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RESUMEN

REesumEN

En la actualidad, la insercion temporal o permanente de productos sanitarios se ha
convertido en una parte esencial del cuidado médico, jugando un papel muy importante en los
procedimientos tanto de diagnostico como terapéuticos, asi como en el manejo de pacientes
criticamente enfermos. Sin embargo, el uso de dispositivos biomédicos lleva asociado un riesgo
importante de inflamacion y/o infeccion. La adherencia bacteriana y la adsorcion de proteinas sobre
los productos sanitarios, son el primer paso en el desarrollo de dichas complicaciones. Una vez que
las bacterias se adhieren a un producto sanitario formando colonias microbianas, se inicia un
proceso de multiples pasos, los cuales conducen a la formacion de una comunidad compleja

conocido como biopelicula.

La prevencién de la adherencia bacteriana sobre las superficies, tiene un impacto
importante en la incidencia de las infecciones relacionadas con dispositivos biomédicos. Una
estrategia eficaz para reducir la adhesidn bacteriana, es modificar las propiedades superficiales de
los dispositivos biomédicos e incorporar a éstos, agentes antimicrobianos que se liberen
directamente en el &rea de la infeccion, sin llegar a niveles sistémicos en el cuerpo. EIl polietileno
(PE) vy el polipropileno (PP) son polimeros quimicamente inertes con propiedades mecanicas muy
versétiles, 1o que los hace materiales Utiles para la produccion de una amplia gama de dispositivos
biomédicos (por ejemplo, catéteres, mallas y suturas para hernias) y se han llevado a cabo distintos
estudios para reducir el riesgo de infecciones asociadas a su uso.

El objetivo de este trabajo es disefiar novedosos soportes de PE y PP modificados con
ciclodextrinas, para dotarlos de capacidad para incorporar y liberar de manera controlada
diclofenaco y miconazol. El diclofenaco es un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo (NSAID)
capaz de prevenir la adherencia microbiana sobre la superficie; el miconazol (1-[2-(2,4-dicloro-
benziloxi)-2-(3,4-dicloro-fenil)-etil]-1H-imidazol) es un farmaco anti-fingico que previene el
desarrollo de dermatofitos y Candida albicans. La superficie del PE y PP fue modificada con j3-
ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD), con el propésito de dotarla de
capacidad para formar complejos de inclusion. La modificacion se llevd a cabo siguiendo un
procedimiento de dos pasos: el primer de ellos consistié en la irradiacion de peliculas de PE y PP
para generar grupos perdxido e hidroperéxido sobre la superficie. Posteriormente, se realizé la

copolimerizacién por injerto del glicidilmetacrilato (GMA) iniciada por la degradacion térmica de
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los grupos peroxido. El segundo paso radico, en la reaccion de los grupos epoxi del GMA con los
grupos hidroxilos de las ciclodextrinas, formando con ello enlaces éteres. Finalmente, se cuantifico
la capacidad de incorporar diclofenaco y miconazol sobre los soportes, asi como también, la

eficacia de liberacion de estos farmacos.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Temporal or permanent insertion of medical devices has become an essential part of
modern medical care, playing an important role in common diagnostic and therapeutic procedure
and in the management of critically ill patients. However, the use of medical devices is associated
with substantial risk of development inflammation and/or infection. Bacterial adhesion and protein
absorption to medical devices are the first step in the development of such complications. Once
bacteria attach to a medical device, a multistep process starts leading to the formation of a complex,

adhering microbial community that is termed a biofilm.

Avoidance of bacterial adhesion on the surfaces has a major impact in preventing medical
devices related infections. An effective approach to reduce bacterial adhesion is to modify the
surface properties of the medical devices and/or to load them with antimicrobial agents that are
directly released at the infection area without reaching systemic levels in the body. Polyethylene
(PE) and polypropylene (PP) are chemically inert polymers with highly versatile mechanical
properties, which make them versatile materials useful for the production of a range of medical
devices (e.g. catheters, hernia meshes and sutures) and various approaches have been tested to

reduce the risk of infections associated with their use.

The aim of this wok was the design of novel cyclodextrin-functionalized polyethylene (PE)
and polypropylene (PP) for providing them with the capability to load and control the delivery of
diclofenac and miconazole. Diclofenac is a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) that can
also prevent bacterial adsorption on polymer surface, and miconazole (1-[2-(2,4-dichloro-
benzyloxy)-2-(3,4-dichloro-phenyl)-ethyl]-1H-imidazole), is anti-fungal drug that can prevent
dermatophytes and C. albicans. PE and PP were surface functionalized with B-cyclodextrin (BCD)
and hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) with the aim of providing PE and PP with the
capability of forming inclusion complex. Functionalization was carried out according to a two-step
procedure: the first step consisted of irradiating the PE and PP films in order to create peroxide and
hydroperoxide groups on the surface. This was followed by an immediate graft polymerization of
the glycidyl methacrylate monomer (GMA\) initiated by the thermal degradation of the peroxide and
hydroperoxide radicals. The second step involved the reaction of the epoxy groups of GMA with
the hydroxyl groups of CDs forming ether bonds. Finally, we quantified the diclofenac and
miconazol loading capability, as well as, the efficacy of release of these drugs.
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CarPiTULO 1. INTRODUCCION.

1.1. INTRODUCCION.

La modificacion quimica realizada via copolimerizacion por injerto inducida por radiacion,
es una de las técnicas ampliamente utilizada para la modificacion superficial de matrices
poliméricas, permitiendo con ello la obtencién de nuevos materiales, con novedosas y especificas

caracteristicas para su posterior aplicacién en diferentes campos de la ciencia.

El polietileno (PE) y polipropileno (PP), son polimeros utilizados en distintas
investigaciones, debido a sus excelentes propiedades tanto quimicas como mecanicas. Un ejemplo
de ello, es su aplicacion dentro del campo de la biofarmacia, ya que han sido empleados para la
fabricacion de nuevos productos sanitarios, como son los céateteres, stents, vasos sanguineos

artificiales y otros materiales.

Con frecuencia, los implantes de catéteres o stents resultan contaminados por
microorganismos en el momento de su insercion o por la propia etiopatologia del proceso. La
posibilidad de que los microorganismos se adsorban sobre las paredes del dispositivo y formen
biopeliculas, resulta muy dificil de evitar por los procedimientos terapéuticos convencionales. Por
todo ello, el desarrollo de procedimientos capaces de dotar a materiales biocompatibles de aptitud
para cargar y ceder de forma controlada, agentes antimicrobianos y otros farmacos, despierta un
interés creciente. Los polimeros de injerto sintetizados, utilizando como sustratos materiales que,
como el PE y el PP, son de uso habitual en la fabricacién de tales productos sanitarios, encierran un

gran potencial en este campo.

La incorporacion de farmacos a los sistemas poliméricos se puede producir por diferentes
mecanismos, como la simple imbibicion del farmaco en la fase acuosa del entramado polimérico o
el establecimiento de interacciones de caracter débil, como puentes de hidrdégeno o interacciones
hidrofébicas. Para los farmacos que presentan un marcado caracter hidrofdbico, la incorporacion de

unidades de ciclodextrina al entramado puede ofrecer interesantes aplicaciones.
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Las ciclodextrinas son oligémeros ciclicos formados de 6 a 9 unidades de glucopiranosa,
que dan lugar a estructuras de forma toroidal que presentan un interior hidrofobico y una superficie
externa hidrofilica. Los farmacos pueden formar complejos de inclusidon con las ciclodextrinas
alojandose de forma completa o parcial en su cavidad. La afinidad del farmaco por la ciclodextrina
viene determinada por la relacién de tamafios cavidad-farmaco y por su capacidad de interaccion,
pudiéndose formar complejos anfitrion-huésped con distintas relaciones molares de cada uno de
ellos.

En el presente trabajo, se realizo la preparacion de los copolimeros de injerto PE-g-GMA y
PP-g-GMA, empleando para ello radiacion gamma y el método de preirradiacion oxidativa, donde
se determind el efecto de diferentes parametros de reaccion, tales como la dosis y la intensidad de
dosis, la concentracion de mondmero, la temperatura, el tiempo de reaccién, asi como también, el

espesor de la matriz polimérica (PE = 100umy 1mm; PP =50umy 1mm).

Por otro lado, con la finalidad de mejorar las propiedades de dichos copolimeros, se llevé a
cabo la inmovilizaciéon de B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), las
cuales poseen caracteristicas especificas para la formacion de complejos de inclusion, propiedad
que ha sido empleada en diferentes campos de investigacion, y en particular, dentro del campo de la
biofarmacia. Esta propiedad de formacion de complejos de inclusion (huésped-anfitrion) es de suma
importancia, ya que se mejoran las propiedades quimicas de las moléculas huésped, tal es el caso de
la solubilidad de farmacos hidrofébicos. Con respecto a los copolimeros sintetizados, la
inmovilizacion de dichas ciclodextrinas dot6 a éstos de prestaciones mejoradas, empleadas para la
carga y liberacion de diclofenaco y miconazol.

De esta manera se logro sintetizar los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA
modificados con ciclodextrinas, los cuales son novedosos materiales y posibles candidatos para la
fabricacion y disefio de productos sanitarios, con la capacidad de actuar como dispositivos de

liberacién controlada de farmacos.




CAPITULO DOS HIPOTESIS Y OBIETIVOS

CapriTuLo 2. HipoTEsIs Y OBJETIVOS.

2.1. HIPOTESIS.

El injerto de glicidilmetacrilato (GMA) sobre matrices poliméricas de polietileno (PE) y
polipropileno (PP), asi como también, la inmovilizacion de B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-
B-ciclodextrina (HPBCD) sobre éstas, resultard en un sistema capaz de incorporar diclofenaco y

miconazol.

2.2. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo general del presente trabajo es la preparacion de los copolimeros de injerto PE-
g-GMA y PP-g-GMA, mediante radiacion ionizante, para permitir la inmovilizacion de j-
ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina, y a su vez, llevar a cabo los ensayos de incorporacion

de diclofenaco y miconazol sobre éstos.

2.2.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

Entre los objetivos particulares de este trabajo de investigacion, se encuentran los citados a

continuacién:

1. Sintesis de los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA, determinando para ello las

condiciones 6ptimas de copolimerizacion, mediante el estudio de los siguientes parametros

de reaccion:
v" Dosis de preirradiacion. v" Tiempo de reaccion.
v" Concentracién de monémero. v Espesor de la ldmina polimérica (PE o
v' Temperatura. PP).
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2. Inmovilizacién de B-ciclodextrina e hidroxipropil-B-ciclodextrina sobre los copolimeros de

injerto sintetizados, asi como también, su evaluacion gravimétrica.

3. Caracterizacion del material polimérico sintetizado y modificado con las ciclodextrinas, en

su estructura quimica (FTIR con ATR), anélisis térmico (DSC) y morfologia (SEM).

4. Cuantificacion del complejo de inclusion &cido 3-metilbenzoico/ciclodextrina (BCD y

HPBCD) en el material polimérico modificado, empleando para ello espectroscopia UV-vis.

5. Determinacion de la complejacion miconazol/ciclodextrina (BCD y HPBCD), mediante

pruebas de solubilidad.

6. Cuantificacion de la carga de diclofenaco y miconazol sobre los soportes poliméricos

modificados con ciclodextrinas, mediante espectroscopia UV-vis.

7. Evaluacion de la cinética de liberacién de diclofenaco desde los soportes modificados.
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CapPITULO 3. GENERALIDADES.

3.1. POLIMEROS.

Los polimeros son compuestos quimicos de alto peso molecular, formados mediante la
union covalente de un gran nimero de moléculas pequefias, llamadas monémeros, formando con
ello cadenas moleculares con propiedades quimicas y fisicas especificas. Por otro lado, los
mondmeros son el grupo de 4tomos que representan la unidad quimica repetitiva mas pequefia que
existe en un polimero.

En la actualidad, hay diferentes formas de clasificar a los polimeros, entre ellas se
encuentran las siguientes:

Tipo de polimerizacion. Dentro de esta clasificacién, se considera el método por el cual se
logré sintetizar el polimero, y para ello se emplean tanto las reacciones de condensacion como las
de adicion.

Tipo de constitucion. Aqui se considera a los mondmeros que forman al polimero. Para ello
se emplea el término de homopolimero, y se refiere aquellos que estan formados por una sola
unidad repetitiva de monémero, o heteropolimero, para aquellos con diferentes unidades de
mondmeros presentes en la cadena polimérica.

Propiedades Fisicas. Desde el punto de vista fisico, se puede hablar de tres tipos de
polimeros, los elastdmeros, los termoplasticos y los termoestables. Los dos primeros estan
constituidos por moléculas que forman cadenas largas con poco entrecruzamiento entre ellas, y por
lo regular, cuando se someten a calentamiento se ablandan sin descomposiciéon y pueden ser
moldeados. Sin embargo, los termoestables se preparan generalmente a partir de sustancias
semifluidas de peso molecular relativamente bajo, las cuales alcanzan un alto grado de

entrecruzamiento molecular formando materiales duros que funden con descomposicion.

3.1.1. POLIMERIZACION.!

La polimerizacion es el proceso quimico mediante el cual se unen covalentemente
moléculas de un mondémero para formar polimeros, empleando para ello distintas fuentes tanto
quimicas como fisicas, por ejemplo, calor, radiacion o un catalizador con la finalidad de iniciar
dicho proceso.

Como se mencioné anteriormente, dependiendo de la forma de polimerizacion, las

macromoléculas se dividen en dos grupos: los polimeros de adicién y de condensacion.
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En las reacciones de adicién, se considera que todos los &tomos de monémero se convierten
en partes del polimero. En cambio, en las reacciones de condensacion, algunos de los atomos del

mondmero no forman parte del polimero, sino que son liberados como H,O, CO,, alcoholes, etc.

3.1.2. POLIMERIZACION POR ADICION.

Este tipo de polimerizacion ocurre por un mecanismo en el que interviene la formacién de
diferentes especies quimicas reactivas, como radicales libres o iones. Esta reaccion se lleva a cabo
en cadena con tres etapas especificas (iniciacion, propagacion y terminacion).

Dentro de esta clase de polimeros, segin el mecanismo por el que ocurre la adicion, hay tres
tipos de procesos:

a) Radicales libres. EI mecanismo de polimerizacion tiene lugar por rompimiento homolitico
del doble enlace, lo que resulta en la formacion de un radical libre, generalmente por
combinacién con uno antes formado (R*), como se muestra a continuacion:

CH,=CH-ClI + R® — R-CH,-CHCI*

Donde R*, representa el radical libre formado. La cadena en crecimiento es, por lo tanto, un

radical.

b) l6nica. En este tipo de proceso, se debe distinguir entre una polimerizacion anionica y
catidnica, dependiendo del tipo de intermediario que se propague durante la reaccion.

i) Anibnica. La reaccién ocurre por la apertura del doble enlace, lo que genera la
formacién de un ién-radical que posteriormente, por recombinacion, da lugar a un
di-ién. A continuaciéon se muestra un ejemplo de ello, donde se utiliza un i6n
yoduro como iniciador de la reaccion:

CH2 =CH (C6H5) +I - I+ 'CHZ'CH (C6H5)_

2 "CHy-CH (C¢Hs)” — "CH,-CH (C¢Hs)-CH,-CH (CgHs)

i) Catidnica. Para llevar a cabo la polimerizacién catidnica, es necesario el empleo de
un complejo catalizador-cocatalizador, el cual es capaz de donar un proton al
monoémero dando lugar a la formacién de un idn carbonio, que en presencia de un
mondmero cualquiera trae consigo la formacién de un carbocation, como se

muestra en seguida:
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BF; + H,O S H@(BFgoH') (Formacion del catalizador)
CH,=C(CHj), + H®(BF;OH) — CH;-C®(CH;), + BF;OH (Formacion del carbocation)

El carbocation formado reacciona con otro monémero presente y regenerando otro ion
carbonio pero de mayor tamario. Este proceso continua hasta que tenga lugar algiin proceso de

terminacién de la cadena en crecimiento.

3.1.3. POLIMERIZACION POR CONDENSACION.

Este tipo de polimerizacién se lleva a cabo por la combinacion de mondmeros
polifuncionales paso por paso, es decir, no ocurre con un mecanismo de reaccién en cadena (a
diferencia de la polimerizacion por adicion), sino por sucesivas condensaciones entre éstos, lo que
trae como resultado eliminacion de subproductos, tales como H,0, CO,, HCI, etc.

La también llamada polimerizacion por etapas, se produce mediante reacciones entre
monomeros que tienen grupos bifuncionales, donde el grupo funcional de uno de los monémeros
reacciona con el grupo funcional del otro de manera sucesiva, para formar especies de bajo peso
molecular como dimeros, trimeros, tetrameros, etc., los cuales reciben el nombre de oligémeros y se
pueden aislar.

Esta polimerizacién se puede escribir como una reaccion quimica lenta, que se debe llevar
hasta muy altas conversiones para obtener pesos moleculares altos para aplicaciones industriales.

El mecanismo de reaccion de este proceso, ocurre con la formacién de un dimero, el cual
posteriormente reacciona con otro para formar un tetrdmero, o bien éste puede reaccionar con los
monomeros para formar trimeros, como se muestra a continuacion:

A + B —» AB (Formacion del dimero).
AB + AB — ABAB (Formacion del tetramero).
AB + A — ABA (Formacion de trimeros).
AB + B —» BAB
Este mecanismo se puede generalizar de la siguiente manera:
Po + Pn > Prnm

Donde P, y P, representan una cadena en crecimiento con n unidades monoméricas, de esta

manera la longitud de la cadena es formada por pasos, por las reacciones de las dos cadenas en

crecimiento.
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Debido a ello, el peso molecular no se incrementa significativamente hasta que casi todo el
mondmero ha reaccionado, por lo que se requieren de altas conversiones para producir un polimero

con alto peso molecular promedio.

3.2. COPOLIMERIZACION.!

En la actualidad, la modificacion de sistemas poliméricos se ha acentuado debido a su gran
aplicacion, desde el disefio de dispositivos bioldgicos hasta la creacion de nuevos materiales con
Optimas propiedades mecéanicas. Dicha modificacion, trae consigo la mejora de propiedades tanto
guimicas como mecanicas del sistema.

La copolimerizacion consiste en la formacion de macromoléculas a partir de dos 0 mas
monomeros de estructura quimica diferente. Esto conduce a la obtencion de una extensa gama de
productos, cuyas propiedades van a depender de la naturaleza quimica de los mondmeros, las
concentraciones relativas de éstos, asi como también, la forma en la que se unan dichos monémeros
durante el proceso de copolimerizacion.

Por estos motivos, la técnica de copolimerizacion constituye el método ideal para obtener
polimeros con determinadas propiedades fisicas y quimicas, Utiles para aplicaciones especificas. Se
conocen innumerables copolimeros industriales en los que se ha logrado modificar sustancialmente
su solubilidad, propiedades mecanicas, térmicas, opticas, entre otras.

Los copolimeros juegan también un papel muy importante en los polimeros de origen
natural, especialmente en el caso de los polisacaridos y proteinas, en los que sus propiedades
dependen de como se establecen las secuencias de los azlcares y aminoacidos, respectivamente.

En general, una reaccion de copolimerizacion puede representarse de la siguiente manera:

XA +yB

\j

A—A—B—B—A—A—A—B—B—A—

donde el copolimero formado estd compuesto por unidades monoméricas A y B, distribuidas al azar
0 de forma regular, dependiendo de la estructura molecular de los monémeros empleados, el
disolvente, la temperatura, etc.

Un copolimero formado por dos mondmeros se denomina bipolimero o copolimero, cuando
son tres terpolimeros, etc. Es importante mencionar que el término copolimero suele emplearse
Unica y exclusivamente a los polimeros de adicion, debido a que algunos polimeros de

condensacidn pueden poseer en su estructura dos unidades estructurales distintas.
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La posibilidad de formar copolimeros con estructura quimica heterogénea, ha creado nuevas
e interesantes investigaciones en el campo de las macromoléculas y, desde el punto de vista
industrial, més aln, ya que se pueden obtener variando tanto la composicion de los distintos
monomeros y otros parametros determinados.

Los copolimeros también se pueden clasificar mediante la forma en que los mondmeros
estan situados dentro de la estructura molecular del copolimero. Evidentemente, existiran infinitas
maneras de disponerlos, por lo que los siguientes tipos deben entenderse como estructuras limites
ideales.

3.2.1. TIPOS DE COPOLIMEROS.

3.2.1.1. Copolimeros al azar.

En este tipo de copolimeros, las unidades estructurales se disponen al azar unas respecto a
las otras (Figura 1), y se suelen designar mediante la nomenclatura poli(A-co-B). Un ejemplo de

ello, podria ser el copolimero de poli(estireno-co-acrilonitrilo).

Figura 1. Representacion de un copolimero al azar (¢ = monémero A; o = monémero B).

3.2.1.2. Copolimeros alternados.
Dentro de esta clasificacion, los monémeros A y B se disponen de modo alternado a lo
largo de la estructura del copolimero (Figura 2) y, por lo general, se designan mediante la

nomenclatura poli(A-alt-B).

Figura 2. Representacion de un copolimero alternado (¢ = monémero A; o = monémero B).
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3.2.1.3. Copolimeros de distribucion con secuencia ordenada.
Como su nombre lo dice, llevan una secuencia ordenada y bien definida, aunque no es
alternado como en el caso anterior (Figura 3). Son producidos por un suministro controlado de

mondmero durante la reaccion de polimerizacion.

Figura 3. Representacion de un copolimero de distribucién con secuencia ordenada
(* = mondmero A; o = mondmero B).
3.2.1.4. Copolimeros de bloque.
También se suelen denominar copolimeros secuenciales, debido a su forma estructural.
Aqui todas las unidades A y B se agrupan separadamente, formando secuencias homogéneas a lo

largo de la cadena del copolimero (Figura 4). Para designarlos se utiliza la notacion poli(A-b-B).

Figura 4. Representacion de un copolimero de bloque (¢ = monémero A; o = monémero B).

Este tipo de polimeros se suelen representar de la siguiente manera:
A—((An—AB (B)n B

También se pueden formar copolimeros compuestos por varios bloques de unidades

monoméricas A o B, por lo que entonces se denominan dibloques, tribloques, tetrabloques, etc.

3.2.1.5. Copolimeros de injerto.
La clasificacion que se ha hecho hasta el momento, sélo considera aquellos copolimeros

con cadena lineal; sin embargo, también se pueden formar copolimeros ramificados (Figura 5).

Figura 5. Representacioén de un copolimero de injerto (e = monémero A; o = mondmero B).
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Estos copolimeros se denominan de injerto. En ellos las ramificaciones B pueden estar
distribuidas estadisticamente o de manera regular a lo largo de la cadena principal A, la cual,
generalmente, se denomina matriz polimérica. Se designan mediante la notacion poli(A-g-B), en

donde la letra “g” proviene del inglés “graft”, que significa injerto.

3.3. COPOLIMERIZACION POR INJERTO.?

Actualmente, existe la tendencia mundial de remplazar gradualmente los materiales
naturales con aquellos que sean sintéticos o materiales naturales modificados. En esta era,
considerada como la del plastico, es esencial poder modificar las propiedades de dichos materiales
sintéticos, para lograr aplicaciones especificas mediante procesos tales como el mezclado y el
injerto.

La mezcla quimica de dos o mas polimeros se realiza para obtener macromoléculas con
propiedades especificas para su aplicacion. Sin embargo, el injerto es el método por el cual los
mondmeros se unen mediante enlaces covalentes a una cadena o matriz polimérica. La

representacion esquematica de los métodos para la modificacion de polimeros se muestra en la

Polimero A Polimero B

Mezcla de polimeros

Figura 6.

0000000000 + O

Polimero Monémero

Polimero injertado

Figura 6. Métodos para la modificacién de polimeros.

3.3.1. TECNICAS DE INJERTO.

Existen diferentes formas de injertar un mondmero en una matriz polimérica; algunos
métodos involucran la radiacién como parametro de polimerizacién, otros implican el uso de
iniciadores quimicos; sin embargo, todas estas técnicas tienen beneficios y desventajas al llevar a
cabo la polimerizacién. Entre las técnicas de injerto mas comunes, se encuentran aquellas iniciadas

por métodos quimicos, radiacion, medios fotoquimicos, plasma y medios enzimaticos.
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3.3.1.1. Injerto iniciado por métodos quimicos.

El empleo de iniciadores quimicos para llevar a cabo la copolimerizacion es de suma
importancia, debido a que mejoran las condiciones de reaccién. Sin embargo, no siempre es
recomendable su uso, debido a que al final del proceso éstos quedaran presentes en el medio de
reaccion y se deberan purificar los productos. Cuando se utilizan los medios quimicos, el injerto
puede proceder por dos mecanismos diferentes de polimerizacion, radicales libres o via ionica; la
preferencia por cualquiera de estos procesos estara determinada por la presencia del iniciador, ya
que éste mejorara las condiciones de copolimerizacion.

Injerto via radicales libres. En este tipo de mecanismo, los radicales libres producidos por
iniciadores se transfieren al sustrato para reaccionar con el mondmero y asi, comenzar con el
proceso de propagacién para formar el copolimero.

Injerto via ionica. Diferentes tipos de &cidos y bases son iniciadores comunes en este tipo
de injerto, los cuales propician y facilitan la formacion de iones necesarios para llevar a cabo la

copolimerizacién.

3.3.1.2. Injerto por radiacion.

Al igual que en el método anterior, este tipo de injerto puede proceder tanto en forma de
radicales como idnica, con la diferencia de no utilizar un iniciador para llevar a cabo la
copolimerizacién. La formacién de las especies quimicas reactivas, se logra mediante la irradiacion
de las macromoléculas. En el caso de la copolimerizacidn por radicales libres, el mecanismo ocurre
con la formacion de radicales libres, seguido del proceso de propagacion y, posteriormente, se llega
a una terminacion. Por otro lado, la copolimerizacion ionica puede ser tanto del tipo catiénico como
anionico, donde las especies reactivas se forman a partir de la radiacién de alta energia, y
posteriormente, reaccionan con el monémero para formar el copolimero. La principal ventaja del
método idnico es la alta velocidad de reaccién. Asi, bajas dosis de radiacion son suficientes para
obtener injertos considerables.

La copolimerizacién de injerto iniciada por radiacion, involucra dos procesos simultaneos,
en los cuales las especies reactivas son formadas por radiacion en la superficie polimérica o cerca
de ella, seguida de la polimerizacién de los monémeros.

Existen tres métodos principales de copolimerizacion de injerto inducida por radiacion.

12
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Método directo. En esta técnica, tanto el monémero como la matriz polimérica son
irradiados simultaneamente, bajo condiciones de atmdsfera inerte. Cabe mencionar que el
mondmero puede estar en fase gaseosa 0 en solucién. Generalmente, la matriz polimérica es
irradiada con exceso de mondémero, sin embargo, son posibles distintas variaciones en la técnica.
Una de las principales desventajas del método directo es la formacion de homopolimero, el cual es
un producto indeseable en la copolimerizacion.

El injerto predomina si el rendimiento de radicales formados del mondmero es menor que el
de los radicales originados en la cadena polimérica. También se incrementa el grado de injerto, si el
polimero es tratado antes del proceso de irradiacion, con una solucién del mondmero en un

disolvente sensible a la radiacién (hinchamiento del polimero).

Método de preirradiacion. En este método, la matriz polimérica es irradiada en ausencia de
aire, empleando para ello vacio o atmosfera de algun gas inerte y, subsecuentemente, se lleva a cabo
el injerto, cuando el mondmero es colocado en contacto con el polimero previamente irradiado, ya
sea en estado liquido o gaseoso. Una de las principales ventajas de esta técnica, es la ausencia de
homopolimerizacion. Sin embargo, la posible degradacion de la matriz polimérica, asi como
también, la dependencia de la temperatura y el grado de cristalinidad, son considerados como

desventajas de dicho método, trayendo como resultado una disminucién en el grado de injerto.

Método de preirradiacion oxidativa. A manera de comparacion con la técnica anterior, en
este método también se lleva a cabo la preirradiacion de la matriz polimérica, con la diferencia de
que se realiza en presencia de aire, lo cual hace que los radicales formados se recombinen con el
oxigeno, originando con ello perdxidos e hidroperéxidos (Figura 7). Una vez que se tienen éstos, la
reaccion de injerto comienza cuando la matriz polimérica se calienta en ausencia de aire, junto con
la solucion mondmero-disolvente, ocasionando que dichos perdxidos se descompongan en
radicales, los cuales funcionan como especies reactivas para la polimerizacion. Una de las ventajas
de este método, es la posibilidad de almacenar en frio la matriz polimérica irradiada por un tiempo
considerable antes de empezar el injerto. Sin embargo, la formacién de radicales hidroxilo en el
mecanismo de reaccion ("OH), induce a la homopolimerizacion del mondmero considerando esto

como una de las principales desventajas del método.
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Figura 7. Mecanismo de polimerizacion de injerto por radiacién en presencia de aire.

3.3.1.3. Injerto fotoquimico.

Cuando un cromdforo en una macromolécula absorbe luz, cambia a un estado excitado, el
cual se puede disociar en radicales libres, los cuales inician el proceso de injerto. Si la absorcion de
luz no conduce a la ruptura homolitica de enlaces y con ello la no formacién de radicales libres,

puede adicionarse un fotosensibilizador, el cual ayudara en este proceso.

3.3.1.4. Injerto inducido por radiacion de plasma.

Las condiciones de plasma logradas con descargas suaves, ofrecen condiciones similares a
las de la radiacion ionizante. El principal proceso en plasma es la excitacion electrénica inducida,
ionizacién y disociacion. Asi, la aceleracion de electrones provenientes del plasma, tiene suficiente
energia para inducir el rompimiento homolitico de los enlaces en la estructura polimérica, y de esta

forma generar los radicales libres involucrados en la reaccion de injerto.

3.3.1.5. Injerto enzimatico.
Este método de injerto es relativamente nuevo; el principio implicado es que una enzima

inicia la reaccion de injerto quimico-electroquimico.
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3.3.2. PARAMETROS QUE INFLUYEN EN EL GRADO DE INJERTO.?

Hasta el momento se conoce que la modificacion de matrices poliméricas es un proceso por
el cual se pueden mejorar tanto sus propiedades quimicas como fisicas, para su posterior aplicacion
en diferentes campos. Sin embargo, para llevar a cabo dicha modificacion, se necesitan evaluar
distintos parametros o condiciones para lograr de esta manera obtener los mejores rendimientos, asi
como también, las propiedades deseadas del polimero. A continuacion, se analizan algunos de estos

parametros.

3.3.2.1. Naturaleza quimica de la matriz polimérica. Puesto que la copolimerizacién
de injerto involucra la union covalente del monémero con el soporte polimérico, la naturaleza
guimica de este ultimo tiene un efecto fundamental en dicho proceso, por lo cual se debe tener en
cuenta tanto sus propiedades quimicas como fisicas, siempre con la finalidad de obtener buenos

rendimientos en la copolimerizacion.

3.3.2.2. Efecto de la intensidad de dosis. Se conoce que a altas intensidades de dosis
(por ejemplo, de 100 a 160 Gy/min), el grado de injerto disminuye, debido a la recombinacién de
los radicales libres formados durante este proceso. Sin embargo, cuando se disminuye la intensidad
de dosis, es posible que no se logre la formacién de radicales poliméricos, provocando de esta

manera que no se lleve a cabo la copolimerizacion.

3.3.2.3. Efecto de la dosis de irradiacion. Cuando la dosis de irradiacion es alta en un
proceso (por ejemplo, de 60 a 100 kGy),” la velocidad de copolimerizacién incrementa debido a un
efecto de autoaceleracion, el cual depende de la naturaleza del mondmero, disolvente y de la
intensidad de dosis. Dicho efecto es provocado por un aumento en la viscosidad del medio, y puede
ocasionar un posible incremento en la velocidad de terminacién. Sin embargo, al aumentar la
viscosidad del sistema, la difusién del monémero hacia la matriz polimérica sera menor, trayendo

como resultado una disminucién en el grado de injerto.

3.3.2.4. Efecto de la temperatura. Este es uno de los parametros mas importantes para
controlar la cinética de copolimerizacién. En general, la velocidad de formacion de injerto aumenta
con el incremento de la temperatura (hasta cierto limite), debido a que se facilita la descomposicion
de peroxidos e hidroperéxidos formados, esto para el caso del método de preirradiacion oxidativa.
Ademas, se conoce que un incremento en la temperatura, favorece el proceso de difusion del

monomero en la matriz polimérica, provocando con ello un grado de injerto mayor.
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3.3.2.5. Efecto de la concentracion. Se conoce que el grado de injerto dependera de la
concentracion utilizada, es decir, al aumentar la concentracion del mondmero en un sistema, se
favorecera el rendimiento en la copolimerizacién. Sin embargo, esto no es necesariamente
proporcional, sino que va a depender de las propiedades quimicas de los reactivos y del método de
copolimerizacién empleados. Por ejemplo, cuando se utiliza el método directo, no es conveniente
manejar una concentracion de monémero superior al 80%, debido a que hay una mayor tendencia a
formar homopolimero que a favorecer el rendimiento de injerto, mientras que en el método de
preirradiacion, se debe de utilizar una concentracion de mondmero superior al 50%, ya que a

concentraciones mas bajas el rendimiento de injerto sera menor.

3.3.2.6. Efecto del disolvente. En el proceso de copolimerizacion, el disolvente es el
medio por el cual el monémero puede difundirse con mayor facilidad hacia la matriz polimérica,
por lo cual, la eleccién del disolvente serd de suma importancia para lograr con ello buenos
rendimientos de injerto. Sin embargo, la eleccion del disolvente involucra diferentes parametros,
incluyendo la solubilidad del monémero, las propiedades de hinchamiento de la matriz polimérica,
asi como también, la generacion de radicales libres en presencia del disolvente durante el proceso

de irradiacion.

3.3.2.7. Efecto del espesor de la matriz polimérica. En general, la velocidad de
copolimerizacién por injerto disminuye para peliculas con espesores mayores, debido a una difusion
mas lenta del mondémero hacia éstas. Esto no es un contratiempo, cuando hay un excelente
hinchamiento por parte del disolvente empleado, en donde la difusién del monémero se ve
favorecida.

3.4. INTERACCION DE LA RADIACION CON MATERIALES POLIMERICOS.®*

Cuando la radiacion ionizante pasa a través de un material polimérico, estd produce un
efecto sobre los atomos y modifica sus propiedades. Los cambios observados se dan tanto en el
material como en el rayo incidente, y dependen del tipo de radiacién, asi como también, de las

caracteristicas del material polimérico irradiado.

Los principales mecanismos de interaccién son el efecto fotoeléctrico, el efecto Compton y
la produccidn de pares. Lo que determina que predomine uno de los tres procesos, depende de la
energia del foton y del nimero atdmico del material que sufre la interaccion.
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3.4.1. Efecto fotoeléctrico. Es la interaccion de un fotdn incidente sobre los electrones de
un atomo absorbente. El fotdn incidente transfiere toda su energia a la capa interna de un electrén
atémico. Si la energia suministrada es superior a la energia de ligadura del electrén al &tomo, éste es
expulsado. Si el lugar vacante es ocupado por un electron externo, se puede liberar energia sobrante
en forma de rayos X (fendmeno de fluorescencia). El proceso fotoeléctrico es el que predomina con
radiaciones de baja energia (< 0.1MeV) y sustancias absorbentes de alto nimero atémico.

3.4.2. Efecto Compton. En este proceso el foton incidente interacciona con un electrén,
cediendo parte de su energia a éste. El resultado es un foton de menor energia y un electron
desviado de su drbita. Entre mayor es el &ngulo de desviacion, mayor es la energia cedida al
electron. A menudo, este efecto es el mecanismo predominante de interaccién en el intervalo de

energia de 0.1 a 1MeV, asi como también, en materiales con nimero atémico bajo.

3.4.3. Formacion de pares. Si la energia del foton excede el doble de la energia
equivalente a la masa del electron (1.022 MeV), entonces el proceso de produccién de pares es
energéticamente posible. Esta interaccion consiste en la transformacion del fot6n en energia cinética
de un electrén y un positron, debido a la interaccion del foton con el campo magnético del nicleo.
Para que se produzca este fendmeno debe haber un nucleo o electrén cerca para cumplir el principio

de conservacidn de la energia.

3.4.4. Fuentes de radiacion. Entre los diferentes tipos de fuentes radioactivas se
encuentran los isétopos radioactivos naturales como el radio y radon; radioisotopos artificiales
como el cobalto-60, cesio-137 y estroncio-90/itrio-90; aceleradores de particulas como los
generadores de rayos X, los aceleradores de electrones y finalmente, los reactores nucleares como

los generadores de neutrones.

3.4.4.1. Cobalto-60 (®°Co). Este radiois6topo se caracteriza por emitir radiacion gamma
con una vida media de 5.27 afios. Su formacion proviene del proceso de captura de neutrones del
»Co (estado natural) cuando es expuesto a un flujo de neutrones térmicos. A continuacion, se

muestran las reacciones involucradas en este proceso:

59 L 6l . .
Co + n —» _Ca {10 min)
27 il 27

5 L 6l . .
Co + n, —  Ca (5.3 ains)
27 il 27
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3.5. MODIFICACION DE SUPERFICIES POLIMERICAS.”

La inmovilizacién covalente de compuestos bioactivos sobre superficies poliméricas, ha
logrado un rapido crecimiento en las ultimas décadas dentro de los campos biomédicos, textiles,
bioldgicos, microelectrénicos y envasado de alimentos. Si bien el uso destinado para cada polimero
biofuncionalizado es diferente en cada caso, el concepto general es el mismo (Figura 8).

El primer paso es la eleccion o disefio de un polimero con propiedades que se ajusten con
las necesidades de su aplicacion, tales como elasticidad, origen (natural o sintético), conductividad,
claridad optica y biodegradacion. Diferentes polimeros han servido como sustratos para la
inmovilizacion de biomoléculas, entres ellos el polietileno y polipropileno.®® Debido a la naturaleza
inerte de la mayoria de los polimeros comerciales, éstos deben someterse a una previa modificacion
superficial antes de la unién covalente de biomoléculas. Por tanto, el segundo paso es optimizar la
superficie polimérica con el propdsito de introducir nuevos grupos funcionales que la doten de

iy

reactividad.

Superficie Superfiche Superflcie
polimérica miodificada biofuncionalizada
- = Grups fanclieas reactiva, O = Compesite Basctive,

{’ = Cadenas polimdricas.

Figura 8. Esquema general para la biomodificacion de superficies.

Sin embargo, la modificacion de estos materiales puede resultar lenta y costosa; por tales

inconvenientes, el empleo de radiacion ionizante para llevar a cabo estas modificaciones, se ha

convertido en un medio eficaz y costeable.'® **
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La polimerizacién por injerto inducida por radiacién, es una técnica util para la
modificacién de superficies, llevando a cabo el injerto de cadenas de un monémero sobre una
matriz polimérica.' La reaccion quimica de injerto implica la formacién de enlaces covalentes entre
la matriz polimérica y las unidades del monémero involucrado, por lo cual, las propiedades de
dicho material son modificadas. De esta manera, el paso final es la union covalente del compuesto

bioactivo a la superficie modificada del polimero.

Los métodos principales para la inmovilizacion de compuestos bioactivos sobre una
superficie polimérica son la adsorcion (via interacciones electrostaticas) y la union covalente
(Figura 9). La adsorcion no covalente tiene un gran potencial de aplicacion en el &mbito
farmacéutico, en particular, en procesos de liberacién de farmacos y en el disefio de textiles
antimicrobianos.® ** ** Sin embargo, la inmovilizacién covalente permite la union quimica mas

estable entre la biomolécula y la superficie del polimero.

Interacciones Unidn covalente
electrostaticas

B = Grupo funcional resctive. O = Compuests bloactive,

Q = Cadenas pallmébricas, E:]' u Esgecies quimicas cargadas,

Figura 9. Métodos para la inmovilizacién de biomoléculas.

En el ambito biomédico, la inmovilizacién covalente puede ser utilizada para aumentar la
vida media de una biomolécula, es decir prevenir su metabolismo (un ejemplo de ello son los
compuestos con actividad antitumoral usados de manera local, puesto que si se metabolizan pueden
ser toxicos), asi como también en el disefio de novedosos materiales biocompatibles (como son los

productos sanitarios, stents o catéteres).™
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3.6. EFECTO DE LAS MOLECULAS PUENTE EN LA BIOCONJUGACION.

Si la superficie polimérica inicial no posee suficientes grupos reactivos, o si los compuestos
bioactivos pierden su actividad cuando se unen quimicamente a la superficie del polimero, puede
ser necesario el injerto de un intermediario (espaciador o puente) entre la superficie y los
compuestos bioactivos. Existen muchos factores que influyen en el efecto que tiene la molécula
puente sobre la actividad de la biomolécula (Figura 10). Entre estos debe considerarse las relaciones
estructura-funcién, ubicacion de los grupos funcionales disponibles para la unién quimica y el

impacto que tiene la unidn entre el compuesto bioactivo y el sustrato hidrofébico.

W = Grupo funcianal reactive, O = Compusto bioactiva,

( = Caclunuid polimibricss,

Figura 10. Efecto de las moléculas puente sobre la bioactividad. A) Se incrementa la
inmovilizacién de biomoléculas debido a la conformacion estructural de las cadenas poliméricas
(puentes); B) se reduce la inmovilizacion de las biomoléculas debido a un exceso de grupos
funcionales reactivos sobre los puentes; C) se reduce la bioactividad de las biomoléculas debido al

impedimento estérico entre ellas.

3.6.1. REACTIVOS POLIFUNCIONALES.

El &cido acrilico se ha injertado sobre superficies poliméricas con la finalidad de sintetizar
matrices funcionales con acidos carboxilicos.® *>*® A su vez, la poli(etilenimina), la poli(alilamina)
y el quitosan se han unido covalentemente a superficies que contienen aldehidos o 4acidos
carboxilicos, con el propésito de incrementar la funcionalidad de la superficie con grupos amino

primarios.** !/
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El uso de tales agentes polifuncionales proporciona un aumento en el nimero de sitios de
reaccion disponibles sobre una superficie polimérica, con el proposito de inmovilizar compuestos
bioactivos. Por ejemplo, el injerto de polietilénglicol (PEG) sobre una superficie de

poli(etilenimina), proporciona alto grado de injerto de PEG sobre la superficie.'®

Mediante la sintesis de una superficie polianionica, mediante el injerto de poli(acido
acrilico), se logra mejorar la biocompatibilidad de ésta, ademas de aumentar su capacidad para
inmovilizar covalentemente proteinas para el disefio de dispositivos biomédicos.® Asi mismo, los
dendrimeros ofrecen otra manera de incrementar la funcionalidad de una superficie polimérica.
Diferentes tipos de dendrimeros se han empleado para aumentar el grado de inmovilizacion de
proteinas y ADN sobre substratos inorganicos, con el propésito de desarrollar nuevas técnicas
bioanaliticas de alta sensibilidad.?* *

Sin embargo, el empleo de puentes voluminosos o dendriticos, trae consigo el problema de
aglomeracién entre éstos, lo cual puede tener varias complicaciones (Figura 10). Por un lado, la
acumulacion de grupos funcionales reactivos sobre una misma area de la superficie, puede
disminuir la inmovilizacion de compuestos bioactivos. Ademas, la acumulacion de éstos sobre la

superficie, resultard en un inevitable impedimento estérico entre ellos.

3.6.2. GLICIDILMETACRILATO (GMA).

Distintos polimeros comerciales, entre ellos el polietileno y polipropileno, se han
empleado en campos tanto tecnoldgicos como industriales, pero su uso es limitado debido a su baja
versatilidad quimica, derivada por la falta de grupos funcionales reactivos en su estructura. En este
sentido, distintas técnicas se han aplicado para mejorar las propiedades reactivas de dichos
polimeros, en particular, el injerto de mondémeros sobre la superficie polimérica iniciado por
radiacion, ha sido uno de los mejores métodos debido a su versatilidad y bajo costo.'® ** Algunos de
los mondmeros injertados sobre estas superficies poliméricas se encuentran el acido acrilico, la
acrilamida, el acetato de vinilo y el GMA sélo por mencionar algunos.”* En especial, el GMA
tiene gran importancia debido a la alta reactividad quimica que muestra el grupo epdxido en su
estructura. Ademas, el empleo de dicho grupo funcional en diferentes reacciones quimicas, tales
como la sulfonacion, la fosforilacion, y la hidrolisis, conduce a la sintesis de nuevos materiales

poliméricos.>%
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Por lo tanto, dicho epdxido puede ser usado eficazmente para reaccionar con nucledfilos,
tales como el grupo hidroxilo (-OH) o el grupo amino (-NH,), con la finalidad de formar nuevos
enlaces covalentes. Bernard et al., llevaron a cabo el injerto de GMA sobre PP, y la posterior
inmovilizacion quimica de ciclodextrinas sobre éste, con el prop6sito de emplear dicho soporte para
el tratamiento de aguas residuales.®® Asi mismo, Kiyohara et al., sintetizaron el copolimero de
injerto PE-g-GMA, sobre el cual se inmovilizaron covalentemente L-amino &cidos, con la finalidad
de preparar membranas porosas para su posterior aplicacion en cromatografia de membranas.?®
Ademas, el injerto de GMA sobre distintas poliolefinas ha sido empleado para lograr buena
compatibilidad quimica en procesos de mezclado de polimeros. Un ejemplo de ello es el trabajo de
Akkapeddi et al., quienes publicaron que el copolimero PE-g-GMA actla como buen agente de
compatibilidad en mezclas de policarbonato (PC) y polietilentereftalato (PET).*

3.7. INMOVILIZACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS.

Cuando se lleva a cabo la modificacion de una superficie polimérica inerte, se debe tomar
en consideracion que las nuevas propiedades quimicas de ésta, entre ellas la reactividad, deben ser
totalmente compatibles con los sitios de reaccion del compuesto bioactivo que se inmovilizara
covalentemente sobre ella. Algunos grupos funcionales comunes para proporcionar reactividad a
una superficie polimérica son los epdxidos, tidles, aldehidos, acidos carboxilicos, hidroxilos y
aminas primarias; la eleccién de uno u otro dependera de la reactividad necesaria sobre la superficie
polimérica. Ademas, el desarrollo y disefio de diferentes agentes entrecruzantes abre una nueva
gama de sustancias quimicas utilizables para la inmovilizaciéon de compuestos bioactivos. Al igual
que los compuestos bioactivos, los agentes entrecruzantes difieren en sus valores de pH 6ptimo,
temperatura y solubilidad, asi que éstos deben ser seleccionados basandose en los requerimientos

necesarios para lograr la mejor inmovilizacién de la biomolécula.**

En ocasiones, es necesario el bloqueo de ciertos grupos funcionales de la matriz polimérica
previamente modificada, con la finalidad de garantizar la correcta inmovilizacion de la biomolécula.
Algunos grupos funcionales estan a menudo en forma de iones, por lo que pueden participar en
interacciones débiles o contribuir a un cambio en el pH 6ptimo de los compuestos bioactivos. En el
caso de las aminas primarias, éstas pueden ser bloqueadas mediante el uso de la sulfo-N-

hidroxisuccinimida o con el acetato del anhidrido acético para formar una acetamida no reactiva.
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Para los tidles, éstos pueden ser blogqueados de manera permanente por la formacion de un
enlace tioéter empleando para ello el acetato de iodo; si es de manera reversible, se utiliza el
tetrationato de sodio (reactivo de Ellman) para la formacion de un enlace disulfuro. Por dltimo, la
etanolamina puede ser usada junto con un agente reductor para proteger aldehidos, o bien la 1-etil-

3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida (EDC) para el bloqueo de 4cidos carboxilicos.

Un gran nimero de biomoléculas activas pueden ser inmovilizadas por sistemas
poliméricos (polimeros entrecruzados, copolimeros e injertos), que contengan grupos funcionales
capaces de unirse de manera covalente, o bien, mediante interacciones débiles del tipo electrostatico
0 por puentes de hidrégeno. Uno de los aspectos mas relevantes de la inmovilizacion de
biomoléculas en una matriz polimérica, es la posibilidad de que diferentes moléculas puedan ser
inmovilizadas en la misma cadena de polimero, logrando con ello una mejora significativa de su
actividad bioldgica. Entre muchas aplicaciones que pueden tener estos procesos de inmovilizacién,
se puede citar a la separacion selectiva de enzimas en solucion. De esta manera, una enzima que se
encuentre en solucion junto con el producto de una reaccidn quimica, puede ser facilmente separada

y reciclada, permitiendo recuperar el producto al mismo tiempo.?*

Para la fabricacion de materiales biotecnoldgicos aplicados a la industria farmacéutica, se
ha llevado a cabo la inmovilizacién de ciclodextrinas en diferentes soportes poliméricos. Estos
polimeros al estar formados por mdaltiples receptores moleculares, unidos mediante enlaces
covalentes, favorecen la capacidad de las ciclodextrinas de formar complejos de inclusién con
diferentes sustratos hidrofébicos, mejorando con ello las propiedades quimicas y fisicas de la matriz

polimérica, incluso las propiedades de los sustratos hidrofébicos son mejoradas (Figura 11).%%

InmgraliZacion da
nDiomodaculas en
matrces polimericas

Figura 11. Mejora de las propiedades quimicas de la matriz polimérica,

mediante la inmovilizacién de biomoléculas.
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La inmovilizacién es un proceso quimico, en el cual se retienen moléculas biolégicamente
activas, ya sea en solucién o en un soporte fijo. En biomedicina, los polimeros multifuncionales
sintéticos, han sido empleados como soportes para uniones covalentes de carbohidratos y

ciclodextrinas, asi como también, entidades biolégicas como péptidos o fragmentos de ADN. *?

Entre los diversos monémeros funcionales existentes en el campo de la quimica, se
encuentran aquellos que poseen grupos funcionales capaces de modificar y ser modificados en
distintas reacciones quimicas, en particular, se puede hablar de aquellos monémeros que poseen
anillos epdxido en su estructura, los cuales tienen una contribucién muy importante dentro de la
sintesis organica, dado que promueven reacciones de un paso con alcoholes 0 aminas, grupos
funcionales que estan presentes en casi todas las biomoléculas.®* De esta manera, las biomoléculas
reaccionan con los grupos terminales de las cadenas poliméricas, lo cual permite la inmovilizacién
de éstas. La finalidad de este proceso es mejorar significativamente sus propiedades, asi como
también su estabilidad, lo que hace posible su empleo en la produccion de productos quimicos,
farmacéuticos, alimenticios y en muchas otras aplicaciones. En general, existen dos métodos para la

inmovilizacion de biomoléculas: la retencion fisica y la union covalente (retencién quimica).

3.7.1. RETENCION FISICA.*

La retencidn fisica se puede llevar a cabo mediante dos procesos: la retencién e inclusion en
membranas (Figura 12). El primer proceso consiste en retener a la molécula en las cavidades de una
matriz sélida porosa, formada principalmente por prepolimeros fotoentrecruzables del tipo
poliacrilamida, coldgeno o resina de poliuretano. El proceso de inmovilizacion se realiza mediante
la suspension de la biomolécula en la solucién de mondmero, donde posteriormente se inicia la
polimerizacion. La retencién puede ser en geles o fibras, donde las biomoléculas quedan atrapadas

en el interior del gel, o bien, se encuentran ocluidas dentro de las microcavidades de la fibra.

En la inclusion en membranas, se lleva a cabo una micro-encapsulacion, donde las
biomoléculas estdn rodeadas de membranas semipermeables que no permiten su paso, pero si

facilitan la salida de moléculas de sustrato y producto.
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Retencién Fisica I

Inclusién en
membranas

Encapsulacion
En capas En fibras @

Figura 12. Técnicas de inmovilizacién mediante la retencién fisica.

Retencion |

3.7.2. RETENCION QUIMICA.

Al igual que en el proceso anterior, éste también se puede realizar de dos maneras: la unién
en soportes sélidos y el reticulado (Figura 13). El primero de ellos se considera como el mas
utilizado y del que se dispone de mayor informacidn. La eleccidn del soporte y el tipo de enlace son
determinantes para obtener las propiedades deseadas. Los soportes pueden ser del tipo organico, los
cuales estdn formados por polimeros naturales (polisacaridos y proteinas fibrosas) y sintéticos
(poliolefinas, acrilicos, poliamidas, etc.), o del tipo inorgénico, los cuales pueden ser naturales
(arcillas, piedra pdmez, silice, etc.) o manufacturados (6xidos de metales, alimina, ceramicas, gel

de silice, etc.).

Las biomoléculas se pueden unir a estos soportes por adsorcion o unién covalente. En el
primero, la molécula se une al soporte sin funcionalizar, es decir, mediante interacciones débiles del
tipo idnicas, fuerzas de van der Waals o por puentes de hidrogeno. Los factores que afectan a este
proceso son el pH del medio de reaccién, la fuerza idnica, el didmetro del poro y la presencia de
iones. Con lo que respecta a la unién covalente, éste tipo de proceso de inmovilizacion se basa en la
activacion de grupos funcionales en el soporte, para que reaccionen con los grupos nucleéfilos de
las biomoléculas. En el caso de las ciclodextrinas, se espera que el grupo hidroxilo primario (-

CH,OH) lleve a cabo la reaccién de inmovilizacion sobre el soporte.
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Retencion
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Union a Reticulado de
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Figura 13. Métodos de inmovilizacién mediante unién quimica.

3.8. CICLODEXTRINAS SOBRE MATRICES POLIMERICAS.

Las ciclodextrinas poseen una cavidad hidrofobica en la cual pueden ser alojadas moléculas
no polares formando de esta manera complejos de inclusion. Estas biomoléculas ciclicas han sido
inmovilizadas en distintos soportes; un ejemplo de ello es su anclaje sobre fibras de poliamida con
el propdsito de investigar su uso como agentes de acabado textil. A su vez, diferentes técnicas tales
como FTIR, SEM vy espectros de absorbancia, han confirmado su inmovilizacién, ademas de
comprobar mediante pruebas estandar que la modificacién y el tratamiento de las fibras no afecta

las propiedades mecénicas de éstas.

De esta manera, un agente antimicrobiano (&cido benzoico), un compuesto empleado en
tecnologia de alimentos (vainillina) y un plaguicida repelente de insectos (DEET), son algunos de
los productos quimicos investigados para la formacion de complejos de inclusién con
ciclodextrinas.***" La propiedad de las ciclodextrinas para formar complejos de inclusién de manera
reversible, hace que éstas sean una herramienta eficaz para la liberacién controlada de farmacos,

eliminacion de olores, perfumes e incluso para la rehabilitacién del medio ambiente.

Las ciclodextrinas naturales se consideran seguras por via oral, ya que su absorcion
gastrointestinal es préacticamente nula.®® También son compatibles con la via ocular dado que no

irritan el epitelio corneal ni la conjuntiva ocular y no producen lacrimeo.
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No obstante, su incorporacién a este tipo de formulaciones se ve limitada por su interaccion
con los parabenos, y por la consiguiente reduccion de la efectividad conservante que producen.®
Las ciclodextrinas son también potencialmente Utiles como excipientes de formas de administracion
nasal, ya que actian como promotores de la absorcién de péptidos y proteinas sin dafiar el
funcionamiento del sistema mucocilar ni las estructuras mucosales.*® ** Por via rectal, promueven la
absorcion de macromoléculas, sin irritar significativamente la mucosa.*? También se usan como
excipientes de formas de aplicacion tépica, si bien en cantidades elevadas puede promover la
extraccion de ciertos componentes de la piel, deteriorando su funcionalidad como barrera.** * El
uso de las ciclodextrinas como componentes de formas parenterales se ve limitado por su potencial

toxicidad cuando se administran por esta via.*

Debido al gran potencial de las ciclodextrinas para formar complejos de inclusién con
distintos farmacos y su baja toxicidad, se ha llevado a cabo la inmovilizacién de éstas en diferentes
superficies poliméricas, con la finalidad de dotarlas con propiedades de reconocimiento molecular.
*® Por ejemplo, al hacer reaccionar los grupos funcionales de la matriz polimérica con los grupos
hidroxilo primarios (-CH,OH) de las ciclodextrinas, se logra inmovilizar a éstas mediante la
formaciéon de un enlace covalente entre ambos. De esta manera, se mejoran las propiedades

quimicas del polimero para su posterior aplicacién en diversos campos.

3.8.1. CICLODEXTRINAS NATURALES.*

Las ciclodextrinas, también conocidas como dextrinas de Schardinger, cicloamilosas o
cicloglucanos, son series de oligosacaridos producidos por la accion de la enzima ciclodextrin
glucosiltransferasa (CGTasa), del Bacillus macerans presente en el almiddn. A pesar de que éstas
fueron descubiertas en 1891 por Villers,* la primera descripcion detallada de su preparacion y

aislamiento fue hecha por Schardinger en 1903.

Las ciclodextrinas naturales estan formadas por unidades de D-(+)-glucopiranosa, unidas
covalentemente por enlaces o-(1,4)-glucosidicos. Estas se representan con una letra griega que
denota el nimero de unidades de glucosa unidas: a- para 6, B- para 7, y- para 8, y asi sucesivamente
(Figura 14). Algunas veces, las o, B y v-ciclodextrinas son llamadas ciclohexamilosas,

cicloheptamilosas y ciclooctamilosas, respectivamente.
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Figura 14. Estructura ciclica de las ciclodextrinas.

El tratamiento del almidon con la ciclodextrin glucosiltransferasa del Bacillus macerans,
origina el extracto crudo del almidén, el cual contiene la o, B y y-ciclodextrinas junto con otros
subproductos de degradacidon. Una manera facil de aislar a estas tres ciclodextrinas, es la

precipitacion selectiva mediada con disolventes organicos.

En la actualidad, solamente se han aislado la a, B y y-ciclodextrinas. Sin embargo, no se
conoce la existencia de aquellas con menos de seis unidades de glucosa, probablemente, debido al
impedimento estérico entre dichas unidades. Las ciclodextrinas formadas por mas de 8 unidades de

glucopiranosa se conocen como ciclodextrinas mayores y son més dificiles de aislar.*®

3.8.2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FIiSICAS.

La cavidad del anillo de las ciclodextrinas es ligeramente cénica, de manera que la
molécula adquiere la forma de un cono truncado. Sus lados los representa una cadena de seis 0 mas
anillos de glucosa con una conformacién en silla y, en consecuencia, la profundidad del cono es del
ancho del anillo piranésico. Por fuera, en torno al borde “superior”, se encuentran los grupos
hidroxilo, -OH, secundarios de C-2 y C-3; en torno al borde “inferior”, se hallan los —OH primarios
de C-6, esto es, los grupos —CH,OH (Figura 15). Debido a la presencia de estos grupos hidroxilo
hidrofilicos en los extremos de la cavidad, las ciclodextrinas son solubles en agua. El interior del
cono consiste de tres niveles superpuestos: dos de unidades C-H y, en medio, una de unidades de
oxigeno glucosidico.* Por lo tanto, los pares electronicos no compartidos de estos oxigenos hacen

gue la cavidad interior sea hidrofobica.
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Figura 15. Ubicacién de los diferentes grupos funcionales en la molécula de S-ciclodextrina.

De esta forma se puede inferir que:

1. Una ciclodextrina admite en su interior lipofilo una molécula no polar como huésped;
obviamente, la conformacion adoptada por dicha molécula depende de su tamafio y
polaridad, asi como del tamafio de la cavidad de la ciclodextrina que se use.

2. El exterior hidréfilo del complejo resultante le confiere a la molécula huésped solubilidad

en agua.

Estas caracteristicas son las que permiten a las ciclodextrinas formar complejos de
inclusion, que son la base fundamental del encapsulamiento molecular. Se conoce que estos
complejos anfitrion-huésped se forman por medio de interacciones hidrofébicas y dipolo-dipolo, asi

como también, a fuerzas de van der Waals y enlaces de puente de hidrégeno.

La a-ciclodextrina, que tiene la cavidad mas pequefia y, por consiguiente, el menor
volumen, acomoda mejor un nucleo bencénico, mientras que la B-ciclodextrina lo hace con un
niicleo de naftaleno.® Casi todas las aplicaciones de las ciclodextrinas involucran la formacion de
complejos de inclusién; éstos son relativamente estables y pueden separarse casi puros como
sustancias cristalinas que se emplean directamente, por ejemplo, en complejos con farmacos y

saborizantes. En la Tabla 1, se muestran varias propiedades fisicas de algunas ciclodextrinas.
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Tabla 1. Propiedades fisicas de las ciclodextrinas.*

Dimensiones de la
Propiedades fisicas cavidad (A)
Ndmero de Peso Solubilidad Rotacion Diametro
Ciclodextrina residuos de molecular en agua, especifica, interno Profundidad

(CD) glucosa (calculado) (g/100ml) [a]o®

a-CD 6 972 145 150.5+ 0.5 4.5% 6.7°
B-CD 7 1,135 1.85 162.5+0.5 7.0° 7.0°
y-CD 8 1,297 32.2 177.4£0.5 8.5 7.0°
6-CD 9 1,459 Muy soluble 191+3

# Analisis por RX. ? Estimado por modelos moleculares en Courtald.

Las ciclodextrinas naturales presentan un nimero variable de grupos hidroxilos susceptibles
de reaccionar quimicamente para incorporar diferentes grupos funcionales, lo que hace posible la
formacion de una gran variedad de derivados.”® La incorporacion de estos grupos modifica las

propiedades fisicoquimicas de la ciclodextrina original y la dota de nuevos lugares de union.

La alquilacion de las ciclodextrinas naturales no se produce de manera aleatoria, sino que
estd condicionada por la reactividad de los distintos grupos hidroxilo de éstas. Los hidroxilos
secundarios, que se encuentran en posiciones 2 y 3, tienen un caracter mas acido que los primarios
unidos al carbono 6. En consecuencia, dependiendo de la composicion del medio de reaccién, la

sustitucién de unos u otros grupos hidroxilo se encuentra mas o menos favorecido.

En un medio fuertemente basico, la alquilacion se producira preferentemente en posicién 6,
mientras que en un medio menos basico lo hara en la posicion 2. Este hecho tiene una gran
trascendencia préactica, puesto que las propiedades fisico-quimicas de los derivados de ciclodextrina
y su aptitud para formar complejos de inclusion dependen, no sélo de su grado de sustitucién, sino

también de las posiciones que ocupan sus sustituyentes.’®
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Las ciclodextrinas naturales, en especial la [-ciclodextrina, cuentan con una
hidrosolubilidad limitada (Tabla 1). Esta reducida hidrosolubilidad es consecuencia del
establecimiento de puentes de hidrogeno entre sus grupos hidroxilo secundarios.> > La sustitucion
de los grupos hidroxilo dificulta la formacion de uniones intramoleculares y facilita la interaccion
con el agua.>* Sobre la base de su hidrosolubilidad, los derivados de ciclodextrina se suelen
clasificar como hidrofilicos, hidrofébicos o ionizables. La solubilidad de éstos dltimos es muy
dependiente del pH y se incrementa cuando sus grupos acidos o basicos se ionizan. Desde la
perspectiva de la tecnologia farmacéutica, los derivados més interesantes son la hidroxipropil-B-
ciclodextrina, la sulfobutiléter-p-ciclodextrina y algunas B-ciclodextrinas ramificadas, cuya baja

toxicidad las hace Gtiles para el desarrollo de formas parenterales.®

3.8.3. FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION.

Las interacciones que se establecen en los complejos de inclusion ciclodextrina-huésped
son de caracter no covalente y su formacién/disociacién transcurre a una velocidad muy rapida, que
es comparable o incluso superior a la de muchos procesos fisioldgicos.”” ™ Por lo tanto, aunque los
complejos se suelen representar como una Unica especie, en realidad se comportan en disolucion
como sistemas dindmicos en los que éstos coexisten con la ciclodextrina y el huésped libres.” Las
moléculas de agua que se encuentran en el interior de la cavidad de la ciclodextrina, en un estado
energético desfavorable, como consecuencia de la repulsidn que se produce con los grupos apolares
de la ciclodextrinas, son desplazadas hacia el exterior conforme la molécula huésped entra en el
interior de la ciclodextrina. Su reemplazo por otras moléculas menos polares, que se introducen
total o parcialmente en la cavidad, conduce a la formacion de un complejo de inclusion (Figura 16).
Obviamente para que el complejo se pueda formar, las moléculas huéspedes deben presentar un

tamafio adecuado y ser méas apolares que el agua.”

Figura 16. Formacion de un complejo de inclusion.
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De esta manera, se dice que la estabilidad y estructura de los complejos formados depende
fundamentalmente de factores geométricos y de polaridad, aun cuando otros factores como
interacciones electrostaticas e impedimento estérico juegan un papel muy importante en la
estructura y fortaleza de los complejos formados. En general, la disposicion que se adopta es la que
proporciona el maximo contacto posible entre la parte hidrofébica de la molécula huésped y la

superficie interna de la cavidad.

Normalmente, sdlo se encapsula un huésped en la cavidad de una molécula de ciclodextrina
para formar un complejo de inclusion, en una relacion 1:1 molar. Sin embargo, con frecuencia se
incorporan dos moléculas huésped pequefias, lo que da como resultado la formacién de un complejo
anfitrion-huésped en una relacion 1:2. En algunos casos, una molécula huésped que es voluminosa,
se encapsula en dos moléculas de ciclodextrina formando un complejo de inclusién 2:1. Ademas,

puede ocurrir la autoasociacion para formar un complejo en relacion 2:2.%°

Los farmacos poco solubles, los saborizantes que se deterioran rapidamente, las fragancias
volatiles, incluso los gases pueden atraparse y liberarse justo cuando se requiera, mediante el
encapsulamiento molecular. Por todo esto, las ciclodextrinas se emplean en los campos de la
industria quimica, alimenticia, farmacéutica, cosmética, etc. Los farmacos hidrofébicos que son
insolubles en el cuerpo humano, se vuelven mas solubles y/o estables cuando se afiaden
ciclodextrinas; de esta manera, los fArmacos pueden administrarse introduciéndolos dentro de estas

“capsulas moleculares”.

3.8.4. DETERMINACION EXPERIMENTAL DE COMPLEJOS DE
INCLUSION.

En el proceso de inclusién intervienen fuerzas de distinta naturaleza: hidrofdbicas, de van
der Waals, puentes de hidrdgeno, transferencia de carga y resultantes de tensiones del anillo de
ciclodextrina.”> % Cuando la resultante es favorable, se produce la complejacion lo que provoca
cambios en las propiedades fisicoquimicas de la ciclodextrina y del huésped (de ahora en adelante,
se considerara un farmaco debido a su importancia dentro de este manuscrito). Estas modificaciones
se ponen de manifiesto por diferentes técnicas, que permiten dilucidar la estequiometria del

complejo de inclusion y estimar el valor de la constante de formacion.®
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Los métodos mas usuales se basan en la medida de las alteraciones que sufre la solubilidad
del farmaco, la reactividad quimica, el espectro de absorcion en la region UV-vis, la fluorescencia,
el tiempo de retencién en una columna cromatografica, el pKa, la estabilidad quimica, el
desplazamiento quimico de los protones en el espectro de 'H en RMN y la capacidad de paso del
farmaco a través de membranas. Una aproximacion de uso habitual consiste en seguir la influencia
de la concentracion de ciclodextrinas en la solubilidad del farmaco. Los resultados de estos estudios

se representan en forma de diagramas de solubilidad (Figura 17), que pueden ser de dos tipos: **

TIPO A. La solubilidad del farmaco aumenta a medida que se incrementa la concentracion

de ciclodextrina en el medio, pudiendo darse tres tipos de comportamientos:

AL. La dependencia es lineal; se asume que la estequiometria de formacion del
complejo farmaco/ciclodextrina es 1:1.

Ap. Se produce una desviacion positiva de la linealidad, que indica que la
estequiometria del complejo farmaco/ciclodextrina es 1:2 o superior.

An. Se observa una desviacion negativa de la linealidad, que suele ser consecuencia
de cambios en la constante dieléctrica del medio o en la solubilidad del complejo de inclusion, o de
la formacion de estructuras macromoleculares, fruto de la asociacion parcial de varias unidades de

ciclodextrina para dar lugar a micelas.®

TIPO B. La dependencia de la solubilidad del farmaco respecto de la concentracion de
ciclodextrina es no lineal. Este tipo de diagramas son indicativos de la formacion de complejos de

inclusion con solubilidad limitada.

[P armaco] (M)

&

[Ciclod extrina] (M)

Figura 17. Clasificacion de los complejos de inclusién propuesta por Higuchi y Connors.®
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En general, los derivados de ciclodextrina que son solubles en agua dan lugar a perfiles de
tipo A_, mientras que las ciclodextrinas naturales de mas baja solubilidad proporcionan perfiles de
tipo B. Sin embargo, los diagramas de solubilidad no prueban por si solos que se forme un complejo
y Unicamente ponen en manifiesto un incremento de la solubilidad del fa&rmaco en presencia de la
ciclodextrina. Puede ocurrir que este incremento se produzca por otros mecanismos, como por
ejemplo, la incorporacién del farmaco a micelas de ciclodextrina. Para concluir que se forman los
complejos de inclusion, los datos de solubilidad deben complementarse con otros procedentes de la
aplicacion de técnicas que aporten informacion directa acerca de las estructuras que se forman en el

sistema, como *H-RMN, fluorescencia, espectroscopia UV-vis o técnicas calorimétricas.

Kl:l
(——> )

Ciclodextrina Farmaco Complejo de inclusion

Figura 18. Complejo de inclusién ciclodextrina/farmaco con estequiometria 1:1.

La constante de formacion de los complejos 1:1 (K5, Figura 18) se estima a partir de la

pendiente de los diagramas A, utilizando la siguiente expresion: *

kg — pencdienle

Syl ] - pendiene)

en la que Sy representa la solubilidad intrinseca del farmaco. Son valores habituales los

comprendidos entre 50 y 2000 M™.

3.8.5. METODOS DE PREPARACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION.

La naturaleza quimica de las interacciones en los complejos de inclusion, no puede ser
catalogada como un clasico enlace no polar, tal como el que ocurre en la formacion del complejo
enzima-sustrato, puesto que en el complejo de inclusién esta asociado con un cambio favorable en

la entalpia y a su vez un cambio desfavorable en la entropia.*
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Varias propuestas se han hecho para interpretar este cambio favorable en la entalpia: “°

a) Interacciones hidrofébicas y de van der Waals entre el farmaco y la ciclodextrina.

b) Puentes de hidrégeno entre el farmaco y los grupos hidroxilo de la ciclodextrina.

c) Liberacién de energia por el desplazamiento de moléculas de agua en la cavidad de la
ciclodextrina por el farmaco hidrofébico.

d) Energia liberada por cambios conformacionales.

En el aspecto experimental, existen distintos procedimientos para la preparacion de
complejos de inclusién entre ciclodextrinas y farmacos,® entre los que figuran la disolucion, la cual
consiste en adicionar un exceso de farmaco a una disolucién acuosa de ciclodextrina, manteniendo
el sistema en agitacion, generalmente a temperatura ambiente, durante el tiempo necesario para que
se alcance el equilibrio. Seguidamente, el sistema se filtra o se centrifuga para separar el principio
activo no disuelto. La eliminacién del agua por evaporacion o liofilizacién permite obtener el

complejo de inclusion en estado sélido.

Si la eficacia del proceso es baja, se requieren grandes cantidades de ciclodextrina para
preparar el complejo. En estos casos, se puede promover la inclusién actuando sobre el grado de
ionizacidn del farmaco. En general, las formas no ionizadas dan lugar a complejos de inclusién mas
estables que las ionizadas, atn cuando su solubilidad intrinseca sea mas baja. Una alternativa para
mejorar la capacidad de complejacion de las ciclodextrinas consiste en incorporar un tercer
componente, que puede ser un hidroxiacido o un polimero hidrofilico.?” ®® Con frecuencia se ha
logrado un mayor incremento en la solubilidad de farmacos no ionizados mediante su ionizacién
como paso previo al establecimiento del complejo de inclusion, a pesar de que éste se establezca

mas facilmente con la forma no ionizada.

Otros métodos para la preparacién de estos complejos de inclusion son la co-precipitacion
y la molienda; el primero de ellos consiste en preparar una disolucién de ciclodextrina a la que se
afiade el fArmaco a concentraciones altas, bajo agitacion y aplicando calor. Una vez que se recupera
la temperatura ambiente, se produce la precipitacién del complejo, que se separa por filtracion o
centrifugacion. Por el elevado consumo energético que implica, este método so6lo es Util a nivel de
laboratorio. En el segundo método, se pulverizan en un molino mezclas de farmaco y ciclodextrina.

Esta técnica solo es aplicable, con buenos resultados, a un nimero limitado de sistemas.
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3.9. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS FARMACOS Y SISTEMAS DE
LIBERACION.* ™

En sentido amplio, un farmaco se define como toda sustancia quimica capaz de
interaccionar con un organismo vivo.* En términos generales, esta definicion no prejuzga si es (til
0 no para el tratamiento de las enfermedades, ni aclara su naturaleza. Debe recordarse que muchos
farmacos no tienen efectos terapéuticos sobre las enfermedades, aunque son capaces de provocar
acciones y efectos farmacolégicos. A los farmacos que pueden tener efectos terapéuticos se les
denomina principios activos definidos como toda materia, cualquiera que sea su origen (humano,
animal, vegetal, quimico o de otro tipo) a la que se atribuye una actividad apropiada para constituir
un medicamento. Debido a ello, un medicamento se define como toda sustancia o combinacion de
sustancias que se presente como poseedora de propiedades para el tratamiento o prevencion de
enfermedades en seres humanos o administrarse a éstos con el fin de restaurar, corregir o modificar
las funciones fisioldgicas ejerciendo una accion farmacoldgica, inmunolégica o metabdlica.”® En
ocasiones, se utilizan de forma indistinta las palabras farmaco y principio activo para denominar las

sustancias administradas a los seres humanos o animales con finalidad terapéutica.

Para administrar un medicamento se debe presentar en una forma que sea adecuada, por
ejemplo, una capsula o un comprimido. Ambas presentaciones son formas galénicas o
farmacéuticas, que se definen como la disposicién a que se adaptan los principios activos y
excipientes para constituir un medicamento, es decir, la combinacién de la forma en la que el

producto farmacéutico es presentado por el fabricante y la forma en la que es administrada.

Un excipiente es aquella materia que, incluida en las formas galénicas, se afiade a los
principios activos 0 a sus asociaciones para servirles de vehiculo, facilitar su preparacién y
estabilidad, modificar sus propiedades organolépticas o determinar las propiedades fisicoquimicas

del medicamento y su biodisponibilidad.

Para separar exactamente los medicamentos de otros productos conviene definir que son los

productos sanitarios y los productos de higiene personal.
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Se denomina producto sanitario a cualquier instrumento, dispositivo, equipo, material u otro
articulo, incluyendo accesorios y programas l6gicos que intervengan en su buen funcionamiento,
destinados por el fabricante a ser utilizados en seres humanos solo o en combinacidn con otros
confines de a) diagnostico, prevencion, control, tratamiento o alivio de una enfermedad o lesidn, e
b) investigacion, sustitucién o modificacion de la autonomia de un proceso fisioldgico. Marcapasos,
catéteres y stents son productos sanitarios. Un producto de higiene personal es el producto que,
aplicado directamente sobre la piel 0 mucosa sana, tiene como finalidad combatir el crecimiento de
microorganismos, asi como prevenir o eliminar ectoparasitos del cuerpo humano o eliminar los
riesgos sanitarios derivados del empleo de protesis terapéuticas que se apliquen sobre el cuerpo

humano.

De esta manera, las propiedades fisicoquimicas de un farmaco son de suma importancia
para el disefio de una forma galénica, determinando con ello su aplicacion como potencial candidato
en sistemas de liberacion controlada (sistemas cuya concentracién de farmaco es constante y con
efecto prolongado). Dicha determinacion se basa en las caracteristicas del sistema de liberacion y en

la fisiologia y/o anatomia de la zona de aplicacion en el organismo.

39.1. LIBERACION DE FARMACOS DESDE POLIMEROS
(BIOMATERIALES)."

La tecnologia aplicada a la liberacion controlada de farmacos surgié durante la década de
los 80’s como una alternativa de los sistemas de liberacién tradicionales. Para esta area, lo mas
importante es crear un sistema en el cual se obtenga una respuesta 6ptima, con efectos secundarios

minimos y una eficacia prolongada en el organismo.

En un sistema de liberacion controlada, el agente bioactivo es incorporado a un soporte que
generalmente es un material polimérico o una combinacién de varios (Figura 19). La velocidad de
liberacién de la sustancia activa desde dicho sistema al medio que la rodea, viene determinada por
las propiedades del polimero y depende de varios factores tales como el pH, la temperatura y los
fluidos del organismo. Por consiguiente, los sistemas de liberacion controlada deben poseer la
capacidad de permitir la administracién de sustancias bioactivas de una forma lenta y continua,

durante periodos dilatados de tiempo.”
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Liberacion del farmaco e impedimento de
adhesién bacteriana ﬂ
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Producto sanitario

Figura 19. Representacion de un producto sanitario disefiado

para la liberacion de farmacos.

Para toda sustancia farmacolégicamente activa, existen dos concentraciones limite que
deben estar perfectamente determinadas, las cuales dependen de la naturaleza propia del farmaco y
de sus interacciones con el organismo. Una de ellas es la concentracion minima efectiva, por debajo
de la cual las dosis administradas no tienen valor terapéutico y el farmaco resulta totalmente
ineficaz, y por otro lado, la concentracién minima téxica, por encima de la cual el farmaco origina
la aparicién de efectos secundarios, resultando téxico para el organismo. Cabe sefialar que la
dosificacién de un determinado fa&rmaco debe estar siempre entre estos dos limites, de tal manera
que se define el indice terapéutico (IT) como la relacién entre la concentracién minima téxica y la
concentracion minima efectiva. Cuanto méas alto sea el valor del indice terapéutico, mayor sera la

tolerancia y las posibilidades de dosificacién de un farmaco.

Concentracion minima toxica

Indice terapéutico (IT) = —— .
Concentracion minima efectiva

Con lo anterior se ratifica que la eficacia de un farmaco, en una aplicacion especifica,
requiere el empleo de concentraciones adecuadas del mismo y una suministracion en dosis diarias lo
menos frecuentes posibles. Sin embargo, las técnicas convencionales utilizadas para el transporte y
liberacién de farmacos, proporcionan un control muy pobre sobre las concentraciones de la
sustancia en el plasma sanguineo a diferentes intervalos de tiempo. Los materiales poliméricos
permiten liberar de forma controlada farmacos o sustancias bioactivas y permiten una gran variedad
de rutas de administracién (oral, parenteral, transdermal, nasal, ocular, etc.). En los casos en los que
la actividad de los farmacos convencionales se pierde o se ve disminuida en el medio corporal, la
combinacién con macromoléculas tales como las ciclodextrinas, pueden mejorar la eficacia de los

farmacos, reduciendo la inactivacion bioldgica del agente terapéutico.”
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Los productos sanitarios basados en materiales poliméricos y disefiados para aplicaciones
biomédicas, tales como catéteres o stents (Figura 19), toman en cuenta una serie de factores tales
como la naturaleza de la enfermedad, las propiedades del farmaco, el tipo de terapia (puntual o
crénica), la fisiologia del paciente, la ruta de administracion y las caracteristicas del material
polimérico empleado, incluyendo el mecanismo de liberacion del farmaco. Los materiales
poliméricos empleados en medicina incluyen polimeros sintéticos que imitan polimeros naturales
con modificaciones quimicas. Estas modificaciones se hacen para mejorar la biocompatibilidad,
degradabilidad o para introducir otras propiedades deseadas. También se suelen conjugar
quimicamente con los farmacos, modificando eficazmente las caracteristicas bioquimicas y
farmacoldgicas del medicamento. La permeabilidad de los materiales poliméricos puede ser
modificada y controlada; se les puede dar forma facilmente y pueden ser empleados de forma

sencilla con una gran variedad de métodos.

Por Gltimo, los sistemas avanzados de liberacion controlada ofrecen un grado significativo
de libertad en la eleccion del lugar de aplicacion. Mientras que muchas formulaciones tradicionales
deben ser inyectadas o ingeridas, los sistemas poliméricos de liberacién controlada pueden ser
aplicados virtualmente en cualquier cavidad corporal, de modo que estos soportes de farmacos
pueden situarse en el organismo sobre o cerca de la zona a tratar, ademas, de que pueden ser

implantados o adheridos externamente a la piel.

3.9.2. BIOCOMPATIBILIDAD.

La biocompatibilidad de un material se puede definir como la capacidad que presenta el
mismo para resistir cambios adversos en sus propiedades fisicas, quimicas, mecanicas y de
superficie, cuando entra en contacto con fluidos corporales y tejidos vivos. Ademas, este material
no debe dafiar tejidos préximos al lugar de implante, ni causar reacciones toxicas, alérgicas y
tumorales, no debe destruir enzimas, proteinas plasméticas o elementos de la sangre (Si entra en

contacto con ella), ni reducir los electrolitos de los tejidos o interferir en su metabolismo.”

El término biomaterial hace inferencia a un dispositivo apropiado para su inclusion en
sistemas vivos, que sustituye las funciones de los érganos y tejidos corporales. Estos materiales
interaccionan con los sistemas bioldgicos para evaluar, tratar, reforzar o reemplazar un tejido,

6rgano o una determinada funcién del organismo.
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En materia de implantes, con el desarrollo de la tecnologia médica aparecieron polimeros
gue permitian ser implantados en el organismo sin causar reacciones adversas, tales como los
implantes de valvulas cardiacas, de cadera, marcapasos e incluso implantes dentales de
oseointegracion. Entre estos también estan incluidos aparatos de implantacion temporal o parcial

como catéteres.

A pesar del gran avance de la medicina, la introduccién de un material polimérico al
organismo genera un medio éptimo (adsorcion de proteinas y electrolitos) para la formacion de una
biopelicula, que a su vez, ésta es causante de infecciones cronicas y persistentes en los seres

humanos (Figura 20).”

Contaminacién microbiana

] /N de un producto sanitario.
™~

Proteinasy electrolitos

Producto sanitario

Figura 20. Contaminacién microbiana de un producto sanitario

cuando se introduce al organismo.

Por ello, la produccién de polimeros capaces de ser implantados en el organismo y de
combatir simultaneamente la formacion de estas colonias de microorganismos, es de vital
importancia para la rama medica y cientifica. Basados en éste principio se propone el trabajo

doctoral presentado en esta tesis.

3.9.3. FORMACION DE BIOPELICULAS EN PRODUCTOS SANITARIOS.

Las biopeliculas son colonias microbianas que se adhieren a diferentes superficies mediante
la secrecion de un exopolimero, el cual es producido por los mismos microorganismos formando
una matriz adherente, en donde éstos quedan atrapados y comienzan a organizarse en colonias con

diferentes requerimientos metabolicos (Figura 21).
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En general, estas colonias microbianas que pueden estar conformadas por bacterias, hongos
y protozoos, presentan caracteristicas como heterogeneidad, diversidad de microambientes,
resistencia a antimicrobianos y capacidad de comunicacion intercelular, que las convierte en
complejos dificiles de erradicar de las superficies donde se establecen. En el hombre, las
biopeliculas se asocian con un gran ndmero de procesos infecciosos que por lo general son de

transcurso lento, ocasionando que su control sea costoso.

/ - Crecimientoy
~ Adhesion multiplicacion

Proteinasy electrolitos Proteinasy electrolitos

Producto sanitario Producto sanitario

Figura 21. Representacion esquematica para la formacién de una biopelicula

sobre un producto sanitario.

Con el desarrollo de la tecnologia médica, aparecieron materiales que permiten ser
implantados en el organismo sin causar reacciones adversas, como los aparatos de implantacién
temporal o parcial como catéteres. A pesar del gran avance de la medicina, la introduccion de un
material nuevo al organismo, simplemente genera un medio 6ptimo para la formacién de una
biopelicula. Asi, bacterias como Staphylococcus epidermis, con frecuencia se encuentra relacionada
con infecciones cronicas o tardias en productos sanitarios implantados, gracias a su bajo potencial
patogénico, mientras que Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa Yy otros
microorganismos Gram negativos, por lo general, se encuentran asociados con la colonizacion y

generacion de infecciones agudas.

Cuando se pretende combatir a estas colonias por medio de agentes antimicrobianos, se
encuentra que las colonias organizadas e incluidas en el exopolimero, forman una capa
impermeable en donde s6lo los microorganismos mas superficiales se ven afectados por estos

medios de control.
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La incorporacion de agentes antimicrobianos en las superficies de los materiales
implantados, pueden llegar a ser muy efectivos en la prevencion del desarrollo de biopeliculas y las
infecciones asociadas a ellas, evitando los efectos colaterales sistémicos derivados del uso de altas
dosis de antibiéticos, y superando a la vez, las dificultades provenientes de la resistencia bacteriana

producidas en el exopolimero (Figura 22).
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Producto sanitario

Figura 22. Representacion de un producto sanitario que impide el crecimiento

y desarrollo de una biopelicula.

Agentes antimic6ticos pueden ser incorporados mediante adsorcion fisica sobre la
superficie de un material polimérico, disefiado para la liberacion controlada de farmacos. Sin
embargo, a pesar de los progresos en este ambito, el desarrollo de materiales adecuados para la
produccion de catéteres e implantes, con capacidad de liberar localmente cantidades adecuadas y a

velocidades 6ptimas, sigue siendo una dificil tarea.”

La importancia de esta investigacion se centra en modificar superficies de polietileno y
polipropileno mediante el injerto de GMA y la posterior inmovilizacion de ciclodextrinas, para
generar sistemas que absorban y liberen de manera controlada diclofenaco y miconazol; estos
polimeros sin modificar son de los méas empleados para la fabricacion y disefio de catéteres, sin

embargo, no tiene capacidad suficiente para erradicar la formacion de biopeliculas.

3.9.4. CICLODEXTRINAS EN LA LIBERACION DE FARMACOS.
Con respecto al campo de la tecnologia farmacéutica, las ciclodextrinas se introdujeron con
el propédsito de dar solucion a problemas tales como la baja solubilidad, la inestabilidad y la

volatilidad de algunos farmacos.”
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Posteriormente, se desarrollaron otras interesantes aplicaciones como la reduccion de la
irritacion gastrica y ocular, la mejora de las propiedades organolépticas (sabor, color y olor), la
transformacion de farmacos liquidos en polvos microcristalinos o amorfos, o la compatibilidad de
farmacos entre si o con excipientes.”” En los Gltimos afios, el potencial de las ciclodextrinas como
componentes funcionales de sistemas de liberacion controlada de farmacos estd despertando un

interés creciente.®

3.9.4.1. HIDROSOLUBILIDAD DE FARMACOS.

Es la aplicacion mas relevante y también mas directa de las ciclodextrinas.> La
introduccion de ciclodextrinas sustituidas ha supuesto un gran avance en esta linea y ha permitido
resolver algunos de los dificiles problemas de formulaciones que plantean los farmacos de muy baja
solubilidad.”®®® Por ejemplo, la a-ciclodextrina y la dimetil-B-ciclodextrina permiten solubilizar
eficazmente péptidos como la ciclosporina A.®° En general, el efecto hidrosolubilizante de las
ciclodextrinas se puede mejorar incorporando aditivos, como electrolitos o polimeros hidrofilicos,
que incrementan su afinidad por el farmaco.® # Los polimeros hidrofilicos permiten reducir la

cantidad necesaria para solubilizar la dosis de farmaco hasta un 40-50%. 8 &

3.9.4.2. ESTABILIDAD QUIMICA Y FiSICA DE FARMACOS.

El efecto de las ciclodextrinas sobre la estabilidad quimica de los farmacos resulta
dificilmente predecible; en algunos casos es favorable, en otros no se manifiesta y en ocasiones
incluso se aceleran los procesos de degradacion.®* Las aplicaciones mas relevantes en este campo se
relacionan con la proteccion de ciertos farmacos frente a la oxidacion, la hidrolisis o al calor.®%’

Se conoce que la estructura cristalina de los farmacos condiciona de manera decisiva su
solubilidad y su velocidad de disolucién, lo que puede tener un importante efecto sobre su
biodisponibilidad.?® En general, los farmacos amorfos presentan una solubilidad més alta que en sus
formas cristalinas. Sin embargo, el uso de fArmacos en estado amorfo puede plantear problemas de
estabilidad fisica. Para prevenir las transiciones polimoérficas que pueden sufrir ciertos farmacos,
como el nifedipino y el cloramfenicol, se ha acudido a la formacion de complejos de inclusion.®
Algunos derivados amorfos de las ciclodextrinas, como la hidroxipropil-B-ciclodextrina, también se
han mostrado Utiles para evitar el crecimiento cristalino.®” Por otra parte, la incorporacion a un
complejo de inclusion reduce la volatilidad de farmacos con elevada presién de vapor,

contribuyendo a la estabilizacion de sus formulaciones.”
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En la formulacion de farmacos peptidicos, se ha comprobado que la sulfobutiléter-3-
ciclodextrina (SB4-CD) retrasa el proceso de agregacion de la insulina, facilitando su formulacion
en formas de administracion subcutanea; de esta manera, el uso de éste y otros derivados
hidrofilicos de B-ciclodextrina evitan la absorcion de péptidos por los componentes hidrofébicos de

los materiales de acondicionamiento.’®

3.9.4.3. MEJORA DE LA BIODISPONIBILIDAD.

La biodisponibilidad oral de farmacos de Clase Il (baja solubilidad, alta permeabilidad) y
IV (baja solubilidad, baja permeabilidad) del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica, se puede
mejorar incorporandolos a complejos con ciclodextrinas.> % Los derivados de ciclodextrina mas
hidrofilicos se han mostrado especialmente aptos para esta aplicacién, y han permitido mejorar
sensiblemente la biodisponibilidad de esteroides, glucosidos cardiotonicos, antiinflamatorios no
esteroidicos (AINES), barbitlricos, antiepilépticos, benzodiacepinas, antidiabéticos, antiflngicos,

antibioticos e inmunosupresores.®’

La formacion de complejos puede servir también para incrementar la absorcion nasal y
subcutanea de polipéptidos como la calcitonina, previniendo su degradacién enzimética y
promoviendo su penetracion.”” Por ejemplo, se ha comprobado que la a-ciclodextrina reduce el
aclaramiento mucociliar de acetato de leuprolide tras su administracion nasal y que la dimetil--
ciclodextrina promueve la absorcién de insulina cuando se administra por esta via.'® ' La
administracion de estradiol en forma de complejos de inclusién formando parte de comprimidos

sublinguales acelera su absorcion y reduce el efecto de primer paso hepatico.'*

3.9.4.4. PROPIEDADES QUIMICAS DEL DICLOFENACO.% 106

El diclofenaco, también conocido como diclofenac, es un analgésico usado para reducir
inflamaciones, desde dolores causados por heridas menores hasta dolores muy intensos como los de
la artritis. El tiempo de accién de una dosis (de 6 a 8 horas) es generalmente mayor, que el corto
lapso indicado en los productos comerciales. Esto puede deberse en parte a una concentracion
elevada del farmaco en los fluidos sinoviales. Este analgésico es un derivado fenilacético, conocido
quimicamente como acido 2-[2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil]acético (figura 23), el cual posee una
formula quimica reducida Cy4H;;0,CIbN (PM = 318.1 g/mol, para su forma en sal de sodio), un

1
OC, 05b

coeficiente de particion (Po) de 28.4 y un pKa de 3.9 a 25 ademas, de ser soluble en fluido

intestinal (26 mg/mL) y tener baja solubilidad en agua (~36 mg/mL)."%®
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Figura 23. Estructura quimica del diclofenaco.

El mecanismo de accion no esta totalmente investigado, pero se cree que el mecanismo
primario, responsable de su accién antiinflamatoria y analgésica, es la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas debido a que impiden la accién de la enzima ciclooxigenasa (COX) que facilita la
conversion del acido araquidonico en prostaglandinas. La inhibicién de esta enzima, disminuye la
produccion de prostaglandinas en el epitelio del estomago, haciéndolo mucho mas vulnerable a la
corrosién por los &cidos gastricos. Este es el efecto secundario del diclofenaco. El diclofenaco posee
una preferencia baja a moderada (aproximadamente unas diez veces) a bloguear la isoenzima
COX2, y se cree que por eso posee una baja incidencia de efectos negativos gastrointestinales

semejantes a los provocados por la indometacina y la aspirina.

Existen evidencias de que el diclofenaco inhibe las funciones de la lipooxigenasa, por lo
gue reduce la formacion de leucotrienos (sustancias inflamatorias). También se especula que inhibe
la produccion de la enzima fosfolipasa A2 en su mecanismo de accion. Estas acciones adicionales
explican su alta efectividad. El uso de diclofenaco a largo plazo, al igual que con otros
antiinflamatorios, predispone a la aparicién de Glceras pépticas, por lo que muchos pacientes con
esta propension reciben tratamiento de diclofenaco en combinacién con misoprostol, un analogo
sintético de las prostaglandinas que protege la mucosa gastrica en un solo producto. En la mayoria
de los paises, este medicamento es suministrado en sales de sodio. El diclofenaco también esta
disponible de manera genérica en muchas formulaciones de otros medicamentos. Sus efectos
secundarios son aprovechados para aliviar dolores menores y fiebres asociadas con infecciones

comunes.

Por otro lado, se conoce que el diclofenaco siendo un anti-inflamatorio no esteroideo
(NSAID) es capaz de prevenir la adherencia microbiana sobre las superficies, ya que inhibe la
sintesis de prostaglandinas producidas por Candida albicans. Empelando una concentracion de
1mM de diclofenaco fue posible inhibir la formacién de la biopelicula de C. albicans SC5314 en un
70%.106C
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3.9.4.5. PROPIEDADES QUIMICAS DEL MICONAZOL %" 1%
Es un antifdngico sintético, caracterizado por la presencia en su estructura de un anillo
azolico unido a otros anillos aromaticos. Fue el segundo compuesto azélico de empleo clinico como

antifangico. En la Figura 24, se muestra la estructura quimica del miconazol.

Cl

Figura 24. Estructura quimica del miconazol.

El miconazol, conocido quimicamente como 1-(2-((2,4-diclorofenil)-2-(2,4-diclorofenil)-
metoxi)etil)-1-imidazol (PM = 479.1 g/mol, para su forma en nitrato), es un farmaco antimicotico
que posee una CMI frente a Candida sp. entre 0.1 y 25 pug/mL. Es soluble en disolventes organicos
y, al igual que el resto de los imidazoles topicos, su absorcién por via oral, vaginal o cutanea es muy
limitada. Sin embargo, la posibilidad de ser administrado por via intravenosa rapidamente hizo
posible que fuera empleado para contrarrestar una gran variedad de candidiasis. Una desventaja del
miconazol es su baja solubilidad en agua (<1.03 ug/mL), y a menudo, es formulado junto con un
surfactante neutro, Cremophor® (polyoxyl 35 castor oil), para su administracion parenteral; sin
embargo, éste Ultimo estd asociado con varios efectos colaterales que traen consigo reacciones
alérgicas. En la actualidad, se buscan diferentes surfactantes que al ser formulados junto al
miconazol no tengan efectos adversos al ser administrados en el organismo, y sin duda, uno de los
mejores de ellos son las ciclodextrinas, ya que ademas de mejorar la solubilidad del miconazol en
solucion acuosa, son biocompatibles y no han mostrado toxicidad en el organismo. Por otro lado,
esta base débil tiene un pKa de 6.7 y un punto de fusién de 142 °C.

El mecanismo de accidn para este antifingico, y en general para todos los azoles, es el de
bloquear la sintesis de ergosterol en Candida albicans, al inhibir la 14-o-demetilasa, una enzima
acoplada al citocromo P-450 y que transforma lanosterol en ergosterol. Esta inhibicion altera la
fluidez de la membrana, aumentando asi la permeabilidad e inhibiendo el crecimiento y la

replicacion celular.
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Ademas de la inhibicion de la sintesis de ergosterol, este antimicético posee un efecto
directo sobre la membrana celular, lo que conlleva a un efecto fungicida. Su metabolizacion es
hepatica y se elimina fundamentalmente por heces, aunque un 15-20% lo hace por orina en forma

de metabolito inactivo.

3.9.4.6. COMPLEJOS FARMACO/CICLODEXTRINA.
Las ciclodextrinas pueden jugar papeles diferentes en la formulacion de sistemas de

liberacién controlada de farmacos, dependiendo de su polaridad y grado de ionizacion. Los
derivados hidrofilicos mejoran la solubilidad y la velocidad de disolucién de principios activos de
baja hidrosolubilidad, y se utilizan mayoritariamente en la formulacion de sistemas de liberacion
inmediata. 7" 1% 1% |_os derivados ionizables, que presentan sustituyentes con grupos &cido débil, se
pueden utilizar para la formulacion de sistemas de liberacion retardada y entérica. La solubilidad de
este tipo de ciclodextrinas es muy dependiente del pH. A pH neutro o alcalino, los grupos acido se
ionizan y la solubilidad se incrementa, induciéndose la liberacion del farmaco.’® Los derivados
hidrofobicos, en particular los alquilados y los esterificados, permiten prolongar en el tiempo la
liberacién de farmacos hidrosolubles, tanto convencionales como peptidicos, cuando se administran
por via oral o transdérmica.’*> **? Las ciclodextrinas aciladas, si se seleccionan adecuadamente los
sustituyentes, sirven para modular la cesion de farmacos, y las per-O-aciladas con sustituyentes de
tamafio no superior a seis &tomos de carbono, como la perbutiril-B-ciclodextrina, permiten obtener
complejos que combinan hidrofobicidad y mucoadehesividad elevadas. Se ha acudido a esta
aproximacion para desarrollar formulaciones orales de molsidomina y salbutamol.*** *** Derivados
etilados de la B-ciclodextrina se han utilizado con éxito para conseguir una liberacion controlada de

acetato de buserelina a partir de soluciones oleosas administradas por via endovenosa.'*®

Cuando el objetivo que se plantea es modular el proceso de cesion, se puede acudir al uso
de combinaciones de ciclodextrinas. Sistemas constituidos por complejos de un derivado hidrofilico
(hidroxipropil-p-ciclodextrina) -que promueve la cesion rapida de una fraccion de la dosis, y de un
derivado hidrofébico (triacetil-B-ciclodextrina)- responsable de la cesidn prolongada de la fraccion
restante- se han mostrado eficaces para conseguir una liberacién controlada de nicardipino.™*®**" En
sistemas ternarios captoprilo/hidroxipropil-B-ciclodextrina/perbutanoil-p-ciclodextrina, se ha puesto
de manifiesto un efecto sinérgico de las dos ciclodextrinas sobre el control de la cesion, que se ha

atribuido a la capacidad filogénica del derivado hidrofilico."®
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El campo de aplicacion de las ciclodextrinas se ha extendido hasta el extremo de que hoy en
dia constituyen el punto de partida de estructuras poliméricas capaces de aunar en una misma
molécula las propiedades de las matrices poliméricas y la capacidad de las ciclodextrinas para
formar complejos de inclusion con diferentes principios activos. De este modo es posible evitar que
el farmaco una vez disociado del complejo precipite por dilucion en los fluidos corporales. La
precipitacion de un determinado farmaco tras administrarlo incorporado a una forma farmacéutica
en la que se encuentra formulado, estableciendo un complejo de inclusién con una ciclodextrina,
depende de la solubilidad intrinseca del mismo, de la fuerza de la interaccion entre el farmaco y la
ciclodextrina (caracterizada por la constante de formacion del complejo) y de la estequiometria del

complejo establecida sobre la base de su diagrama de solubilidad.™*

Cuando la relacion entre la solubilidad del farmaco y la concentracién de la ciclodextrina es
de tipo lineal, rara vez se produce la precipitacion del farmaco por efecto de la dilucion en los
fluidos fisioldgicos, mientras que cuando se pierde la linealidad cabe esperar que el farmaco
precipite modificAndose de forma importante su biodisponibilidad. De hecho, cuando el complejo
de inclusion farmaco/ciclodextrina presenta una estequiometria 1:1, la solubilidad del farmaco
aumenta de manera lineal a medida que se incrementa la concentracion de ciclodextrina. En este
caso no es tan relevante la fraccion de farmaco libre tras la administracion, ya que a pesar de la
dilucion y la rapida disociacion del complejo, la concentracion de farmaco permanece por debajo de

su solubilidad intrinseca.

3.9.4.7. INTERACCION MICONAZOL/CICLODEXTRINAS.

El miconazol ha demostrado, in vitro, ser eficiente en contra de hongos dermatofitos,
dimérficos, filamentosos (Aspergillus), levaduras, hongos causantes de micetoma y bacterias
Gram+, resultando util en el tratamiento de la P. versicolor, dermatofitosis y candidiasis cutanea."®”
122 Quimicamente, este farmaco posee propiedades tales a una base débil, con solubilidad limitada
en agua (<1.03 ug/mL); por tal desventaja, el empleo de ciclodextrinas como vehiculos para su
administracion ha aumentado en gran medida, debido a que éstas mejoran sus propiedades de
solubilidad acuosa, estabilidad e incrementan su biodisponibilidad.®> ** El empleo de diferentes
surfactantes junto con el miconazol, para la elaboracion de formulaciones parenterales, hace que
éstos provoquen diversas reacciones adversas en el organismo, por ejemplo el Cremophor®, el cual
induce la aparicion de hiperlipidemia y otro tipo de alergias en pacientes tratados con estas

formulaciones.
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Debido a estas desventajas, se ha logrado gran interés en conseguir otro tipo de surfactantes.
Este es el caso del empleo de ciclodextrinas, las cuales forman complejos de inclusién con el
miconazol, trayendo como resultado un incremento en la solubilidad acuosa de dicho farmaco, y

principalmente, el beneficio de la baja toxicidad de éstas.'®

Puesto a que el miconazol presenta propiedades quimicas de una base débil, su solubilidad
es dependiente del pH del medio. La combinacion de hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) o
sulfobutiléter 7-B-ciclodextrina (SBE7-B-CD) y &cido lactico, permite disolver mas 10 mg/mL de
miconazol, logrando con ello una mejor disolucion de dicho farmaco para la preparacion de

formulaciones parenterales, sin la necesidad de emplear surfactantes toxicos.'®®

Las investigaciones realizadas con respecto a la formacion de complejos de inclusion entre
ciclodextrinas y miconazol, han determinado una mejora en la solubilidad de dicho farmaco y, por
lo tanto, una mejor absorcion en el organismo. ElI complejo de inclusién formado entre (-
ciclodextrina y miconazol, ocurre en una relaciéon 1:1 molar, determinado mediante el empleo de
diferentes técnicas espectroscdpicas, ademas, de encontrar que el anillo aromatico del miconazol es

el que entra en la cavidad de la B-ciclodextrina.'®*

3.9.4.8. INTERACCION DICLOFENACO/CICLODEXTRINAS.

Al igual que otros farmacos no esteroidales antiinflamatorios (NSAIDs, por sus siglas en
inglés: non-steroidal anti-inflammatory drugs), el diclofenaco de sodio, un derivado del &cido
arilalcanoico, ha demostrado propiedades analgésicas y antipiréticas, debido a la inhibicion de la

sintesis de prostaglandinas.***?°

Se ha usado principalmente en el tratamiento de la artritis reumatoide, osteoartritis, asi

como también, en el reumatismo no articular.'®

Ademas de poseer propiedades antimicrobianas
contra bacterias Gram-positivas y negativas, mediante la inhibicion de sintesis la de ADN
bacterial."* Quimicamente, el diclofenaco consiste de un grupo fenilacetato, un grupo amino

secundario y un anillo aromatico 1,6-diclorado.
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A pesar de todas estas ventajas, este farmaco tiene limitada solubilidad en agua,
especialmente en el jugo géstrico, ademas de ser inestable en solucién acuosa.®' Esta limitada
solubilidad en medio &cido, genera problemas para su administracién de forma oral, asi como

también en las formulaciones empleadas para dispositivos biomédicos con liberacion controlada.

Una forma de evitar estas limitaciones es la complejacién del diclofenaco con
ciclodextrinas.® Esta interaccion se ha estudiado en gran medida, tanto en solucién como en estado
s6lido mediante el empleo de diferentes técnicas experimentales tales como RMN, IR y difraccion
de rayos X.'**'* Se han publicado diferentes estequiometrias para el complejo de inclusién
diclofenaco/ciclodextrina, lo cual va a depender del estado de agregacion y la técnica experimental

para la formacién de dicho complejo.

Se ha publicado la existencia en soluciéon de dos complejos isoméricos diclofenaco/BCD
con una estequiometria 1:1; en uno de ellos se presenta la inclusion del anillo aromético 1,6-
diclorado, mientras que en el otro, se encuentra incluido en la cavidad de dicha ciclodextrina el

anillo de fenilacetato.*** 1%

Ademas de estos, se conoce el complejo de inclusion diclofenaco/ciclodextrina con
estequiometria 1:2, en el cual se involucra la inclusién de ambos anillos aromaticos del diclofenaco
en dos moléculas de BCD.™" Por otro lado, también se sabe de la existencia en estado sélido del
complejo formado por la inclusion del miconazol en la cavidad de la BCD, en el cual las cavidades
de ésta son alojadas preferentemente por el fenilacetato, presentando una estequiometria para el

complejo 1:1.2%"1%

Mediante la espectroscopia Raman, también se ha podido conocer la manera en la cual se
forma el complejo de inclusidn diclofenaco/BCD, determinando que el pH es un factor determinante
para la formacion de dicho complejo; a pH menor de 6, el complejo isomérico formado es aquel en

el cual el fenilacetato se introduce en la cavidad, mientras que a pH mayor de 6, el complejo que se

forma tiene al anillo aromético 1,6-diclorado alojado en la cavidad.*®
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3.10. METODOS DE CARACTERIZACION.

3.10.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC). 14

La determinacion de las propiedades térmicas de sistemas poliméricos, es fundamental para
su completa caracterizacion; para ello se emplea la calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus
siglas en ingles: Differential Scanning Calorimetry), que es considerada como la técnica
termoanalitica 6ptima, para llevar a cabo la medicion de las transiciones térmicas de dichos
sistemas.

El principio fundamental de esta técnica se basa, en la medida de diferencia de calor entre
una muestra y algin material inerte de referencia, en funcion de la temperatura (Figura 25). Cuando
un material polimérico experimenta una transformacién fisica tal como una transicion de fase, se
necesitard un balance de calor entre la muestra y la referencia, esto para mantener a ambas a la
misma temperatura. Por ejemplo, en el proceso endotérmico de fusion, se requerira que fluya mas
calor a la muestra, esto para aumentar su temperatura a la misma velocidad que lo hace la de
referencia. Caso contrario a los procesos exotérmicos, tales como la cristalizacién, donde se

requiere menos calor para alcanzar la temperatura de la muestra.
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Figura 25. Representacion del funcionamiento de un equipo de DSC.

Con la determinacién de la diferencia de flujo de calor entre una muestra y una referencia,
es posible medir la cantidad de calor absorbido o eliminado durante dichas transiciones térmicas, es
decir, obtener la capacidad calorifica (ACp) de la muestra en funcién de la temperatura, ademas, de
otros parametros termodindmicos globales del sistema, como los cambios de entalpia (AH), de
entropia (AS), de energia de Gibbs (AG). Ademas de estos parametros termodinamicos, también se
pueden caracterizar procesos como la fusién (Ty) y la cristalizacion (T.), asi como también, la

temperatura de transicion vitrea (Tg), caracteristica de los sistemas poliméricos.
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Figura 26. Representacion completa de un termograma de DSC.

El resultado de llevar a cabo un experimento en DSC, es un termograma donde se muestra
una curva de flujo calorifico con respecto a la temperatura o al tiempo (Figura 26). Cuando se
calienta un polimero, hasta alcanzar cierta temperatura, la curva del termograma dard una
discontinuidad hacia abajo, como la que se presenta en la Figura 26, lo que significa que hay un
mayor flujo de calor y que se ha obtenido un aumento en la capacidad calorifica. Lo anterior sucede
porque el polimero ha experimentado una transicion vitrea. Por arriba de la temperatura de
transicion vitrea, se llega al proceso endotérmico denominado fusién, en el cual, las cadenas
poliméricas comenzaran a separarse y moverse libremente, para ello es necesario absorber calor del
sistema. Cuando se supera la temperatura de fusion, los sistemas poliméricos han ganado suficiente
energia para adoptar un arreglo molecular ordenado, es decir, un arreglo cristalino. Al alcanzar
dicho acomodo, estos sistemas liberan calor, lo que traerd consigo una disminucion en el flujo de

calor, llegando al proceso exotérmico conocido como cristalizacion.

A diferencia de las transiciones de cristalizacién y fusién, la transicién vitrea no muestra
ninguna depresion, asi como tampoco ningln pico. Esto se debe a que en dicha transicion no hay
calor latente liberado ni absorbido, pero la fusién y la cristalizacion si involucran liberacion o
absorcion de calor. Lo Gnico que se muestra en la transicién vitrea es un cambio en la capacidad
calorifica, pero no hay calor latente involucrado, por lo cual se considera a ésta una transicion de
segundo orden. Las transiciones que implican cambios en el calor latente, como son la fusién y

cristalizacion, se denominan transiciones de primer orden.

52



CAPITULO TRES GENERALIDADES

3.10.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).'*

La microscopia electronica de barrido, también conocida como Scanning o0 SEM (por sus
siglas en inglés: Scanning Electron Microscopy), es una técnica espectroscopica que tiene como
finalidad el analisis de superficies, es decir, observar detalles muy pequefios o particulas solidas que
no son posibles de resolver con la longitud de onda de la luz visible (380 a 750 nm), empleando
para ello un haz de electrones con una longitud de onda () de alrededor de 2800 veces menor que

la de la luz, lo que permite obtener resoluciones de entre 3y 4 nm.

El fundamento de este método se basa en el barrido de la superficie de una muestra, por
medio de un haz de electrones cuyo diametro se disminuye, aproximadamente, entre 4 y 200 nm,
por lentes electromagnéticas formadas por el paso de corriente a través de un conjunto de bobinas.
Después de que el haz de electrones interacciona con la muestra, se generan varios tipos de sefiales
o formas de radiacion, las cuales son colectadas por un detector. Finalmente, se genera una imagen

la cual puede ser almacenada en una placa fotogréfica o digitalmente (Figura 27).
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Figura 27. Partes elementales de un microscopio electrénico de barrido.

De todas las formas de radiacion resultantes de la interaccion del haz de electrones y la
muestra, hay dos fundamentales en la microscopia de barrido: los electrones secundarios y los
electrones retrodispersados. La sefial de electrones secundarios es la que se emplea normalmente

para obtener una imagen de apariencia tridimensional de la superficie de la muestra en cuestion.
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La preparacion de las muestras es relativamente facil pues la mayoria de los microscopios
electrénicos de barrido sélo requieren que estas sean conductoras, en el caso de que las muestras no
tengan esta propiedad, se recubren con una capa de metal delgado, y es barrida con el haz de
electrones. Cabe sefialar que, los microscopios electronicos de barrido s6lo pueden ofrecer
imégenes en blanco y negro puesto que no utilizan la luz, a diferencia de los microscopios 6pticos.

3.10.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (FTIR).

Los diferentes tipos de espectroscopias moleculares, se basan en la interaccion que tiene la
radiacién electromagnética y la materia. Dependiendo de la regidn del espectro en la que se trabaje
y, por tanto, de la energia de la radiacion utilizada (caracterizada por su longitud o nimero de
onda), esta interaccion sera de diferente naturaleza, ya sea por medio de excitacién de electrones,
vibraciones y/o rotaciones moleculares.*** Una molécula, al absorber la radiacion infrarroja, cambia
su estado de energia vibracional y rotacional. Las transiciones entre dos estados rotacionales
requieren muy poca energia, por lo que solo es posible observarlas especificamente en el caso de
muestras gaseosas. En el caso del estudio del espectro infrarrojo (IR) de muestras sélidas y liquidas,
s6lo se tienen en cuenta los cambios entre estados de energia vibracional.*** La medida méas comun
en el infrarrojo es la que se basa en la absorcion (o la intensidad transmitida), aunque también se
han desarrollado espectroscopias basadas en el fenémeno de la reflexion, como la reflectancia total
atenuada (ATR).

Aunque el espectro infrarrojo se extiende desde 10 a 14,300 cm™, se divide en tres zonas: el
IR lejano, donde se producen las absorciones debidas a cambios rotacionales, el IR medio, donde se
presentan las vibraciones fundamentales y, el IR cercano, donde se producen absorciones debidas a

sobretonos y combinaciones de las bandas fundamentales (Tabla 2).

Tabla 2. Division del espectro de infrarrojo (IR).
Regidon Transiciones caracteristicas | Longitud de onda (nm) | Nimero de onda (cm™)
Infrarrojo cercano | Sobretonos y combinaciones 700 - 2500 14300 — 4000
Infrarrojo medio | Vibraciones fundamentales 2500 - 5x10* 4000 - 200
Infrarrojo lejano Rotaciones 5x10* - 10° 200 -10
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3.10.3.1. REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (ATR).

El principio de esta medida se basa en el fenémeno de la reflexién total interna y la
transmisién de la luz a través de un cristal con un elevado indice de refraccion (Figura 28). La
radiacion penetra mas alla de la superficie del cristal donde se produce la reflexion total, en forma
de onda evanescente.*® Si en el lado exterior del cristal se coloca un material absorbente (muestra),
la luz que viaja a través del cristal se vera atenuada (de ahi el nombre de la técnica) y se puede

registrar el espectro de la muestra.

Superficie
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Aire Incidente | Cristal
l (TeZn)
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Figura 28. Reflexion total interna y elemento de reflexion interna (IRE) utilizado

en el sistema ATR.

Esta técnica de caracterizacion es muy efectiva para el andlisis de sélidos y liquidos,
especialmente en las regiones del infrarrojo medio y del infrarrojo cercano. Para obtener medidas
adecuadas, es necesario que exista un contacto intimo entre la muestra y el cristal del ATR, por lo
que esta técnica se utiliza principalmente en liquidos o en sélidos que se puedan compactar contra el
cristal aplicando presion.
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CaPITULO 4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1. SINTESIS DE LOS COPOLIMEROS PE-g-GMA Y PP-g-GMA.

Para la sintesis del copolimero de injerto PE-g-GMA, se emplearon laminas de PE con dos
espesores diferentes, 100 um (PE de baja densidad, LDPE. PEMEX, México) y 1 mm (PE de alta
densidad, HDPE. Goodfellow, UK), con una superficie de 1.2 x 4 cm y 1 x 4 cm, respectivamente.
En el caso del copolimero de injerto PP-g-GMA, se emplearon laminas de PP con dos espesores
distintos, 50 um (PEMEX, México) y 1 mm (Goodfellow, UK), con una superficie de 1.2 x 4 cm y
1 x 4 cm, respectivamente. Por otro lado, el GMA fue adquirido en Aldrich, mismo que se emple6
como se recibi6.**®* Es importante destacar que los inhibidores contenidos en éste no impiden la
reaccion de copolimerizacion, obteniéndose buenos resultados de injerto. Los disolventes como
metanol y acetona de grado analitico (Baker), fueron empleados tal como se recibieron. A
continuacion, se muestra la forma experimental de sintetizar los copolimeros de injerto PE-g-GMA

y PP-g-GMA, empleando para ello el método de preirradiacién oxidativa (Figura 29).

1. Se cortaron l&minas de PE y PP con las caracteristicas antes mencionadas, las cuales se
extrajeron dos veces con metanol durante 30 min (por cada extraccion). Dichas laminas se

secaron empleando para ello una estufa de vacio a 40 °C durante 5 h.

2. Posteriormente, las laminas se irradiaron en atmosfera de aire a la dosis e intensidad de dosis
deseada. La fuente de irradiacion que se empled fue el ®®*Co Gamma Beam 651PT (Figura 30),
ubicado en el Instituto de Ciencias Nucleares (ICN) de la UNAM. Este presenta una actividad
aproximada de 73,000 Ci (febrero, 2008) y fue disefiado por Nordion International Inc.**®" Es
importante destacar el uso del método de Fricke modificado (Fe*? 5 Fe™® + ) para llevar a

cabo la dosimetria del irradiador.
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(GMA/MeOH/H,0)

Figura 29. Procedimiento experimental del método de preirradiacién oxidativa.
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Una vez irradiadas las laminas, se colocaron por separado en ampolletas de vidrio agregando 8
mL de una solucién de GMA al 20% y un sistema de disolventes formado por MeOH/H,0 al
80%, en una relacién 8:2 (%v). Sin embargo, en los estudios donde se evaluo el efecto de la
concentracion de GMA con respecto al rendimiento de injerto, se empleé un rango de

concentraciones que va desde 20 hasta 50%v.

Para conseguir un sistema inerte dentro de las ampolletas, éstas se colocaron en una linea de
vacio, donde primero se procedié a congelar la solucién monémero/disolvente con nitrégeno
liquido, y después se abri6 el paso de vacio durante 15 min. Transcurrido este tiempo, se cerrd
el paso de vacio y se descongel6 la solucion con agua a temperatura ambiente, volviéndose a
repetir este procedimiento por lo menos dos veces mas. Una vez logrado el sistema inerte, se
procede a sellar las ampolletas empleando para ello un soplete, considerando que durante este

proceso, se mantienen congeladas las ampolletas y el paso del vacio abierto.

Enseguida, las ampolletas previamente selladas, se colocaron en un bafio de agua a temperatura
y tiempo definidos, con la finalidad de llevar a cabo la reaccion de copolimerizacion. Al
término de ello, se retiraron las laminas de las ampolletas, colocandolas en metanol y agitacion
durante 8 h, con el propoésito de extraer de éstas monémero y homopolimero. Finalmente, se

colocaron las laminas en una estufa de vacio a 40 °C durante 5 h.
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Figura 30. Fuente de ®®Co Gamma Beam (651 PT, Nordion International).
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4.2. INMOVILIZACION QUIMICA DE CICLODEXTRINAS.

Para llevar a cabo la inmovilizacion de la B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD) sobre los copolimeros de injerto, se hizo reaccionar los hidroxilos primarios
de éstas con los grupos epdxido presentes en dichos copolimeros, empleando para ello NaCl y una
mezcla de DMF-H,O como medio de reaccién. **” Ambas ciclodextrinas fueron adquiridas en
Roquette Laisa, Espafia (Barcelona), y la dimetilformamida grado reactivo fue comprada en Baker.
A continuacion, se describe detalladamente la técnica experimental para llevar a cabo la

modificacion superficial de los copolimeros de injerto con las ciclodextrinas.

1. Se pesaron las laminas de los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA, con

diferentes porcentajes de GMA injertado.

2. Dichas laminas se colocaron, por separado, en recipientes con dimetilformamida (DMF)

durante 2 h, con la finalidad de hinchar a éstas.

3. Posteriormente, se colocaron en su respectivo tubo de reaccion, agregando 2 mL de DMF y
8 mL de una solucidn, previamente preparada, de NaCl (ac) 0.5 M, considerando una
relacién de ambos disolventes de 2:8 (%v). La cantidad de ciclodextrina incorporada al
medio de reaccion fue la necesaria para conseguir una relacion molar ciclodextrina/GMA
injertado de 1:1 (mol/mol). Es importante sefialar que dicha cantidad de ciclodextrina se

disolvié empleando para ello los 8 mL de la solucién de NaCl (ac).

4. Los tubos de reaccion se cerraron utilizando para ello un tapon de corcho, y se mantuvieron

en agitacion y a una temperatura constante de 70 °C, durante 24 h.

5. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, las laminas se colocaron en recipientes
conteniendo una mezcla de agua, acetona y metanol, aproximadamente a una temperatura
de 50 °C, con agitacién constante durante 4 dias, con el propésito de extraer y eliminar los

residuos de DMF sobre éstas.

6. Finalmente, las laminas se colocaron en una estufa de vacio durante 5 h a 40°C.
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4.3. CARACTERIZACION DE LOS COPOLIMEROS DE INJERTO Y SU
MODIFICACION CON CICLODEXTRINAS.

4.3.1. RENDIMIENTO DEL INJERTO.

Una vez que el soporte polimérico, al cual se ha hecho el injerto de GMA, esta
completamente seco, se procede a determinar la cantidad de GMA injertado. Esto se logra por
medio de la diferencia en peso del soporte polimérico, antes y después de llevar a cabo la
copolimerizacion; en seguida, se muestran las formulas que se emplearon para ello.

P-m™ Pr-m

x 100 Ijerto (umolen’) - ———— X 100
I A Mo

Imjerton (%a) —

En donde:

Pf = Peso del soporte polimérico después del injerto (g).
Pi = Peso del soporte polimérico antes del injerto (g).

A = Area del soporte después del injerto (cm?).

Mcema = Peso molecular del GMA (PM = 142.16 g/mol).

De esta manera es posible determinar el rendimiento para la reaccién de copolimerizacion.

4.3.2. DETERMINACION DEL HINCHAMIENTO LIMITE EN DMF.

Para determinar el grado de hinchamiento de los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-
GMA, y optimizar el rendimiento de inmovilizacidn de las ciclodextrinas sobre éstos, se llevo a
cabo la técnica de hinchamiento limite, empleando para ello dimetilformamida (DMF) como

disolvente. A continuacion, se describe la manera experimental de realizar esta determinacion.
1. Antes de iniciar, las muestras deben estar pesadas y completamente secas.

2. A continuacion, éstas se colocan por separado en recipientes con dimetilformamida. Los

recipientes se dejan en un bafio de agua a temperatura constante de 25 °C.

3. Transcurrido cierto tiempo, comenzando con tiempos cortos, quizds de minutos, y
finalizando con tiempos largos, incluso de horas o dias, se retiran las peliculas de la
dimetilformamida, eliminando el exceso de ésta sobre el copolimero, y se procede a tomar

el peso.
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4. Finalmente, se calcula el hinchamiento (%) del copolimero de injerto (PE-g-GMA o PP-g-

GMA), empleando para ello la siguiente formula:

Pf - Pi
Hinchamiento (%) = —— x 100
Pi
En donde:
Pf = Peso del copolimero hinchado (g).

Pi = Peso del copolimero seco (g).

4.3.3. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC).

Para determinar las propiedades térmicas de los copolimeros de injerto sintetizados, asi
como también su posterior modificacion con ciclodextrinas, se empled un calorimetro DSC Q100
(TA Instruments, New Castle, Delaware USA), calibrado con una muestra de indio. Los ensayos se
llevaron a cabo en capsulas herméticas de aluminio, calentando a una velocidad de 10 °C/min, desde
30 °C hasta una temperatura aproximada de 250 °C. Los pesos de las muestras fueron de

aproximadamente 5 mg.

La muestra se coloca en una capsula de aluminio y se sella herméticamente.
La muestra y la referencia se colocan sobre los calefactores del equipo.

Las muestras son analizadas en las condiciones mencionadas anteriormente.

M w0

Durante el experimento, el equipo registra un termograma del cual se obtienen la

temperatura de transicion vitrea, Tg (segln sea el caso) y la temperatura de fusion, Ty,

4.3.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (FTIR - ATR).

Este método de caracterizacion se llevd a cabo empleando un espectrofotometro de
infrarrojo con transformada de Fourier MB102 (ABB Bomem Inc. Quebec, Canada), con una celda
de reflexion total atenuada (ATR). Para llevar a cabo la caracterizacion, se procedié como sigue: la
muestra se coloca sobre la celda de ATR. Con la punta de diamante se hace presion sobre la
muestra a analizar y se procede al andlisis. Las muestras se analizaron con un intervalo de nimero
de onda de 500 a 4000 cm™. Por medio de este método se obtuvo el espectro de infrarrojo de las
laminas delgadas de PE y PP antes y después de realizar el injerto de GMA, asi como también,

después de su previa modificacion con ciclodextrinas.
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4.3.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).

En esta prueba de caracterizacion, se tomaron fotografias del orden de um, de las peliculas
de PE y PP antes y después de llevar a cabo el injerto de GMA, ademas de los copolimeros
modificados con las ciclodextrinas; para ello se empled un microscopio electrénico de barrido
modelo LEO-435VP (EDX, Oxford 300). Las muestras utilizadas para esta determinacion, se
cubrieron con una capa de oro, con la finalidad de bombardear la superficie con electrones
secundarios; posteriormente, se colocaron dentro del microscopio, donde con diferentes aumentos

se observo la morfologia de las Iaminas modificadas y sin modificar.

4.3.6. CANTIDAD DE CICLODEXTRINA INMOVILIZADA.

Al igual que en el caso anterior (secciéon 5.3.1), cuando el copolimero modificado con
ciclodextrina estd completamente seco, se procede a determinar el rendimiento de reaccion. De esta
manera, el rendimiento de inmovilizacion de ciclodextrinas sobre los copolimeros de injerto PE-g-
GMA y PP-g-GMA, se obtiene mediante la siguiente ecuacion:'*’

[Web - Wegpolimerol
umoles de ciclodextrina / g de copolimero = o x108

[Wep X Mcp]

Donde:

W¢p = Peso del copolimero después de la inmovilizacién (g).
Weopolimero = Pes0 del copolimero antes de la inmovilizacion (g).

Mcp = Peso molecular de la ciclodextrina empleada (3CD = 1134 g/mol y HPBCD = 1400 g/mol).

4.3.7. INCLUSION DE ACIDO 3-METILBENZOICO.

Con la finalidad de determinar la cantidad de cavidades disponibles de ciclodextrina sobre
la superficie de los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA, se llevo a cabo la inclusién del
4cido 3-metilbenzoico (3-MBA) en éstas.'*® Cabe mencionar, que el 3-MBA fue adquirido en
Aldrich. A continuacion, se describe la técnica experimental empleada para llevar a cabo dicha

caracterizacion.

1. Muestras de los copolimeros previamente modificados con las ciclodextrinas fueron

cortadas, con una superficie de 1.2 x 0.5 cm.
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2. Se prepar6 una solucion acuosa de 0.2 mg/mL, de &cido 3-metilbenzoico (3-MBA).

3. Se colocaron las muestras, por separado, en 5 mL de la solucién acuosa previamente
preparada de 3-MBA en viales de vidrio, y a continuacién, se cerraron. Los viales

empleados para esta determinacion se mantuvieron durante 48 h en la obscuridad.

4. Finalmente, se determind la concentracion de &cido 3-metilbenzoico incluido en las
cavidades de las ciclodextrinas, empleando para ello un espectrofotdmetro de UV-vis
(Agilent 8453, Germany), a una longitud de onda de 281 nm. Cabe mencionar que para esta
determinacién se hizo una curva de calibracion de 3-MBA, misma que se describe a

continuacion.

4.4. ESTUDIOS DE CARGA DE 3-MBA, DICLOFENACO Y MICONAZOL Y
LIBERACION DE DICLOFENACO DESDE LOS SOPORTES POLIMERICOS.

4.4.1. CALIBRACION DE 3-MBA, DICLOFENACO Y MICONAZOL.

Con la finalidad de determinar las concentraciones de 3-MBA, diclofenaco de sodio y
nitrato de miconazol absorbidas o liberadas en funcion del tiempo, desde los copolimeros de injerto
PE-g-GMA y PP-g-GMA previamente modificados con las ciclodextrinas, se llevd a cabo la
determinacion de las curvas de calibracién para dichos analitos, empleando para ello un equipo de
UV-vis (Agilent 8453, Germany) a diferentes concentraciones de éstos. En la Tabla 3, se presentan

las concentraciones empleadas para la elaboracion de dichas curvas de calibrado.

Todas estas disoluciones fueron preparadas por dilucién en agua MilliQ® de una solucién
patrén de mayor concentracién (0.2 mg/L para 3-MBA,; 0.05 mg/L para diclofenaco de sodio y 0.2
mg/L para nitrato de miconazol). Se empled agua ultra-pura obtenida mediante osmosis inversa
(MilliQ®, Millipore, Espafia) como blanco en los diferentes ensayos realizados en el equipo UV-vis.
La absorcion del 3-MBA fue medida a 281 nm; para el diclofenaco de sodio a 276 nm, mientras que
para el nitrato de miconazol su absorcién se midié a 272 nm. Es importante sefialar que estas curvas
de calibrado se realizaron por triplicado. Por otro lado, las caracteristicas quimicas de dichos
farmacos son una pureza de 99.6% para el diclofenaco de sodio y de 99.9% para el nitrato de
miconazol, mismos que fueron proporcionados por Vorquimica, S.L. (Espafia) y Fagron Iberica,
S.A.U. (Espafia), respectivamente.
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Tabla 3. Concentraciones para la elaboracion de las curvas de calibracion.
3-MBA Miconazol Diclofenaco
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

20 140 10 90 5 30
40 150 20 100 10 35
60 160 30 120 15 40
80 170 40 140 20 45
100 180 50 160 25 50
110 190 60 180

120 194 70 200

130 200 80

4.4.2. CARGA DE DICLOFENACO Y MICONAZOL.

Para la carga de diclofenaco de sodio y nitrato de miconazol se emplearon los copolimeros
de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA previamente modificados con las ciclodextrinas, con distintas
cantidades tanto de GMA injertado como de ciclodextrina inmovilizada, puesto que con ello se
logra tener un mayor intervalo experimental. Para el proceso de carga de dichos analitos, se
cortaron muestras de estos copolimeros con una superficie de 1.2 x 0.5 cm, los cuales se secaron en
una estufa a 40 °C, para después ser pesadas y depositadas en viales de vidrio con 5 mL de
disolucion acuosa de los distintos analitos (0.1 g/L para diclofenaco de sodio y 1 g/L de nitrato de
miconazol). Después de 48 h de carga a temperatura ambiente y sin agitacion, se midi6 la
absorbancia de todas las disoluciones, determinando la cantidad de analito remanente en el
sobrenadante. Inmediatamente después de este tiempo, se retiraron las muestras de copolimero de
las disoluciones y se sometieron a secado a 40 °C. Es importante mencionar que para las pruebas de

carga los ensayos se hicieron por triplicado.

4.4.3. LIBERACION DE DICLOFENACO DE SODIO.

Con respecto a las pruebas de liberacion de diclofenaco de sodio desde los soportes
poliméricos sintetizados, y previamente cargados con dicho farmaco, se llevaron a cabo a
temperatura ambiente y a pH de 7.4, simulando de esta manera el pH de los fluidos fisiol6gicos,
ademas, de ser el pH que se utiliza cotidianamente para los ensayos in vitro. Para ello se prepard un
amortiguador de fosfato de potasio (KH,PO,.H,O/NaOH) siguiendo las recomendaciones de la
USP. En la Tabla 4 se describen los componentes usados, asi como también el volumen empleado
en dicha preparacion. Tales pruebas se llevaron a cabo sin agitacion bajo condiciones sink, es decir,

la concentracion de diclofenaco es inferior de 10 al 20% de su concentracion de saturacion.
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Cada muestra cargada previamente con el diclofenaco de sodio (por triplicado), fue
depositada en viales con 1 mL de solucion amortiguadora con pH 7.4, y los valores de absorbancia
en UV-vis fueron medidos cada 5 minutos durante la primera media hora, cada 30 minutos durante
las 2 h siguientes y después cada 2 h hasta completar 9 h de liberacion. También se midid la

absorbancia a las 24 h después de empezar el ensayo.

Tabla 4. Componentes para la preparacion de la soluciéon amortiguadora
conpH =74
Volumen Volumen total pH resultante
pH Componentes empleado de solucion medido en
(mL) (mL) potenciémetro
KH,PO,.H,0 (0.2 M) 50 Se afora con agua MilliQ®
7.4 NaOH (0.2 M) 39.1 hasta 200 mL 7.41

4.5. PRUEBAS ADICIONALES.

45.1. CARACTERIZACION DEL LDPE (ESPESOR =100 pm).

Antes de llevar a cabo el injerto de GMA sobre el PE, fue necesario determinar algunas
propiedades fisicoquimicas de éste, tales como la densidad, la cristalinidad y la temperatura de
fusion. Es importante mencionar que se emple6 polietileno de baja densidad (LDPE) con un espesor
de 100 um, proporcionado por PEMEX, México. Para determinar la densidad de dicho polimero se
empled el método de “flotacion”, el cual se realiza en base a la diferencia de densidades de dos
disolventes conocidos, en este caso, una solucion de etanol con agua destilada. EI procedimiento
experimental se describe enseguida. En un matraz aforado, con 50 mL de una solucién etanol/agua
(1:1), se coloca una pequefia muestra de LDPE. En un principio, la muestra se deposita en la

superficie debido a que su densidad es menor que la que posee la solucién (Figura 31a).

E Muestra

/de LDPE
)

Solucién
etanol /agua

Figura 31a. Densidad de la soluciéon mayor que la densidad del LDPE.
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A continuacién, se adiciona etanol con la finalidad de que la densidad de la solucion
disminuya, permitiendo con ello que la muestra descienda; cabe sefialar la importancia de agitar el
matraz después de cada adicion de etanol. En un momento dado, la muestra queda suspendida en el

centro de la solucion, debido a que la densidad tanto del LDPE como la de la solucién etanol/agua

- Muestra
O de LDPE

son iguales (Figura 31b).

Figura 31b. Punto de equilibrio entre la densidad de la solucién y la densidad del LDPE.

Si se agrega un volumen mayor de agua, la muestra de LDPE flotara en la superficie de la
solucién, debido a que la densidad de esta (ltima aumenta con cada adicion, siendo mayor que la de
la muestra de LDPE. Posteriormente, al conseguir que la muestra flote en el centro de la solucién,
mediante la adicion de agua o etanol, se registrara la temperatura de la solucién y la temperatura
ambiente (esta UGltima se considera como la temperatura de referencia a la cual se realizo la
determinacidon). Seguido de esto, se toma un picnémetro limpio y seco, con el objetivo de pesarse
vacio, con agua destilada y con la solucién que se obtuvo al quedar la muestra de LDPE en el centro

del matraz.

Es importante mencionar, que el picnémetro debe pesarse inmediatamente después de que
permaneci6 durante 30 min, en un bafio de agua a temperatura constante e igual, a la temperatura a
la cual la muestra de LDPE quedd en el centro de la solucién. Al llenar el picnémetro en las
diferentes ocasiones, se debe procurar que en éste no se han formado burbujas de aire, ya que éstas

provocan error al momento de pesar el picnémetro. Por lo tanto, se tiene que:

£ 1120) = 9 a120)/ ML (1120,
g (H20) = g (Peso del picnédmetro con agua destilada) — g (Peso del picnémetro vacio)
P oy =1g9/mL; ML (sorny = 9 @20y / P 1120)
g (Sol'n) = g (Peso del picnémetro con la solucién) — g (Peso del picndmetro vacio)

P Lore) = 9 (sorny/ ML (sorn)
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45.2. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
DEL POLIETILENO Y POLIPROPILENO.

Para determinar las propiedades fisicoquimicas de las matrices poliméricas, tales como la
cristalinidad y la temperatura de fusion, se empled para ello un equipo de calorimetria diferencial de
barrido, marca TA Instruments, New Castle, modelo 2010, calibrado con una muestra de indio, la
cual se colocé en una capsula hermética de aluminio y se calentd a una velocidad de 10 °C/min,
hasta alcanzar una temperatura maxima de 350 °C. Después de calibrar el quipo, se elige la
velocidad de calentamiento, asi como también la temperatura limite de operacion, teniendo en
cuenta que la temperatura de fusion de la capsula hermética de aluminio es de 600 °C. El grado de

cristalinidad fue calculado usando la siguiente ecuacién:

Hm

X 4 100
= X
¢ AH.*

donde, AH,, es la entalpia especifica de fusion medida y AH,," es la entalpia especifica de fusion

para una muestra de PE o PP 100% cristalina (288 and 209 J g, respectivamente). 14 150

45.3. SOLUBILIDAD DEL NITRATO DE MICONAZOL EN BCD E
HPBCD.

Con el objetivo de determinar la interaccion entre el nitrato de miconazol y ambas
ciclodextrinas, se elaboraron los diagramas de solubilidad, lo cual permitié determinar las
constantes de asociacion entre ambas moléculas. Dichas pruebas se realizaron de acuerdo a lo
descrito por Higuchi et al.** La metodologia experimental consistié en colocar en ampolletas de
vidrio, por triplicado, cantidades en exceso de miconazol, a las cuales se les agregé 5 mL de
solucion acuosa con diferentes concentraciones de BCD (preparadas a partir de una disolucién al
1.2%) o de HPBCD (preparadas a partir de una disolucion al 10%). Las suspensiones se agitaron en
un bafio de agua a 37 °C durante 5 dias y, posteriormente, fueron filtradas empleando para ello
filtros de 0.45 um (MILLIPORE, Espafia), y se analizaron en un espectrofotometro UV-vis (Agilent
8453, Germany), con una longitud de onda de 272 nm. La constante de formacién de los complejos
1:1 (K1) se estima a partir de la pendiente de los diagramas A, utilizando la siguiente expresion,
donde S es la pendiente de la recta y Sy la solubilidad del miconazol sin ciclodextrinas (solubilidad

intrinseca):* s

Kig=—
1:1 So(1-9)
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CapriTuLo 5. REsuLTADOS Y DiscusION.

5.1. POLIMERIZACION DE GMA SOBRE PE Y PP.

El método de polimerizacion mediante el cual se injerto GMA sobre PE y PP fue por
radicales libres, empleando para ello como iniciador de éstos radiacion y, por medio de la técnica de
preirradiacion oxidativa. Este tipo de polimerizacion iniciada por radiacion ionizante, tiene la
ventaja de que el producto de reaccién es totalmente puro, dado que no se emplea ninguna sustancia
como iniciador o catalizador; cabe mencionar que al final de la reaccién, el copolimero resultante se
extrajo con metanol para eliminar de esta forma el homopolimero y el monémero, y conseguirlo
puro. Las peliculas de copolimero resultantes con porcentajes de injerto aproximadamente de 100%,
conservan su flexibilidad y aumentan su &rea y grosor, por lo cual se pudo determinar que el injerto
se llevd a cabo tanto en la superficie como en masa, esto para el caso de peliculas con espesor de
0.1y 0.05mm (PE y PP, respectivamente). Para las peliculas con espesor de 1mm, el aspecto fisico
no se vio modificado, es decir, no se aumento el area ni el grosor de éstas, llevandose a cabo un
injerto solo en la superficie de las peliculas.

La razén por la cual se empled el método de preirradiacion oxidativa fue la de evitar la
formacion de homopolimero. Ademas este método permite utilizar intensidades de dosis altas, con

lo cual los tiempos de irradiacion disminuyen.

5.1.1. MECANISMO DE COPOLIMERIZACION DE INJERTO DE GMA
SOBRE PE Y PP.

El mecanismo de copolimerizacion por injerto (Figura 32) comienza cuando el PE o PP se
somete a radiacién y en presencia de oxigeno (preirradiacion oxidativa), en el cual se produce un
rompimiento homolitico del enlace C-H, lo que forma un radical secundario o terciario (1), segun
sea el caso de PE o PP; la formacion de este tipo de radicales, reside en su estabilidad. Se conoce
que la estabilidad de los radicales libres es mayor para carbonos secundarios y terciarios (mayor
para estos Ultimos), en el caso del PE, la formacion de un radical secundario es imprescindible,
debido a la simetria de la molécula; por otro lado, en el caso del PP, si se formara un radical
secundario, se tendria que llevar a cabo la eliminacién de un radical metilo, lo que ameritaria un
proceso inestable dado que el rendimiento radioquimico del metano (CH,) es de 0.07
moléculas/100eV, mientras que la formacién del radical terciario libera hidrégeno, teniendo un
rendimiento radioquimico de 2.78 moléculas/100 eV. Es importante mencionar que el rendimiento

radicoquimico se define como el nimero de moléculas transformadas por cada 100eV.
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Otra razén para la formacién de un radical terciario en el PP, es que el hidrégeno (H,)
puede difundir mas rapido que el metano, por lo cual, el radical —-CH3 se pude recombinar. Una vez
obtenido el radical libre (2), se combinara con el radical formado en la molécula de oxigeno (O,)
para crear un enlace C-0, y de esta manera obtener el radical alquilperoxi (3). Este radical tipo
peroxi puede reaccionar para asociarse de dos formas diferentes, la primera es que dicho radical se
recombine con otro radical alquilperoxi para formar un dialquilperoxi (4). La segunda forma de
combinacién es la interaccién entre un radical alquilperoxi y un radical hidrdgeno para obtener un

hidroperoxido (5).
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' E o %CHT%H
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Figura 32. Mecanismo para la formacion de peréxidos sobre PE y PP.

El siguiente paso del mecanismo de copolimerizacion es el paso de iniciacion (Figura 33).
Una vez formados el dialquilperdxido (4) y el hidroperoxido (5), las cuales son especies quimicas
inestables en presencia de calor, sera facil su disociacion térmica para formar el radical alcoxi (6).
Este radical alcoxi (6) reacciona con el &tomo de carbono primario de la parte vinilica del GMA (7),
para formar un enlace oxigeno-carbono formando un grupo éter. A su vez el electron libre se

localiza en el carbono secundario del GMA (8).
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Por otro lado, la existencia de un radical hidroxilo (9) procedente del rompimiento
homolitico del hidroperoxido, trae consigo la reaccion de éste con la parte vinilica del GMA (7),
formando con ello un enlace C-0, dando como resultado un grupo funcional alcohol primario (10).

Similarmente, el electron libre se localiza sobre el carbono secundario del GMA (Figura 33).
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Figura 33. Mecanismo de iniciacién de la polimerizacién de GMA sobre PE y PP.

El paso de propagacion (Figura 34) se lleva a cabo cuando el radical libre secundario (8)
reacciona con otra molécula de monémero (7) para formar otro radical secundario (11); este paso se
repite sucesivamente hasta que se presente un proceso de terminacién de la cadena. Asi mismo, el
alcohol primario formado previamente (10), el cual posee un radical libre secundario, es capaz de
reaccionar con otra molécula de monoémero (7), llevando a cabo la reaccién conocida como

homopolimerizacién (12).
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Figura 34. Mecanismo de propagacion de la polimerizacion de GMA sobre PE y PP.
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La parte final del mecanismo de polimerizacién (Figura 35), se lleva a cabo principalmente
mediante dos formas. La primera de ellas es por medio del proceso de combinacion en la que los
radicales libres secundarios (11) de dos cadenas poliméricas diferentes se unen covalentemente para
formar un enlace C-C (12), lo que incrementa el peso molecular del polimero, ademas de

presentarse procesos de reticulacion entre las cadenas poliméricas.
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Figura 35. Primera forma de terminacion para la polimerizacién de GMA sobre PE y PP.

La segunda forma es la desproporcion (Figura 36), en la que un radical libre polimérico (11)
se enlaza intramolecularmente para formar un doble enlace C-C (13) liberando un radical
hidrégeno con lo cual se impide el crecimiento de la cadena polimérica. Por otra parte, el radical
hidrégeno liberado se unird con otro radical polimérico (11) para formar un sistema totalmente

saturado (14) y finalizar de esta manera la propagacién.
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Figura 36. Segunda forma de terminacion para la polimerizacién de GMA sobre PE y PP.
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5.2. INJERTO DE GMA SOBRE PE.

El injerto de GMA sobre PE (PE-g-GMA\) se realiz6 empleando el método de preirradiacion
oxidativa, llevando a cabo estudios preliminares de los diferentes parametros que afectan la
polimerizacion (temperatura, tiempo de reaccion, concentracion de mondémero y dosis de
preirradiacion), determinando con ello una temperatura de 60 °C, un tiempo de reaccion
aproximadamente entre 3 y 4 h, dosis de preirradiacion de 100 kGy y una concentracion de 20%v
de GMA.

Es importante mencionar que dichos estudios preliminares ayudaron a definir estas
condiciones, por ejemplo, al inicio de la investigacion se usé una dosis de preirradiacién de 200
kGy, sin embargo, se determind que el empleo de 100 kGy son suficientes para lograr buenos
rendimientos de injerto. La exitosa sintesis del copolimero PE-g-GMA con diferentes porcentajes
de GMA injertado sobre el PE, permitid6 su empleo en los ensayos de carga y liberacién de
diclofenaco y nitrato de miconazol. A continuacidn, se discuten los resultados obtenidos para la
cinética de injerto de GMA sobre PE.

5.2.1. TEMPERATURA Y TIEMPO DE REACCION.

Entre los pardmetros que controlan la cantidad de GMA injertado sobre PE se encuentran el
tiempo de reaccion y la temperatura a la cual ocurre la polimerizacion, por lo cual se determiné el
efecto del tiempo de reaccion a 40, 50 y 60 °C con respecto al grado de injerto de GMA, usando
como pardmetros constantes una intensidad de dosis de 12.5 kGy/h, dosis de preirradiacion de 200
kGy, concentracion de 20%v de GMA empleando una mezcla de disolventes metanol/agua (8:2
v/v), con un intervalo de tiempo de reaccion de 0.5 a 8 h correspondientes a 50 y 60 °C, y de 5a 14
h para 40 °C (Figura 37).

Generalmente, un incremento en la temperatura de polimerizaciéon da como resultado una
mayor velocidad de descomposicion de perdxidos e hidroperéxidos (formados previamente durante
el proceso de preirradiacion) y una mayor difusion de monémero en la pelicula, por lo tanto, es de
esperarse que la cantidad de injerto incremente cuando la temperatura aumenta, sucediendo esto a
temperaturas de 50 y 60 °C. Sin embargo, cuando la polimerizacion se realiza a una temperatura de
40 °C, se observa una pendiente menor en la curva, lo cual significa que se obtiene un menor

rendimiento en la reaccién de injerto a tiempos de reaccion mas altos.
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Figura 37. Evolucion del porcentaje de injerto de GMA sobre PE con respecto al tiempo de
reaccion a temperatura de (e) 40°C, (0) 50°Cy ( v) 60°C.

La temperatura y el tiempo de reaccién necesarios para sintetizar el copolimero PE-g-GMA
con buenos rendimientos de reaccion, bajo las condiciones experimentales antes mencionadas,
fueron de 60 °C y 3 h. Es importante mencionar que para las pruebas de carga y liberacion de los
farmacos, se contemplé un intervalo en la cantidad de GMA injertado sobre las matrices

poliméricas que va aproximadamente desde 50 hasta 300%.

5.2.2. CONCENTRACION DE GMA.

El efecto de la concentracion de GMA sobre la cantidad de injerto en el PE, se realizé
empleando como condiciones experimentales una dosis de irradiacién de 200 kGy, una intensidad
de dosis de 11.3 kGy/h y un tiempo de reaccidn de 3 h. El intervalo de concentraciones de GMA
utilizado para dicho ensayo fue de 10 hasta 40%yv (Figura 38). Mediante este estudio se determiné
que la cantidad de injerto sobre PE depende de la concentracién de mondémero, puesto que al
incrementar la concentracion de GMA, el injerto de éste aumenta hasta alcanzar una concentracién
de 20%, lo que se atribuye a que una mayor proporcion de moléculas de monémero en el medio de
reaccién, aumentard la probabilidad de que éstas reaccionen con los sitios activos generados sobre
la superficie de PE.
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Sin embargo, a concentraciones mayores a 20%v de GMA, se observa una disminucion en
la cantidad de injerto debido a que se presenta por un lado la homopolimerizacion del monémero, y
por otro, debido a una mayor probabilidad de recombinacién de los radicales primarios (figura 32,
pégina 68) predominando dichos procesos sobre la reaccion de injerto. Determinando con esto que

la concentracion adecuada para la reaccion de injerto de GMA sobre PE es de 20%v.
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Figura 38. Evolucién del porcentaje de injerto de GMA sobre PE

con respecto a la concentracién de monémero.

5.2.3. DOSIS DE IRRADIACION.

También se llevo a cabo el estudio del efecto de la dosis de irradiacion sobre la cantidad de
GMA injertado en PE, considerando los siguientes parametros experimentales, una intensidad de
dosis de 11.3 kGy/h, una concentracién de GMA de 20%v, tiempo de reaccion de 3 h y una
temperatura de 60 °C, considerando un intervalo de dosis de irradiacion que va desde 50 hasta 200
kGy (Figura 39). Al llevar a cabo este estudio se pudo determinar que conforme aumenta la dosis de
irradiacion, la cantidad de GMA injertada sobre el PE incrementa; este comportamiento se debe a
que a dosis altas de irradiacion aumentan la formacion de perdxidos e hidroperdxidos sobre la
lamina de PE, resultando una mayor cantidad de radicales libres generados cuando dichos perdxidos
se descomponen al incrementar la temperatura, favoreciendo de esta manera la reaccion de

copolimerizacién.
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Figura 39. Evolucion del porcentaje de injerto de GMA sobre PE

con respecto a la dosis de irradiacién.

Es evidente que el empleo de dosis de irradiacién por encima de 100 kGy ofrece
rendimientos de injerto adecuados para los posteriores estudios de carga y liberacién de farmacos,

puesto que se necesitan copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA alrededor de 50 y 300% de
injerto.

5.3. INJERTO DE GMA SOBRE PP.

Al igual que en el caso del PE, el injerto de GMA sobre PP se realiz6 empleando el método
de preirradiacién oxidativa, llevando a cabo un estudio de los diferentes parametros que afectan tal
polimerizacion, siendo éstos el tiempo de reaccion, concentracion de GMA y dosis de irradiacion.
Es importante sefialar que se empled una temperatura de 60 °C durante la medicién de dichos
parametros, ya que previamente se determiné que es la adecuada para realizar la copolimerizacién y
de esta manera lograr rendimientos de injerto satisfactorios. El estudio de estos pardmetros
garantiza reproducibilidad y rendimientos de reaccién adecuados para la sintesis del copolimero de
injerto PP-g-GMA,, siendo éstos una temperatura de 60 °C, un tiempo de reaccién aproximadamente
entre 3y 4 h, dosis de irradiacion de 100 kGy y una concentracion de 20%v de GMA. En seguida se
muestran y se discuten los resultados obtenidos para la cinética de injerto de GMA sobre PP.
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5.3.1. TIEMPO DE REACCION.

El efecto del tiempo de reaccion sobre la cantidad de GMA injertado en PP se realizd
empleando como condiciones experimentales 100 kGy de dosis de irradiacion, 11.3 kGy/h de
intensidad de dosis, 20%v de GMA en una mezcla de MeOH/H,0 (8:2 v/v) y una temperatura de 60
°C. El tiempo de reaccién quedo establecido en un intervalo de 0.5 a 4 h (Figura 40). Con ello se
logré determinar que la cantidad de GMA injertado sobre PP incrementa al aumentar el tiempo de

reaccion.
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Figura 40. Evolucion del porcentaje de injerto de GMA sobre PP

con respecto al tiempo de reaccion a temperatura de 60 °C.

Lo anterior se explica considerando que a tiempos mayores de reaccién, se incrementa la
proporcion de descomposicion térmica de los peroxidos e hidroperdxidos formados previamente
durante el proceso de preirradiacion, lo que aumenta los radicales libres sobre el PP favoreciendo la
cantidad de GMA injertada sobre éste. Un incremento en el tiempo de reaccion también induce la
polimerizacion de un mayor nimero de moléculas de monémero sobre el PP, logrando asi un
maximo provecho de la concentracion monomérica empleada. Por ello, al considerar esta variable,
se puede considerar que a tiempos mayores de reaccion se obtienen copolimeros con un niimero
mayor de cadenas injertadas y con una longitud o peso molecular mayor a los obtenidos en tiempos

menores.
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5.3.2. CONCENTRACION DE GMA.

Para determinar el efecto de la concentracion de GMA en la cantidad de injerto sobre la
matriz de PP, se emplearon como condiciones experimentales una dosis de irradiacion de 100 kGy,
una intensidad de dosis de 11.3 kGy/h y un tiempo de reaccion de 3 h, ademas, de emplear un
intervalo de concentraciones de GMA de 10 hasta 40%yv (Figura 41); cabe sefialar que el empleo de
una concentracion mayor a 40%v de GMA, propicia que la lamina de PP no esté completamente en
contacto con la solucién mondmero/disolvente, puesto que la densidad de ésta Ultima es mayor a la
de la ldmina. Por medio de este analisis, se comprob6 que la cantidad de injerto sobre PP depende
de la concentracién de mondmero, puesto que al incrementar la concentracion de GMA se observa
un aumento en el injerto de éste sobre la matriz polimérica; similar al caso del PE, lo anterior se
atribuye a que una mayor proporcion de moléculas de mondémero en el medio de reaccién,
aumentard la probabilidad de que éstas reaccionen con los sitios activos generados sobre la

superficie de PP.
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Figura 41. Evolucién del porcentaje de injerto de GMA sobre PP

con respecto a la concentracién de monémero.
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Por otro lado, en este estudio no se observa una disminucion en la cantidad de injerto de
GMA, como sucede con el PE (Figura 38, pagina 73), lo cual puede explicarse considerando la
dosis a la cual es irradiado éste (200 kGy), generando una mayor cantidad de radicales libres,
mismos que pueden reaccionar con las moléculas de GMA llegando a un equilibrio y limite en esta
reaccion, sin embargo, posterior a dicho equilibrio la reaccion dominante en el medio de reaccién
sera la homopolimerizacion de GMA, presentandose una disminucién en el injerto de éste sobre el
PE.

5.3.3. DOSIS DE IRRADIACION.

Para llevar a cabo el estudio del efecto de la dosis de irradiacion sobre la cantidad de GMA
injertada en PP, se considerd una intensidad de dosis de 11.3 kGy/h, una concentracion de GMA de
20%yv, tiempo de reaccion de 3 h y una temperatura de 60 °C, con un intervalo de dosis de
irradiacion de 25 hasta 100 kGy (Figura 42). De esta manera se determind el incremento en la
cantidad injertada de GMA sobre el PP al aumentar la dosis de irradiacion; dicho comportamiento
(similar al caso del PE, pagina 74) se debe a que a dosis altas de irradiacion aumenta la formacién
de peroxidos e hidroperdxidos sobre la lamina polimérica, mismos que al descomponerse con la
temperatura generan una mayor cantidad de radicales libres, favoreciendo de esta manera la

reaccion de copolimerizacion.
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Figura 42. Evolucion del porcentaje de injerto de GMA sobre PP

con respecto a la dosis de irradiacién.
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Es importante destacar que el empleo de una dosis de irradiaciéon de 100 kGy y las
condiciones experimentales antes mencionadas, ofrecen rendimientos de injerto suficientes para la
obtencion de Optimos soportes poliméricos, mismos que seran modificados con ciclodextrinas y

posteriormente empleados en los ensayos de carga y liberacion de farmacos.

5.4. INJERTO DE GMA SOBRE PE Y PP.
Una vez determinadas las condiciones experimentales de copolimerizacion, se llevo a cabo
el injerto de GMA sobre laminas de PE y PP con dos espesores diferentes (0.05, 0.1 y 1 mm),

mediante la aplicacion del método de preirradiacion oxidativa iniciado con radiacion gamma.

Dichas condiciones experimentales quedaron definidas al determinar la cinética de
polimerizacion, siendo tales una dosis de preirradiacion de 100 kGy, intensidad de dosis de 11
kGy/h, concentracion de GMA de 20%v, concentracidn de la mezcla de disolventes MeOH/H,O de
80% (8:2v/v) y una temperatura de 60°C. El tiempo de reaccion esta en un intervalo que va desde
0.5 hasta 4 h, correspondiente a las laminas de PE y PP con espesores de 100 y 50 pm,
respectivamente; por otro lado, el intervalo en el tiempo de reaccion empleado para las laminas con

espesor de 1mm fue de 1 hasta 14 h.

Con ello se asegurd la sintesis de los copolimeros PE-g-GMA y PP-g-GMA con ambos

espesores, obteniendo rendimientos suficientes para su modificacion con ciclodextrinas.

A continuacion, se muestra en la Figura 43 un esquema general tanto de la sintesis de los
copolimeros PE-g-GMA y PP-g-GMA, asi como también de la inmovilizacion de B-ciclodextrina
(BCD) sobre éstos.
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Figura 44. Injerto de GMA en PE y PP. | = 11 kGy/h; D = 100 kGy; T = 60 °C;
[GMA] = 20%v; MeOH/H,0 =80%v (8:2 %v/v).
A: Espesor = 0.05 mm (PP) y 0.1 mm (PE); B: Espesor 1 mm.
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En la Figura 44, se muestra la cantidad de GMA (umol/cm?) injertado sobre PE y PP con
respecto al tiempo de reaccion. De esta manera se determiné que al aumentar el tiempo de reaccién
se consigue que los perdxidos formados por radiacion, tengan mayor tiempo para romperse
homoliticamente y, por consiguiente, los radicales generados por dicho rompimiento tengan tiempo
de interaccionar con el GMA (Figura 33, pagina 69), dando como resultado un incremento en la

cantidad injertada de éste sobre los soportes poliméricos.

Asi mismo, se determind que en los sistemas con mayor espesor (1 mm) el injerto sélo se
lleva a cabo en superficie, a diferencia de aquellos con espesor delgado (0.05 y 0.1 mm), en los
cuales el injerto se produce tanto en superficie como en masa, debido a una mayor difusion del
GMA a través de estos soportes. Esto también se puede comprobar analizando el tiempo de
reaccion, mientras mas grueso sea el material polimérico menor serd la difusién del monémero en
éste, y por consiguiente, se necesitara mayor tiempo de reaccion para obtener cantidades de injerto
comparables con aquellos de espesor delgado; por ejemplo, para obtener 60 pmol/cm? de GMA
injertado sobre las ldaminas delgadas, se necesitardn 3 h aproximadamente, sin embargo, para los
sistemas gruesos se deberdn emplear 8 h de reaccién para conseguir la misma cantidad de GMA
injertada. Por otro lado, al comparar la cantidad injertada de GMA sobre ambas matrices
poliméricas, se observan mejores rendimientos de copolimerizacion sobre la matriz de PE que para
el PP, esto para ambos espesores empleados, lo cual se debe en gran parte a la diferencia de
cristalinidad de ambos soportes, puesto que el PE presenta menor grado de cristalinidad (Tabla 5,
pégina 87), tendra por consiguiente mas zonas amorfas lo cual beneficiara el injerto de GMA sobre

éste.

5.5. INMOVILIZACION DE BCD E HPBCD SOBRE PE-g-GMA Y PP-g-GMA.

Para la inmovilizacion quimica de las ciclodextrinas, se aplicé el método publicado por
Thuaut et al., el cual consistid en hacer reaccionar uno de los hidroxilos primarios de la BCD con el
epoxido del GMA previamente injertado sobre una superficie de poliestireno.*’ En nuestro caso
(Figura 45), las laminas secas de los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA se hincharon
en dimetilformamida (DMF) y, a continuacion, se sumergieron en una disolucion de ciclodextrina,
NaCl acuoso y DMF. La cantidad de ciclodextrina incorporada al medio fue la necesaria para
conseguir una relacion 1:1 molar de ciclodextrina y GMA injertado sobre los soportes poliméricos

(consultar parte experimental, capitulo 4).
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Figura 45. Ruta sintética empleada para el injerto de GMA y la posterior inmovilizacién

de SCD sobre los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA.

En la Figura 46A, se muestra la cantidad de ciclodextrina inmovilizada, sobre los soportes
poliméricos finos (0.05 y 0.1 mm) con respecto a la cantidad de GMA injertado. El rendimiento de
la reaccion se ve favorecido cuando la cantidad de GMA existente en los copolimeros aumenta, ya
que al haber un namero mayor de anillos epdxidos en éstos, se tendrdn mas sitios de reaccién para

la unién quimica de las ciclodextrinas.

Por otro lado, el contraste en el rendimiento de unién de ciclodextrinas entre PE y PP se
explica mediante las diferencias de cristalinidad en éstas (Tablas 5 y 6, paginas 87 y 89), de manera
similar al caso anterior, ya que al existir mayor cristalinidad en el PP habra un mejor arreglo
espacial de las cadenas injertadas de GMA sobre éste, y por consiguiente, se facilitara la
inmovilizacion quimica de las ciclodextrinas. Sin embargo, se observa un menor rendimiento de

unién para HPBCD, hecho que ocurre debido al impedimento estérico que muestra esta molécula.
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Figura 46. Inmovilizacién de fCD e HPCD.
(¢)PP-g-GMA-CD; (v) PE-g-GMA-CD; (o) PP-g-GMA-HPACD y
(A) PE-g-GMA-HPACD. A: Espesor = 0.05mm (PP) y 0.1 mm (PE); B: Espesor 1 mm.

Asi mismo, en la Figura 46B se presenta el rendimiento de unién de las ciclodextrinas sobre
los soportes poliméricos gruesos (1 mm) con respecto a la cantidad de GMA injertado en éstos. La
cantidad inmovilizada de ciclodextrina se incrementa al haber un nimero mayor de GMA injertado
sobre los copolimeros. Es interesante la manera en la cual ambas ciclodextrinas se unen
qguimicamente a los soportes. Para el caso de la BCD, se observa una mayor cantidad de unién a los
copolimeros, a diferencia de la HPBCD, lo cual se debe en gran medida al mayor impedimento
estérico que presenta esta Ultima, trayendo como resultado una menor facilidad de union quimica a

los soportes.

5.6. CARACTERIZACION DE LOS COPOLIMEROS DE INJERTO PE-g-GMA Y
PP-g-GMA Y SU MODIFICACION CON CICLODEXTRINAS.

Tanto los copolimeros de injerto sintetizados, asi como también, su modificacién con B-
ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina, fueron caracterizados empleando técnicas tales como
espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y microscopia
electrénica de barrido (SEM); por otro lado, también se determind el grado de hinchamiento en
dimetilformamida (DMF) de dichos copolimeros, considerando a este estudio otra forma de

caracterizacion, puesto que es necesario para llevar a cabo la inmovilizacidn de ciclodextrinas.
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5.6.1. HINCHAMIENTO LIMITE EN DIMETILFORMAMIDA (DMF).

Los ensayos de hinchamiento limite se realizaron empleando dimetilformamida como
disolvente y varias ldminas de los copolimeros PE-g-GMA y PP-g-GMA con diferentes cantidades
de GMA injertado, con la finalidad de determinar el tiempo de hinchamiento limite y con ello

mejorar el rendimiento de unién de las ciclodextrinas sobre los copolimeros sintetizados.

En la Figura 47, se muestra la grafica de hinchamiento limite correspondiente al copolimero
de injerto PE-g-GMA. Mediante esta caracterizacion, se determin6é que el hinchamiento de los
copolimeros sintetizados sobre la matriz de PE aumenta con la cantidad de GMA injertado.
Evidentemente, la incorporacion de mayores cantidades de GMA sobre las cadenas de PE
incrementa su afinidad por las moléculas de DMF, puesto que en este caso la matriz polimérica es
muy hidrofobica. Por otro lado, se establecid que el tiempo de hinchamiento limite para dichos
copolimeros se encuentra aproximadamente a los 30 minutos.

Hinchamiento (%)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Tiempo (h)
Figura 47. Determinacion del hinchamiento limite en DMF en funcién del tiempo

para (e) PE-g-GMA 60%, (o) PE-g-GMA 365% y ( ¥) PE-g-GMA 616%.

En la Figura 48, se presenta la gréafica de hinchamiento limite para el copolimero de injerto
PP-g-GMA.
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Hinchamiento (%)

Tiempo (h)

Figura 48. Determinacion del hinchamiento limite en DMF en funcién del tiempo

para ( ) PP-g-GMA 100%, (e) PP-g-GMA 482%y (o) PP-g-GMA 605%.

Al igual que en el caso anterior, el hinchamiento de los copolimeros sintetizados sobre la
matriz de PP aumenta con la cantidad de GMA injertado. Puesto que la matriz de PP es muy
hidrofébica, un incremento en la cantidad de GMA sobre las cadenas de PP aumentara su afinidad
por las moléculas de DMF, mejorando la propiedad hidrofilica del material de partida (PP). Es
importante sefialar, que el tiempo de hinchamiento limite es corto para el copolimero con una
cantidad de GMA baja (100%), cerca de 1 h, puesto que presenta una menor afinidad por las
moléculas de DMF, a diferencia de aquel con cantidades de GMA altas (605%), por lo tanto, éste
Gltimo tardara mas en alcanzar el equilibrio de interaccion entre las cadenas de GMA con las
moléculas de DMF, aproximadamente, 1.5 h.

Por otro lado, al hacer la comparacion entre ambas matrices poliméricas y tomando en
cuenta que las cadenas en el PE se encuentran méas desordenadas, se determin6 que el copolimero
sintetizado sobre éste tiene un mayor grado de hinchamiento que aquel sintetizado sobre PP, puesto
gue en el primero existe una mayor difusién de DMF debido a la conformacion de las cadenas en
éste, evidentemente, serd mas dificil la difusion del disolvente en una estructura mas ordenada
(cristalina) como es el caso del copolimero sintetizado sobre PP, y por lo tanto, aumentara el tiempo

de hinchamiento limite.
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5.6.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (FTIR-ATR).

El injerto de GMA sobre las laminas de PE y PP, asi como también la modificacion con las
ciclodextrinas, fueron confirmados mediante espectroscopia FTIR-ATR. En la Figura 49, se
muestra el espectro de PE el cual presenta dos sefiales a 2916 y 2848 cm™ debidas a la vibracion
simétrica de los grupos CH,.**! El espectro del copolimero de injerto PE-g-GMA, comparado con el
de PE, muestra otras bandas de absorcién en 1725 y 1180 cm* debidas al estiramiento vibracional
del enlace C=0 vy al estiramiento del enlace C-O del grupo éster, respectivamente. Ademas, la
ausencia de las bandas de absorcion caracteristicas del enlace insaturado C=C procedentes del
GMA (3140, 1640 y 940, 815 cm™), sin duda confirman el injerto de dicho monémero sobre el
PE.™®® La funcionalizacion del copolimero de injerto PE-g-GMA con BCD e HPBCD, fue
confirmada por la presencia de una banda de absorcion en 3457 cm™ debida al estiramiento

vibracional del enlace O-H (Figura 49).

La disminucion en la intensidad de las sefiales del grupo epéxido y la presencia de dos
bandas de absorcion en la region de 1100 y 1200 cm™ (debidas al estiramiento del enlace C-O del
grupo funcional éter) indican que las ciclodextrinas se unieron covalentemente al copolimero de
injerto PE-g-GMA, resultado de la reaccion quimica de los grupos ep6xido del GMA con alguno de

los hidroxilos primarios de las ciclodextrinas.

PE
PE-g-GMA-BCD

PE-g-GMA

PE-g-GMA-HPBCD
PE-g-GMA-BCD

Transmitancia (a.u.)

PE-g-GMA-HPBCD

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800
Numero de onda (cm'l) NUmero de onda (cm'l)

Figura 49. Espectros FTIR-ATR de PE, PE-g-GMA y su modificacién con ACD e HPACD.
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En la Figura 50, se muestra el espectro de PP el cual presenta dos sefiales a 1375 y 1452
cm™ que corresponden a la vibracion simétrica y asimétrica de los grupos CHs, respectivamente, asi
como también bandas debidas a estiramientos de los grupos CH, entre 2950 y 2838 cm™.*** Al igual
que en el caso anterior, el espectro del copolimero de injerto PP-g-GMA, comparado con el de PP,
muestra otras bandas de absorcion en 1725 y 1180 cm™ debidas al estiramiento vibracional del
enlace C=0 y al estiramiento del enlace C-O del grupo éster, respectivamente. La funcionalizacion
del copolimero de injerto PP-g-GMA con BCD e HPBCD, fue confirmada por la presencia de una
banda de absorcién en 3457 cm™ debida al estiramiento vibracional del enlace O-H (Figura 50). La
disminucion en la intensidad de las sefiales del grupo epéxido y la presencia de dos bandas de

absorcion en la regién de 1100 y 1200 cm™ (debidas al estiramiento del enlace C-O del éter).

W Vo

PP

PP-g-GMA-BCD
PP-g-GMA

PP-g-GMA-BCD [Vl PP-g-GMA-HPBCD

PP-g-GMA-HPBCD

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800
- -1 , -
Ndmero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Figura 50. Espectros FTIR-ATR de PP, PP-g-GMA y su modificacién con SCD e HPACD.

Transmitancia (a.u.)

5.6.3. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC).

Por medio de la calorimetria diferencial de barrido se pudo determinar los cambios
fisicoquimicos que sufren las matrices poliméricas de PE y PP, durante la reaccion de injerto de
GMA 'y su posterior modificacion con B-ciclodextrina (BCD), para ello se presentan en las Tablas 5
y 6 los valores de cristalinidad (Xc), asi como también, aquellos valores correspondientes a la
temperatura y entalpia de fusion (T, y AH,,, respectivamente) de varios sistemas sintetizados. Asi
mismo, en las Figuras 51 y 52 se muestran los termogramas obtenidos para dichos sistemas.
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Figura 51. Termogramas DSC correspondientes al PE sin modificar, al copolimero

de injerto PE-g-GMA y su analogo modificado con SCD (PE-g-GMA-/CD).

Tabla 5. Propiedades térmicas de PE, PE-g-GMA y PE-g-GMA-BCD.
GMA BCD To AHp, Xc
Muestra (umol/em® | (umol/cm?) (°C) (J/g) (%)
PE --- --- 108.8 97 34
PE-g-GMA 31 --- 108.4 69 24
PE-g-GMA 56 - 108.6 64 22
PE-g-GMA-B-CD 31 0.096 107.8 58 20
PE-g-GMA-B-CD 56 0.100 107.9 52 18
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Con el anélisis de la Figura 51 y los resultados mostrados en la Tabla 5, se determin6 que el
PE muestra una transicion térmica de primer orden a 109 °C, correspondiente a su temperatura de
fusion, misma que esta de acuerdo con aquellas publicadas en la literatura (107-110 °C).** Ademas

de mostrar un grado de cristalinidad del 34%.

Consecutivamente, con el injerto de GMA y la posterior modificacion con BCD sobre el PE,
se obtuvieron nuevos materiales poliméricos los cuales mostraron una disminucién en el grado de
cristalinidad con respecto al material de partida, asi como también, una reduccion en el valor de
entalpia de fusion. Sin embargo, no se presenté algiin cambio significativo en la temperatura de

fusion de estos materiales sintetizados con respecto al PE sin modificar.

De esta manera se comprob6 que propiedades fisicoquimicas tales como la cristalinidad y la
entalpia de fusion disminuyen gradualmente conforme se modifica la matriz de PE. Lo anterior
puede explicarse mediante los cambios estructurales que se producen en el polimero durante el
injerto de GMA, puesto que éste al ser un componente no cristalino, se injertard en una mayor

proporcion en la parte amorfa de la matriz pero también afectara la cristalinidad de ésta. **°

En la Tabla 6, se presentan los valores de cristalinidad (Xc), temperatura y entalpia de
fusion (T, Yy AHn, respectivamente) correspondientes a los copolimeros de injerto sintetizados sobre

PP, asi como también su modificacion con BCD.

De igual forma, se determiné una transicion térmica de primer orden correspondiente a la
temperatura de fusion del PP a 165 °C (Figura 52), la cual esta de acuerdo con aquellas publicadas
en la literatura (165-170 °C)."*® Ademés de determinar un grado de cristalinidad del 54%.

Al igual que en el caso anterior, se observé una disminucion en el grado de cristalinidad con
respecto al PP de partida, asi como también, una reduccion en el valor de la entalpia de fusion,
determinando con ello que tales propiedades fisicoquimicas disminuyen gradualmente conforme se
modifica la matriz de PP. Este comportamiento se debe a la ruptura de la cristalinidad del polimero,
dado que la reaccion de injerto de GMA (componente no cristalino) se lleva a cabo tanto en la parte
amorfa como en la cristalina, siendo mayor en la primera.**® Por otro lado, no se presentd algin
cambio significativo en la temperatura de fusion de estos materiales sintetizados con respecto al PP

sin modificar.
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Figura 52. Termogramas DSC correspondientes al PP sin modificar, al copolimero

de injerto PP-g-GMA y su analogo modificado con SCD (PP-g-GMA-/ACD).

Tabla 6. Propiedades térmicas de PP, PP-g-GMA y PP-g-GMA-BCD.
GMA BCD Tm AH,, Xc
Muestra (umol/em® | (umol/cm?) (°C) (J/g) (%)
PP 165 113 54
PP-g-GMA 29 --- 160 96 46
PP-g-GMA 56 --- 161 82 40
PP-g-GMA-B-CD 29 0.197 161 78 37
PP-g-GMA-B-CD 56 0.312 162 68 32
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5.6.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).

Las morfologias de los copolimeros sintetizados sobre ambas matrices poliméricas, asi
como también, sus analogos modificados con las ciclodextrinas, se presentan a continuacién en las
Figuras 53 y 54. Las muestras fueron analizadas mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM), determinando con esto que existen diferencias morfoldgicas entre ellas, debido a la
presencia de GMA sobre las matrices poliméricas, ademas de su modificacion con las

ciclodextrinas.

En la Figura 53, se muestra la morfologia de los copolimeros sintetizados sobre PE y su
posterior modificacion con BCD e HPBCD. En el caso del PE sin modificar, se observa una
morfologia homogénea y uniforme. Posteriormente, con el injerto de GMA sobre el PE, se presenta
una superficie discontinua, la cual aumenta al incrementar la cantidad injertada de GMA sobre la
matriz polimérica. Por otro lado, al llevar a cabo la modificacién quimica de los copolimeros, se
observa la formacién de agregados moleculares de ciclodextrinas; sin embargo, la superficie es
discontinua, comprobando con ello que la inmovilizacion de éstas es no homogénea sobre el
copolimero. Por otro lado, en la Figura 54 se presentan los cambios en la morfologia de los
copolimeros sintetizados sobre el PP y su posterior modificacion con BCD e HPBCD. Al igual que
en el caso del PE, la superficie del PP es completamente homogénea y uniforme. Con el injerto de
GMA sobre dicho polimero, se muestra una superficie discontinua, la cual aumenta al incrementar
la cantidad de GMA. De igual manera, al realizar la modificacion quimica de los copolimeros, se
observa la formacién de agregados moleculares de ciclodextrinas y una superficie discontinua y no

uniforme, determinando con ello que dicha modificacidn no es completamente homogénea.

Las diferentes morfologias observadas para los copolimeros, resultan de las diferencias que
existen entre las dos partes que los componen (PE o PP y GMA), por ejemplo, el grado de
cristalinidad, la miscibilidad, hidrofilicidad, etc., ademas de las interacciones conformacionales
entre las cadenas poliméricas durante el proceso de injerto. Por otro lado, al llevar a cabo la
modificacion quimica de los sistemas sintetizados, es evidente que la inmovilizacion de
ciclodextrinas no se lleva a cabo uniformemente sobre toda la superficie del copolimero, debido a
las fluctuaciones de concentracion causadas por la difusion de las ciclodextrinas y, principalmente,
al impedimento estérico caracteristico de éstas. De esta manera, la inmovilizacion de ciclodextrinas
puede realizarse dentro de los dominios localizados en la primera capa de injerto de GMA v,

subsecuentemente, llevar una distribucion desigual de masa.
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Polietileno sin modificar.

PE-g-GMA (31 pmol/cm?) PE-g-GMA (56 pmol/cm?)
PE-g-GMA-BCD (0.096 pmol/cm?) PE-g-GMA-BCD (0.1 pmol/cm?)
PE-g-GMA-HPBCD (0.06 pmol/cm?) PE-g-GMA-HPBCD (0.08 pmol/cm?)

Figura 53. Micrografias de SEM correspondientes al PE sin modificar, al copolimero PE-g-GMA
y su analogo modificado con SCD e HPACD.
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Polipropileno sin modificar.

PP-g-GMA (30 pmol/cm?) PP-g-GMA (56 pmol/cm?)
PP-g-GMA-BCD (0.2 pmol/cm?) PP-g-GMA-BCD (0.3 pmol/cm?)
PP-g-GMA-HPBCD (0.18 pmol/cm?) PP-g-GMA-HPBCD (0.26 umol/cm?)

Figura 54. Micrografias de SEM correspondientes al PP sin modificar, al copolimero PP-g-GMA
y su anédlogo modificado con SCD e HPACD.
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5.6.5. DENSIDAD DEL LDPE (100 pm) POR FLOTACION.
Ademas de las pruebas de caracterizacion presentadas previamente, también se llevo a cabo
la determinacion de la densidad por el método de flotacion del LDPE empleado para el injerto de

glicidilmetacrilato.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos al determinar la densidad de dicha
matriz polimérica (tabla 7).

Tabla 7. Densidad del LDPE sin modificar.

Peso del picnémetro vacio Peso del picnémetro con agua Peso del picnémetro con la
(19 °C) destilada (19 °C) solucion (agua/etanol) (19 °C)
17.8538 ¢ 43.6064 g 41.5228 g

Por lo tanto, se tiene que:

P 1120) = 9 @20)/ ML 120y,

9 (H20) = g (Peso del picnémetro con agua destilada) — g (Peso del picnémetro vacio) =25.752 9

P (H20) = 1 g / mL; mL (Solucién) = @ (HZO)/ P (H20) = 25.752 g /1 g.mL'l =25.752 mL

g (Solucién) = g (Peso del picnémetro con la solucién) — g (Peso del picnémetro vacio) = 23.669 g

P (LoPE) =0 (Solucic’)n)/ mL (Solucién) = 23.669 g / 25.752 mL

P (LDPE) = 0.92 g / mL
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5.7. RECTAS DE CALIBRACION Y PRUEBAS DE SOLUBILIDAD.

5.7.1. PREPARACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION:
DICLOFENACO DE SODIO, NITRATO DE MICONAZOL Y ACIDO 3-
METILBENZOICO.

En la Figura 55, se muestran las curvas de calibracién para el diclofenaco de sodio, nitrato
de miconazol y el acido 3-metilbenzoico, las cuales se emplearon para determinar la concentracion

de dichos analitos en las pruebas de carga y cesion de los mismos.

La curva de calibracion correspondiente al nitrato de miconazol, se realizd con la
preparacion de tres soluciones patron (200 mg/L), empleando para ello una mezcla de metanol/agua
(90:10 %v) para la disolucion completa de dicho farmaco; posteriormente, se procedid a preparar
distintas disoluciones las cuales se analizaron empleando espectrofotometria UV-vis (Agilent 8453,
Germany) con una longitud de onda de 272 nm. Cabe mencionar, que esta curva de calibracion
también fue empleada para determinar la concentracion de dicho farmaco en las pruebas de
solubilidad.

Para el caso del diclofenaco de sodio, se llevo a cabo la preparacion de tres soluciones
acuosas (50 mg/L) de este compuesto y, posteriormente, se prepararon las disoluciones pertinentes

las cuales se analizaron con una longitud de onda de 276 nm.

Asi mismo, la curva correspondiente de 3-MBA (200mg/L) se prepar6 de la misma manera
que las dos anteriores, con la diferencia de emplear una longitud de onda de 281 nm para su

medicién.

Las curvas de calibracion para los tres analitos (Figura 55) permiten determinar un grado de
correlacién aceptable en todos los casos, por lo que se decidi6 que el método era adecuado para
cuantificar (con buenos resultados) las concentraciones de éstos en los procesos de carga Y,
posteriormente, en los de liberacion. Cabe destacar, que las tres curvas de calibracion son métodos

analiticos aceptables para este estudio (r* ~ 1).
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Figura 55. Curvas de calibracion para A: diclofenaco de sodio (y = 0.0319x + 0.0092;
r’ = 0.9997; CV = 1%); B: nitrato de miconazol (y = 0.0016x + 0.0049; r? = 0.9997; CV = 2.3%)
y C: &cido 3-metilbenzoico (3-MBA; y = 0.0084x - 0.0316; r? = 0.9998; CV = 1.6%).

5.7.2. DIAGRAMA DE SOLUBILIDAD DE NITRATO DE MICONAZOL EN
PRESENCIA DE CICLODEXTRINAS.

Con el objetivo de determinar la interaccion entre el miconazol y ambas ciclodextrinas, se
construyeron los diagramas de solubilidad, lo cual permiti6é determinar las constantes de asociacion
|.64

entre ambas moléculas. Dichas pruebas se realizaron de acuerdo a lo descrito por Higuchi et a

(ver parte experimental, capitulo 4).
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En la Figura 56, se muestra el perfil de solubilidad entre el nitrato de miconazol y la BCD,
el cual corresponde a un diagrama del tipo A_, que muestra que la solubilidad del farmaco aumenta
linealmente a medida que se incrementa la concentracion de BCD en el medio, determinando con

ello que la estequiometria de formacion del complejo miconazol/BCD es 1:1.
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Figura 56. Diagrama de solubilidad de tipo A, para la interaccion

entre el nitrato de miconazol y ACD (y = 0.4745 + 0.1488; r* =0.993).

Al igual que en el caso anterior, se llevo a cabo el ensayo de solubilidad para el miconazol
en HPBCD, siguiendo la misma metodologia experimental antes publicada. En la Figura 57, se
presenta el diagrama de solubilidad el cual corresponde, de igual manera, a un perfil del tipo A, en

donde se asume que la relacién estequiométrica del complejo supramolecular formado es 1:1.

La constante de formacion de los complejos 1:1 (Ky.1) se estima a partir de la pendiente de
los diagramas A, utilizando la siguiente expresion, donde S es la pendiente de la recta 'y S, la
solubilidad del miconazol sin ciclodextrina. También es posible estimar la eficacia de complejacion
(CE) entre ambas moléculas, la cual determina la relacién molar entre las unidades de ciclodextrina

interaccionando con el nitrato de miconazol y las unidades de ciclodextrina libres en el medio.
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i S . hY
A Ch—
Syll - 5] 1-5
Tipo de Constante de Eficacia
Complejo diagrama | asociacion (M™) | de complejacion
Miconazol/BCD AL 7087 0.902
Miconazol/HPBCD AL 4800 0.361

Es evidente, que la eficacia de formacion del complejo entre la BCD y el nitrato de
miconazol es mayor que para la HPBCD; lo que puede atribuirse a que el sustituyente
hidroxipropilo de la HPBCD distorsiona la cavidad de la ciclodextrina haciendo menos favorable la

complejacion.

Nitrato de miconazol (mM)

HPBCD (mM)
Figura 57. Diagrama de solubilidad de tipo A, para la interaccion
entre el nitrato de miconazol y HPACD (y = 0.4581x + 0.327; r? = 0.9898).
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5.8. CARGA DE ACIDO 3-METILBENZOICO (3-MBA).

Desde el punto de vista de la sintesis de biomateriales como sistemas de liberacién de
farmacos, un parametro clave para el disefio de estos novedosos soportes poliméricos es el
contenido de ciclodextrinas inmovilizadas sobre la superficie de éstos, las cuales son las
responsables de llevar a cabo los complejos de inclusidn con los farmacos de interés, puesto que los

polimeros iniciales (PE y PP) no presentan la capacidad de absorber solutos sobre la superficie.

Para este propdsito, se utiliz6 el acido 3-metilbenzoico (3-MBA) para determinar las
cavidades disponibles de ciclodextrina sobre dichos soportes previamente sintetizados y
modificados, procediendo a la carga del 3-MBA sobre éstos. Es importante mencionar que este
4cido carboxilico presenta alta afinidad hacia la pCD e HPBCD.*® **® |os ensayos de carga se
realizaron por duplicado empleando para ello el método de adsorcién sobre los soportes,
determinando la concentracion cargada por éstos mediante UV-vis (281 nm) después de 48 h de

carga (ver parte experimental, capitulo 4).

A continuacion en las Tablas 8 y 9, se presentan los resultados de carga para dicho
compuesto sobre los copolimeros PP(0.1mm)-g-GMA y PE(0.1mm)-g-GMA, respectivamente,
modificados tanto con BCD e HPBCD. La concentracién inicial de 3-MBA fue de 0.2 g/L.

Tabla 8. Cantidades cargadas de 3-MBA.

PP-g-GMA-BCD PP-g-GMA-HPBCD
GMA B-CD 3MBA |[CD/3MBA| GMA | HP-BCD | 3-MBA |CD/3MBA
(umol/ecm?) | (umol/cm?) | (umol/cm?) (umol/cm?) | (umol/cm?) | (umol/cm?)
1.7 0.045 0.062 0.714 1.7 0.014 0.153 0.094
14.1 0.080 0.057 1.407 14.8 0.058 0.180 0.319
21.1 0.119 0.104 1.137 24.6 0.114 0.241 0.472
28.1 0.206 0.130 1.593 29.5 0.144 0.237 0.607
38.0 0.276 0.214 1.292 38.0 0.165 0.211 0.783
56.3 0.426 0.211 2.020 56.3 0.264 0.246 1.072
98.5 0.734 0.247 2.970 98.5 0.433 0.298 1.457
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Tabla 9. Cantidades cargadas de 3-MBA.

PE-g-GMA-BCD PE-g-GMA-HPBCD
GMA B-CD 3-MBA CD/3MBA GMA HP-B-CD 3-MBA CD/3MBA
(umol/ecm?) | (umol/cm?) | (umol/cm?) (umol/ecm?) | (umol/cm?) | (umol/cm?)
14.1 0.047 0.081 0.581 15.5 0.013 0.083 0.152
21.1 0.081 0.125 0.646 23.2 0.041 0.080 0.511
29.5 0.097 0.111 0.875 29.5 0.049 0.062 0.792
35.2 0.079 0.094 0.840 36.6 0.077 0.072 1.065
55.6 0.176 0.097 1.822 55.6 0.133 0.055 2.425
68.2 0.201 0.101 1.992 67.5 0.179 0.056 3.195
78.1 0.233 0.098 2.386 78.8 0.207 0.079 2.633

A manera de comprender méas los resultados obtenidos de la carga de 3-MBA sobre los

copolimeros de injerto PP(0.05mm)-g-GMA y PE(0.1mm)-g-GMA, modificados tanto con BCD e

HPBCD, se muestran enseguida las graficas de dichos resultados. Puesto que es indispensable

determinar la cantidad de 3-MBA cargado por las ciclodextrinas inmovilizadas sobre dichos

soportes, en las graficas se muestra como varia la cantidad incluida de acido 3-metilbenzoico con

respecto a la cantidad de ciclodextrinas inmovilizadas.
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Figura 58. Cantidades cargadas de 3-MBA por la fCD

inmovilizada sobre el copolimero de injerto PP-g-GMA.

3-MBA
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Con respecto a los resultados mostrados en la Figura 58, se pudo determinar que la cantidad
de &cido 3-metilbenzoico cargado por la BCD, incrementa al aumentar la cantidad de ciclodextrina;
sin embargo, estos incrementos no son proporcionales, observandose una cantidad aproximada de
0.22 pmol/cm? para las muestras 5, 6 y 7, siendo ésta la mayor cantidad de 3-MBA cargada por

dicha ciclodextrina.
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Figura 59. Cantidades cargadas de 3-MBA por la HPACD inmovilizada sobre
el copolimero de injerto PP-g-GMA.

En la Figura 59, se presentan las cantidades de &cido 3-metilbezoico cargado por la HPBCD
inmovilizada sobre el copolimero PP-g-GMA. Los resultados obtenidos indican que hay cierta
adsorcion de acido 3-metilbenzoico sobre la superficie no modificada del PP, lo cual es
particularmente evidente a bajos grados de injerto y pequefias cantidades de HPBCD. Sin embargo,
al incrementar la cantidad de ciclodextrina inmovilizada sobre los soportes poliméricos (muestra 7),
se mejora la carga de 3-MBA hasta un valor aproximado de 0.3 pmol/cm? lo cual es
especificamente cierto, puesto que habra més cavidades disponibles y, por consiguiente, mayor

namero de interacciones ciclodextrina/3-MBA.
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Cuando se compara el rendimiento de carga de 3-MBA en ambas ciclodextrinas
inmovilizadas sobre el copolimero PP-g-GMA (Tabla 8; Figuras 58 y 59), se determina que el
empleo de la hidroxipropil-B-ciclodextrina mejora la carga de dicha molécula en comparacion con
la B-ciclodextrina. Lo anterior es especificamente cierto, puesto que al haber mayor cantidad de
ciclodextrina sobre el soporte polimérico también habra un mayor impedimento estérico (muestra 7,
gréfica 58), afectando de esta manera la formacion de complejos de inclusion originados por la
interaccion ciclodextrina/3-MBA.

0,25 ¢
0,2 1
NE ]
5 0,15 1 B
g —_ EBCD
01 |~ -
= _ 3-MBA
0’05 _JI ‘] l
0 ¥ i |'r 3 f
1 2 3 4 5 6 7
NUmero de muestra

Figura 60. Cantidades cargadas de 3-MBA por la fCD

inmovilizada sobre el copolimero de injerto PE-g-GMA.

Los resultados presentados en la Figura 60 muestran las cantidades de é&cido 3-
metilbenzoico cargado por la BCD inmovilizada sobre el copolimero PE-g-GMA. Similar al caso
anterior (Figura 59), los resultados indican que hay adsorcién de 3-MBA sobre la superficie no
modificada del PE, lo cual también se hizo evidente a bajos grados de injerto y pequefias cantidades
de ciclodextrina inmovilizada. No obstante a esto, cuando se incrementa la cantidad de
ciclodextrina sobre los soportes poliméricos no se observa un aumento en la carga de 3-MBA. De
esta manera se determiné que la mayor cantidad de 3-MBA cargado por la BCD fue la observada
para la muestra 2, con un valor aproximado de 0.125 umol/cm?; para las muestras posteriores
(muestras 3-7) se ve una disminucién en la carga de 3-MBA llegando a un valor constante y

aproximado de 0.09 umol/cm?.
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Figura 61. Cantidades cargadas de 3-MBA por la HPACD inmovilizada sobre
el copolimero de injerto PE-g-GMA.

Por otro lado, con los resultados mostrados en la Figura 61 se pudo determinar que hay
adsorcion de 3-MBA sobre la superficie no modificada del PE, ocurriendo como en casos anteriores
(Figuras 59 y 60), siendo evidente a bajos grados de injerto y pequefias cantidades de ciclodextrina
inmovilizada. Asi mismo, no se observa un incremento en la carga de 3-MBA al aumentar la
cantidad de ciclodextrina sobre el soporte polimérico. Consecuentemente, se logré determinar que
la mayor cantidad de &cido 3-metilbenzoico cargado por la HPBCD inmovilizada sobre el
copolimero PE-g-GMA, fue aproximadamente de 0.08 umol/cm? (muestras 1, 2, 4 y 7)

considerando esta cantidad constante para las muestras analizadas (Figura 61).

Al comparar el rendimiento de carga de 3-MBA en ambas ciclodextrinas inmovilizadas
sobre el copolimero PE-g-GMA (Tabla 9; Figuras 60 y 61), se determina que la formacion de
complejos de inclusién se mejora con el empleo de la B-ciclodextrina en comparacion con su
anélogo hidroxipropilado. Lo anterior se explica mediante la cristalinidad del soporte, ya que el
empleo de una matriz menos cristalina, como lo es en este caso el PE (Tabla 5, pagina 87), dara
como resultado un copolimero de injerto mas desordenado y, por consiguiente, su modificacion con
las ciclodextrinas reducira el espacio libre existente entre las cadenas poliméricas; es por ello que el
empleo de una ciclodextrina de menor tamafio como lo es la BCD, favorecerd la formacion de los
complejos de inclusién, disminuyendo el impedimento estérico en la matriz, a diferencia de la

HPBCD de mayor tamafio.
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En general, los resultados obtenidos (Tablas 8 y 9, paginas 98 y 99, respectivamente)
indican que hay cierta adsorcidn de &cido 3-metilbenzoico sobre la superficie no modificada del PE
y PP, lo cual es particularmente evidente a bajos grados de injerto. Sin embargo, la funcionalizacién
quimica de los copolimeros de injerto con las ciclodextrinas incrementa la carga de 3-MBA, ya que
éste puede formar complejos de inclusién con las unidades de ciclodextrina; no obstante, también se
observa impedimento estérico entre éstas, puesto que son moléculas de gran tamafio y es dificil su
acomodo espacial. Consecuentemente, no todas las unidades de ciclodextrina son capaces de alojar
moléculas de 3-MBA, esto puede deberse en gran medida al impedimento estérico en el sistema
polimérico. Las cantidades cargadas de 3-MBA fueron méas altas para los soportes de PP
modificados con ambas ciclodextrinas, a diferencia de aquellos de PE. Esto sugiere un mejor
arreglo espacial de las ciclodextrinas sobre la matriz de PP, que facilita y optimiza la formacion de

complejos de inclusion con el acido 3-metilbenzoico.

5.9. CARGA DE DICLOFENACO DE SODIO.

Al igual que en el caso anterior, se llevo a cabo la carga de diclofenaco de sodio sobre los
soportes previamente sintetizados y modificados; para dicha carga se empled el método de
adsorcion sobre el soporte y, posteriormente, se determind la concentracion de farmaco cargada por
éstos mediante UV-vis (276 nm), midiendo después de 48 h de carga. Cabe sefialar que los ensayos
se hicieron por triplicado (ver parte experimental, capitulo 4). A continuacién en las Tablas 10 y 11,
se presentan los resultados de carga para dicho farmaco sobre los copolimeros PP(0.05mm)-g-GMA
y PE(0.1mm)-g-GMA, respectivamente, modificados tanto con BCD como con HPBCD. La

concentracion inicial de la solucion acuosa de diclofenaco de sodio fue de 1 mg/mL.

Tabla 10. Cantidades cargadas de diclofenaco de sodio.
PP-g-GMA-BCD PP-g-GMA-HPBCD

GMA pB-CD Diclofenaco GMA HP-g-CD Diclofenaco

Muestra | (umol/cm?) | (umol/cm?) | (umol/cm?) | Muestra | (umol/cm?) | (umol/cm?) |  (umol/cm?)
1 1,7 0,045 0,4572 1 7,7 0,014 0,3115
2 14,1 0,08 0,1543 2 14,8 0,058 0,1329
3 21,1 0,119 0,1128 3 24,6 0,114 0,0899
4 28,1 0,206 0,1524 4 29,5 0,144 0,0813
5 38 0,276 0,2032 5 38 0,165 0,1461
6 56,3 0,426 0,1202 6 56,3 0,264 0,1576
7 98,5 0,734 0,0642 7 98,5 0,433 0,2702
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Tabla 11. Cantidades cargadas de diclofenaco de sodio.
PE-g-GMA-BCD PE-g-GMA-HPBCD

GMA p-CD Diclofenaco GMA HP-B-CD Diclofenaco

Muestra | (umol/cm?) | (umol/cm?) | (umol/cm?) | Muestra | (umol/cm?) | (umol/cm?) |  (umol/cm?)
1 14,1 0,047 0,5306 1 15,5 0,013 0,4748
2 21,1 0,081 0,3288 2 23,2 0,041 0,373
3 29,5 0,097 0,3185 3 29,5 0,049 0,2859
4 35,2 0,079 0,1905 4 36,6 0,077 0,2269
5 55,6 0,176 0,3595 5 55,6 0,133 0,1756
6 68,2 0,201 0,3565 6 67,5 0,179 0,0649
7 78,1 0,233 0,3767 7 78,8 0,207 0,1643

De manera similar a los resultados anteriores, a continuacion se presentan las graficas
correspondientes a la carga de diclofenaco de sodio sobre los copolimeros de injerto PP(0.05mm)-g-
GMA y PE(0.1mm)-g-GMA previamente modificados. En ellas se muestra como varia la cantidad
cargada de dicho farmaco con respecto a la cantidad de ciclodextrinas inmovilizadas.
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Figura 62. Cantidades cargadas de diclofenaco de sodio por la fCD

inmovilizada sobre el copolimero de injerto PP-g-GMA.
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En la Figura 62, se presentan las cantidades de diclofenaco de sodio cargadas por la fCD
inmovilizada sobre el copolimero PP-g-GMA. Los resultados obtenidos indican que hay adsorcion
de farmaco sobre la superficie no modificada del PP, lo cual es evidente a bajos grados de injerto y
cantidades pequefias de BCD (muestra 1 y 2). Asi mismo, cuando se aumenta la cantidad de
ciclodextrina se mejora la carga de diclofenaco de sodio hasta un valor de 0.203 pmol/cm? (muestra
5), sin embargo, con mayor cantidad de ciclodextrina la carga del farmaco disminuye (muestras 6 y

7), debiéndose esto al impedimento estérico presente en la matriz polimérica.
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Figura 63. Cantidades cargadas de diclofenaco de sodio por la HPACD inmovilizada

sobre el copolimero de injerto PP-g-GMA.

Con respecto a los resultados mostrados en la Figura 63, se determind que la cantidad de
diclofenaco de sodio cargado por la HPBCD, incrementa al aumentar la cantidad de ciclodextrina;
sin embargo, estos incrementos no son proporcionales, observandose una cantidad de 0.270
pmol/cm?® para la muestra 7, siendo ésta la mayor cantidad de farmaco cargado por dicha
ciclodextrina. De igual forma que en el caso anterior, se observa adsorcion de diclofenaco de sodio
sobre la superficie no modificada del PP, lo cual es evidente a bajos grados e injerto y cantidades

pequefias de HPBCD (muestras 1y 2).
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Al comparar el rendimiento de carga de diclofenaco de sodio por ambas ciclodextrinas
inmovilizadas sobre el copolimero PP-g-GMA (Tabla 10; Figuras 62 y 63), se determina que la
formacion de complejos de inclusion se mejora con el empleo de la hidroxipropil-p-ciclodextrina en
comparacién con la B-ciclodextrina. Lo anterior es particularmente cierto, puesto que al haber
mayor cantidad de ciclodextrina sobre el soporte polimérico también habra un mayor impedimento
estérico (muestra 7, Figura 62), afectando de esta manera la formacion de complejos de inclusion
originados por la interaccion ciclodextrina/diclofenaco.
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Figura 64. Cantidades cargadas de diclofenaco de sodio por la fCD

inmovilizada sobre el copolimero de injerto PE-g-GMA.

Los resultados presentados en la Figura 64 muestran las cantidades de diclofenaco de sodio
cargadas por la BCD inmovilizada sobre el copolimero PE-g-GMA.. Similar a los casos anteriores
(Figuras 62 y 63), los resultados indican que hay adsorcion de farmaco sobre la superficie no
modificada del PE, lo cual también se hizo evidente a bajos grados de injerto y pequefias cantidades
de ciclodextrina inmovilizada. No obstante a esto, cuando se incrementa la cantidad de
ciclodextrina sobre los soportes poliméricos no se observa un aumento en la carga de diclofenaco de
sodio. De esta manera se determind que la mayor cantidad de farmaco cargada por la BCD fue la
observada por la muestra 1, con un valor de 0.531 umol/cm? para las muestras posteriores
(muestras 2, 3y 4) se ve una disminucion en la carga de diclofenaco, sin embargo, se observa un
aumento en la carga para las muestras siguientes (muestras 5, 6 y 7), llegando a un valor constante y

aproximado de 0.360 pmol/cm?.
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Figura 65. Cantidades cargadas de diclofenaco de sodio por la HPACD inmovilizada

sobre el copolimero de injerto PE-g-GMA.

Por otro lado, con los resultados mostrados en la Figura 65 se determin6 que hay adsorcion
de diclofenaco de sodio sobre la superficie no modificada del PE, ocurriendo como en los casos
anteriores (Figuras 62-64), siendo evidente a bajos grados de injerto y pequefias cantidades de
ciclodextrina inmovilizada. Asi mismo, no se observa un incremento en la carga del farmaco al
aumentar la cantidad de ciclodextrina sobre el soporte polimérico; de cierta forma, parece que el
aumento de moléculas de ciclodextrina disminuye el espacio en la red polimérica, por consiguiente,
se reduce la cantidad de diclofenaco sobre la matriz, corroborando que para este copolimero de

injerto no se necesita gran modificacidn con ciclodextrinas para mejorar la carga de dicho farmaco.

Cuando se compara el rendimiento de carga de diclofenaco de sodio en ambas
ciclodextrinas inmovilizadas sobre el copolimero PE-g-GMA (Tabla 11; Figuras 64 y 65), se
determina que la formacion de complejos de inclusion se mejora con el empleo de la -
ciclodextrina en comparacion con su analogo per-alquilado. Esto se explica mediante la
cristalinidad del PE empleado, puesto que una matriz menos cristalina (Tabla 5), dard como
resultado un copolimero de injerto mas desordenado y, por consiguiente, su modificacién con las
ciclodextrinas reducira el espacio libre existente entre las cadenas poliméricas; es por ello que el
empleo de una ciclodextrina de menor tamafio como lo es la BCD, favorecerd la formacion de los
complejos de inclusién, disminuyendo el impedimento estérico en la matriz, a diferencia de la

HPBCD de mayor tamafio.
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En general, las superficies de PE y PP sin modificar no tienen la capacidad de cargar
diclofenaco, sin embargo, después de ser modificadas tanto con el injerto de GMA como con las
ciclodextrinas, se optimizé la carga de éste. Es interesante observar que, como en el caso del acido
3-metilbenzoico, un bajo grado de funcionalizacion del PE y PP es suficiente para mejorar la
capacidad de carga de diclofenaco. ElI impedimento estérico puede ser la razén por la cual los
soportes poliméricos modificados con mayor cantidad de ciclodextrina inmovilizada, no pueden

mejorar la carga del diclofenaco.

Los soportes modificados con BCD cargan méas diclofenaco que aquellos funcionalizados
con HPBCD, lo que confirma que el rendimiento de inmovilizacion de BCD fue mayor y revela una

interaccion mas favorable del diclofenaco con esta ciclodextrina.

5.10. CARGA DE NITRATO DE MICONAZOL.

Similar a los dos casos anteriores, se llevo a cabo la carga de nitrato de miconazol sobre los
soportes previamente sintetizados y modificados; para dicha carga se empled el método de
adsorcion sobre el soporte y, posteriormente, se determind la concentracion de farmaco cargada por
éstos mediante UV-vis (272 nm), midiendo después 72 h de carga. Cabe sefialar que los ensayos se
hicieron por triplicado (ver parte experimental, capitulo 4). A continuacion en las Tablas 12 y 13, se
presentan los resultados de carga del nitrato de miconazol sobre los copolimeros PP(1mm)-g-GMA
y PE(1mm)-g-GMA, respectivamente, modificados tanto con BCD e HPBCD. La concentracion

inicial de nitrato de miconazol fue de 1 g/L.

Tabla 12. Cantidades cargadas de nitrato de miconazol.
PP-g-GMA-BCD PP-g-GMA-HPBCD

GMA B-CD Miconazol GMA HP-B-CD Miconazol
(mg/cm?) | (mglem?) | (mg/cm®) | (mg/cm?®) | (mg/cm?) (mg/cm?)

2 0.072 0.014 2 0.154 0.036

6 0.203 0.012 5 0.264 0.001

9 0.264 0.005 9 0.598 0.009

13 0.332 0.038 13 0.540 0.263
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Tabla 13. Cantidades cargadas de nitrato de miconazol.
PE-g-GMA-BCD PE-g-GMA-HPBCD

GMA B-CD Miconazol GMA HP-g-CD Miconazol
(mg/em?) | (mg/em?) | (mg/em?) | (mg/em?) | (mg/cm?) (mg/cm?)

3 0.071 0.062 3 0.143 0.027

5 0.177 0.027 5 0.197 0.024

11 0.450 0.007 9 0.436 0.003

15 0.718 0.271 17 1.084 0.262

En seguida se muestran las graficas correspondientes a la carga de nitrato de miconazol
sobre los copolimeros de injerto PP(1mm)-g-GMA y PE(1mm)-g-GMA previamente modificados.
En ellas se presenta como se modifica la cantidad cargada de dicho farmaco con respecto a la

cantidad de ciclodextrinas inmovilizadas.
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Figura 66. Cantidades cargadas de nitrato de miconazol por la fCD

inmovilizada sobre el copolimero de injerto PP(1mm)-g-GMA.
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Figura 67. Cantidades cargadas de nitrato de miconazol por la HPACD inmovilizada

sobre el copolimero de injerto PP(1mm)-g-GMA.

En las Figuras 66 y 67, se presentan las cantidades de nitrato de miconazol cargadas por la
BCD e HPBCD, respectivamente, inmovilizadas sobre el copolimero de injerto PP-g-GMA. Los
resultados indican que la hidroxipropil-p-ciclodextrina es aquella que mejor interactia con el
farmaco, puesto que se obtuvo mejor rendimiento de carga, obteniendo un valor maximo de 0.263
mg/cm?. Es probable que a bajos grados de injerto y cantidades pequefias de ciclodextrina, exista
adsorcion de farmaco sobre la superficie no modificada del PP, similar a lo ocurrido para el caso del
diclofenaco de sodio pero de menor magnitud. Sin embargo, cuando hay la posibilidad de formar
complejos de inclusién con las ciclodextrinas (muestra 4, para ambos casos), la cantidad cargada de

nitrato de miconazol aumenta por dicha complejacion.

Con respecto a los resultados mostrados en las Figuras 68 y 69, se determind que la
cantidad de nitrato de miconazol cargado por ambas ciclodextrinas fue aproximadamente el mismo,
con un valor cercano a 0.270 mg/cmz, sin embargo, la cantidad de ciclodextrina inmovilizada sobre
los soportes de PP-g-GMA no es la misma; de esto se puede concluir que hay mayor eficacia para la
formacion del complejo BCD/nitrato de miconazol, puesto que se necesita menor cantidad de
ciclodextrina para lograr una mayor carga de farmaco. Asi mismo, se presenta cierta adsorcién de
nitrato de miconazol sobre la superficie no modificada del PE, lo cual es evidente a bajos grados de

injerto y cantidades pequefias de ciclodextrina.
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Figura 68. Cantidades cargadas de nitrato de miconazol por la fCD

inmovilizada sobre el copolimero de injerto PE(1mm)-g-GMA.
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Figura 69. Cantidades cargadas de nitrato de miconazol por la HPACD inmovilizada

sobre el copolimero de injerto PE(1mm)-g-GMA.

En general, se puede determinar que se necesita una mayor cantidad de ciclodextrina
inmovilizada sobre los soportes para lograr una mejor carga de nitrato de miconazol, puesto que

dicho farmaco tiene muy baja solubilidad en agua.
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De manera practica, dado que la MIC del miconazol frente a Candida spp. se sitda entre 0.4
y 0.8 mg/L,"*" una lamina de 1 cm? de PE-g-GMA-BCD, PE-g-GMA-HPBCD 6 PP-g-GMA-
HPBCD incorpora cantidad de miconazol suficiente para prevenir el crecimiento de Candida spp. en
500 mL de un medio acuoso. Este volumen es muy superior al volumen de dilucién previsible
cuando un producto sanitario se inserta en el cuerpo humano. Por lo tanto, el empleo de los
materiales modificados como componentes de catéteres o implantes encierra un considerable

potencial en la prevencidn de infecciones asociadas al uso de estos dispositivos biomédicos.

5.11. LIBERACION CONTROLADA DE DICLOFENACO.

El PE y PP, debido a su caracter hidrofébico, no presentan capacidad de absorber solutos
sobre su superficie cuando se introducen en medios acuosos. No obstante, dichas propiedades
mejoran al incorporar quimicamente ciclodextrinas sobre dichas matrices poliméricas. Estudios
realizados han demostrado que las ciclodextrinas y sus derivados mejoran la biodisponibilidad oral

de farmacos de Clase 11 (baja solubilidad, alta permeabilidad),>*

asi como también han mejorado
la biodisponibilidad de esteroides, antiinflamatorios no esteroidicos (AINES), antidiabéticos,
antifangicos y antibidticos, entre otros.” " El injerto de GMA sobre PE y PP, y su posterior
modificacion con ciclodextrinas, conducen al disefio y fabricacién de excelentes sistemas

poliméricos para absorber y liberar de manera controlada compuestos bioactivos.

La forma comercial del diclofenaco, el diclofenaco de sodio, presenta limitada solubilidad
en agua, y especialmente en el jugo gastrico. Esta limitada solubilidad, genera problemas para su
administracion de forma oral. Una forma de evitar estas limitaciones es la complejacion de dicho
farmaco con ciclodextrinas, lo que mejora de manera notable su biodisponibilidad. El proceso de
liberacion de diclofenaco desde los copolimeros sintetizados, se realizd a temperatura ambiente bajo
condiciones sink (donde la concentracion de diclofenaco es inferior de 10 al 20% de su
concentracion de saturacion) y pH de 7.4, puesto que es el que se emplea habitualmente para los
ensayos in vitro simulando el pH de los fluidos fisiolégicos. Considerando estos parametros, se
procedi6 a llevar a cabo los ensayos de liberacion de diclofenaco, empleando para ello las [aminas
de los copolimeros previamente cargadas con dicho farmaco. En las Figuras 70 y 71, se muestran
los resultados de liberacién de diclofenaco a pH 7.4, desde los copolimeros de injerto PP-g-GMA-
BCD y PE-g-GMA-BCD, respectivamente. Cabe sefialar que las cantidades cargadas de diclofenaco,
asi como, la cantidad de GMA y de ciclodextrinas sobre estos copolimeros, se encuentran definidas
en las Tablas 10y 11 (péginas 103y 104).
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Figura 70. Perfil de liberacion de diclofenaco desde el copolimero de injerto PP-g-GMA-/CD,
a temperatura ambiente y en amortiguador de fosfato (KH,PO4.H,O/NaOH) a pH = 7.4,
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Figura 71. Perfil de liberacion de diclofenaco desde el copolimero de injerto PE-g-GMA-/CD,
a temperatura ambiente y en amortiguador de fosfato (KH,PO4.H,O/NaOH) a pH = 7.4,
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Figura 72. Perfil de liberacion de diclofenaco desde el copolimero de injerto PP-g-GMA-HPACD,
a temperatura ambiente y en amortiguador de fosfato (KH,PO,4.H,O/NaOH) a pH = 7.4.
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Figura 73. Perfil de liberacién de diclofenaco desde el copolimero de injerto PE-g-GMA-HPACD,

0,00

a temperatura ambiente y en amortiguador de fosfato (KH,PO4.H,O/NaOH) a pH = 7.4,
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Asi mismo, en las Figuras 72 y 73 se muestran los resultados de liberacion de diclofenaco a
pH 7.4, desde los copolimeros de injerto PP-g-GMA-HPBCD y PE-g-GMA-HPBCD,
respectivamente. De igual manera, las cantidades cargadas de diclofenaco, de GMA y de
ciclodextrinas sobre estos copolimeros, se encuentran definidas en las Tablas 10 y 11 (péginas 103
y 104).

Para explicar los resultados mostrados en las Figuras anteriores (70-73), se compararan los
sistemas poliméricos con respecto a la ciclodextrina inmovilizada sobre éstos. Por consiguiente al
comparar las Figuras 70 y 71 (copolimeros PP-g-GMA-BCD y PE-g-GMA-BCD), se determina que
no se puede hacer una generalizacion similar a la referida para la inmovilizacion de ciclodextrinas
(al aumentar el injerto de GMA sobre las matrices poliméricas se incrementa la cantidad de dichos
macrociclos); sin embargo, cuando se llevan a cabo los procesos de carga y liberacion de
diclofenaco desde los soportes sintetizados no se observa dicha tendencia. El caso ideal seria que
durante estos procesos, la cantidad de farmaco incorporada y liberada se incrementara conforme
aumenta la cantidad de ciclodextrina inmovilizada, pero no ocurre asi. Lo anterior puede explicarse
por medio de la homogeneidad del soporte polimérico modificado con la BCD; mediante las
pruebas realizadas con microscopia electrénica de barrido, SEM (Figuras 53 y 54, paginas 91 y 92),
se observé que tanto el injerto de GMA como la inmovilizacion quimica de las ciclodextrinas no es
uniforme en la matriz polimérica, por lo cual se determina que los copolimeros sintetizados no son

completamente homogéneos.

Otro resultado destacable de estos perfiles de cesion (Figuras 70 y 71) es el referente a la
eficacia de liberacion de diclofenaco; para ello es indispensable analizar los datos numéricos
mostrados en las Tablas 10 y 11 (paginas 103 y 104). Refiriéndose a las muestras con mayor
eficacia de liberacion de diclofenaco, muestra 4 para el caso del copolimero PP-g-GMA-BCD
(GMA = 28 pmol/cm? BCD = 0.2 pmol/cm?; diclofenaco incorporado = 0.152 umol/cm?® y
diclofenaco liberado = 0.054 umol/cm?) y muestra 7 para el copolimero PE-g-GMA-BCD (GMA =
78 umol/cm? BCD = 0.2 pumol/cm?; diclofenaco incorporado = 0.377 pmol/cm? y diclofenaco
liberado = 0.0484 pmol/cm?), se puede determinar que la cantidad de GMA injertado, asi como, la
cantidad de BCD inmovilizada en la matriz polimérica, son parametros determinantes para los

procesos de carga y liberacion de diclofenaco.

115



CAPITULO CINCO RESULTADOS Y DISCUSION

Asi, para la muestra 4, 28 pumol/cm? de GMA son suficientes para inmovilizar 0.2 pmol/cm?
de BCD, y 78 umol/cm? de GMA inmovilizan la misma cantidad de ciclodextrina en la muestra 7;
pese a que esta Gltima incorpora mayor cantidad de diclofenaco, se observa mejor eficiencia de
liberacién del farmaco para la primera; esto se puede explicar mediante los efectos estéricos en el
soporte polimérico. A medida que aumenta el impedimento estérico generado por el GMA 'y la BCD
en el soporte, se reducira la capacidad de liberacion del farmaco hacia el medio, resultando una
menor eficacia en dicho proceso (muestra 7). Con ello se determina que el copolimero PP-g-GMA-
BCD con caracteristicas similares a las de la muestra 4, tendra una mayor eficacia en la liberacién

de diclofenaco.

Al comparar las Figuras 72 y 73 (copolimeros PP-g-GMA-HPBCD y PE-g-GMA-HPBCD),
se determina que no se puede hacer una generalizacion como la antes mencionada, puesto que no se
observa que la cantidad de diclofenaco incorporada y liberada desde los soportes, aumente al
incrementar la cantidad de ciclodextrina inmovilizada. Este hecho también puede explicarse debido
a que los soportes no son completamente homogéneos, como lo demuestran las pruebas realizadas
con microscopia electronica de barrido, SEM (Figuras 53 y 54, paginas 91 y 92). Similar al caso
anterior, en las Figuras 72 y 73 se observa la eficacia de liberacion de diclofenaco; para su analisis,
es indispensable considerar los datos numéricos mostrados en las Tablas 10 y 11 (péginas 103 y
104). Refiriéndose a las muestras con mayor eficacia de liberacion de diclofenaco, muestra 7 para el
caso del copolimero PP-g-GMA-HPBCD (GMA = 98 pmol/cm?, HPBCD = 0.4 pmol/cm?;
diclofenaco incorporado = 0.270 umol/cm? y diclofenaco liberado = 0.020 pmol/cm?) y muestra 2
para el copolimero PE-g-GMA-HPBCD (GMA = 23 umol/cm% BCD = 0.041 umol/cm?;
diclofenaco incorporado = 0.373 umol/cm? y diclofenaco liberado = 0.0405 pmol/cm?), se puede
determinar que la cantidad de GMA injertado, asi como, la cantidad de HPBCD inmovilizada en la
matriz polimérica, son pardmetros determinantes para los procesos de carga y liberacién de

diclofenaco.
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De esta manera para la muestra 7, 98 umol/cm® de GMA inmovilizan 0.4 umol/cm? de
HPBCD, pero reducen la cantidad incorporada de diclofenaco, ademas, de presentar una menor
eficacia en la liberacion de éste; asi mismo, 23 pmol/cm? de GMA son suficientes para inmovilizar
0.041 pmol/cm? de HPBCD, aumentando con ello la cantidad incorporada y liberada de diclofenaco.
Al igual que en el caso anterior, esto se puede explicar por efectos estéricos en el soporte
polimérico; a medida que aumenta dicho impedimento generado por el GMA y la HPBCD, se
reducira la capacidad de liberacién del farmaco hacia el medio, resultando una menor eficacia en
dicho proceso (muestra 7). Con ello se determina que el copolimero PE-g-GMA-HPBCD con
caracteristicas similares a las de la muestra 2, tendrd una mayor eficacia en la liberacién de

diclofenaco.
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CapriTuLO 6. CONCLUSIONES.

6.1. CONCLUSION GENERAL.

Con respecto a la hipétesis planteada y los resultados mostrados en el cuerpo de este trabajo
de investigacion se puede considerar, como conclusion general, la exitosa sintesis de novedosos
sistemas poliméricos que encierran interesantes posibilidades para el disefio de productos sanitarios
con propiedades mejoradas. El anclaje de ciclodextrinas en los copolimeros de injerto PE-g-GMA 'y
PP-g-GMA, hace posible la formacion de complejos supramoleculares con diclofenaco de sodio y
nitrato de miconazol; esta capacidad los convierte en dptimos dispositivos para la liberacion
controlada de dichos farmacos, ya que pueden emplearse para el control de infecciones en sistemas

implantables.

6.2. CONCLUSIONES PARTICULARES.

Se logro la sintesis, por radiacion gamma, de los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-
GMA empleando la técnica de preirradiacion oxidativa. Para ello se evaluaron diferentes
parametros de la cinética de polimerizacion, encontrando que las mejores condiciones para llevar a
cabo el injerto de GMA sobre matrices de PE y PP son: dosis de preirradiacion de 100 kGy,
intensidad de dosis de 11 kGy/h, temperatura de 60 °C, concentracion de GMA de 20% y un sistema

de disolventes formado por MeOH/H,0 al 80%, en una relacion 8:2 (%v).

El injerto de GMA sobre la matriz de PE (espesor = 100 um) fue mayor en comparacion al
obtenido para aquella de PP (espesor = 50 um). Con respecto a las matrices poliméricas de mayor
espesor (1 mm), se comprobd que el injerto de GMA es mayor sobre el PE a diferencia del PP. En
general, se concluye que se obtienen mejores rendimientos en el injerto de GMA para los soportes
con espesor delgado, puesto que dicha reaccion se lleva a cabo tanto en masa como en superficie,
mientras que en los soportes con mayor espesor solo se produce sobre la superficie, manifestando

de esta manera la baja difusion del GMA entre las cadenas poliméricas.

Se demostrd la capacidad de los copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA (espesor
de 100 y 50 um, respectivamente) para inmovilizar quimicamente a la B-ciclodextrina e
hidroxipropil-p-ciclodextrina, por medio de la reaccion de un grupo hidroxilo primario de estos

macrociclos con el epéxido del GMA. Estableciendo de esta manera, que el rendimiento de
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inmovilizacion es mayor para el caso de la matriz de PP en comparacién a la de PE; asi mismo, se
logra un mayor rendimiento en la reaccion con el empleo de la BCD, determinando asi el
impedimento estérico mostrado por su andlogo (HPBCD). Por otro lado, también se comprobé la
inmovilizacion quimica de las ciclodextrinas sobre los soportes de mayor espesor (1 mm),
determinando que el uso de la BCD aumenta el rendimiento de inmovilizacion sobre estos soportes
poliméricos. De esta manera, se puede concluir que la inmovilizacion quimica de ciclodextrinas es
menor sobre los soportes delgados comparada con aquellos de mayor espesor, puesto que al haber
injerto de GMA tanto en masa como en superficie se reducira, por tanto, el espacio entre las

cadenas poliméricas.

Mediante distintas técnicas se comprob6 la modificacion quimica de las matrices
poliméricas iniciales. Con el empleo de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) se determind la
modificacién en la estructura cristalina de los polimeros (PE y PP), producida por el injerto de
GMA y su posterior modificacion con ciclodextrinas; a su vez, se observaron cambios morfolégicos
en la estructura polimérica por medio de la microscopia electrénica de barrido (SEM), concluyendo
gue los soportes poliméricos sintetizados no son totalmente homogéneos; por otro lado, se
comprobo tanto el injerto de GMA como la inmovilizacion de ciclodextrinas empleando para ello la
espectroscopia de FTIR-ATR, observando bandas caracteristicas de los nuevos componentes en los
soportes poliméricos. En general y empleando los resultados obtenidos de estas técnicas, se
concluye que los soportes iniciales fueron modificados tanto por el injerto de GMA como por la
unién covalente de ciclodextrinas, obteniendo de esta manera, soportes poliméricos capaces de ser

empleados como sistemas de liberacion de farmacos.

Por medio del &cido 3-metilbenzoico, se demostro que la funcionalizacién quimica de los
copolimeros de injerto con las ciclodextrinas incrementa la carga de moléculas hidrofébicas (puesto
que el PE y PP, debido a su caracter hidrofébico, no absorben solutos sobre la superficie); sin
embargo, no todas las unidades de ciclodextrina son capaces de alojar moléculas huésped en sus
cavidades. De esta manera se concluy6, que las cantidades cargadas de 3-MBA fueron mas altas
para el copolimero PP-g-GMA maodificado con ambas ciclodextrinas, a diferencia del copolimero

PE-g-GMA maodificado quimicamente con ambas ciclodextrinas.
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Por otro lado, se determiné que la eficacia de formacion del complejo supramolecular entre
la BCD y el nitrato de miconazol es mayor que para la HPBCD, debiéndose en gran medida a que el
sustituyente hidroxipropilo de la segunda distorsiona la cavidad de la ciclodextrina haciendo menos

favorable la complejacion.

Con respecto a la carga de nitrato de miconazol, se encontr6 que la funcionalizacién de los
copolimeros de injerto con ciclodextrinas mejora la carga de dicho farmaco, puesto que un aumento
en la cantidad de ciclodextrina inmovilizada sobre los soportes incrementara la carga del nitrato de
miconazol. Se puede concluir que la hidroxipropil-B-ciclodextrina inmovilizada sobre el copolimero
PP-g-GMA es la que mejor interacciona con el miconazol, puesto que se obtuvo mejor rendimiento
de carga obteniendo un valor méximo de 0.263 mg/cm?. En el caso del copolimero de injerto PE-g-
GMA, se determiné que la cantidad de nitrato de miconazol cargado por ambas ciclodextrinas fue
aproximadamente de 0.270 mg/cm?. Sin embargo, existe mayor eficacia para la formacion del
complejo BCD/nitrato de miconazol. De manera préctica, una lamina de 1 cm® de PE-g-GMA-
BCD, PE-g-GMA-HPBCD 6 PP-g-GMA-HPBCD incorpora cantidad suficiente para prevenir el

crecimiento de Candida spp.

Los soportes modificados con BCD cargan mas diclofenaco de sodio que aquellos
funcionalizados con HPBCD, determinando con ello una interaccion mas favorable de dicho

farmaco con esta ciclodextrina.

Por altimo, se concluy6 que el copolimero PP-g-GMA-BCD (GMA = 28 umol/cm?; BCD =
0.2 pumol/cm?; diclofenaco incorporado = 0.152 umol/cm? y diclofenaco liberado = 0.054
pmol/cm?), asi como también el copolimero PE-g-GMA-HPBCD (GMA = 23 umol/cm? BCD =

0.041 pmol/cm?; diclofenaco incorporado = 0.373 pmol/cm?® y diclofenaco liberado = 0.0405
pmol/cm?), son los mejores para llevar a cabo procesos de liberacion de diclofenaco. Asi mismo, se
determind que las cantidades de GMA injertado y ciclodextrina inmovilizada sobre las matrices

poliméricas, son parametros determinantes en los procesos de liberacion de farmacos.
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CAPITULO SEIS CONCLUSIONES

6.3. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION.

Como trabajo a futuro, se contempla llevar a cabo los ensayos microbiol6gicos para
confirmar que las cantidades cargadas de miconazol por los soportes poliméricos sintetizados y la
forma de liberarlas, son correctas para evitar la formacion de biopeliculas de Candida spp. sobre la

superficie de éstos.

Asi mismo, se platean los estudio necesarios para determinar la biocompatibilidad de los
copolimeros de injerto PE-g-GMA y PP-g-GMA modificados quimicamente con ciclodextrinas,
para su posible aplicacion en el disefio y fabricacion de productos sanitarios, habiendo ganado la

propiedad de sistema de liberacion controlada.

Por otro lado, es necesario estudiar las propiedades de friccion (coeficiente de friccion) de
estos soportes poliméricos, puesto que es un factor importante al decidir si un polimero s 0 no un

buen candidato a ser un biomaterial.
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1. Introduction

Radiation processing is very useful to improve properties of
polymer materials by means of grafting, crosslinking, and chain
scission reactions (Yoshiga et al., 2007). y-Ray irradiation is a well-
known method for modification of polymer materials, including
polypropylene and polyethylene (Zhang et al., 2008), and has been
developed for providing existing materials with new functional-
ities (Kimura et al., 2008). The surface properties of polypropylene
hollow fiber membrane can be modified by graft polymerization
of monomers using gamma radiation, which is highly penetrating
and thus acts at both the surface and the bulk while retaining the
mechanical properties of the material (Abroal et al., 2007). In the
biomedical field, an adequate modification of the composition and
morphology of the surface can enable a precise modulation of the
adsorption of biomolecules (e.g. enzymes, antigens, antibodies or
toxins) present in biological fluids (Bayramoglu et al., 2005). The
loading with specific drugs for local delivery to prevent or to treat
pathologies can also be accomplished by polymer surface
modification (Ruiz et al., 2008).

Surface modification with cyclodextrins (CDs) is gaining an
increasing interest because they can provide the surfaces with the
ability to retain pollutants (Martel et al., 2002) or to load and
sustain the release of a wide range of molecules, such as

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56224674; fax: +525556162233.
E-mail address: burillo@nucleares.unam.mx (G. Burillo).
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deodorants, biocides or antimicrobials (Gawish et al.,, 2006;
El Ghoul et al., 2008). CDs are cyclic oligosaccharides that can
host relatively hydrophobic substances by inclusion inside their
annuli (Mehta et al., 2008). CDs have numerous applications as
solubilizers of organic and inorganic molecules in aqueous
medium (Brewster and Loftsson, 2007) or as components of
chromatographic columns for enantiomeric separations (Yang
et al., 1997). Highly cytocompatible vascular prosthesis modified
with cross-linked CDs, using thermal grafting, have been recently
developed for the sustained delivery of vancomycin (Blanchemain
et al.,, 2007a,b).

Grafting of glycidyl methacrylate (GMA) to inorganic surfaces
or textiles constitutes a potential way for further attachment of
CDs (Schofield et al., 2006). GMA, the ester of methacrylic acid and
2,3-epoxy-propanol, bears a reactive epoxide group, which can
react with amino groups and hydroxyl groups to form stable
covalent bonds with bioactive molecules without any intervening
linker. The resultant products are stable during long storage
periods and are relatively resistant to hydrolysis (Murugan and
Ramakrishna, 2004). Furthermore, the epoxy groups of GMA can
enable the functionalization of the surface with hydroxyl, amine,
thiol or phosphoric acid groups (Kwang-Pill et al., 2001).

In this work, we present the preparation of polyethylene (PE)-
based materials containing (-CD. This novel material was
obtained through a two-step process: the first step consisted of
irradiating the PE films in order to create peroxide and hydroper-
oxide groups on the surface. This was followed by an immediate
graft polymerization of the GMA monomers initiated by the
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thermal degradation of the peroxide and hydroperoxide radicals.
The second step involved the immobilization of the -CD onto the
PE-g-GMA film by using its reactive epoxy groups. The resulting
functionalized PE-based material possesses the inherent ability of
CDs to complex drugs and can find a wide range of applications in
drug delivery.

2. Experimental
2.1. Materials

PE films of density 0.92gcm™> and thickness 100 um were
purchased from PEMEX (Mexico), washed with methanol and
dried under vacuum at 40°C for 5h. PE films (1.2 x 4cm?) were
used as the base polymer for grafting polymerization. GMA from
Aldrich Chemical Co., USA, was used without further purification.
p-CD was supplied by Roquette Laisa (Spain). m-Toluic acid (3-
methylbenzoic acid, 3-MBA) was supplied from Aldrich Chemical
Co., USA. Analytical grade solvents such as methanol, acetone, and
N,N-dimethylformamide (DMF) from Baker USA were used as
received.

2.2. Graft polymerization

The process for grafting GMA onto PE films is shown in Scheme
1. GMA was polymerized onto PE films by applying a preirradia-
tion grafting technique. The prewashed and dried PE films were
exposed in the presence of air and at room temperature to a °Co
Gamma-Beam 651-PT source with activity of 73,000Ci, at a dose
rate of 11.3kGyh™. The preirradiated films were placed in glass
ampoules (previously weighed) which contained 20% of GMA in
methanol/water (8:2v/v), with a total volume of 8 mL. Methanol
was used to help the homogenization of the reaction bath since
GMA is not miscible in water. The system was degassed by
repeated freeze-thaw cycles, and the ampoules were vacuum
sealed. Then they were heated in a water bath at several different
temperatures and reaction times. Grafted films were extracted in
stirred methanol for 24 h in order to remove remaining monomers
and the homopolymer. The grafted films were dried under a
vacuum at 40°C. The grafting yield (Yg) was calculated by the
equation Yy (%) = 100[(Wg-W,)/W,], where W, and W, are the
mass of the grafted and initial films, respectively.

Initiation

_O2
CH2 CH- CH

Propagation

o
CHy-CH + HC=EG— GOCH,GH-CH
% ! % T
0 CHs
N Glycidyl methacrylate
(GMA)
\Vap:

®oH + Hzc:—c:—coanC{i}cn2

CH,

R

2.3. Immobilization of -CD onto PE-g-GMA

The immobilization process of -CD onto PE-g-GMA is shown
in Scheme 2. We adapted the method of Zhao and He (1994)
which consists of reacting f-CD with the epoxy groups in the
presence of a NaCl(aq)/DMF mixture. Grafted copolymer films
(PE-g-GMA) of known mass were swollen in 15mL of N,N-
dimethylformamide (DMF) for 2 h. DMF improved the wettability
of the hydrophobic PE-g-GMA film and, thereby, improved the
reaction yield. Then, the films were placed in Pyrex tubes with
2 mL of DMF and 8 mL of an aqueous solution of NaCl (1 M) and of
p-CD (amount of -CD equimolar to the GMA groups in the film).
The mixture was stirred at 70 °C during 24 h. The final product was
successively extracted with hot distilled water, acetone, and
methanol, dried under vacuum at 40 °C, and weighed. The amount
of grafted f-CD was determined from the mass gain of the film
upon reaction and was expressed as micromoles of f-CD per gram
of the ﬁlm, as follows: [(W/f—CD_WPE—g—GMA)/(W/f—CD X M/f—CD)] X 106,
where Wpy_cp and Wpe_g_guma represent the mass of the final f-CD
grafted film and the initial PE-g-GMA film, respectively. Mg_cp
represents to the molecular weight of the -CD.

2.4. Characterization of grafted films

Fourier transform infrared spectra (in the Total Attenuated
Reflection, FTIR-ATR mode) of the films were recorded using a
Perkin-Elmer Spectrum 100 spectrometer (USA). The equilibrium
swelling time of the grafted copolymer films was measured
gravimetrically. The samples were swollen in DMF at room
temperature for several different periods of time. The DMF excess
on the surface of graft copolymer films was wiped off by filter
paper and the samples were weighted. The time immersion and
drying procedure was repeated until the mass of the swollen
samples was constant. The swelling percent (S) was defined as
follows: S (%) = 100[(Ws-Wq)/W4y], where Wy and Wy are the mass
of the swollen and dry films, respectively.

2.5. Inclusion complexes of m-toluic acid (3-MBA) with -CD
Dried films (PE-g-GMA-f-CD) were immersed in 5mL of 3-

MBA aqueous solution (0.2 mgmL~!) and kept for 48 h in the dark
(Fundueanu et al., 2003). The concentration of 3-MBA was

CH,-C(CH;)COOCH,CHOCH,

o o CH,-C(CH3)COOCH,CHOCH,
L]
PE-g-GMA
H o
| o |
HO—C—C——COCH,CH-CH,

H  CHs

Poly(glycidyl methacrylate)
(PGMA)

Scheme 1. Graft process of GMA onto PE.
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PE PE-g-GMA

PE-g-GMA-BCD

OH

Scheme 2. Immobilization process of -CD onto PE-g-GMA.

spectrophotometrically determined (Varian Cary Model 100, USA)
at 281 nm. The total amount of 3-MBA loaded by the films was
estimated as the difference between the initial and the final
amounts in the solution.

3. Results and discussion

The effect of preirradiation dose on the grafting degree is
shown in Fig. 1. The grafting degree increased as the total dose
increased in the range of 25-200kGy. The maximum grafting
degree occurred at 200 kGy, since more radicals are created and
can participate in the reaction. The grafting was also controlled by
the monomer concentration and, therefore, by free radical
concentration in both the polymer and the monomer. The effects
of monomer concentration on the grafting degree with PE
irradiated to 200kGy, at a dose rate of 11.3kGyh~! at 60°C and
reaction time of 3h are shown in Fig. 2. As GMA volume
concentration increased, the degree of grafting first increased
and a maximum was observed for 20% GMA and then decreased.
The initial positive slope is explained by simple chemical reaction
due to a greater concentration of reactant (GMA). However, the
grafting yield of the reaction system could change with the
different reactant concentrations. As far as the grafting reaction
considered here, when the reactant volume concentration further
increased, the homopolymerization was also appreciably en-
hanced. This caused an increase in the viscosity of the grafting
mixture and made the diffusion of GMA into PE difficult.
Consequently, the grafting reaction was affected to some extent.
Temperature notably influenced the grafting process. Fig. 3 shows
the relationship between the degree of GMA grafting on PE at
three different reaction temperatures as a function of reaction
time, at a preirradiation dose of 200 kGy. The degree of grafting
increased with increasing reaction time and temperature and
reached 616%, 494%, and 99% within 8h at 60, 50, and 40 °C,
respectively. The heating promoted the interaction between free
radicals of PE and GMA through enhanced diffusion of the
monomer in the polymer film and improved efficiency of
homolytic cleavage of peroxide groups to form macroradicals. At
40°C, the grafting efficiency increased with reaction time and
then leveled off after14 min.

The swelling percentage of graft copolymers of PE-g-GMA in
DMF is likely an important factor in the immobilization of 5-CD.
Thus, the swelling behavior of films preirradiated at 200 kGy and
with different degrees of grafting was investigated as a function of

400
300 1
S .
£ 200
o
O
100 1 .
0 . . . .
0 50 100 150 200

Dose (kGy)
Fig. 1. Grafting yield of GMA onto PE as function of preirradiation dose at

11.3kGyh™!, reaction time 3h, reaction temperature 60°C, and monomer
concentration 20% (v).
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Fig. 2. Grafting yield of GMA onto PE as function of monomer concentration at
11.3kGy h™! dose rate, preirradiation dose 200 kGy, reaction time 3 h, and reaction
temperature 60 °C.

time at room temperature (Fig. 4). Generally, the degree of
swelling of the grafted films increased with the grafting
percentage as would be expected when the monomer is more
polar than the polymer matrix. The maximum swelling was
obtained at about 0.5h and then leveled off.
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The grafting of GMA onto PE films was confirmed by FTIR-ATR

spectra (Fig. 5). The CH, absorption bands of the PE film appeared
clearly at 2916 and 2848 cm™! (Fig. 5A). A broad strong absorption
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Graft (%)

200 -

0 A ’ T T T
10 15 20

Reaction time (h)

25

Fig. 3. Grafting yield of GMA onto PE as function of reaction time at (A) 60 °C, (H)
50°C, and (4 )40 °C, dose rate of 11.3 kGy h~!, monomer concentration 20% (v), and
pre-irradiation dose 200 kGy.
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Fig. 4. Swelling percentage in DMF as a function of time for () PE-g-GMA 60%,
(A) PE-g-GMA 365%, and (@) PE-g-GMA 616%.
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band centered at 3282cm~!, which can be attributed to the
stretching vibrations of hydroxyl groups, was observed for the /-
CD (Fig. 5B). The absorption at 2923cm~! was due to the
stretching vibration of CH,, and that at 1639 cm™! resulted from
the HOH bending of physically adsorbed water. C-0O stretching of
the ether functional group on f-CD was observed at 1152cm™".
Bands at 1021 and 938 cm™~! were assigned to the vibration of COC
in the glucose units (skeletal vibration involving «-1,4 linkage),
respectively. After GMA was grafted onto PE, a strong absorption
at 1724 cm™! owing to the vibrational stretching of the C=0 was
observed. When p-CD was immobilized onto the PE-g-GMA
support (Fig. 5C), the absorption at 3457cm™' indicated the
vibrational stretching of the OH bond. The absorption at
1032cm~! was due to the stretching of C-O ether bonds. These
findings indicated the formation of (PE-g-GMA)-f-CD (Fig. 5C).
The IR spectra of GMA (Fig. 5D) exhibited absorptions at 907 cm™!
due to stretching vibration of the epoxy group, at 1716cm™~! due
to carbonyl group, and at 1153 and 1255cm~! due to C-O
stretching of the ester group.

The amount of -CD attached to the grafted polymer depended
on the percent (by weight) of GMA incorporated into the film (PE-
g-GMA). Fig. 6 shows that the greater the content epoxy groups,
the greater the amount of $-CD immobilized. The percent GMA
grafted to the polymer reached a plateau at about 500% (or
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200 +

200 300 400 500
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0 100

Fig. 6. Yield of -CD reacted onto PE-g-GMA as function of the GMA wt% on the
graft copolymer films at reaction temperature 70 °C, reaction time 24 h, f-CD/GMA
mol ratio 1:1, DMF/H,0 2:8 v/v, and [NaCl](ac) 0.5 mol L.
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Fig. 5. FTIR-ATR spectra of (A) PE; (B) f-CD; (C) (PE-g-GMA 172%)-$-CD 330 umol g~'; (D) GMA.
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Table 1
Yield of GMA and f8-CD reacted onto PE

23

Sample (g) Graft GMA (%) GMA/PE-g-GMA B-CD/PE-g-GMA B-CD/GMA
(umolg™") (umolg™")

1 0.0454 86.16 3256 175.0 0.054

2 0.0523 231.25 4911 402.3 0.082

3 0.0730 317.53 5350 507.3 0.095

4 0.0751 495.00 5852 611.2 0.104

Table 2

Amounts of 3-MBA loaded by PE-g-GMA-f-CD

Sample (g) Graft GMA (%) 3-MBA onto -CD 3-MBA/PE-g-GMA p-CD/3-MBA

(mg) (nmolg™1)

1 0.0454 86.16 0.0605 9.787 17.88

2 0.0523 231.25 0.0265 3.720 108.12

3 0.0730 317.53 0.0595 5.986 84.75

4 0.0751 495.00 0.0445 4.352 140.44

5.8mmolg~! of film). In the ascendant portion of the curve, the
molar ratio of epoxy groups to grafted CD was, on average, equal
to 9.6. This suggests that the amount of fixed -CD represents
10 mol% of the epoxy groups originally present on the PE-g-GMA
film. However, it is possible that more than one OH group of 5-CD
may be involved in the reaction, so the fraction of reacted epoxy
groups is probably over 10 mol% (Table 1).

Finally, we tested if the f-CD fixed to the grafted films retained
its ability to form inclusion complexes with guest molecules.
3-MBA was used as a probe since this organic molecule possesses
a high affinity for f-CD (affinity constant 1.3 x 10’ M~'; Funduea-
nu et al, 2003), and thus it can easily form complexes with the
available cavities of the attached CDs. The formation of inclusion
complexes with 3-MBA was most efficient in the grafted film
modified with the lowest amount of $-CD. Highly functionalized
films led to a lower and almost constant amount of 3-MBA loaded,
probably because of steric hindrance among the CD cavities.
Consequently, an optimum amount of 3-MBA onto -CD was
obtained with 86% of GMA (Table 2).

4. Conclusions

GMA was grafted onto preirradiated PE films in order to
provide them with specific functional groups. The grafting extent
can be modulated by controlling some experimental variables
such as absorbed dose, temperature during grafting, and compo-
sition of initial monomer solution. Heating accelerates the
grafting initiated by the decomposition of the peroxides. Optimal
dose of polymer irradiation, temperature, and monomer concen-
tration was 200kGy, 60°C, and 20wt%, respectively, for graft
polymerization of GMA from a solution in methanol/H,0 (8:2 v¥%)
onto PE by the method of preirradiation in air. f-CD was
immobilized onto the grafted polymers through the reaction with
the pendant epoxy group, enabling the formation of inclusion
complexes with 3-MBA. The loading of 3-MBA depended on the
amount of f-CD immobilized on the PE-g-GMA, and an excess of
S-CD did not enhance the efficiency because of a steric hindrance
effect.
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Polyethylene (PE) and polypropylene (PP) were surface functionalized with (3-cyclodextrin (3-CD) and
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-3-CD) with the aim of providing PE and PP with the capability of
behaving as drug delivery systems. Functionalization was carried out according to a two-step procedure:
(i) glycidyl methacrylate (GMA) was grafted by means of gamma radiation and (ii) the epoxy groups of
GMA reacted with the hydroxyl groups of CDs forming ether bonds. For a fix radiation dose and GMA
concentration, grafting yield (ranging from 1 to 100 pwmol GMA cm~2) depended on the time during which
the preirradiated PE and PP films and slabs were immersed in the GMA solution. CD grafting (from 0.013 to
0.734 pmol cm~2) was confirmed by infrared analysis, DSC and the organic compound approach (using 3-
methylbenzoic acid as a probe). Functionalization with CDs rendered as highly cytocompatible materials
as the starting ones, did not cause relevant changes in the water contact angle and the friction coefficient of
PE and PP, but remarkably improved their capability to uptake diclofenac through formation of inclusion
complexes with the CDs. Furthermore, the functionalized materials released the drug for 1 h, which could
be useful for management of initial pain, inflammation at the insertion site as well as adhesion of certain
microorganisms if these materials are used as medicated medical devices.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The use of medical devices or prosthesis usually leads to injury,
inflammation and wound healing response caused by the implanta-
tion event and by the foreign body nature of the material (Anderson,
2001). Friction with the biological tissues during insertion, physio-
logical stress and removal causes damage that prompts the cellular
cascade of wound healing, which in turn leads to inflammation,
granulation tissue formation and fibrosis or fibrous capsule devel-
opment. The dimensions of the medical device, its surface proper-
ties and the release of leachable substances determine the intensity
and time duration of the (acute and/or chronic) inflammatory and
wound healing processes (Anderson et al., 2008). Furthermore, the
adhesion of macrophages and foreign body giant cells to the med-
ical device reduces the bactericidal capability of these cells and
induces their apoptosis, which contributes to the persistence of
infections associated to the use of medical devices (Brodbeck et al.,
2002). Local inflammation of the tissues results in redness, swelling
and pain on pressure at the insertion site and discomfort of the

* Corresponding author. Tel.: +52 5556224674; fax: +52 5556162233.
E-mail address: burillo@nucleares.unam.mx (G. Burillo).

0378-5173/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijpharm.2009.08.027

patient (Neuburger et al., 2007). Despite inflammation has received
less attention than infection, the deleterious effects of adherent
inflammatory cells on the medical devices entails the risk of bio-
material degradation and clinical failure (Anderson et al., 2008).
Polyethylene (PE) and polypropylene (PP) undergo surface oxida-
tion by reactive oxygen intermediates released by macrophages
and foreign body giant cells when used in artificial joints or as
suture material (Anderson et al., 2008). Histology analysis of epidu-
ral space tissues during chronic catheterization with PE tubes
usually evidences inflammatory responses at the catheter insertion
place and, in some cases, the catheter tip is occluded by granulation
tissues (Nishiyama and Hanaoka, 1999). The catheter obstruction
results in a decrease in the flow of substances with a detriment of
the catheter performance.

The design of anti-inflammatory and immunosuppressive drug-
eluting devices appears as a feasible way of preventing the initial
host immune-inflammatory response (Schneider et al., 2003).
Stents coated with anti-inflammatory drugs stay open longer and
the treated blood vessels are less likely to restenose (Muller
et al., 2002; Pendyala et al., 2009). Similarly for catheters, the
anti-inflammatory agent can be provided as a coating, bonded
onto the outside or integrally compounded in the matrix of the
device (Snorradottir et al., 2009). Catheters with antimicrobial or
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antithrombotic coatings have already been clinically tested with
satisfactory results (Dwyer, 2008). Those catheters are mainly
impregnated with the drug compounds or covered with drug
molecules chemically attached to the device surface.
Custom-made design of drug-releasing devices should try to
optimize the affinity of the surface towards the drug without
prejudice of the bulk properties and performance of the medical
device. The aim of this work was to functionalize with cyclodex-
trins (CDs) the surface of PE and PP, which are common components
of biomedical devices (e.g. catheters, meshes, artificial joints or
sutures) with a wide range of applications (Cosson et al., 2003).
In such a way, any drug capable of forming inclusion complexes
with CDs is a potential candidate to be loaded at the surface of the
medical device (Loftsson and Duchene, 2007; Temtem et al., 2009).
The drug-CD affinity constant may determine the amount loaded
as well as the delivery rate when entering into contact with the
physiological medium, as observed for hydrogels made with CDs
(Siemoneit et al., 2006; Salmaso et al., 2007; Santos et al., 2009).
This approach resembles, to some extent, recent attempts to mod-
ify natural fibers and synthetic fabrics with CDs in order to load
them with odorizants or antifungal agents or to be used as reac-
tive filters (Martel et al., 2002; Hirotsu, 2006). In the present work,
CDs were grafted to the surface of PE and PP substrates through a
two-step reaction that involves first the radiation grafting of gly-
cidyl methacrylate (GMA) and then the covalent bonding of the CDs.
Since information available about this functionalization process is
quite limited (Schofield et al., 2006; Nava-Ortiz et al., 2009), the
effect of the reaction variables on the yield of grafting of GMA by
gamma radiation and on the anchorage of two CDs, 3-cyclodextrin
(B-CD) and hydroxypropyl-f3-cyclodextrin (HP-3-CD), was evalu-
ated in detail using PE and PP sheets of different thickness. The
incidence of having pendant CDs on the wettability, the thermal sta-
bility and the friction coefficient of the novel materials, as well as on
the biocompatibility and the performance as carriers of diclofenac
was evaluated in detail. Diclofenac is a widely used non-steroidal
antinflammatory drug (NSAID) that can form inclusion complexes
with CDs (Dias et al., 2003; Mehta et al., 2008). Thus, a high local
proportion of CDs can create a favorable microenvironment for the
uptake of the drug and for sustaining its release. Diclofenac has
been shown to reduce the number of macrophages and neutrophils
found at the implant site (Hunt and Williams, 1992) and to prevent
bacterial adsorption on polymer surfaces (Bandare et al., 2004). The
information obtained should serve to gain insight into the potential
of CD-functionalized materials as components of medical devices.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Low density PE (LDPE, 100 pm thickness) and PP (50 pm thick-
ness) films were from PEMEX (Mexico), and high density PE (HDPE)
and PP slabs (1 mm thickness) were from Goodfellow (UK). Glycidyl
methacrylate (GMA) and 3-methylbenzoic acid (3-MBA) were from
Aldrich Chemical Co. USA, and used without further purification.
[3-Cyclodextrin (3-CD) and hydroxypropyl-3-cyclodextrin (HP-3-
CD; M.S. 5.6) were supplied by Roquette Laisa Espafia (Barcelona).
Diclofenac sodium was from Vorquimica, S.L. (Spain). Ultrapure
water (resistivity>18.2 MS2cm) was obtained by reverse osmo-
sis (Milli-Q®, Millipore, Spain). Analytical grade solvents such as
methanol, acetone, and dimethylformamide (DMF) were used as
received.

2.2. Graft polymerization reaction

GMA was polymerized onto PE and PP films (1.2 cm x 4 cm) and
slabs (1 cm x 4cm) by applying an oxidative preirradiation graft-

ing technique. PE and PP were washed with methanol, dried under
vacuum at 40°C for 5h, and exposed to a 80Co gamma source
(Gamma-Beam 651-PT, Nordion Co., Canada) with activity of 63,000
Ci, at a dose rate of 11.3kGy h~!, at room temperature in the pres-
ence of air. The preirradiated films and slabs were placed in glass
ampoules which contained 8 ml of 20% GMA in methanol/water
(8:2, v/v). The ampoules were degassed by repeated freeze-thaw
cycles and vacuum sealed. Then they were heated in a water bath
at 60°C from 0.5 to 14 h. Grafted films and slabs were extracted
in methanol for 24 h under stirring in order to remove unreacted
monomers and the homopolymer. They were then dried under vac-
uum at 40°C. The grafting yield was calculated as follows:

Wg—W0:|

Yg(mgem™) = { area

(1)
Wy and W; being the weight of the film or slab before and after
grafting, respectively. Grafting determination was carried out in
triplicate with typical error ranging from 3% to 7%.

2.3. Immobilization of B-CD and HP-B-CD

Grafted copolymer films and slabs were swollen in 10 ml of DMF
for 2h and then immersed in a mixture of DMF (2 ml) and 0.5 M
NaCl aqueous solution (8 ml) that contained 3-CD or HP-3-CD. The
amount of CD in the medium was equimolar to the GMA content
of each piece of film or slab. The systems were kept under stir-
ring at 70°C for 24 h. The films and the slabs were successively
washed with hot water, acetone, methanol and water, and dried
under vacuum at 40°C. Total content in grafted 3-CD or HP-3-CD
(micromoles per gram) was calculated as follows:

Wep — Wy

_Yveb — V¥Vg 6
Weo x Mweg < 10 2)

Yop =
where W and W¢p represent, respectively, the weight of the GMA-
grafted film or slab before and after attachment of CDs, and Mwcp
corresponds to the molecular weight of the CD used.

2.4. Content in functional CDs

The number of CD cavities available for complexation was
quantified using the typical organic compound (TOC) approach
(Fundueanu et al., 2003). Dried films or slabs were immersed
in 10ml of 3-methylbenzoic acid (3-MBA) aqueous solution
(0.2mgml~1) and kept for 48 h in the dark. The concentration of
3-MBA was spectrophotometrically determined (Agilent 8453, Ger-
many) at 281 nm. The total amount of 3-MBA taken up by the films
or the slabs was calculated as the difference between the initial and
the final amounts in the solution. The experiments were carried out
in triplicate.

2.5. Infrared analysis

FTIR spectra of non-modified films, GMA-grafted films and CD-
functionalized films were recorded in ATR mode over the range
500-4000cm~", in a MB102 spectrometer (ABB Bomem Inc., Que-
bec, Canada).

2.6. Thermal analysis

DSC runs of 5-10 mg dried samples were carried out from 30
to 250°C at 10°Cmin~! using a DSC Q100 (TA Instruments, New
Castle, DE, USA) fitted with a refrigerated cooling accessory. Nitro-
gen was used as the purge gas at a flow rate of 50mlmin~!. The
calorimeter was calibrated for baseline using no pans, for cell
constant and temperature using indium (melting point 156.61 °C,
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enthalpy of fusion 28.71]g1), and for heat capacity using sap-
phire standards. The degree of crystallinity was calculated using
the following equation:

_ AHp

© AHH (3)

Xc

where AHp, is the specific enthalpy of melting, and AHZ, is the
specific melting enthalpy for 100% crystalline PE or PP (288 and
209] g1, respectively) (Krupa and Luyt, 2001; Adem et al., 2005).

2.7. Scanning electron microscopy

PE and PP films, before and after grafting of GMA and anchor-
age of B-CD and HP-[3-CD, were swollen in water for 48 h at room
temperature, frozen by immersion in liquid nitrogen, fractured to
an adequate size, freeze-dried for 24 h and covered with Au. The
micrographs of the surface were obtained using a SEM at 20kV
(LEO-435VP Microsystems, Cambridge, UK).

2.8. Contact angle

Drop shape analysis system (Kriiss DSA 100, Germany) was
used to measure water/slab contact angle at room temperature
(25°C). All the slabs were dried under vacuum at 40°C for 1 day
before measurements. Water drops were deposited onto the PE,
PP and CD-functionalized slabs surface, and the measurement of
the contact angles was directly carried out, in triplicate, using a
microscope.

2.9. Friction coefficient

The friction coefficient of slabs was measured, in duplicate, at
25°Cusing a Rheolyst AR1000N rheometer (TA Instruments, Craw-
ley, UK) equipped with an AR2500 data analyzer and a Peltier plate.
The slabs were cut as disks (10 mm diameter) and glued (Loctite®
Super Glue-3, Henkel, Barcelona, Spain) to a 4 cm steel plate geom-
etry. 1 ml of water was put on the surface of the Peltier plate and the
geometry was moved towards the plate to an initial gap of 1.3 mm.
The experiment consisted of a conditioning step applying 5+ 0.01 N
normal force (W) for 15 min and a peak hold step with an angular
velocity of 0.05rads~! for other 15min (Gong et al., 1999). Since
the velocity changes with the distance from the center of the axis,
the obtained torque, T, is a total value over the velocity range from
0 to wR, where R is the radius of the disk. Thus, the total friction, F,
and the coefficient of friction, i, were determined as follows (Gong
et al, 1999):

4T

F=3z ()
F

ek (5)

2.10. Cytocompatibility

Pieces of 1.2 cm x 0.5 cm of surface-modified and non-modified
PP and PE films were immersed in phosphate buffer pH 7.4
and autoclaved. Then, the pieces were added to wells (24 wells
plates) containing Balb/3T3 clone A31 cells (200,000 cells per
well, 2 ml in Dulbecco’s modified eagle medium DMEM F12 HAM,
Sigma-Aldrich, USA) and kept in humidified incubator at 5% CO,
and 37 °C. After 24 h, aliquots (100 1) of medium were taken and
mixed with 100 pl of the reaction medium contained in the Cytox-
icity Detection KitPLUS (LDH, Roche). Blank (100 pl of medium),
negative (50 .l of cells and 50 .l of medium) and positive (50 .l
of cells and 50 .l of medium with 5 pl of lysis factor) controls were

also prepared. The plates were incubated 10 min at 15-25°C pro-
tected from light. 50 .l of stop solution were added to each well and
the absorbance at 490 nm immediately measured using an ELISA
reader.

The cytotoxicity was estimated as follows:

Absexp — AbSpegative control

Cytotoxicity (%) =
Abspositive control — Absnegative control

x100  (6)

2.11. Drug loading and release

Dried pieces of films (10-20 mg; 1 cm x 0.5 cm) were placed in
5ml of diclofenac sodium solution (0.5 mg ml~! in water) and kept
at 20°C protected from light for 48 h. The amount of diclofenac
sodium loaded by the films was calculated as the difference
between the initial and final concentrations in the surrounding
solution, from absorbance measurements at 276 nm (Agilent Tech-
nologies 8453, Germany). Then, the films were dried in an oven
at 40°C. Drug-loaded films (10-20mg) were transferred to test
tubes containing 1 ml of phosphate buffer pH 7.4. The experiments
were carried out without stirring under sink conditions. The vol-
ume of the medium was enough to cover the films and to make
the changes in UV-vis absorbance quantifiable. Samples of the
release medium were withdrawn at regular intervals (after being
gently hand-shaken to ensure a homogeneous concentration in the
medium) and returned to the vial immediately after measurement
of absorbance at 276 nm. After 48 h in the release medium, the
films were washed in water under stirring for 3 h at room temper-
ature. Finally, the films were dried at 40°C and then reloaded by
immersion in diclofenac sodium solution (1 mgml~1). The release
experiments were carried out as described above. All experiments
were made in triplicate.

3. Results and discussion
3.1. Grafting of GMA and functionalization with CDs

PE and PP surfaces were functionalized with CDs applying a two-
step procedure: (i) GMA was grafted onto the surface by means of
gamma radiation and (ii) the epoxy groups of GMA reacted with the
hydroxyl groups of CDs forming ether bonds (Fig. 1). Different from
the method proposed by Schofield et al. (2006) which involves the
use of pulsed plasma polymerization, we used gamma radiation for
the grafting polymerization of GMA.
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Fig. 1. Steps followed to functionalize PE and PP surfaces with cyclodextrins.
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Fig. 2. Yield of GMA grafting onto PE and PP films and slabs as function of reaction
time at 60°C.

When PE and PP are exposed to ionizing radiation in air, trapped
peroxy radicals are formed. The greater the radiation dose, the
higher the likelihood of creating radicals capable of serving as
reactive sites in the polymer structure. In a previous paper, the
effects of radiation dose and GMA concentration on the amount
of GMA grafted to PE were studied (Nava-Ortiz et al., 2009). For
a fix dose rate of 11.3kGyh~1, radiation doses between 50 and
200 kGy were adequate for the grafting of GMA. Furthermore, 20%
GMA was shown as the concentration that enables the highest yield
of grafting with the lowest loss by homopolymerization. Therefore,
100 kGy and 20% GMA were chosen to carry out the present work.
There was no cross-linking of PP or PE, nor of GMA chains, at this
radiation dose.

The time during which the preirradiated PE and PP films and
slabs were immersed in the GMA solution remarkably determined
the grafting yield (Fig. 2). The degree of grafting was higher for PE
than for PP, owing to the higher crystallinity of PP which makes the
copolymerization reaction more difficult. In the case of the films,
the grafting yield of GMA increased up to 4 h. Nevertheless, for the
slabs the grafting increased up to 14h and then leveled. Taking
into account the amount of monomers in the reaction ampoule,
the maximum amount of GMA that could be grafted would be
1170 wmol cm~2. Thus, the highest values plotted in Fig. 2 indi-
cate that the grafting efficiency was around 10%. This finding is
due to the fact that active species created during oxidative preir-
radiation were gradually consumed until they became exhausted.
Moreover, grafting onto the slab was controlled by the diffusion of
GMA solution through the layers of the grafted GMA, and thus the
slabs required more time than the films to reach a similar yield of
grafting. Due to different polarity and poor miscibility between the

CD {umoliem’}

0 20 40 60 80 100 120

CD fumolfem?)
feh ]
[

¢ ¢ 4 6 § 10 12 14 16 18
GMA (pmolicm®)

Fig. 3. Amount of 3-CD (open symbols) or HP-B-CD (full symbols) immobilized onto
PE-g-GMA (circles) and PP-g-GMA (triangles) films and slabs.

monomer solution and PP or PE; the grafting reaction mainly takes
place in surface.

Films and slabs of PE and PP with a yield of grafting ranging from
1 to 100 wmolcm~2 were prepared with the purpose of achiev-
ing various degrees of CD functionalization (Fig. 3). As expected,
the greater the content in epoxy groups, the greater the amount
of CD immobilized. For both grafted polymers (PE-g-GMA and PP-
g-GMA), the immobilization yield of 3-CD was higher than that of
HP--CD which is explained by the greater molecular size of this
derivative. A HP-3-CD molecule covers a greater surface than a 3-
CD one and, therefore, less HP-3-CD molecules were attached per
unit of surface. DMF improved the wettability of the hydrophobic
grafted polymers and, thereby, enhanced the reaction yield. After
the reaction, the films and slabs were extensively washed for the
complete removal of DMF. This is an important issue since the CD
cavities have to be empty to fully develop their complexation capa-
bility and, on the other hand, the leakage of DMF during clinical use
could cause cytotoxicity problems.

The ATR infrared spectrum of PE film (Fig. 4) exhibited signals at
2916 and 2848 cm~! due to symmetrical bending vibration of CH,
groups (Adem et al., 1998). Characteristic absorption bands of PP at
1375 and 1452 cm~! corresponded to symmetrical and asymmetri-
cal bending vibration of CH3 groups, respectively (Ramirez-Fuentes
et al., 2007). The spectra of PE-g-GMA and PP-g-GMA, compared
with that of PE and PP, showed additional absorbance bands due to
the ester carbonyl group (1725 and 1180cm~!) and to the epoxy
group (1256,900 and 845 cm~1). Moreover, the absence of the char-
acteristic absorption bands of unsaturated C=C group of the GMA
monomer (3140, 1640 and 940, 815 cm~1), clearly proved that graft
polymerization occurred (Kunita et al., 2005; Ao et al., 2007). Func-
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Fig. 4. FTIR-ATR spectra of PE-, PP-, GMA-grafted and CD-functionalized films.

tionalization of PE-g-GMA and PP-g-GMA with (3-CD and HP-3-CD
was confirmed by the appearance of a broad strong absorption band
at 3457 cm~! due to vibrational stretching of the —OH groups. The
decrease of the epoxy signals and the appearance of broad bands
in the 1100 and 1200 cm~! region (because the stretching of C-O
ether bonds) indicated that the CDs were indeed bonded to PE and
PP through ether bonds that resulted from the chemical reaction of
the GMA epoxy groups with some hydroxyl groups of the CDs.
Melting temperature (Ty,) and enthalpy (AHp) of unmodified,
GMA-grafted and CD-functionalized PE and PP are summarized in
Table 1. Since structural changes caused by grafting are more rele-
vant at the surface level and at a short length under the surface, thin
films (with a high surface-to-mass ratio) were chosen to evidence
the effect of such changes. The melting temperatures of pure PE and

Table 1

PP films were 108.8 and 164.7 °C, respectively, which is in agree-
ment with the values reported in literature (Pracella and Chionna,
2003; Ishihara et al., 2004). GMA-grafted and (3-CD-functionalized
films exhibited slightly lower Ty, but markedly smaller crystallinity
degree (X¢) than the parent polymers. This means that GMA grafting
caused some amorphization of PE and PP.

After grafting of GMA and functionalization with CDs, the thick-
ness of the films and slabs increased in a range from 100 to 200 m
and from 1 to 1.3 mm, respectively. As the film is very thin, the
contribution of the grafting to the final thickness is greater than
in the case of the slabs. SEM micrographs of the surface of pure
PE and PP, grafted polymers (PE-g-GMA and PP-g-GMA) and 3-CD-
and HP--CD-functionalized polymers are shown in Fig. 5. The sur-
face of PE and PP was smooth with no observable discontinuities.
At ~30 pmol cm~2 graft, the surface showed some discontinuities
for both grafted polymers, which may reflect the preferential graft-
ing of GMA onto the amorphous regions of the polymers. Similarly,
CD-functionalized films exhibited a discontinuous surface.

3.2. Wettability and friction coefficient

Both the wettability and friction coefficient determine the easi-
ness of insertion and removal of medical devices. This information
was only obtained with the thicker samples (slabs) due to method-
ological constrains that prevent an accurate test of the thin films.
Contact angle measurements of water droplets on PE and PP slabs
were carried out before and after functionalization with CDs. Water
was carefully dropped onto slabs and contact angles were quickly
measured before the beginning of the swelling. The water contact
angles of grafted PP and PE slabs ranged from 91° to 112° and from
112°to 120°, respectively (Table 2). These values are slightly greater
than those of the unmodified PP (104°) and PE (108°), meaning
that the grafting of GMA and the functionalization with CDs slightly
decreased the surface hydrophilicity.

The friction coefficients of the slabs were estimated using
rheometry, which is an advantageous approach compared to tri-
bometry mainly because of the greater sensitivity and the more
precise control of the temperature of the sample and of the liquid
trapped between the geometry and the solid surface (Peltier plate)
(Gong et al., 1999; Yafiez et al., 2008). The values of friction coeffi-
cient, i, against the Peltier plate (surface of chrome-plated copper)
ranged between 0.23 and 0.72 (Table 2). The greater values corre-
sponded to the slabs with a higher degree of functionalization. This
finding may correlate with the increase in surface roughness as the
grafting progresses, as observed in SEM images. Nevertheless, all
 values are in range of those recorded for commercially available
catheters (Katarzyna et al., 2008) and are similar to those found
for soft contact lenses (Yafiez et al., 2008) and synthetic articular
cartilage (Freeman et al., 2000). These results indicate that CD func-
tionalization did not cause detriments of practical relevance on the
wettability and sliding of PE and PP.

Melting temperature, melting enthalpy and degree of crystallinity (%) of PE (100 wm) and PP (50 wm) films before and after undergoing gamma irradiation for the grafting

of GMA and functionalization with 3-CD (n=2; error below 1%).

Film GMA (pmol cm=2) B-CD (pmolcm~2) 1m (C©) AHp (Jg™) Xc (%)
PE alone - - 108.8 97.2 33.8
PE-g-GMA 31 - 108.4 69.5 241
PE-g-GMA-3-CD 31 0.096 107.8 57.9 20.1
PE-g-GMA 56 - 108.6 63.8 221
PE-g-GMA-3-CD 56 0.100 107.9 52 18.1
PP alone - - 164.7 113 54
PP-g-GMA 29 - 160.4 96.4 46.1
PP-g-GMA-3-CD 29 0.197 161.3 78.5 37.5
PP-g-GMA 56 - 161.0 82.5 39.5
PP-g-GMA-3-CD 56 0.312 162.3 67.7 324
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Fig. 5. SEM images from free surface of PE-, PP-, GMA-grafted and CD-functionalized films.

Table 2
Contact angle and friction coefficient of PE and PP slabs before and after undergoing gamma irradiation for the grafting of GMA and functionalization with cyclodextrins
(n=3; error below 1%).

Slab GMA (pmol cm=2) CD (pmol cm—2) Contact angle (°) Friction coefficient
PP - - 104 0.33
PP-g-GMA-(3-CD 42 117 91 0.41
98 2.85 109 0.57
PP-g-GMA-HP-B-CD 28 0.80 112 0.57
91 2.60 95 0.64
PE - - 108 0.23
PE-g-GMA-3-CD 21 0.47 120 0.32
112 2.70 112 0.57
PE-g-GMA-HP-3-CD 35 0.78 116 0.34

112 1.83 115 0.72
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Table 3

Amount of GMA and cyclodextrin grafted onto PP films (50 wm thickness) and capability of uptake 3-methylbenzoic acid (3-MBA) (n = 3; error below 5%).

PP-g-GMA-3-CD PP-g-GMA-HP-3-CD

GMA B-CD 3-MBA CD/3-MBA GMA HP-3-CD 3-MBA CD/3-MBA

(pmol cm—2) (pmolcm—2) (pmolcm~—2) mole ratio (pmol-cm~2) (pmolcm—2) (pmolcm—2) mole ratio
7.7 0.045 0.062 0.714 7.7 0.014 0.153 0.094

14.1 0.080 0.057 1.407 14.8 0.058 0.180 0.319

211 0.119 0.104 1.137 24.6 0.114 0.241 0.472

28.1 0.206 0.130 1.593 29.5 0.144 0.237 0.607

38.0 0.276 0.214 1.292 38.0 0.165 0.211 0.783

56.3 0.426 0.211 2.020 56.3 0.264 0.246 1.072

98.5 0.734 0.247 2.970 98.5 0.433 0.298 1.457

Table 4
Amount of GMA and cyclodextrin grafted onto PE films (100 p.m thickness) and capability of uptake 3-methylbenzoic acid (3-MBA) (n=3; error below 5%).

PE-g-GMA-3CD PE-g-GMA-HPBCD

GMA 3-CD 3-MBA CD/3-MBA GMA HP-B3-CD 3-MBA CD/3-MBA

(pmol cm—2) (nmolcm~—2) (pmol cm—2) mole ratio (pmol cm—2) (nmolcm~—2) (pmol cm—2) mole ratio

14.1 0.047 0.081 0.581 15.5 0.013 0.083 0.152

21.1 0.081 0.125 0.646 23.2 0.041 0.080 0.511

29.5 0.097 0.111 0.875 29.5 0.049 0.062 0.792

35.2 0.079 0.094 0.840 36.6 0.077 0.072 1.065

55.6 0.176 0.097 1.822 55.6 0.133 0.055 2.425

68.2 0.201 0.101 1.992 67.5 0.179 0.056 3.195

78.1 0.233 0.098 2.386 78.8 0.207 0.079 2.633

3.3. Cytocompatibility

Although 3-CD and HP-3-CD are approved as pharmaceutical
excipients and are not expected to induce adverse reactions (Irie
and Uekama, 1997) and hydrogels with epoxy groups (such as those
of GMA) have a low toxicity (Lee et al., 1991), the cytocompati-
bility of the novel materials was tested to ensure that the steps
followed for the functionalization did not render toxic products.
The cytocompatibility studies were carried out following the direct
contact test of the ISO 10993-5:1999 standard, which enabled an
evaluation of the toxicity of both the modified PE and PP materi-
als themselves and of the substances that could have been leached
to the culture medium. Before the test, the films were immersed
in phosphate buffer pH 7.4 and autoclaved. The films withstood
this thermal treatment without breaking or undergoing changes in
their texture. Both starting films and CD-functionalized films were
found to be highly cytocompatible, with cell viability above 95%.

3.4. Content in functional CDs

The data shown in Tables 1 and 2 and Fig. 3 regarding the con-
tent in CD refer to the total amount of CDs on the surface of the films
and slabs, estimated as increases in weight. From the point of view
of the performance of the modified PE and PP materials as drug
delivery systems, a key parameter is the content in CDs which can
certainly host guest molecules. For this purpose, 3-MBA was used
as a probe with a high affinity for $-CD and HP-3-CD (Fundueanu
et al., 2003; Santos et al., 2008). The amount of 3-MBA sorbed, cor-
related with the content in 3-CD and HP-B3-CD (Tables 3 and 4),
although the increase in 3-MBA uptaken was smaller for the films
with higher CD grafting. The results obtained indicate that there is
some adsorption of 3-MBA onto the unmodified surface of PE and
PP, which is particularly evident at low degrees of grafting. There-
fore, as the functionalization with CD increases, 3-MBA can also
form inclusion complexes with the CD units, but steric hindrance
among CDs too close may also occur. Consequently, not all CDs are
capable of hosting 3-MBA. In general, the amounts up-taken were
higher for the CD-functionalized PP films, compared to the PE films.
This suggests a better arrangement of the CDs onto PP for forming
inclusion complexes.

3.5. Diclofenac loading and release

Unmodified PE and PP surfaces were not capable of loading
diclofenac and thus functionalization with CDs was needed to
promote drug uptake. When the CD-functionalized films were
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Fig. 6. Diclofenac loaded by CD-functionalized PP and PE films as a function of the
amount of GMA initially grafted. Loading solutions were 0.5 mg ml~' (black fills) and
1.0 mgml-! (white fills). Functionalization was carried out with 3-CD (no pattern)
and HP-B-CD (striped pattern).
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immersed in 0.5mgml-! diclofenac aqueous solutions, the drug
sorption was quite poor (Fig. 6), but an increase in the amount of
diclofenac loaded as a function of the degree of functionalization
was observed. Comparing the lowest functionalized films with the
most functionalized ones, the increase in diclofenac loaded was 10-
fold for PP functionalized with [3-CD, 20-fold for PP functionalized
with HP-3-CD, 5-fold for PE functionalized with 3-CD and 4-fold for
PE functionalized with HP-3-CD. These drug-loaded films released
the whole dose within 1 h when immersed in buffer phosphate pH
7.4.With the aim of increasing the amount of diclofenac loaded, in a
second set of experiments the films were immersed in 1.0 mg ml~!
drug solutions. As can be seen in Fig. 6, the higher the drug con-
centration in the loading solution, the greater the amount loaded.
In fact, a remarkable increase (several orders of magnitude in some
cases) was observed. This finding was not unexpected since loading
prompted by complex formation with CDs depends on the con-
centration of free drug in solution. The higher the number of drug
molecules available, the greater the shift of the equilibrium towards
complex formation (Uekama et al., 1994; Stella et al., 1999). It is
interesting to note that, as in the case of 3-MBA, a low degree of
functionalization is sufficient to enhance the capability of PE and
PP films to uptake diclofenac. Steric hindrance may be the reason
the films functionalized with greater amounts of CDs could not load
more diclofenac. In general, films functionalized with 3-CD loaded
more diclofenac than those with HP-3-CD, which confirms that the
yield of B-CD grafting was greater and reveals a more favorable
interaction of diclofenac with (3-CD. Furthermore, the drug-loaded
films sustained the delivery for 1 h (Figs. 7 and 8).

4. Conclusion

Gamma irradiation grafting of GMA onto PE and PP enabled
the surface functionalization of these polymers with CDs render-
ing novel materials with potential as components of medicated
medical devices. The functionalized materials maintain their bulk
properties as well as their wettability and friction coefficient, but
also exhibit the capability of CDs to form inclusion complexes.
Therefore, any drug able to be hosted by the CD cavities, such as
diclofenac, may be loaded by the CD-functionalized PE and PP.
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Polyethylene (PE) and polypropylene (PP) were functionalized at their surfaces with cyclodextrins (CDs)
in order to prevent the adhesion and proliferation of Candida albicans on medical devices made from
these polymers. The surface functionalization involved the grafting of glycidyl methacrylate (GMA) after
oxidative y-ray pre-irradiation, followed by the attachment of B-CD and HP-B-CD to PE-g-GMA and PP-g-
GMA surfaces. The yield of CD functionalization directly depended on the amount of GMA grafted. The
presence of CDs on the surface of the polymers did not compromise their cell compatibility, but remark-
ably changed their protein adsorption profile. In contrast to unmodified PE and PP that adsorb significant
amounts of fibrinogen (~0.047 mg cm~2) but not albumin, the CD-modified polyethers promoted the
adsorption of albumin (between 0.015 and 0.155 mg cm2) and reduced the adsorption of fibrinogen.
Furthermore, functionalization with CDs provided PE and PP with the capability to incorporate the
anti-fungal drug miconazole (up to 0.27 mg cm2), leading to reduced biofilm formation by C. albicans
in an in vitro biofilm model system. Overall, the results of the work indicate that the novel approach
for functionalization of PE and PP is potentially useful to reduce the likelihood of foreign body-related
infections.
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1. Introduction

Temporary or permanent insertion of medical devices has
become an essential part of modern medical care, playing an
important role in common diagnostic and therapeutic procedures
and in the management of critically ill patients [1]. Nevertheless,
infections associated with their use may compromise the perfor-
mance of the medical device and can lead to increased morbidity
and mortality [2]. The infections are caused by microorganisms
present on the medical device after sterilization and/or from con-
tact with the skin or mucosa of the patient at the moment of inser-
tion [3]. The surface of most polymers can be colonized by bacteria
and fungi, ultimately leading to biofilm formation. The microor-
ganisms attach to the surface, proliferate and produce an extracel-
lular matrix, resulting in the formation of a structured community.
Microbial cells residing in a biofilm (sessile cells) show marked
genotypic and phenotypic differences when compared with their
planktonic counterparts, including increased antimicrobial resis-
tance [4,5]. The proliferation of microorganisms can result in

* Corresponding author. Tel.: +34 981563100; fax: +34 981547148.
E-mail address: carmen.alvarez.lorenzo@usc.es (C. Alvarez-Lorenzo).

dissemination to other regions of the host body, provoking blood-
stream infections that are particularly dangerous in patients with a
compromised immune system [5-7]. Microorganisms within the
biofilms differ both in behavior and in phenotype from non-ad-
hered (planktonic) cells. Organisms encapsulated in the biofilm
grow more slowly than planktonic cells, probably because the
encapsulated ones have a decreased nutrient and oxygen supply
leading to a decreased metabolic rate and, as a consequence, to a
decreased antimicrobial susceptibility [8-10]. When host defense
mechanisms and systemic antibacterial chemotherapy are unable
to stop the infection, removal of the device is often required.
Nevertheless, in some cases removal/replacement of the implanted
device is associated with significant economical and quality of life
costs [1]. In order to reduce the number and/or impact of device-
related infections, prophylactic strategies leading to reduced
colonization and proliferation are required [1,4,11].

Most nosocomial infections related to the use of intravascular
devices, such as catheters and stents, are caused by coagulase-neg-
ative staphylococci (40%), Staphylococcus aureus (20%) and fungi,
particularly Candida albicans (10%) [12,13]. The fact that fungal
biofilm formation was only recently described [14] notably
hindered the development of approaches for preventing fungal
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colonization of medical devices [15]. Management of Candida
infection by catheter removal alone is insufficient, because of the
high risk of disseminated infections, and treatment of these infec-
tions often requires prolonged systemic use of antimicrobial agents
[1]. Inhibition of specific and non-specific interactions with micro-
organisms and release of antimicrobial substances from the bulk or
the surface of the medical device are considered the most promis-
ing preventive strategies [15-21]. The design of advanced materi-
als with properties carefully tailored for specific applications can
improve the performance of medical devices and reduce the risk
of infections [2,22].

The aim of the present work was to explore the potential of a
novel functionalization of polyethylene (PE) and polypropylene
(PP) surfaces with cyclodextrins (CDs) capable of forming inclusion
complexes with drugs active against C. albicans. PE and PP are
chemically inert polymers with highly versatile mechanical prop-
erties, which make them useful as components of a wide range
of medical devices (e.g., catheters, hernia meshes and sutures)
[23,24]. However, biofilms are very easily formed on PE and PP.
Surface functionalization with ions, grafted antibacterial polymers
or immobilized enzymes has been tested to overcome this draw-
back [25-27]. Recently, y-irradiation of PP has been shown to be
an efficient procedure for the grafting of pH- and temperature-
responsive polymers forming single or interpenetrating networks
that undergo phase transitions as a function of the microenviron-
mental conditions. The cross-linked smart brushes showed a
remarkable ability to retain vancomycin, to control the delivery
for several hours and to effectively prevent the development of
methicillin-resistant S. aureus biofilms [28,29]. The present work
focuses on CD functionalized PE and PP in order to benefit from
the capability of CDs to host anti-fungal agents, such as miconazole
(1-[2-(2,4-dichloro-benzyloxy)-2-(3,4-dichloro-phenyl)-ethyl]-
1H-imidazole), which is endowed with powerful activity against
dermatophytes and C. albicans [30]. Miconazole is practically
insoluble in water (<1 mg ml~!) and common liquid formulations
require the use of solubilizing agents, such as CDs, to achieve
sufficient bioavailability [31]. Catheters with miconazole and
rifampicin embedded in the matrix continuously releasing the
antimicrobial agents over a long period of time have previously
been shown to be effective in reducing the rates of microbial colo-
nization [32]. To minimize changes in the bulk properties of PE and
PP, functionalization with CDs was carried out on the surface. This
involved the grafting of glycidyl methacrylate (GMA) using y-irra-
diation as a first step. GMA bears an epoxide group that can subse-
quently react with the hydroxyl groups of CDs, with the formation
of stable covalent bonds [33]. The factors that determine the yield
of GMA grafting to PP and PE surfaces have been previously evalu-
ated [33]. Attachment of B-cyclodextrin (f-CD) and hydroxypropyl-
B-cyclodextrin (HP-B-CD) may enhance the loading of miconazole,
providing PE and PP with an anti-fungal surface while maintaining
their favorable mechanical properties. Additionally, surface func-
tionalization with B-CD and HP-B-CD may also inhibit specific
and non-specific interactions responsible for the initial adherence
of microorganisms. Physical coating with CDs has been shown to
increase the blood compatibility of poly(vinyl chloride) materials
owing to reduced adsorption of proteins [34]. Thus, the strategy
of functionalization with CDs may be suitable on two different
fronts (i) prevention of colonization through a modified adsorption
profile of host proteins; (ii) inhibition of proliferation through the
loading and release of miconazole. In the present work we first
investigated the stability constant of inclusion complexes of mico-
nazole nitrate with B-CD and HP-B-CD, since the information avail-
able on this topic is limited [35]. Secondly, the attachment of B-CD
and HP-B-CD to GMA-modified PE and PP surfaces was evaluated
and the mechanical properties and the tendency of the CD func-
tionalized surfaces to adsorb proteins were determined. Finally,

we quantified the miconazole loading capability and efficacy of
the modified materials against C. albicans biofilm formation. The
design of surfaces with various CD contents may offer relevant
information about the potential of the novel functionalized PE
and PP materials as medical devices endowed with anti-fungal
performance.

2. Materials and methods
2.1. Materials

PE (high density) and PP slabs of 1 mm thickness from Goodfel-
low (UK) were washed with methanol and dried in a vacuum oven
at 40 °C for 5 h. Glycidyl methacrylate (GMA) was analytical re-
agent grade from Aldrich Chemical Co., USA, and used without fur-
ther purification. p-CD and HP-B-CD (MS 5.6) were from Roquette
Laisa Espafia (Barcelona). Miconazole nitrate (99.9% purity) was
from Fagron Iberica, SAU (Spain). Bovine serum albumin (BSA)
and fibrinogen were from Sigma-Aldrich, USA. Ultrapure water
(resistivity >18.2 M cm) was obtained by reverse osmosis (MiliQ®,
Millipore, Spain). Analytical grade solvents such as methanol, ace-
tone and dimethylformamide were used as received.

2.2. Graft polymerization reaction

GMA was polymerized onto PE and PP slabs (1 x 4 cm) by
applying a pre-irradiation grafting technique. The pre-washed
and dried PE and PP slabs were exposed to a ®°Co gamma source
(Gamma-Beam 651-PT, Nordion Co., Canada) with an activity of
63,000 Ci, at a dose rate of 11.3kGy h™!, in the presence of air
at room temperature. The pre-irradiated samples (previously
weighed) were placed in glass ampoules containing 8 ml of 20%
GMA in 80 vol.% methanol in water. Methanol was used to improve
the miscibility of GMA with water. The ampoules were degassed by
repeated freeze-thaw cycles and vacuum sealed. They were then
heated in a water bath to 60 °C for 0.5-14 h. Grafted slabs were ex-
tracted in stirred methanol for 24 h in order to remove unreacted
monomers and the homopolymer. Then the PE-g-GMA and PP-g-
GMA slabs were dried under vacuum at 40 °C. The grafting yield
was calculated as follows:

Y (mg cm~2) = [(W, — W,)/surface area] (1)

where W, and W, represent the mass of the grafted and initial slabs,
respectively.

2.3. Immobilization of f-CD and HP-p-CD

B-CD and HP-B-CD reacted with GMA-modified PE and PP slabs
as previously reported [33]. Briefly, PE-g-GMA and PP-g-GMA slabs
were swollen in DMF and transferred to test tubes with 2 ml of
DMF and 8 ml of an aqueous solution of NaCl (0.5 M) with B-CD
or HP-B-CD (amount of CD equimolar to the GMA content of each
slab). The slabs were kept in the medium at 70 °C for 24 h under
stirring. The final product was successively extracted with hot
water, acetone and methanol, dried under vacuum at 40 °C and
weighed. The amount of grafted p-CD or HP-B-CD (pumol g~!) was
determined from the mass gain of the slab upon reaction, as
follows:

(Wep — Wy)

Yop =~ — "8/
P Wep - MWep

x 10° (2)
where Wy and W¢p represent the mass (g) of the slab before and
after attachment of CD, respectively, and MWp is the molecular
weight of the CD.
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2.4. Cytocompatibility

Cytocompatibility studies were carried out according to the di-
rect contact test of the ISO 10993-5:1999 standard. Pieces of mod-
ified and non-modified PP and PE films, 1.2 x 0.5 cm, were
immersed in USP phosphate buffer, pH 7.4 and autoclaved. Then
the pieces were added to wells (24-well plates) containing Balb/
3T3 clone A31 cells (200,000 cells well~!, 2 ml) in Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium (DMEM) F12 Ham (Sigma-Aldrich, USA) and
kept in a humidified incubator at 5% CO, and 37 °C. After 24 h ali-
quots of medium (100 pl) were taken and mixed with the reaction
medium (100 pl) provided with the Cytoxicity Detection Kit™Vs
(LDH, Roche). Blank (100 pl of medium), negative (50 pl of cells
and 50 pl of medium) and positive (50 pl of cells and 50 pl of med-
ium with 5 pl of lysis factor) controls were also prepared. The
plates were incubated for 10 min at 15-25 °C protected from light.
Stop solution (50 pl) was added to each well and the absorbance at
490 nm was immediately measured using an ELISA reader. The
cytotoxicity was calculated as follows:

Cytotoxicity (%) Absexp - Absnegative control

3)

Abspositive control — Absnegative control

2.5. Protein adsorption

CD functionalized and non-functionalized slabs were immersed
in freshly prepared aqueous solutions (10 ml) of BSA (25g1°!) or
fibrinogen (1 g1~') and kept protected from light. At certain time
intervals the absorbance of the medium was recorded at 278 nm
for BSA and 280 nm for fibrinogen (Agilent 8453, Germany).

2.6. Phase solubility studies

Miconazole nitrate was added in excess to B-CD or HP-B-CD
aqueous solutions (0.2-1.2% or 0.25-10% w/v, respectively). The
suspensions were shaken in a water bath at 37 °C for 7 days. Then
the non-solubilized drug was removed by filtration through
0.45 um Millipore® cellulose acetate membrane filters (Teknokro-
ma, Spain). The concentration of the dissolved drug was measured
by UV spectrophotometry (Agilent 8453, Germany) at 272 nm. The
apparent stability constant of the drug-CD complexes and the
complexation efficiency (CE) were calculated from the slope of
the plot drug solubility (mM) vs. B-CD or HP-B-CD concentration
(mM), and from the drug solubility in the absence of CD (Sp)
[36]:

_ slope
K1 = So(1 — slope) @)
_ slope
CE = 1 —slope ()

2.7. Miconazole loading studies

Dried B-CD or HP-B-CD modified slabs (400-500 mg) were
placed in vials containing 15 ml of saturated aqueous solution of
miconazole nitrate (~172mg1~!) for 72 h at 20 °C. The amount
of miconazole incorporated in the slabs was calculated as the dif-
ference between the initial and final concentrations in the sur-
rounding solution, from absorbance measurements at 272 nm
(Agilent 8453, Germany). Then the slabs were rinsed with water
to remove physically adsorbed miconazole and dried in an oven
at 40 °C.

2.8. Microbiological tests

Candida albicans SC5314 biofilms were grown on disks made of
CD functionalized slabs or silicone disks (which served as controls
for biofilm formation) in a flow system using six home-made stain-
less steel Modified Robbins Devices (MRDs) [37,38]. Four sterile
centrifugation tubes containing 10 ml of Sabouraud Dextrose Broth
(SDB) were inoculated with C. albicans and incubated for 17 h at
37 °C. The cells were harvested and washed three times with
5 ml of 0.9% (w/v) NaCl and the pellets were combined and resus-
pended in 5 ml of 0.9% (w/v) NaCl. Six bottles containing 99 ml of
0.9% (w/v) NaCl were inoculated with 1 ml of this suspension and
were connected to the MRDs. After introduction of the inoculated
solutions into the MRDs the latter were flipped over to improve
adhesion of the cells to the disks. Once the devices had filled with
the suspensions the tubing on the inlet and outlet sides was
clamped off and the remaining cell suspension in the tubing on
the inlet side was flushed out through a bypass. After 1 h the de-
vices were flipped back, the clamps were loosened and a pump
was started to allow a continuous flow of the growth medium,
i.e.,, 0.1x yeast nitrogen base (BD)+50 mM glucose. The biofilms
were allowed to develop on the disks for 24 h, after which the
pump was stopped and the plugs were removed. To enumerate
culturable cells in biofilms, plating was used. Disks with biofilms
were transferred to 10 ml of SDB and sessile cells were removed
from the silicone by three cycles of 30s sonication (Branson
3510, 42 kHz, 100 W, Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT,
USA) and 30 s vortex mixing. Using this procedure, all cells were
removed from the disks and clumps of cells were broken apart,
while the viability and culturability of C. albicans cells were not
affected by this treatment (data not shown). Viable but non-cultur-
able cells were not present in significant numbers in Candida bio-
films treated with miconazole nor in the control biofilms
(Coenye, unpublished data). Serial 10-fold dilutions of the resulting
cell suspensions were plated on SDA and plates were incubated for
24 h at 37°C, after which colonies were counted. The biofilm
experiments were performed on at least three disks of each mate-
rial. Independent samples t-tests were carried out using SPSS 15.0
software to determine whether differences were statistically
significant.

3. Results and discussion
3.1. CD functionalization of PE and PP surfaces

Several approaches to functionalize the surface of medical de-
vices with CDs have been described previously (i) thermofixation
of CD units on the surface of vascular polyester prostheses by
impregnation with an aqueous solution of CD, catalyst and citric
acid, roll squeezing and curing at 140-190 °C for a variable time
[39]; (ii) polymer blending by melting of mill rolls containing CDs
and poly(vinyl chloride) and compression at 150 °C for 5 min [34];
(iii) pulsed plasma polymerization to graft GMA onto inorganic sub-
strates or textiles [40,41]. The first two approaches have been shown
to be useful in enabling the loading of vancomycin and to reduce
adhesion of epithelial cells and proteins onto various polymers,
but have the drawback of requiring high temperatures, which may
alter the bulk properties of many polymers. Pulsed plasma polymer-
ization at present only allows low scale functionalization.

In the current study we applied y-irradiation to graft GMA to PE
and PP. Gamma ray irradiation is a well-known method for provid-
ing existing materials with new functionalities without using high
temperatures and can be implemented as a large scale process
[42]. Peroxide and hydroperoxide radicals were formed on the sur-
face of PE and PP when exposed to ionizing radiation in air. Imme-

Please cite this article in press as: Nava-Ortiz CAB et al. Cyclodextrin-functionalized biomaterials loaded with miconazole prevent Candida albicans biofilm
formation in vitro. Acta Biomater (2009), doi:10.1016/j.actbio.2009.10.039



http://dx.doi.org/10.1016/j.actbio.2009.10.039

4 C.A.B. Nava-Ortiz et al. /Acta Biomaterialia xxx (2009) XxX—Xxx

diate graft polymerization of the GMA monomers was then initi-
ated by thermal degradation of the peroxide and hydroperoxide
radicals when pre-irradiated PE and PP slabs were immersed in a
GMA monomer solution. Finally, 8-CD and HP-B-CD were immobi-
lized onto the PE-g-GMA and PP-g-GMA slabs by reaction with
GMA epoxy groups (Fig. 1). The greater the irradiation dose, the
higher the likelihood of creating radicals capable of serving as reac-
tive sites in the polymer structure. For a fixed dose rate of
11.3 kGy h™! irradiation doses between 50 and 200 kGy were ade-
quate for the grafting of GMA without damage to PE and PP. We
have previously shown that when using a relatively low concentra-
tion of GMA (20%) the undesirable process of GMA homopolymer-
ization was minimized [33] and that immersion for 1-12 h in GMA
achieved grafting yields of 10-100 umol cm~2 without a deleteri-
ous effect on the friction coefficient of PE and PP materials. There-
fore, a 100 kGy radiation dose and 20% GMA were chosen for the
functionalization of PE and PP. The properties of the prepared
GMA-grafted polymers are summarized in Table 1. The greater
the yield of GMA grafting, the higher the amount of CD attached
to PE and PP. In general, the GMA/CD molar ratio was between 5
and 8, which is in close agreement with the number of most reac-
tive hydroxyl groups (7) of B-CD and HP-B-CD. Nevertheless, the
amount of HP-B-CD attached per unit area was slightly lower than
that of B-CD, which can be attributed to the larger size of the for-
mer and, consequently, to the larger area occupied by each HP-B-
CD unit.

3.2. Cytocompatibility and protein adsorption

B-CD and HP-B-CD are approved as pharmaceutical excipients
and are not expected to induce adverse reactions [43]. Neverthe-
less, cytocompatibility studies were carried out to ensure that
the novel materials were not toxic themselves and did not release
toxic substances into the culture medium. Before the test the slabs
were immersed in USP phosphate buffer, pH 7.4 and autoclaved.
The ISO 10993-5:1999 direct contact test confirmed that CD func-
tionalized PE and PP are highly cytocompatible, with cell viability
>96% after 24 h in contact.

Host protein adsorption on the surface of biomaterials is consid-
ered a major factor contributing to their stability in the body, their
in vivo performance and their colonization by microorganisms
[44]. Serum and tissue proteins can promote or inhibit adhesion
of microorganism by either binding to the substrate or to the bac-
terial surface or alternatively by just being present in the liquid
medium during the adhesion process. Several studies have shown
that albumin adsorption on the material surface is beneficial since
it prevents platelet adhesion and the binding of microorganisms. In
contrast, adsorption of IgG and fibrinogen has detrimental effects
that include enhanced platelet adhesion and thrombus formation
and enhanced microbial adhesion. Hence the in vivo performance
of a material can be anticipated, to a certain extent, from the
in vitro adsorption levels of albumin, IgG and fibrinogen [1,45
,446]. The studies were carried out by immersion of unmodified
and CD modified PE and PP slabs in albumin or fibrinogen aqueous
solutions at concentrations close to the physiological ones. This
simplified approach enabled the direct quantification of protein
concentration in the aqueous medium by UV spectrophotometry.
The amounts of fibrinogen and albumin adsorbed on the slabs after
30 min are shown in Table 1 (similar values were obtained for 4 h
adsorption, data not shown). Fibrinogen was adsorbed onto
unmodified PE and PP, but not onto CD functionalized PE and PP.
In contrast, albumin was only adsorbed onto CD functionalized
PE and PP slabs. These results suggest that surface functionaliza-
tion with CDs may notably improve blood compatibility of PE
and PP, while minimizing adhesion of microorganisms. Neverthe-
less, these predictions should be confirmed using more in vivo
mimetic approaches.

3.3. Miconazole uptake and inhibition of C. albicans biofilm formation

The phase solubility diagrams for miconazole nitrate showed
that the solubility of this imidazole antimycotic drug in aqueous
medium at 37 °C increases as a function of the B-CD and HP-B-
CD concentration (0.2-1.2% and 0.25-10% w/v, respectively)
(Fig. 2). Solubility curves for miconazole nitrate were type Ap
(r* > 0.99), corresponding to 1:1 inclusion complexes. The apparent
affinity constant (K;.;) of the complexes of miconazole nitrate with

Fig. 1. Schematic overview of the grafting process of PP with GMA and the immobilization of B-CD onto PP-g-GMA.
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Table 1
Yields of GMA grafting, attachment of CDs onto PE and PP and amounts of fibrinogen and albumin adsorbed when immersed in aqueous protein solution for 30 min.
Polymer GMA (pmol cm—2) CD (pmol cm—2) Fibrinogen (pumol cm~2) Albumin (pmol cm~2)
PE 0 0 0.048 (0.005) n.d.
PP 0 0 0.046 (0.001) n.d.
PE-g-GMA-B-CD 3.1 0.47 n.d. 0.085 (0.017)
7.3 1.26 n.d. 0.102 (0.010)
11.2 2.09 n.d. 0.120 (0.003)
15.7 2.60 n.d. 0.155 (0.009)
PP-g-GMA-B-CD 2.0 0.63 n.d. 0.013 (0.001)
6.3 1.79 n.d. 0.015 (0.010)
9.0 2.07 n.d. 0.051 (0.028)
14.0 2.83 n.d. 0.102 (0.002)
PE-g-GMA-HP-B-CD 2.7 0.39 n.d. 0.047 (0.009)
438 0.78 nd. 0.056 (0.029)
9.8 1.16 n.d. 0.069 (0.013)
16.5 1.83 n.d. 0.139 (0.032)
PP-g-GMA-HP-B-CD 1.5 0.08 n.d. 0.094 (0.061)
4.2 0.70 n.d. 0.054 (0.026)
9.4 1.39 nd. 0.099 (0.037)
13.0 2.59 n.d. 0.060 (0.024)
n.d., not detected.
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Fig. 2. Phase solubility diagram of miconazole in p-CD and HP-B-CD aqueous
solutions at 37 °C.

B-CD (6065 M~') was larger than that obtained for HP-B-CD
(1017 M~1). Since the intercept of the phase solubility diagram dif-
fers from the intrinsic solubility of miconazole nitrate in water and
since this may cause an overestimation of Ky.; [36], the complexa-
tion efficiency (CE) can provide more reliable information. CE is the
molar ratio between the CD units forming complexes and the free
CD units and was 0.902 for B-CD and 0.361 for HP-B-CD. These
findings confirm that B-CD is a more efficient host for miconazole.

The amounts of miconazole loaded by the functionalized slabs
are shown in Fig. 3. There was a remarkable increase in the loading
achieved for the highest degree of CD functionalization tested.
The minimum inhibitory concentration (MIC) of miconazole
against Candida spp. has been reported to be 0.4-0.8 mgl1~' [31].
This means that a 1 cm? slab of PE-g-GMA-B-CD, PE-g-GMA-HP-
B-CD or PP-g-GMA-HP-B-CD can incorporate enough miconazole
to prevent the growth of Candida spp. in 500 ml of aqueous
medium.

Since it is difficult to asses from an in vitro release test if a
miconazole-loaded device can prevent C. albicans biofilm forma-
tion, the next step was to directly test such a capability through
a microbiological assay. C. albicans biofilms were allowed to form
on each disk for 24 h at 37 °C under flow conditions, using the

Fig. 3. Amount of miconazole loaded by immersion of CD functionalized PE-g-GMA
and PP-g-GMA in a drug saturated aqueous solution. Values shown for the CD
content are approximate; the true values are those reported in Table 1.

MRD biofilm model system [37,38]. C. albicans forms three-dimen-
sional structures of both yeast cells and filaments embedded in an
extracellular matrix on the silicon control discs [47]. A lower num-
ber of sessile C. albicans cells was recovered from the CD function-
alized PE/PP slabs that accumulated the highest amount of
miconazole, i.e., PE-g-GMA-B-CD, PE-g-GMA-HP-B-CD and PP-g-
GMA-HP-B-CD contained 96%, 97% and 87% fewer sessile cells than
the silicone controls (Fig. 4). These reductions were statistically
significant, with P values of 0.007, 0.003 and 0.005, respectively.
Our data clearly indicate that miconazole is released from the CD
cavities in the active form, resulting in a significant reduction in
C. albicans biofilm formation.

4. Conclusions

CD functionalization of PE and PP using y-irradiation and graft-
ing of GMA resulted in two main beneficial features for the prophy-
laxis of infections associated with medical devices (i) promotion of
adsorption of albumin and hindrance of fibrinogen deposition,
which may enhance blood compatibility and reduce microbial
adhesion; (ii) loading of drugs as complexes with CDs that prevent
the development of microbial biofilms. The functionalization does
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Fig. 4. Number of sessile C. albicans cells (log CFU per disk, mean * standard
deviation) recovered from various disks containing varying amounts of miconazole
following biofilm formation in the MRD. Materials: PE-g-GMA-B-CD (O), PE-g-
GMA-HP-3-CD (®), PP-g-GMA-B-CD (OJ), PP-g-GMA-HP-B-CD (M) and silicone
control without miconazole ().

not alter the bulk properties of PE and PP or compromise their
cytocompatibility.
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Appendix A. Figures with essential colour discrimination

Certain figures in this article, particularly Figure 3, is difficult to
interpret in black and white. The full colour images can be found in
the on-line version, at doi:10.1016/j.actbio.2009.10.039.
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