espectro de infrarrojo
para la gasa de algoddn sin modificar o gasa testigo, cuyo componente principal es
la celulosa. Se observan varias bandas como las que aparecen en 3334 cm*
asociadas al estiramiento del enlace —OH de cada unidad de glucosa y en 2899
cm™ se aprecian una serie de bandas asociadas a la vibracion de estiramiento del
enlace —CH del anillo de glucopiranosa. Por otro lado, en 1053 cm™ aparece una
banda relacionada con el estiramiento del enlace C-O dentro del anillo. Ademas, en
1029 cm! se aprecia una banda asociada al estiramiento del puente C1-O-Cs que
une las unidades monomeéricas de glucosa (Girdag & Sarmad, 2013). En cuanto al
copolimero PNIPAAmM-co-PMAAc (Figura 28b) se observan varias bandas
caracteristicas relacionadas con ambos polimeros. En el caso del PNIPAAmM, se
observan dos bandas en 1631 y 1540 cm asociadas a las vibraciones de
estiramiento del enlace C=0 de la amida | y al plegamiento del enlace -NH de la
amida Il. Ademas, se observan bandas en 2974, 1387 y 1367 cm, las cuales son
caracteristicas del grupo isopropilo (—CH(CHs)2) del PNIPAAm, debidas al
estiramiento —CH y estiramientos simétrico y asimétrico del grupo isopropilo,
respectivamente (Isiklan & Kugukbalci, 2016). Para el PMAAc se observan bandas
en 3282 cm referida a la vibracién de estiramiento del enlace —OH, en 1702 cm™*
correspondiente al estiramiento del enlace C=0O y en 1458 cm™ referida al
plegamiento del grupo metilo —CHs (Romero-Fierro et al., 2022).

En el caso de las gasas injertadas con los mondémeros por medio de los
métodos fisico y quimico, los espectros vibracionales (Fig. 28c y Fig. 28d) permiten
comprobar que se conservan las bandas caracteristicas de la celulosa y se
agregan las correspondientes al injerto. Por otra parte, una elucidacién minuciosa
de las estructuras generadas por ambos métodos seria posible con un analisis
detallado de la zona de huella dactilar (fingerprint), la cual se trata de una zona de
dificil interpretacion. Finalmente, en la Tabla 4 se detallan las bandas referidas a

movimientos vibracionales de los enlaces que se encuentran en las estructuras.
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Tabla 4. Bandas correspondientes a vibraciones de los enlaces presentes en las estructuras.

) _ o ) _ Numero de
Material Tipo de movimiento vibracional
onda (cm™)
Estiramiento —OH 3334
Estiramiento —CH 2899
Gasa testigo
Estiramiento C-O 1053
Estiramiento asimétrico del puente C1-O-C4 1029
Estiramiento C=0 (Amida ) 1631
Plegamiento —NH (Amida II) 1540
Estiramiento —CH ((-CH(CH3)2) 2974
PNIPAAmM
Estiramiento asimétrico (—
PNIPAAmM-co- 1387
CH(CHs)2)
PMAAc
Estiramiento simétrico (-CH(CHz)2) 1367
Estiramiento —OH 3282
PMAACc Estiramiento C=0 1702
Plegamiento —CH3s 1458
Estiramiento C-O 1053
Gasa
Estiramiento del puente C1-O-C4 1029
Estiramiento C=0 (Amida ) 1631
Plegamiento —NH (Amida II) 1534
CG-g- Estiramiento —CH ((-CH(CHs3)2) 2973
NIPAAM
(NIPAAM/MAAC) Estiramiento asimétrico (— 1387
(AIBN) CH(CHs)2)
Estiramiento simétrico (-CH(CHz)2) 1368
Estiramiento —OH 3326
MAACc Estiramiento C=0 1702
Plegamiento —CHs 1458
CG-g- Estiramiento C-O 1054
Gasa
(NIPAAM/MAAC) Estiramiento del puente C1-O-Cs 1030
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(Gamma)

Estiramiento C=0 (Amida ) 1641
Plegamiento —NH (Amida II) 1538
Estiramiento —CH ((—CH(CH3)2) 2973
NIPAAM
Estiramiento asimétrico (—
1387
CH(CH?3)2)
Estiramiento simétrico (-CH(CHz3)2) 1367
Estiramiento —OH 3332
MAAc Estiramiento C=0 1705
Plegamiento —CH3s 1460

6.5. TGA

El analisis termogravimétrico de las muestras permite determinar la estabilidad
térmica de los materiales injertados, asi como comprueba que el injerto se ha dado
de manera satisfactoria por medio de la comparacién de los distintos perfiles. La
Figura 29 muestra los perfiles de la pérdida en peso en funcién de la temperatura
de la gasa de algodon testigo, el copolimero PNIPAAmM-co-PMAAc y de las gasas
injertadas con los monémeros por los métodos fisico y quimico. Ademas, la Figura
30 representa el termograma diferencial (DTA) el cual muestra las primeras
derivadas del porcentaje en peso en funcion de la temperatura, que determinan las
tasas de cambio de la pérdida en peso que presentan los perfiles de TGA de la

Figura 29. Los picos de la Figura 30, determinan con exactitud las temperaturas de

descomposicion de los distintos materiales evaluados.
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Figura 29. Termogramas obtenidos por TGA para gasa testigo, copolimero PNIPAAmM-co-
PMAAc, CG-g-(NIPAAM/MAAC) (y) y CG-g-(NIPAAM/MAAC) (AIBN).
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Figura 30. Termograma diferencial (DTA) para gasa testigo, copolimero PNIPAAm-co-
PMAAc, CG-g-(NIPAAm/MAAc) (y) y CG-g-(NIPAAmM/MAACc) (AIBN).

La gasa de algoddn, cuyo componente principal es celulosa, muestra una alta
estabilidad térmica reflejada en una pérdida en peso del 10% a 337 °C y una sola

etapa de descomposicion a una temperatura de 374 °C. Este ultimo valor esta
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relacionado con el rompimiento del anillo de glucopiranosa y la liberacion de varios
productos de degradacion, procesos degradativos caracteristicos de los
polisacaridos, que se ve reflejado en una abrupta pérdida en peso (Shen & Gu,
2009).

El copolimero PNIPAAmM-co-PMAACc tiene una pérdida en peso del 10% a 263
°C, es decir, tiene una estabilidad térmica menor que la de la gasa de algodon. Su
perfil termogravimétrico muestra una descomposicion térmica bietapa que ocurre a
251 y 417 °C. La primera etapa concierne a la conversion del poli(acido
metacrilico) en poli(anhidrido metacrilico), debido a la eliminacion de CO:2
(Cervantes-Uc et al., 2006; Schild, 1993). Mientras que la segunda etapa esta
relacionada con la descomposicién del grupo pendiente de isopropilacrilamida del
PNIPAAmM (Sousa et al., 1998).

Por otro lado, las gasas injertadas muestran perfiles de descomposicion
trietapa que incluye las correspondientes a la degradacion de PMAAc, la
descomposicion de la celulosa y la descomposicion del PNIPAAmM descritas en los
parrafos anteriores. Ademas, al comparar las temperaturas de pérdida en peso al
10% se puede notar que en ambos métodos el injerto reduce la estabilidad térmica
de la celulosa de algodon, siendo més evidente la reduccién en la gasa injertada
con AIBN. Esto indicaria que la dosis ideal para el método fisico (25 kGy) es
adecuada, ya que no genera una degradacion elevada en el material de algodon.
En el caso del injerto con AIBN puede que el material no haya sido secado
completamente y mantuvo humedad, por lo cual su temperatura de pérdida en
peso al 10% es elevada. La Tabla 5 resume las temperaturas a las que ocurre el
10% en la pérdida en peso, las temperaturas de las etapas de descomposiciéon y el
porcentaje de residuo a 700 °C. Finalmente, los resultados proveidos por esta
técnica permitieron complementar la informacion proporcionada por el FTIR-ATR,
al verificar el injerto de MAAc y NIPAAm en un solo paso.
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Tabla 5. Resultados del analisis térmico por TGA para gasa testigo, copolimero y gasas

injertadas por método fisico y por método quimico.

Pérdida en _
) Temperaturas de Residuo a
Material peso al 10% o
. descomposicion (°C) | 700 °C (%)
(°C)
Gasa testigo 337.55 374.36 11.74
PNIPAAmM-co-PMAAC 263.51 251.18 417.38 2.13

CG-g-(NIPAAM/MAAC)
(v)

277.16 234.80 | 367.50 | 403.91 13.66

CG-g-(NIPAAM/MAAC)
(AIBN)

241.50 238.73 | 370.01 | 386.63 6.43

6.6. SEM

Las micrografias SEM de la gasa testigo y las gasas injertadas con los
monomeros NIPAAmM y MAAc, con aumentos de 25x y 50x se muestran en la
Figura 31. Ambos aumentos permiten ver el cambio morfolégico que han
presentado las gasas injertadas con relacion a la gasa testigo. En la gasa testigo
se observa una superficie lisa a lo largo de todo el material. Mientras que la gasa
injertada mediante método quimico muestra la aparicion de cadenas que se han
injertado sobre la superficie del material sin notar un cambio en el grosor del hilo de
la gasa. Esto indica que el método quimico genera un injerto netamente superficial.
Por otro lado, la radiacién tiene una capacidad de penetracibn mucho mas grande
y puede generar sitios activos aleatorios sobre el material, es decir, tanto en la
superficie como en masa. En este caso, la micrografia de la gasa injertada por
medio del método fisico demuestra un engrosamiento del hilo de la gasa,
demostrando que el injerto se ha producido en masa, es decir, dentro del hilo y no
en su superficie.

Los resultados observados por SEM pueden complementar la informacion
obtenida con otros méetodos. Por ejemplo, al relacionar esta informacién con los
resultados obtenidos por TGA (Tabla 4) se podria analizar la estabilidad térmica de

los nuevos materiales en funcién del tipo de injerto que se ha generado. La gasa
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injertada por método fisico muestra una temperatura de 10 % de pérdida en peso
mas alta que la de la gasa injertada por método quimico. Esto es debido a que las
cadenas injertadas en superficie (método quimico) estan mas disponibles y, por
tanto, al exponerlas a una temperatura, se degradardn de manera mas rapida.
Mientras que en el injerto en masa (método fisico), el injerto se encuentra
recubierto por la matriz de celulosa, necesitando mayor energia térmica para
degradarlo.

Injerto por Radiacion y

Gasa Testigo Injerto por AIBN

/" p -
el -

AR . IS
2022/1006 11:45| MUD60 x50 2mm 20221006 13311

Figura 31. Micrografias de SEM para la gasa testigo, CG-g-(NIPAAmM/MAAc) (AIBN), CG-g-
(NIPAAM/MAAC) (y).

6.7. Determinacion del pH critico por titulaciones potenciométricas

Una de las propiedades que presentan los polimeros estimulo sensibles es su
respuesta a variables de su entorno. Esta respuesta se vera reflejada en un cambio
conformacional de su macroestructura al pasar de un estado comprimido a uno
expandido o viceversa, dependiendo del tipo de estimulo. En el caso de los
poliacidos, como es el caso del poli(acido metacrilico), la respuesta se induce a un
pH acido en el que el polimero liberara el protébn de su grupo pendiente y se
producira una repulsion de cargas de los grupos pendientes desprotonados,
observandose una expansion de sus cadenas (Swift et al., 2016).

Para determinar la respuesta al pH de las gasas injertadas con los monémeros

MAAc y NIPAAm, se realizaron titulaciones potenciométricas usando hidréxido de
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potasio como titulante y de esta manera encontrar el punto en el cual sucede el
cambio conformacional. Como muestra la Figura 32, este comportamiento se
produce al acercarse al valor tedrico del pKa del PMAAc (aproximadamente 4.7)
tanto para la CG-g-MAAc como para las CG-g-(NIPAAmM/MAAc) obtenidas por los
meétodos fisico y quimico. Durante la primera parte de las titulaciones de estos tres
sistemas existe una repulsién electrostatica ejercida sobre los segmentos de la
cadena de la molécula la cual es contrarrestada por fuerzas de contraccién
provenientes por un lado de la entalpia libre conformacional de la cola del polimero
y por otro lado de las fuerzas de atraccion intramoleculares. Por lo tanto, las
dimensiones de las moléculas van a cambiar lentamente y la densidad de carga en
las regiones poliméricas aumenta abruptamente. Cuando las fuerzas de repulsion
sobrepasan las de atraccion, las cuales dejan de influir en las dimensiones de la
cola del polimero. Como resultado, se producird una notable expansion de la
cadena polimérica durante la segunda parte de la titulacion. Como en esta region,
un aumento de la carga negativa es seguido de una expansién de la cola del
polimero, no se observara un cambio apreciable en la densidad de carga y en el
potencial electrostatico, sino que este cambio sera continuo (Katchalsky &
Eisenberg, 1951, Leyte et al., 1964).

Al comparar la gasa injertada con MAAc con las gasas injertadas los
monomeros MAAc y NIPAAm, se aprecia que las gasas con el injerto binario
tienden a ocupar mayor cantidad de titulante para alcanzar el punto de
equivalencia. Esto se explica precisamente con lo antes mencionado, ya que
existen otros grupos funcionales que también van a contrarrestar la repulsion de
las cargas electrostaticas negativas generadas por la desprotonacion de la parte
correspondiente al componente acido del injerto. Por otro lado, tomando la gasa
injertada solo con NIPAAmM como referencia, se puede notar un solo punto de
equivalencia producto de la titulacion acido-base entre el acido clorhidrico [HCI] =
1M, que se agreg6 para acidificar el medio, y el titulante [KOH] = 0.12 M. Esto se
debe a que el NIPAAmM no presenta protones acidos disponibles para su liberacién,
por lo tanto, no contribuye a la respuesta al pH en el injerto. Ademas, se puede
notar un tercer punto de equivalencia a valores de pH basicos (valores cercanos a

9.5) en las gasas injertadas con los grupos acidos. De acuerdo con literatura, la
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presencia este punto se atribuye a la titulacion de los protones libres que se
encuentran en el medio, aunque también podria tratarse de los protones que se
encontraban menos disponibles para ser titulados. Los valores de los puntos de
equivalencia se encuentran en la Tabla 6, los cuales fueron determinados por
medio del célculo de la primera derivada con el software OriginPro 2017 (Anexo 5).

El valor del pH critico obtenido por este método, que es de aproximadamente
4.7, es idoneo para aplicaciones biomédicas ya que, a partir de este pH hacia
valores de pH mas basicos, el material presentard una respuesta a tal estimulo,
produciéndose la desprotonacion de los grupos carboxilicos y, por consiguiente, el
hinchamiento caracteristico de los polimeros estimulo-sensibles. De tal manera, al
cargar un farmaco en la estructura del copolimero, este sera liberado en funcion

del hinchamiento de las cadenas poliméricas.
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Figura 32. Curvas de titulacién de las gasas modificadas con los distintos polimeros: CG-g-
NIPAAm, CG-g-MAAc, CG-g-(NIPAA/MAAC) (y) y CG-g-(NIPAAM/MAAC) (AIBN).
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Tabla 6. Puntos de equivalencia de los materiales injertados determinados por primera

derivada.
Material Puntos de equivalencia
CG-g-NIPAAmM 6.95
CG-g-(NIPAAM/MAAC) (AIBN) 4.73 7.10 9.37
CG-g-(NIPAAmM/MAAC) (Y) 4.63 7.01 9.27
CG-g-MAAc 4.87 6.91 9.64

6.8. Retencion de aguay LCST

Una de las formas para determinar qué tanto se han modificado las
propiedades de la gasa de algoddn es evaluar la capacidad de retencion de agua
de las gasas injertadas. Las gasas de algodon son materiales altamente
hidrofilicos, debido a la gran cantidad de atomos de O y de H con la que cuenta su
estructura. Estos atomos son capaces de interactuar con las particulas de agua por
interacciones por puentes de hidrogeno y retenerlas. Ademas, la celulosa esta
compuesta por regiones cristalinas y amorfas, siendo mucho mas predominante
esta Ultima y la que es responsable de la mayor absorcion de agua (Djafari
Petroudy, 2017). Es asi que una gasa de algodon es capaz de absorber hasta 27
veces su peso en agua (Hosseini Ravandi & Valizadeh, 2011). Como se muestra
en la Figura 33, esta propiedad se ve afectada por el injerto de los monémeros
MAAc y NIPAAm, el cual a pesar de presentar una alta hidrofilicidad se injerta
preferentemente en las zonas amorfas de la matriz de celulosa. El material sigue
absorbiendo grandes cantidades de agua, pero la gasa de algodén es mucho mas
afin al agua que al injerto.

Por otra parte, al comparar los métodos usados para obtener estos materiales,
se observa que la gasa injertada usando AIBN como iniciador retiene menor
cantidad de agua que aquella injertada por medio de radiacién. Esto se puede
explicar debido al tipo de injerto que cada método produce, esto es injerto en masa
e injerto en superficie. Como demostraron las micrografias de SEM, el injerto por
AIBN genera un injerto en superficie, por lo que las particulas de agua quedan
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adsorbidas en la superficie de injerto, el cual ha afectado las propiedades de la
gasa e impide que estas lleguen a la matriz. Ademas, siguiendo la metodologia
expuesta en la seccién 3.7.5, al remover el excedente de agua del material para su
peso estas particulas de agua pudieron haberse retirado. En cambio, para la gasa
injertada usando radiacion gamma, el injerto se produjo en el interior del hilo. Por
esta razén existe una combinacion de la accion de la matriz y del injerto que
retienen las particulas de agua, las cuales son mas dificiles de remover pues se
encuentran dentro del hilo, absorbidas en la matriz de celulosa.

En ambos casos, a pesar de que la gasa ha perdido una fraccion de su
capacidad de retenciébn de agua, las gasas modificadas aun retienen grandes
cantidades de agua. Es decir, el material no ha perdido su hidrofilicidad. Ademas,
mediante estos experimentos se pudo comprobar que su retencibn maxima ocurre

a partir de las 6 h, que es cuando la linea de tendencia ya no varia.
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Figura 33. Perfiles de hinchamiento limite para la gasa testigo y las gasas injertadas por los

métodos fisico y quimico.

Una de las propiedades de interés del poli(N-isopropilacrilamida) es su
capacidad de producir un cambio conformacional en su estructura en respuesta a
la temperatura. A una determinada temperatura, el PNIPAAm sufre una transiciéon

de fase en volumen uUnica al pasar de un estado hidratado con estructura
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expandida a un estado deshidratado con estructura comprimida. Esta termo-
respuesta del polimero en soluciones acuosas se debe a la presencia de grupos
hidrofilicos (grupos amida CONH-) e hidrofébicos (grupos isopropilo (-CH(CHzs)2)
laterales) dentro de la estructura del polimero neutral. La temperatura a la cual
ocurre este comportamiento se conoce como LCST produciéndose un estiramiento
y compresion de los grupos hidrofilicos que ocasiona una repulsiébn de las
moléculas de agua retenidas en dichos grupos por interacciones de puente de
hidrogeno. De esta manera, las interacciones hidrofébicas toman mayor relevancia
generando la estructura globular comprimida por deshidratacion de los grupos
hidrofilicos. Generalmente, la LCST se publica con un valor en el intervalo de 28 a
33 °C. (Ansari et al., 2022; Lanzalaco & Armelin, 2017).

Tomando en cuenta estas consideraciones se realizaron experimentos de
retencién de agua en funcién de la temperatura para las gasas injertadas con los
monomeros NIPAAmM y MAAc por los métodos fisico y quimico. Las mediciones del
peso se realizan en intervalos de, al menos 6 h, que fue el valor maximo de
retencién de agua. La Figura 34 muestra los perfiles que se obtuvieron al realizar
tales experimentos. La gasa testigo muestra la retencion limite sin sufrir cambio
alguno en cada cambio de temperatura. Por otro lado, las gasas injertadas con los
mondmeros MAAc y NIPAAmM muestran una pérdida en la capacidad de retencion
de moléculas de agua en funcién de la temperatura, observandose un cambio
abrupto alrededor del intervalo teorico reportado de la LCST del PNIPAAmM. En
este punto las interacciones hidrofébicas van a predominar por sobre las
interacciones hidrofilicas, reflejandose el cambio conformacional caracteristico de
los polimeros termosensibles que se ha explicado anteriormente. Los valores
obtenidos en estos experimentos demuestran, en primer lugar, que el componente
termosensible se encuentra presente en el injerto en la gasa de algodon. En
segundo lugar, la presencia de los grupos correspondientes al componente
sensible al pH no produce un desplazamiento significativo en el valor de la LCST

reportada.
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Figura 34. Perfiles de retencién de agua en funcién de la temperatura para la determinacion
de la LCST de las gasas injertadas con los mondmeros MAAc y NIPAAm por los métodos

fisico y quimico.

6.9. Cargay Liberacién de farmacos

Los mondémeros injertados en la gasa de algodon (MAAc y NIPAAm) confieren
nuevas propiedades al material, una de ellas es la capacidad de soportar farmacos
en el esqueleto polimérico. En el caso concreto de este injerto binario que consta
de dos unidades repetitivas diferentes, posee grupos acidos del tipo carboxilico (-
COOH) y grupos amida (CONH) capaces de interactuar con farmacos mediante
interacciones débiles del tipo van der Waals o por puentes de hidrogeno.

Se prob6 la capacidad de carga de la gasa injertada con los mondmeros
MAAc y NIPAAmM por ambos métodos, con una quinolona que ha demostrado
eficacia antimicrobiana en el tratamiento de heridas por quemadura de la piel,
como lo es norfloxacino. De igual manera, se evalu6 el modelo de liberacion de
farmaco que cada material presenta, en funcién del método de copolimerizacion
utilizado.

6.9.1. Carga de Norfloxacino

Norfloxacino es un farmaco antibiético de la familia de las fluoroquinolonas

gue generalmente se utiliza para el tratamiento de infecciones urinarias, pero que
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también ha encontrado aplicaciones en el tratamiento de heridas cutaneas por
guemadura (Goldstein, 1987; Malipeddi et al., 2006; Mpharm et al., 2010). En su
estructura quimica consta de heteroatomos como O y N, los cuales interacttan por
puentes de hidrogeno con dicho atomo (Figura 35). Es precisamente esta
estructura la que permite la carga del farmaco por medio de interacciones
electrostéaticas con heterodtomos presentes en la estructura de injerto de MAAc y
NIPAAM.

o) 0o

-

| OH

(\N N
HN ] §
Figura 35. Estructura quimica del farmaco antimicrobiano norfloxacino.

Uno de los factores a tomar en cuenta para la carga de norfloxacino en la gasa
de algoddn injertada con los mondmeros MAAc y NIPAAmM es la temperatura a la
cual se realiza este proceso. La Figura 36 muestra los resultados de la evaluacién
de la carga de norfloxacino a dos temperaturas, 5y 25 °C. A partir de esta gréfica,
es posible notar una mayor eficacia de carga del farmaco a 25 °C, lo cual puede
atribuirse a una mejor difusibn de las moléculas del farmaco en el sistema,
permitiéndole alcanzar con mayor facilidad los grupos funcionales del injerto e
interactuar efectivamente con estos. A una temperatura de 5 °C, las moléculas de
farmaco se encuentran mas restringidas en su movimiento cinético, dificultdndose
su difusion a lo largo del sistema. Por estas razones, se determina que la
temperatura ideal de carga de norfloxacino en las gasas de algodon injertadas es

de 25 °C, siendo un valor idoneo pues se trata de una temperatura ambiente.
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Figura 36. Efecto de la temperatura en la carga de norfloxacino en las gasas injertadas con
los mondémeros MAAc y NIPAAmM por AIBN y radiacion gamma.

La Figura 37 muestra el perfil de carga de norfloxacino en las gasas injertadas
y en la gasa testigo. Como era de esperarse, la gasa testigo es capaz de cargar
una muy pequefia cantidad de farmaco, debido a que pueden presentarse ligeras
interacciones entre la matriz y el farmaco, los cuales no son significativos ni
tampoco son fuertes. Sin embargo, para las gasas modificadas, se observa una
tendencia de carga exponencial que empieza a ser constante a partir de las 24 h
de exposicion del material a la disolucién de farmaco, alcanzando un méaximo a las
48 h. Ademas, los materiales injertados con los monémeros NIPAAmM y MAAc son
capaces de retener hasta, aproximadamente, 800 ug por cada gramo de material,
lo cual es un valor grande y se debe a la capacidad de difusién del norfloxacino
que le permite recorrer varios sitios del material e interactuar con el copolimero de
injerto. Otra observacion importante, es que resulta indiferente el método de
copolimerizacion utilizado para obtener los materiales, es decir, ya sea el injerto
por AIBN o por radiacion, el material cumple con la funcibn de sostener
norfloxacino en la estructura del copolimero de injerto. Utilizando la informacion
del SEM, el uso de AIBN genera un injerto en superficie, por lo cual se puede
inferir que las moléculas de norfloxacino quedaran retenidas en las cadenas

injertadas en la superficie del material. Por otro lado, usando radiacibn gamma, se
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presenta un injerto en masa y el farmaco quedara retenido dentro del hilo de la

gasa de algodon.
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Figura 37. Perfiles de carga de norfloxacino de la gasa testigo y gasas injertadas con los
mondémeros MAAc y NIPAAm por AIBN y radiacién gamma. Dis. acuosa: 10 ug/mL, 25 °C.

6.9.2. Liberaciéon de Norfloxacino

La liberacion de norfloxacino a partir de las gasas cargadas con este farmaco,
se realizan durante 48 h a una temperatura de 37 °C y en una disolucion
amortiguadora de fosfato salino (PBS) con un pH de 7.4, tratando de emular las
condiciones fisiolégicas, ademas de contar con agitacion constante a 130 rpm. La
Tabla 7 muestra los valores de carga, liberacion y el porcentaje liberado a partir de
las gasas injertadas. Ademas, la Figura 38 muestra los perfiles de liberacién del
farmaco a partir de la gasa testigo y de las gasas los monémeros NIPAAmM y MAAc
por los métodos fisico y quimico, bajo las condiciones controladas previamente
mencionadas. Los valores de liberacion a cada intervalo de tiempo fueron

obtenidos a partir de la curva de calibracion que se muestra en el Anexo 2.

72



Tabla 7. Valores de carga, liberacion y porcentaje liberado de norfloxacino para las gasas

injertadas con los monémeros NIPAAm y MAAc.

Muestra Carga (ug/mL) | Liberacion (pug/mL) | Liberacion (%)
Testigo 0.51+0.18 0.46 £ 0.03 90.19+7.11
CG-g-(NIPAAm/MAAC)
7.81+£0.93 2.11+0.05 27.02 £ 0.68
(AIBN)a5%
CG-g-(NIPAAm/MAAC)
7.83+£0.84 1.98 + 0.04 25.29 £ 0.53
(Y)43%
2,5
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Figura 38. Perfiles de liberacion de norfloxacino de la gasa testigo y de las gasas injertadas

con los mondmeros NIPAAm y MAAc por AIBN y radiacion gamma. 37 °C, PBS con pH: 7.4,

agitacion constante a 130 rpm, 48 h.

A priori, a partir de la tendencia observada en la Figura 38 y de los datos de la

Tabla 7, se puede hacer una comparacién entre los métodos de obtencion del

copolimero de injerto. Por un lado, la gasa testigo, debido a su naturaleza

hidrofilica, es capaz de cargar y liberar rapidamente y en casi su totalidad (90%) el

poco farmaco que ha interaccionado con su estructura. Ahora, las gasas injertadas
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por medio del uso del iniciador quimico AIBN liberan mayor cantidad de
norfloxacino. Esto tiene sentido dado que al producirse un injerto en superficie y al
estar el farmaco retenido en esta zona, se encuentra mas disponible para ser
liberado, tan solo deben romperse las interacciones farmaco-copolimero. Por otra
parte, en el caso de las gasas injertadas por medio del uso de la radiacion gamma,
libera menor cantidad de norfloxacino. Esto se debe a que las moléculas de
farmaco se encuentran dentro del hilo, en la matriz de celulosa, dificultandose su
liberacion al medio por la mayor cantidad de interacciones que tienen que ver con
la matriz, el injerto y el farmaco.

Uno de los objetivos de los sistemas de liberacién de farmacos es mantener la
concentracion del agente terapéutico en los tejidos de interés, a un valor deseado
tanto como se pueda, ejerciendo un control en la tasa de liberacién de farmaco,
asi como su duracion. En muchos de los casos, se puede obtener una ecuacion
que describa la dependencia de la liberacién en funcién del tiempo, que permita
predecir el perfil cinético que han tenido tales sistemas de liberacion e incluso
evaluar los parametros que la afecten (Bruschi, 2015). De acuerdo con la
literatura, la liberacién de un farmaco al medio a partir de un sistema basado en un
polimero puede verse gobernada por varios factores como difusion, disolucion,
fraccionamiento, osmosis, hinchamiento o compresion de la matriz y erosién. Otro
factor para considerar es la naturaleza hidrofilica o hidrofébica de la matriz
polimérica. Un sistema gobernado por la difusion del agente activo generalmente
se presenta en materiales hidrofilicos que han incorporado farmacos de la misma
naturaleza. Por otro lado, cuando un farmaco hidrofébico se incorpora en una
matriz, el modelo de liberacién viene gobernado por hinchamiento y/o erosion de
la matriz polimérica (Bruschi, 2015; C. Yin & Li, 2011). Tomando en cuenta estas
consideraciones, para estos experimentos, se utilizo el complemento de Excel
DDSolver para evaluar los distintos modelos matematicos al cual se ajusta el perfil
cinético de liberacién de cada muestra (Zhang et al., 2010). Se determiné el mejor
ajuste por medio de la comparacién de los valores del coeficiente de correlacién
(R?), el criterio de informacion de Akaike (AIC) y el criterio de seleccién de modelo
(MSC). Estos parametros determinaran el mejor ajuste de los datos

experimentales a una funcién matematica. El valor de R? debe ser cercano a 1,
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AIC debe ser el valor méas negativo y el MSC debe tener un valor mas positivo. Los

resultados de estos analisis se encuentran en la Tabla 8.

Tabla 8. Comparacion de los modelos de liberacion de norfloxacino a partir de las gasas

injertadas con los mondémeros NIPAAmM y MAAc por los métodos fisico (y) y quimico (AIBN).

CG-g-(NIPAAM/MAAC) (AIBN)aso

Modelo de liberaciéon R? AlC MSC
Primer orden con Fmax Y Tiag 0.115 54.630 -0.375
Korsmeyer-Peppas 0.960 -19.149 1.109
Peppas-Sahlin 0.571 13.725 -1.419
CG-g-(NIPAAM/MAAC) (Y)43%
Modelo de liberaciéon R? AlC MSC
Primer orden con Fmax and Tiag 0.444 52.719 0.089
Korsmeyer-Peppas 0.975 -28.466 1.935
Peppas-Sahlin 0.680 7.411 -0.824

A patrtir de los resultados obtenidos por el tratamiento de datos con el software
DDSolver y expuestos en la Tabla 8, se puede determinar que el modelo de que
mejor se ajusta a los datos experimentales de liberacion de norfloxacino es el de
Korsmeyer-Peppas. Este modelo muestra los valores de ajuste adecuados de
acuerdo con el criterio planteado en el parrafo anterior. Este modelo fue
desarrollado por Korsmeyer, en un principio, como una forma para relacionar
farmaco con el

exponencialmente la liberacion del

tiempo transcurrido,
expresandolo en la siguiente ecuacion (Ecuacion 4):

.= —— = qt"
fi Mo

Ec. 4
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Donde fi es la fraccién de farmaco liberado a cada intervalo de tiempo, M; la
cantidad de farmaco liberado a tiempo t, M-, la cantidad de farmaco maxima
liberada en el equilibrio, a, generalmente conocida como velocidad de liberacion,
es una constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas de la
forma farmacéutica y n es el exponente de liberacién que indica el mecanismo de
liberacién del farmaco (Bruschi, 2015; Costa & Sousa Lobo, 2001).

Posteriormente, Peppas utilizo el valor del exponente n para caracterizar los
diferentes mecanismos de liberacidén, encontrando que el modelo es valido para
valores del exponente menores a 1. Los valores de n para los sistemas estudiados
con sus respectivos errores se encuentran en la Tabla 9. De acuerdo con
Korsmeyer y Peppas, el perfil de liberacion del farmaco a partir de las gasas
injertadas se atribuye a un mecanismo Fickiano. En este caso, la liberacion del
farmaco se da principalmente por difusibn antes que por el mecanismo de
relajacion de las cadenas poliméricas que soportan el farmaco (Costa & Sousa
Lobo, 2001). Una difusién Fickiana se caracteriza por una alta velocidad de la
difusién del disolvente en el interior de la matriz. Esto tiene sentido debido a que
las gasas de algodon son capaces de retener grandes cantidades de liquidos en
su estructura, a pesar de que el injerto modificé ligeramente este comportamiento.
El medio penetrara de manera significativa en la matriz polimérica y las moléculas
de norfloxacino se veran difundidas en el disolvente del medio.

Por otro lado, para evaluar la velocidad con la que el farmaco se difunde en el
medio, se examinan los valores de la constante a obtenidos. Se observa que la
gasa de algodoén injertada con los monémeros MAAc y NIPAAmM por método
quimico, al ser en superficie, presenta una velocidad de liberacion mayor que su
similar injertada por método fisico. Nuevamente, el tipo de injerto es determinante
a la hora la liberacion del farmaco, pues en el injerto en superficie las moléculas
de farmaco, al estar mas disponibles seran capaces de difundirse con mayor

rapidez que las que se encuentran mas impedidas.
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Tabla 9. Valores de n para el ajuste al modelo de liberacion de Korsmeyer-Peppas para las

gasas injertadas con los mondmeros NIPAAm y MAAc y cargadas con norfloxacino.

Muestra a n

Gasa testigo No aplica No aplica

CG-g-(NIPAAM/MAAC) (AIBN) ss% | 1.899 +0.042 | 0.048 + 0.001

CG-g-(NIPAAM/MAAC) (y) a3% 1.609 + 0.071 | 0.076 +0.010

6.10. Actividad antimicrobiana

Los ensayos de actividad antimicrobiana por turbidimetria son pruebas in vitro
permiten observar la inhibicion del crecimiento de patégenos en un medio de
cultivo por accion de agentes antimicrobianos. En este caso se verificd la
capacidad de inhibicion de las gasas injertadas y cargadas con norfloxacino en un
medio altamente contaminado y a distintos valores de pH. Estos materiales fueron
probados contra los microorganismos patdgenos S. aureus y E. coli, los cuales
estan predominantemente presentes en infecciones de herida por quemadura y en
la formacion de biopeliculas sobre gasas de algodén (Lim et al., 2017; Xiang et al.,
2021; S. Yin et al.,, 2017). Los ensayos se realizaron a distintos valores de pH
para demostrar el amplio rango de aplicacion del material debido al injerto del
componente pH-sensible. Los resultados de estos ensayos de turbidez se
muestran en la Figura 39. Como se puede notar, el tubo de ensayo etiquetado
como (a), correspondiente a la gasa de algodoén testigo, muestra crecimiento de
ambos microorganismos en tales medios de cultivo. Esto indica que el material es
un potencial candidato para desarrollar biopeliculas bacterianas sobre su
superficie. Los tubos etiquetados como (b) y (c), los cuales contienen CG-g-
(NIPAAM/MAAC) (y) ¥ CG-g-(NIPAAmM/MAACc) (AIBN), respectivamente, también
exhiben crecimiento de los patdégenos a diferentes valores de pH. Esto tiene
sentido ya que ambos monomeros injertados son altamente hidrofilicos vy
biocompatibles, siendo capaces de hospedar microorganismos en sus estructuras.
Esto también nos demuestra que la sola inclusién del injerto no es suficiente para

asegurar una barrera contra patégenos. Sin embargo, en el caso de los tubos
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marcados como (d) y (e), los cuales contienen CG-g-(NIPAAM/MAAC) (y) y CG-g-
(NIPAAmM/MAAC) (AIBN), ambos cargados con norfloxacino son capaces de inhibir
el crecimiento y erradicar la presencia de E. coli y S. aureus presentes en el
medio, lo cual indica que las cantidades de norfloxacino liberados al medio (2.11
Mg/mL  para CG-g-(NIPAAm/MAAc) (AIBN) y 198 upg/mL para CG-g-
(NIPAAmM/MAAC) (y)) son suficientes para evitar la formacion de biopeliculas en
gasas de algodon injertadas. Comparando los resultados a los distintos valores de
pH, todos ellos muestran la inhibicion exitosa de E. coliy de S. aureus. A partir de
estos resultados, es posible determinar que las gasas injertadas y cargadas son
un intermediario adecuado para la liberacién de la cantidad necesaria de farmaco
antimicrobiano para prevenir de forma exitosa el crecimiento de ambos patdgenos

en un medio altamente contaminado.

pH=7 pH=9
- 000 00|lo00000
S Lol e
= N i Ll
w

S. aureus

Figura 39. Resultados para las pruebas de turbidez realizadas en un caldo Hilton-Mueller que
contenian cepas bacterianas de E.coli y S.aureus a distintos valores de pH (5,7 y 9) para las
muestras a) gasa testigo; b) CG-g-(NIPAAmM/MAAC) (y); ¢) CG-g-(NIPAAmM/MAAc) (AIBN); d)
CG-g-(NIPAAM/MAAC) (y) cargado con norfloxacino y e) CG-g-(NIPAAM/MAAc) (AIBN)
cargado con norfloxacino
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7. CONCLUSIONES

o El injerto binario de acido metacrilico y de N-isopropilacrilamida en
gasas de algoddn es posible mediante el uso de AIBN y de la radiacion gamma
como iniciadores de polimerizacion, creando el copolimero de injerto CG-g-
(NIPAAM/MAAC). Los experimentos de sintesis son reproducibles, obteniendo
injertos de aproximadamente 40% en peso. El proceso de injerto se da por medio
de un mecanismo de polimerizacion por radicales libres, siendo el AIBN y la
radiacion gamma los responsables de generar los sitios activos por los cuales se
injertan los monémeros MAAc y NIPAAm.

. Por medio de las distintas técnicas de caracterizacion se pudo
comprobar que se injertaron ambos mondmeros en la matriz polimérica, siendo
estos tanto en superficie como en masa. Ademds, se pudo determinar el
comportamiento térmico de los materiales injertados por ambos métodos,
observandose una disminucion de la estabilidad térmica en comparacién con la
gasa testigo, la cual no es relevante para su almacenamiento o aplicacion
biomédica.

. Las titulaciones potenciométricas acido-base permitieron determinar
la respuesta a pH de los materiales injertados, obteniendo un pH critico de
aproximadamente 4.7. Por otro lado, por medio de pruebas de retenciéon de agua
en funcién de la temperatura, se pudo demostrar que las gasas de algodon
injertadas muestran una respuesta a la temperatura, plasmada en una LCST
cercana al valor tedrico del PNIPAAm (32 °C)

. Si bien ambos métodos son eficaces para injertar MAAc y NIPAAmM
en gasas de algodén, cada uno brindara propiedades y caracteristicas distintas,
asi como ventajas y limitaciones de acuerdo a las aplicaciones a las cuales se las
planee destinar.

o Las gasas injertadas son capaces de cargar hasta 800 pg/g de
material en su estructura tras 48 horas de exposicion a una disolucion acuosa de
este farmaco. Los experimentos de liberacion permitieron verificar el tipo de injerto
dado con cada método de copolimerizacion. Es asi como, las gasas injertadas con
los monémeros MAAc y NIPAAmM por método quimico liberan mayor cantidad de

farmaco que las que fueron injertadas mediante el uso de radiacibn gamma,
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debido a que, en el primer caso las moléculas se encuentran mas disponibles en
la superficie que en el segundo caso que el injerto fue en masa. El norfloxacino es
liberado al medio a través de un mecanismo regido mayoritariamente por difusion,
ajustandose a un modelo cinético de Korsmeyer-Peppas.

o Por medio de pruebas in vitro de turbidez antimicrobiana se pudo
comprobar que las gasas de algodon injertadas con los mondémeros y cargadas
con el farmaco antimicrobiano norfloxacino son capaces de inhibir el crecimiento
de patégenos como E. coli y S. aureus en un medio de cultivo. Esto demuestra
que la combinacion de injerto y de antibiético son una combinacion ideal para

evitar la formacion de biopeliculas microbianas en las gasas de algodon.
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ANEXOS
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Anexo 1. Curva de calibracién para la carga de norfloxacino
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Anexo 2. Curva de calibracién para la liberacion de norfloxacino en PBS.
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Anexo 3
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Anexo 3. Estructuras posibles del injerto aleatorio de MAAc y NIPAAm en gasas de algodon

Anexo 4

Transmitancia (u.a.)

—— Testigo
e CG-g-PNIPAAM
——— CG-g-(PNIPAAmM-co-PMAAc)

== Injerto usando MeOH:H,0 (1:4)
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Anexo 4. Espectros de infrarrojo para gasa testigo, CG-g-NIPAAm, CG-g-(NIPAAmM/MAAc) y
CG-g-(NIPAAmM/MAAc) usando MeOH:H20 (1:4).
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Anexo 5. Primeras derivadas de las curvas de titulacion de los materiales modificados para
determinacién de puntos de equivalencia y respuesta a pH.
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