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Introduccion

El uso de catéteres intravasculares y otros dispositivos médicos encierra el riesgo
de que se produzcan infecciones hospitalarias; aumentando la morbilidad,

mortalidad y costos médicos asociados (Zhang, et al., 2011).

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y otros Staphylococcus
coagulasa negativa son los microorganismos mas comunmente involucrados en
este tipo de infecciones debido a su capacidad de adherencia y formacion de
biopeliculas en la superficie de catéteres (Pascual, et al., 2011), ademas de que

suelen estar presentes en la piel y las mucosas.

La susceptibilidad de las bacterias dentro de una biopelicula (sésiles) decrece entre
100 y 1000 veces con respecto a las bacterias que no forman parte de ésta
(plancténicas), haciendo necesaria la administracion de altas dosis de antibioticos,

lo que implica un riesgo de que se produzcan reacciones adversas.

Una estrategia para prevenir la formacion de biopeliculas sin administrar altas dosis
de farmacos antimicrobianos es la incorporacion de éstos al dispositivo médico
(Ruiz, et al., 2008).

La vancomicina es uno de los antibiéticos de eleccion frente a infecciones
provocadas por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Nailor, 2011), por lo que
su incorporacion a catéteres y otros productos sanitarios puede prevenir la

incidencia de infecciones nosocomiales.

Los polimeros sensibles a estimulos han atraido especial atencion como
componentes de sistemas que imitan algunos mecanismos de respuesta de las
macromoléculas biolégicas a cambios en su entorno (Tian, 2012), y encuentran

interesantes aplicaciones en el ambito de la liberacidén controlada de farmacos.

Se ha observado que el poli(acido acrilico), el cual es un polimero sensible al pH,
tiene la capacidad de liberar farmacos de forma controlada a pH neutro (Ramirez,
2008; Khare, 1993), que puede ser util en un dispositivo que se encuentra en

contacto con la sangre (pH 7.4).
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Por otro lado, el hule de silicona (SR) es un material muy usado en dispositivos
meédicos debido a su alta flexibilidad y buena biocompatibilidad; si este polimero es
injertado con poli(acido acrilico) se puede obtener un material funcionalizado capaz

de liberar antibidtico de forma controlada.

La sintesis de copolimeros de injerto usando radiacion gamma ha demostrado ser
un proceso sencillo que no requiere la adicién de iniciadores quimicos (Mufoz,
2012; Ramirez, 2007).

El objetivo de este trabajo fue sintetizar y caracterizar un copolimero de injerto SR-
g-AAc usando radiacion gamma y evaluar su capacidad para cargar y ceder

vancomicina de forma controlada.



g Facultad de Quimica | UNAM

Indice
ANTECEABNIES. ... .o e et re e 1
2001 14T (oSSR PSRRI 1
(O T 1 0% Tox o] o ISP PR 2
COPOIIMEIOS ...ttt bbb e bbbt ne b 4
Sintesis de copolimeros de INJEItO ........c.ccviieiieiiieese e 5
RAIACION GAMMA ....eiiiiiie ettt bbb 8
Sistemas de liberacion controlada de fArmMaCOS..........ccovveveiiiiiicieeee e 10
Mecanismos de sistemas de liberacion controlada. ...........ccocovevviiiiiiieiiienc e, 11
Sistemas controlados Por difUSION...........coviiiiiiireie e 12
Sistemas activados por un diSOIVENTE .........cc.ecveiviii i 12
Sistemas controlados qUIMICAMENTE...........cciiiiiirieere e 13
Sistemas de liberacion Modulada ............cccoeiiiiiiiieie e 14
Polimeros sensibles @ eStIMUIOS .........covoiiiiiiiiiiie e 15
Polimeros Sensibles al PH.........cooiiii s 16
X [0 (oI Tox 1 T SRRSO 17
EST 1 1T ] - SRR 18
F N g o] £ o] =T T LSS 19
VW ANCOMICINA .ttt sttt ettt st e et e e s e e s et e besbenbesreane e 19
ODJEEIVOS ..t 20
(@] o= LY oo =T o T=] - | SRS 20
ODjJEtIVOS PATICUIAIES. ... .eivieiieiieieie ettt be e ne e 20
Desarrollo eXperiMental ..o 21
Sintesis del copolimero de INJerto SR-g-PAAC. .....cceoieiieieee e 21
Método de preirradiaCion OXIdatiVa. .........cccereiiiieiee s 21
Influencia de la dosis en el porcentaje de INJErO........ccceevveieeviiicceece e 22
Influencia de la temperatura de reaccion en el porcentaje de injerto. ...........ccoceveveenne. 23
Influencia del tiempo de reaccion en el porcentaje de iNJerto. .......ccccceeveevvevevieeieenns 24
Influencia de la concentracion de mondmero en el porcentaje de injerto. ................... 24
Caracterizacion del copolimero de INJErtO.........cooveirierireie e 25
Calorimetria diferencial de barrido (DSC) ........ccceviiiiieeiece e 25
Analisis termogravimeétriCco (TGA) ..o 25
Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) ......cccccocvevvviveennn. 26
HINChamiento lMITE .......eeiiieece e 26
Determinacion del PH CrItICO .......coiiiici e e 27
Microscopio electrOniCo de DArTidO .........cocoveiiiiiiiiie e 29



g Facultad de Quimica | UNAM

Carga y cesion de farmacos antimicrobianos: vanCcomicina............ccccoeeeveveieseeseennnn, 29
Carga de VANCOMICING .....ccuviuieieieieiesie sttt sn bbb eneas 29
Liberacion de 1a VanCOMICING.........ciuiiiiiiriiiisiieeee e e 32

ReSUtadOS Y AISCUSION. ..o 33

Sintesis del cOpOlMEro de INJEITO. .......cceiiriiirieee s 33
Influencia de la dosis de irradiacion en el porcentaje de injerto. ..........cccvvveveiieeieenns 35
Influencia de la temperatura de reaccion en el porcentaje de injerto. ..........c.ccoceevruenes 36
Influencia del tiempo de reaccion en el porcentaje de INJerto. .......ccoccvvveevvereciieseenens 38
Influencia de la concentracién de mondémero en el porcentaje de injerto. ................... 39

Caracterizacion del copolimero SR-G-PAAC.......cccoiiiriiiiieeee e 41
Calorimetria diferencial de Darrido...........cocoviiiiiieiii e 41
ANALISIS tErMOGraVIMELriCO .......ceiveieririeiieiie e e 42
Espectroscopia infrarroja (FTIR).......cccveiioiiiicie e 43
HINChamiento lMItE .........cooviiiiceecec e 45
Determinacion del PH CIItICO .......oivveiici e e 46
Microscopio electronico de DArrid0.........cocovieieiiiiis s 48

Carga y cesion de farmacos antimicrobianos: Vancomicina. ..........ccccceveverevesesiesnenen, 49
(OF: 1o T Wo [V Z T g olo] .o 101 1o - SRR 49
Liberacion de VanCOMICING. .......c.ccuerueiieeie ettt ns 50

CONCIUSIONES. ...ttt sttt be s e e re et e be b e neeabeene e 53
T (=T (=T L= 1 OSSR 54

-V -



g Facultad de Quimica | UNAM

Antecedentes

Polimeros

Los polimeros son macromoléculas formadas a partir de la unién covalente de un
gran numero de moléculas mucho mas pequefas (Odian, 2004). Estas moléculas
son llamadas monomeros y reaccionan entre si a través de un proceso llamado
polimerizacién. Para ello requieren tener una funcionalidad mayor o igual a 2, es

decir, ser capaces de formar al menos 2 enlaces (Youngy Lovell, 2011).

La arquitectura que pueden presentar los polimeros es muy variada y determina sus
propiedades finales. Por citar algunos ejemplos, existen polimeros lineales, ciclicos,
ramificados y reticulados (Fig. 1), de modo que los polimeros lineales son aquellos
en los que las unidades monomeéricas se unen una tras otra formando cadenas, los
ramificados tienen cadenas secundarias que se unen a una principal en ciertos
puntos de union y las redes son estructuras tridimensionales en las cuales las

cadenas se interconectan a otras a través de puntos de union.

Lineal R Ciclico @
Ramificado \< /g

Entrecruzado
(red)

Fig. 1. Diferentes tipos de morfologia de polimeros.
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Como se mencion6 anteriormente, la estructura que tenga el polimero afectara las
propiedades del mismo. Por ejemplo, cuantas mas ramificaciones posea un
polimero su cristalinidad sera menor, pues no podra empaquetarse tan facilmente
como un polimero lineal. En el caso de polimeros en red, cuando el
entrecruzamiento es ligero se tendran propiedades elasticas y a mayor

entrecruzamiento se tendra mayor rigidez y alta estabilidad dimensional.

Basta con citar al polietileno para ilustrar lo anterior, el cual en su estructura lineal
tiene un punto de fusién 20 °C por arriba del ramificado y su cristalinidad y densidad

también son mayores (Carraher, 1995). (Tabla 1)

Tabla 1. Tipos de polietileno comercial

Tipo de polietileno | Estructura Punto de | Cristalinidad | Densidad
general fusion (°C) (%) (g cm®)
Polietileno de baja | Ramificado ~115 ~ 50 0.92-0.94

densidad (LDPE)

Polietileno de alta | Lineal con poca | ~ 135 90 0.95
densidad (HDPE) | ramificacion

Clasificacién
Los polimeros pueden ser clasificados de diferentes maneras.
Segun su origen se clasifican como:

a) Polimeros naturales, que son aquellos materiales de alto peso molecular que
provienen de plantas, microorganismos o animales (Ngwuluka et al., 2014),

como celulosa, seda y lana.
b) Polimeros sintéticos como plasticos, adhesivos, entre otros.

Segun su estructura Carothers (1929) fue el primero en dividirlos como:

-2-



>

a)

Facultad de Quimica | UNAM

Polimeros de adicién: Aquellos en los que la unidad repetida del polimero
contiene los mismos atomos que el monomero. Ejemplos de éstos son

aquellos polimeros formados por mondmeros vinilicos.

Polimeros de condensacion: La unidad repetida tiene menos atomos que el
mondmero debido a la eliminacion de alguna pequefa molécula durante la
sintesis o las unidades repetidas estan unidas por grupos funcionales como

éster, amidas, etcétera.

Segun el mecanismo de polimerizacion:

a)

Polimerizacién por pasos: Los grupos funcionales del mondmero van
reaccionando entre si formando primero dimeros, trimeros, etc. EIl monémero
desaparece rapidamente del medio de reaccion pero sélo hasta el final se

obtienen cadenas de alto peso molecular.

Polimerizacién por reaccion en cadena: Una especie reactiva; la cual puede
ser un anioén, catién o radical libre, es formada por un iniciador. Esta se une
al monoémero abriendo un enlace 11, formando un nuevo centro reactivo el
cual reacciona con otra molécula propagando el sitio reactivo hasta que se
den reacciones de terminacidén por combinacion o desproporcion. Por este
proceso se obtienen cadenas de alto peso molecular desde el inicio hasta el
final de la reaccion y la cantidad de mondmero disminuye paulatinamente

durante la reaccién.

Segun su comportamiento térmico:

a)

b)

Termoplasticos (cristalinos y amorfos): Pueden ser polimeros lineales o
ramificados, los cuales tienen la capacidad de fluir y ser moldeados al
calentarse. Aquellos considerados como cristalinos se pueden caracterizar
por su punto de fusién (Tm) y los amorfos por su temperatura de transicion
vitrea (Tg4). Ejemplos de éstos son polietilenos, polipropilenos, poliuretanos,

entre otros.

Elastomeros: Son polimeros en red de bajo entrecruzamiento, los cuales

pueden ser deformados tras aplicar una fuerza y recuperar su forma original

-3-
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posteriormente. No tienen punto de fusidén y son insolubles pero capaces de

hinchar. Dentro de esta clasificacion se encuentran los cauchos.

c) Termoestables: Son redes poliméricas con alto grado de entrecruzamiento,
razon por la cual son rigidos y no fluyen tras la aplicaciéon de calor. Pueden
sufrir degradacion si se someten a altas temperaturas. Como ejemplos estan

las resinas poliéster, resinas viniléster, entre otras.

Esta ultima clasificacion es la mas aceptada y se basa en la termodependencia de

las propiedades de los polimeros (Besednjak, 2005).
Copolimeros

Un copolimero es un polimero que contiene dos unidades repetidas diferentes y el
proceso mediante el cual se sintetiza se llama copolimerizacion. Aquellos polimeros
que contienen una sola unidad repetida son llamados homopolimeros para

distinguirlos de los anteriores.
Existen en general cuatro tipos de copolimeros como se expone a continuacion:
-Copolimeros al azar (Random o estadisticos)

Es un copolimero donde los diferentes mondémeros se distribuyen a lo largo de la

cadena de forma aleatoria o siguiendo algin modelo estadistico respectivamente:

ABAABAAABBBABABBBABAABABBBABABAABABAABABABBABABAABBABB

-Copolimeros alternados

Contienen las dos unidades monomeéricas de forma equimolar en alguna distribucién

alternada regular.

ABABABABABABABABABABABABABABABABABABABABABABABABABABA
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-Copolimeros en bloque

Es un copolimero lineal con una o mas secuencias ininterrumpidas de cada

monoémero.

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAABBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB

-Copolimeros de injerto

Es un polimero ramificado en el que las ramificaciones tienen una estructura

quimica diferente a la de la cadena principal.

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB

Estos dos ultimos tipos de copolimeros (En bloque y de injerto) no son sintetizados
por polimerizacion simultanea de los dos mondmeros si no por otro tipo de

reacciones y poseen las propiedades caracteristicas de cada homopolimero.

En el caso de los copolimeros estadisticos, random y alternados las propiedades
resultantes son un intermedio de los correspondientes homopolimeros, lo cual no

siempre es posible lograr con una simple mezcla de los mismos (Young, 2011).

Sintesis de copolimeros de injerto

La mayoria de los métodos utilizados para la sintesis de copolimeros de injerto
consisten en la formacion de sitios activos en un polimero existente, ya sean
radicales libres o grupos reactivos, los cuales reaccionan por alguno de los

siguientes procesos quimicos (Chapiro, 1962):

Polimerizacién por adicion de un monodmero vinilico iniciada por un polimero

activado.
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2) Combinacion de dos radicales libres poliméricos
3) Policondensacion de un mondmero en un grupo reactivo del polimero

4) La condensacion de dos polimeros ambos conteniendo los grupos reactivos

necesarios.

Los métodos de injerto usando radiacion ionizante (como la radiacion gamma) estan
basados en la formacion de sitios activos, como radicales libres, de acuerdo a los

procesos 1)y 2).
Método directo.

Este método consiste en irradiar el polimero a injertar en presencia del mondémero
(ya sea puro o en un disolvente) bajo una atmosfera inerte (sin oxigeno), teniendo

como producto copolimero de injerto o en bloque (Fig. 2).

R S e

B Homopolimero

A Copolimero de
injerto

Fig. 2. Formacion de copolimero de injerto por método directo.

Como se puede observar, tras la irradiacion se forman radicales libres, los cuales

reaccionan con el monémero del medio favoreciendo su polimerizacion.

Dependiendo de si el polimero utilizado sea propenso a entrecruzarse o a
degradarse debido a la radiacién ionizante se formara predominantemente

copolimero de injerto o en bloque respectivamente.

Las variables que influyen en este método son dosis de irradiacion y concentracion

del monémero.
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Para disminuir la formacion de homopolimero se pueden usar concentraciones

bajas del mondémero.
Preirradiaciéon oxidativa.

Este método consiste en irradiar una matriz polimérica en presencia de aire. En una
atmdsfera con oxigeno, tras la generacién de radicales libres, se da la formacion de

peroxidos e hidroperoxidos.

La polimerizacidn ocurre por descomposicion térmica de los iniciadores; pues los
peréxidos sufren una ruptura homolitica debido a la aplicacién de calor, formando
radicales libres que reaccionan con el monémero en atmaésfera inerte. En este caso,
el paso determinante de la reaccion es la homdlisis, pues la adicién del radical

primario al monémero ocurre mucho mas rapido (Figs. 3y 4).

Calor % .
ir/ A g
o A A A
A j;L’\ A A
g Calur 3 o E,
0, 0— — 1 2

00w D o

Fig. 3. Formacion de perdxidos en la matriz polimérica por método de preirradiacion

oxidativa.
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Copolimero de

A A injerto
0, 5 Calor é ~nB
A 2 E—DDH - o > OB
o £ o
2 T
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A

}L\
Calor

A
. —nB %

. ~2 OH —= 2 o0o- B—H
B

[
[ Wb

Homopolimero

Fig. 4. Formacion de hidroperoxidos en la matriz polimérica por método de preirradiacion

oxidativa.

Las variables que intervienen en este método son la dosis de irradiacion,

concentracion de monoémero, temperatura y tiempo de reaccion.

Radiacion gamma
La radiacion ionizante es capaz de modificar las propiedades fisicas y quimicas de
los materiales irradiados y es usada en la esterilizacion de productos farmacéuticos

y alimenticios asi como en procesos de polimerizacion y entrecruzamiento (Drobny,
2012).

La radiacion gamma es radiacion electromagnética de alta energia emitida por

nuclidos excitados de atomos inestables al decaer (Navarrete, 1993).
La ionizacion de la materia se da por tres principales mecanismos:
Efecto fotoeléctrico.

Tiene lugar cuando se trata de radiaciones electromagnéticas de baja energia
(<60keV). El rayo gamma incide en las capas electrénicas mas internas (de menor
energia), el electron es expulsado del &tomo y el fotdn pierde toda su energia. Como
consecuencia, un electron de nivel energético mayor ocupa el lugar vacio y la
diferencia de energia es expulsada como rayos X, efecto al cual se le llama Auger.
Si esta diferencia de energia es transferida a otro electron en una 6rbita cercana al

nucleo y es lanzado del 4tomo se le llama electrén Auger.

-8-
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Efecto Compton

Este efecto predomina para energias de rayos gamma entre 60 keV y 1.5 MeV. El
rayo colisiona contra un electrén de una capa externa lanzandolo fuera del nucleo.
Su energia no es absorbida completamente, desvia su trayectoria y puede colisionar
otra vez con otro electron y asi sucesivamente hasta tener la energia para

absorberse por efecto fotoeléctrico.
Produccion de pares.

Este fendmeno ocurre cuando la energia del rayo gamma incidente es muy alta
(igual o mayor a 1.02 MeV, la energia de dos masas de electrén), al ser absorbido
por la materia produce dos particulas 3, una positiva y otra negativa. La particula
negativa causa ionizacion y la positiva interacciona con un electrén aniquilando el

par produciendo esta ocasion 2 rayos y de 0.51 MeV cada uno.

Una de las fuentes de radiacién gamma mas usadas para propoésitos industriales es

el Cobalto 60, cuyo esquema de decaimiento se muestra a continuacién (Fig. 5):

59CO
5.272 a 0.31 MeV B~ 99.88% soNi
(excitado)
0.12%
1.48 MeV B~ 1.1732 MeV y

1.3325 MeV y

60 1
28 N I (estable)

Fig. 5 Esquema de decaimiento del °Co.

El cobalto decae predominantemente por la emision de particulas  de 0.313 MeV
resultando °Ni excitado, el cual pierde energia hasta su forma estable emitiendo
fotones y con energias de 1.173 y 1.333 MeV respectivamente (Woods, 1994).

-9-
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Los polimeros se pueden clasificar dependiendo de su respuesta a la radiacion
ionizante, como polimeros que en general tienden al entrecruzamiento o a la

escision de cadena.

Esto depende de su estructura; en general, aquellos polimeros cuya unidad

monomeérica contiene al menos un hidrégeno alfa tienden a sufrir entrecruzamiento.

Sistemas de liberacién controlada de farmacos

El objetivo de cualquier sistema de administracion de medicamentos es que el
principio activo llegue al sitio de accion requerido, en una concentracién terapéutica

y por el tiempo que sea necesario.

Lo anterior puede resultar problematico en el caso de farmacos con un margen
terapéutico estrecho, en los cuales el nivel minimo efectivo y nivel de toxicidad estan
muy cercanos entre si (Remington, 2000), por esta razén se han desarrollado
sistemas de liberacion controlada, que son capaces de mantener la concentracion
de farmaco entre estos dos niveles a partir de una unica dosis y liberarla de forma

continua en un tiempo determinado (Saez et al., 2001).

Algunos perfiles de liberacidn controlada tipicos se muestran en la Fig. 6 (Bajpai, et
al., 2008).

-10 -
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Fig. 6. Ejemplos de cinéticas de cesién de farmaco a partir de sistemas de liberaciéon

controlada
Perfil I: Liberacion retardada convencional pero no a velocidad constante.

Perfil Il: Liberacion a velocidad constante (orden cero). La concentracion de farmaco

en la sangre se mantiene a un nivel terapéutico éptimo.

Perfil Ill: Liberacion retardada seguida de una liberacion constante del principio

activo.
Perfil IV: Liberacion retardada seguido por una rapida liberacién pulsatil.
Perfil V: Multiples pulsos en periodos especificos de tiempo.

Mecanismos de sistemas de liberacion controlada.

En los sistemas de liberacion controlada, la cinética de liberacion depende de la
solubilidad del principio activo en la membrana o matriz polimérica, solubilidad en el
medio (acuoso), difusién a través de la matriz 0 membrana, difusién a través del
medio, grosor de la membrana o matriz, coeficiente de difusion del disolvente (agua)

a través del polimero y grosor de la capa de difusiéon hidrodinamica (Razem, 2008).

Estos sistemas pueden ser clasificados de acuerdo al mecanismo que controla su

liberacion como sigue (Bajpai et al., 2008):

-11 -
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Sistemas controlados por difusion:

a) Reservorio (sistemas de membrana)

Son sistemas en los cuales hay un nucleo que contiene el principio activo (puede
estar disuelto o en suspensién) rodeado por una membrana polimérica permeable.
El gradiente de concentraciéon a ambos lados de la membrana determina que la
liberacion se produzca de acuerdo con un proceso de difusién que sigue la primera

ley de Fick.
b) Matriz (sistemas monoliticos)

En estos sistemas, el farmaco esta uniformemente disperso en el polimero. Tienen
un comportamiento de liberacion de primer orden (la velocidad de liberacion decrece
con el tiempo). Esto se debe a un incremento en el recorrido de difusién hacia afuera

de la matriz. La difusion sigue la segunda ley de Fick.
Sistemas activados por un disolvente:

En estos sistemas la liberacidon es controlada por la penetracién de un disolvente

via 6smosis o0 via hinchamiento (Saez et al., 2001).
a) Sistemas controlados por hinchamiento

Son sistemas monoliticos, en los cuales el farmaco se encuentra embebido en un

polimero hidréfilo que se hincha en medio acuoso sin disolverse.

Cuando estos polimeros entran en contacto con un disolvente termodinamicamente
compatible, las cadenas poliméricas se relajan. Esto sucede cuando la temperatura
de transicion vitrea se encuentra por debajo de la temperatura experimental. En el
medio de liberacion, las moléculas de agua hidratan la superficie del sistema
monolitico y se forma un frente de polimero hinchado que rodea al polimero no
solvatado. La presencia del disolvente en la fase vitrea provoca una transicion hacia
el estado elastomérico. ElI farmaco disuelto difunde hacia la capa externa de

polimero que se encuentra hinchado.
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En el caso de sistemas en los que la temperatura de transicion vitrea esta por debajo
de la temperatura experimental, el polimero se encontrara en estado elastomérico

y se observara una difusién Fickiana.

Cuando esto no es asi, las cadenas poliméricas no tendran suficiente movilidad para

la penetracion del disolvente y se tendra una difusion anémala o no Fickiana.

Para la liberacion de hasta el 60% del farmaco a través de una malla elastomérica,

se puede emplear la siguiente ecuacién (Peppas, 2000):
Mt/M- = kt",

Donde Mt y M- se refieren a la cantidad de farmaco liberado al tiempo t y al equilibrio
respectivamente, n es el exponente difusional relacionado al mecanismo de

liberacion y k es una constante de proporcionalidad.

Cuando n = "% la liberacién del farmaco sigue un mecanismo Fickiano y cuando n=
1 la velocidad de liberacion es constante e independiente del tiempo, es decir, de

orden cero.
b) Sistemas controlados osmoéticamente

Son sistemas que contienen un nucleo de farmaco rodeado por una membrana
polimérica selectiva al agua (semipermeable). La entrada de agua en el sistema
facilita la disolucién del farmaco y de sustancias osmoéticas, que incrementan la
presion osmotica en el interior del sistema, lo que a su vez determina que penetre
mas agua. Dado que el sistema tiene una flexibilidad limitada, el farmaco disuelto
abandona el sistema, a través de un pequeno orificio, a una velocidad igual a la de

entrada del agua.
Sistemas controlados quimicamente:

En estos sistemas la liberacion se da en medio acuoso por alguno de los siguientes

mecanismos:

1) Biodegradacion paulatina del polimero que forma la matriz que contiene al

farmaco.
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2) Biodegradacion de enlaces inestables a través de los cuales esta acoplado

el principio activo.
Se clasifican como:
a) Sistemas bioerosionables o biodegradables:

El polimero se erosiona debido a la presencia de enlaces susceptibles al ataque
enzimatico o a hidrdlisis. Conforme se da este proceso, el principio activo es liberado

al medio.
b) Sistemas con cadenas laterales:

En estos sistemas el farmaco esta quimicamente unido al polimero a través de
enlaces susceptibles a hidrdlisis o ataque enzimatico, tras lo cual el principio activo

es liberado. La liberacién esta controlada por la velocidad de hidrélisis.

Sistemas de liberacion modulada:
En estos sistemas, la liberacion del principio activo es controlada por estimulos
externos como temperatura, pH, fuerza ibnica, campo eléctrico, radiacion

electromagnética entre otros.

La mayoria de los dispositivos de liberacidon controlada actuan por una combinacion

de los mecanismos antes dichos (Fig. 7).
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Fig. 7. Tipos de sistemas de liberacion controlada. A. Si
matriz. C. Liberacion controlada por hinchamiento. D. Li

stema reservorio. B. Sistema
beracion controlada por erosion.

E. Liberacion controlada quimicamente. (Saez et al. 2001)

Polimeros sensibles a estimulos

Los polimeros sensibles a estimulos, también llamados polimeros inteligentes, son

aquellos que presentan un cambio abrupto en sus

pequefas variaciones fisicas o quimicas del medio

La Tabla 2 es una lista de estimulos a los cuales

polimeros (Hoffman, 2013).
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Tabla 2. Estimulos a los que pueden responder los polimeros inteligentes.

Estimulos del medio

Fisicos Temperatura, fuerza idnica, solventes, radiacion (UV-
visible), campo eléctrico, estrés mecanico, alta presion,

campo magnético.

Quimicos pH, iones especificos, agentes quimicos.

Bioquimicos enzimas, ligandos afines.

Estos polimeros pueden ser combinados con moléculas bioactivas como proteinas,
acidos nucleicos, moléculas organicas pequenas como farmacos, carbohidratos

entre otros, que pueden conferirles diversas aplicaciones.

Las areas en las que ha habido mayor cantidad de aplicaciones biomédicas de los
polimeros inteligentes son la liberacion de farmacos, superficies de cultivos

celulares y el diagnéstico.
Polimeros sensibles al pH

El cuerpo humano exhibe variaciones de pH a lo largo del tracto gastrointestinal asi
como en tejidos especificos, areas tumorales y compartimentos celulares, lo cual
hace a este tipo de polimeros (junto con los sensibles a la temperatura) de gran

importancia para aplicaciones biomédicas.

Se pueden definir como polielectrolitos que contienen en su estructura grupos
acidos o basicos débiles, los cuales aceptan o liberan protones en respuesta a un
cambio en el pH del medio. Cuando se manipulan las cargas del polimero; ya sea
por el pH, fuerza idnica o tipo de contraiones; las fuerzas de repulsion electrostaticas
crean un incremento en el volumen hidrodinamico del polimero. (Reyes-Ortega,
2014).
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Un polimero sensible al pH tendra un mayor hinchamiento cuando el pH externo
aumenta, en el caso de aquellos que contienen grupos acidos débiles; pero su

hinchamiento sera menor en el caso de aquellos con grupos basicos.

Por otro lado, cuando la fuerza iénica de la solucién aumenta, el polimero puede
intercambiar iones con la solucion. Al hacer esto mantiene la neutralidad de carga y
el aumento en la concentracion de contraiones libres dentro del polimero provoca
un aumento en la diferencia de presion osmatica entre el polimero y la solucion,
causando su hinchamiento. Sin embargo, cuando la fuerza i6nica es muy grande (1-
10M) éste se colapsa, pues la diferencia de presidn osmatica sera menor (Bajpai et
al., 2008).

Se han desarrollado sistemas de liberacion controlada de farmacos usando
copolimeros de acido acrilico y acido metacrilico, observandose que la rapidez
inicial de liberacién depende del pH y fuerza iénica del medio y que son capaces de

liberar el farmaco a pH neutro (Khare y Peppas, 1993).

Acido acrilico

El acido acrilico (Fig. 8) es el acido carboxilico insaturado mas pequeno. Es una
molécula polar de gran interés industrial debido al uso de sus polimeros como

floculantes y dispersantes, asi como las sales de sodio como materiales super

absorbentes en productos como pafiales y toallas higiénicas femeninas.

/\’,/DH
Q
Acido acrilico
CzH 04
PM = 72.06

Fig. 8. Estructura del acido acrilico.

También se ha usado con propédsitos de investigacion aprovechando su caracter
acido y facilidad de polimerizacion para crear hidrogeles (Ende y Peppas, 1997),
redes interpenetrantes (Ruiz et al., 2007) o copolimeros de injerto (Ruiz et al., 2008)

-17 -



g Facultad de Quimica | UNAM

sensibles al pH con diversas aplicaciones biomédicas, asi como su polaridad para
lograr la dispersién de polimeros hidréfobos en agua mediante su injerto (Changqgiao
et al., 2014).

A temperatura ambiente es un liquido incoloro de olor acre muy soluble en agua,
pKa de 4.35 y punto de ebullicion de 141 °C a 1 atmdsfera de presion y puede

polimerizar por exposicion a la luz (BASF, n.d.).
Silicona

Aquellos polimeros compuestos por un esqueleto de (-Si-O-) con dos radicales
organicos monovalentes unidos a cada atomo de Si son llamados siliconas (Fig. 9).

La unidad repetida (-Si-O-) es llamada enlace siloxano.

CHj

—Si—0—

CH;
Dimetilsiloxano
Fig. 9. Estructura de la unidad repetida del dimetilsiloxano.

Los polimeros de silicona han sido usados por décadas como biomateriales en la
practica clinica en dispositivos como catéteres, drenajes, pequenos implantes de

articulaciones e implantes estéticos (Henstock, 2015).

Ha habido un importante interés en copolimeros de silicona o redes de silicona
modificada, debido a la interesante combinacién de propiedades ofrecidas por éstos
materiales, como alta flexibilidad, baja temperatura de transicion vitrea (Tg ~ -
120°C), estabilidad térmica y oxidativa, alta permeabilidad a gases, propiedades

dieléctricas excelentes y buena biocompatibilidad (Yilgor, 2014).

Se ha observado que la silicona tiene buena resistencia a la radiacion gamma, sin
embargo, a dosis por encima de 200 kGy, el material sufre dafio significativo (Huang
et al., 2001).
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Antimicrobianos

Los antimicrobianos o antibiéticos son sustancias producidas por microorganismos
(bacterias, hongos), modificaciones quimicas de éstas o sintéticos que poseen
accion toéxica selectiva sobre estructuras o funciones de otros microorganismos.
Pueden ser bacteriostaticos si inhiben su crecimiento o bactericidas si ejercen

accion letal (Goodman, 2003; Fernandez et al., 1994).
Vancomicina

La vancomicina (Fig. 10) es un glucopéptido producido por Streptococcus orientalis
con una masa molecular de aproximadamente 1500 Da, es usada para el
tratamiento de infecciones graves por bacterias Gram-positivas, especialmente de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

DHDH

HNCH,
A0
HC 0o

Fig. 10. Estructura de la vancomicina.

Inhibe la sintesis de la pared celular, uniéndose a la porcién D-alanil-D-alanina de
los péptidos precursores, de manera que se inhiben las reacciones de
polimerizacion y transpeptidacion. Esto impide el entrecruzamiento del
peptidoglicano de la pared celular, que ocurre durante la segunda fase de la sintesis
de pared celular (Nailor, 2011).
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Objetivos

Objetivo general.

Sintetizar un nuevo biomaterial polimérico de injerto por medio de radiacién
gamma a partir de silicona y acido acrilico para potencial aplicacion como

sistema de liberacion controlada de farmacos antimicrobianos

Objetivos particulares.

Sintetizar el copolimero de injerto SR-g-AAc por el método de preirradiacion

oxidativa.

Evaluar el efecto de la dosis de irradiacion, temperatura, concentracion del

monomero y tiempo de reaccidn en el porcentaje de injerto.

Caracterizar el copolimero de injerto por espectroscopia de infrarrojo (FT-IR),

calorimetria diferencial de barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA).

Determinar el tiempo de hinchamiento limite del copolimero de injerto en

medio acuoso.
Determinar el pH critico mediante su hinchamiento con respecto al pH.

Estudiar la carga y cesion de vancomicina en el biomaterial sintetizado a

diferentes porcentajes de injerto.
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Desarrollo experimental

Sintesis del copolimero de injerto SR-g-pAAcC.
Método de preirradiacion oxidativa.

Se utilizé hule de silicona (SR) de 1 mm de espesor marca Goodfellow. Se cortaron
laminas de 2.5 cm x 1 cm, las cuales se lavaron en etanol 3 veces durante 3 h en
agitacion constante y se secaron en estufa de vacio toda la noche. Posteriormente

se registro el peso.
El acido acrilico marca Aldrich se destilé al vacio antes de usar.
Se utilizé tolueno marca Baker como disolvente.

Las muestras se irradiaron en presencia de oxigeno en un irradiador gamma con
fuentes de %9Co, Gammabeam 651 PT (GB 651PT) ubicado en el Instituto de
Ciencias Nucleares de la UNAM (Fig. 11) a una razon de dosis (I) de 9.90 kGy h-"
al 12 de agosto del 2014.

lapones delaventila | | i Ve'ﬂ?ﬂgiﬁié’:ceso

Filtro de ventilacion de la
camara de irradiacion

Control del sistema neumatico
del movimiento de las fuentes

Concreto

Fuente de Cs-137, protecddn y
verificadon de personal 6.5m
’ Fuente de Co-60
- i £
Laberinto de acceso S 1,—== e

4.nv1°"~@.,_l 4m I :

Consola de control - piscina de agua para blindaje 5 ¢ diametro

Fig. 11 Esquema del Irradiador Gammabeam 651 PT ubicado en el ICN.
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Para calcular la razon de dosis, de acuerdo al tiempo de vida media del ®°Co de 5.24

anos, se tomod en cuenta que después de 15 dias,
[ =0.9945 o

Después de la irradiacién, se colocaron las peliculas de silicona en ampolletas de
vidrio. Se les afiadi6 7 mL de una mezcla de acido acrilico con tolueno,
posteriormente se desgasificaron en una linea de vacio para eliminar el oxigeno,
pues éste inhibe la reaccion de polimerizacion. Para ello, se congelaron en nitrégeno
liquido y se dej6é abierta la llave de vacio durante 5-10 min, después se
descongelaron sumergiéndolas en agua (llave de vacio cerrada) y se repitio el
proceso 4 veces en total. Tras la eliminacion del oxigeno proveniente del aire, se
sellaron las ampolletas con calor y se dejaron en bafio maria para permitir la

formacion de injerto a una temperatura y tiempo de reaccion controlada.

Después de la reaccion, las peliculas injertadas se lavaron en etanol 3 veces
durante 3 h en agitacion constante. Posteriormente se secaron en estufa de vacio y

se registro el peso final.
Para calcular el porcentaje de injerto (Yg) formado se utilizo la siguiente relacion:
Ygq (%) = 100[(Wg — Wo)/ Wo]

Donde Wg y Wo son los pesos de las peliculas injertadas y sin injertar,

respectivamente.

Se realizo el siguiente disefio experimental para determinar la influencia de la dosis
de irradiacion, concentracion de monoémero, temperatura y tiempo de reaccion de la

formacion del copolimero de injerto.
Influencia de la dosis en el porcentaje de injerto.

Se siguio el procedimiento descrito anteriormente, variando la dosis de irradiacion y
bajo las siguientes condiciones de concentracién, temperatura y tiempo de reaccién
(Tabla 3):
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Tabla 3. Condiciones experimentales para evaluar el efecto de la dosis.

Dosis Concentracion Tiempo
(kGy) AAc / tolueno [%] Temperatura (°C) | (min)
20
40
60 50 60 180
80
100

Influencia de la temperatura de reaccion en el porcentaje de injerto.

La dosis de irradiacion fue de 40 kGy para todas las peliculas, usando una
concentracion de AAc 50% v/v, con un tiempo de reaccion de 180 min pero variando

la temperatura de acuerdo a la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones experimentales para evaluar el efecto de la temperatura.

Dosis Concentracion Tiempo
(kGy) AAc / tolueno [%] (min) Temperatura (°C)
50
40 50 180 i
70
80
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Influencia del tiempo de reaccion en el porcentaje de injerto.

La dosis de irradiacion fue de 40 kGy para todas las peliculas, usando una
concentracion de AAc 50% v/v, con una temperatura de 60 °C pero variando el

tiempo de reaccion de acuerdo a la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones experimentales para evaluar el efecto del tiempo de reaccion.

Dosis Concentracion Tiempo
(kGy) AAc / tolueno [%] Temperatura (°C) (min)
30
60
40 50 60 "
120
150
180

Influencia de la concentracion de monémero en el porcentaje de injerto.
La dosis de irradiacion fue de 40 kGy para todas las peliculas, con una temperatura

de 60 °C, tiempo de reaccion de 180 min pero variando la concentracion del

monomero de acuerdo a la Tabla 6.
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Tabla 6. Condiciones experimentales para evaluar el efecto de la concentracion.

Dosis Tiempo Concentracién

(kGy) Temperatura (°C) | (min) AAc / tolueno [%]

30

40

45

40 60 180 50

60

70

80

Caracterizacion del copolimero de injerto
Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se utilizé un equipo de analisis diferencial de barrido TA Instruments, ubicado en el

laboratorio de macromoléculas del Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM.

Para determinar las transiciones de fase del material se evaluaron muestras de
poli(acido acrilico), hule de silicona y 3 muestras del material sintetizado SR-g-AAc

con diferentes porcentajes de injerto (15, 66 y 166%).

Se tomaron muestras de entre 5y 10 mg. El analisis se llevé a cabo a una velocidad
de calentamiento de 10 °C min' en atmosfera de nitrogeno partiendo de

temperatura ambiente hasta 350 °C.
Analisis termogravimétrico (TGA)

Se utilizé un equipo de analisis termogravimétrico Q50, TA Instruments, ubicado en

el laboratorio de macromoléculas del Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM.
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Para analizar la estabilidad térmica del material se evaluaron muestras de poli(acido
acrilico), hule de silicona y 3 muestras del material sintetizado SR-g-AAc con

diferentes porcentajes de injerto (15, 66 y 166%).

Las muestras a analizar se secaron en estufa durante al menos 24 h para asegurar

la eliminacion de agua u otro disolvente presente.

Se tomaron muestras de entre 5y 10 mg. El analisis se llevé a cabo a una velocidad
de calentamiento de 10 °C min"' bajo atmdsfera de nitrégeno, partiendo de

temperatura ambiente hasta 800 °C.
Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Se utilizé un espectrometro por transformada de Fourier marca Perkin-EImer modelo
Spectrum One, acoplado con un accesorio de reflectancia total atenuada con punta
diamante (FTIR-ATR) ubicado en el Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM.

Las muestras a analizar se secaron en estufa durante al menos 24h para asegurar

la eliminacion de agua u otro disolvente presente.

Se analizaron muestras de poli(acido acrilico), hule de silicona y 3 muestras del

material sintetizado SR-g-AAc con diferentes porcentajes de injerto (15, 66 y 166%).
Se realizaron 16 barridos en un rango de nimero de onda de 650 a 4000 cm-'.
Hinchamiento limite

Para la determinacion del tiempo de hinchamiento limite, se secaron en estufa de
vacio una muestra de silicona y tres muestras de SR-g-AAc de diferentes

porcentajes de injerto (13, 30 y 51%) y se registraron los pesos iniciales.

Las muestras se sumergieron en agua para iniciar el hinchamiento y se monitore6
su peso en funcion del tiempo, secandolas cuidadosamente con papel absorbente
para retirar el agua de la superficie. Las mediciones se hicieron cada 15 minutos
durante los primeros 90 minutos de la medicion, posteriormente cada 30 minutos
hasta las 4 h y posteriormente se midié cada hora por un total de 9 h, hasta que el

peso se mantuviera constante. Se registro el peso al dia siguiente para corroborar
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que se habia alcanzado el maximo hinchamiento, el cual no cambio

significativamente a las 24 h.
El porcentaje de hinchamiento se obtuvo con la siguiente relacion:
Hinchamiento (%) = 100 ((Ws —Wa) / Ws)

Donde W:s es el peso del material hinchado a un tiempo determinado y W4 es el peso

del material seco (peso inicial).
Determinacion del pH critico

Para la determinacion del pH critico se prepararon soluciones buffer en un rango de

pH de 2 a 11 a partir de dos soluciones:
Solucién I:

e Acido bérico 0.2M

e Acido citrico 0.05M
Solucién ll:

e NasPOs4- 12 H20 Ortofosfato trisddico 0.1M

Los buffers se prepararon de acuerdo a la Tabla 7.
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Tabla 7. Preparacion de las soluciones buffer usadas para determinar el pH critico.

pH Solucion | (mL) Solucion Il (mL)
2 195 5
3 176 24
4 155 45
4.5 144 56
5 134 66
5.5 126 74
6 118 82
6.5 109 91
7 99 101
7.5 92 108
8 85 115
9 69 131
10 54 146
11 44 156

Se ajustd el pH con ayuda de un pHmetro HI4212 marca Hanna Instruments de
Ag/AgCl.

Las muestras del material injertado se dejaron hinchar en pH 11 por 24 h, después
de lo cual se registré su peso, retirando cuidadosamente el agua de la superficie
con papel absorbente. Posteriormente se dejaron en el buffer de pH 10 por 24 h'y

asi hasta el buffer pH 2 registrando en cada ocasion el peso obtenido.
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Microscopio electrénico de barrido

Muestras (1 x 1 cm) de hule de silicona sin modificar y de laminas denominadas
CS40, 8CSLV y CS45, se introdujeron en agua Milli-Q durante 24 horas. A
continuacion, se congelaron por inmersion en nitrégeno liquido y se liofilizaron. Una
vez secas, las laminas se cortaron transversalmente utilizando un bisturi. Los
fragmentos se montaron en soportes cilindricos, se sombrearon con oro y se
observaron mediante microscopia electronica de barrido (FESEM Ultra Plus, Zeiss,
Alemania) a diferentes aumentos (100, 200 y 500X).

Cargay cesion de farmacos antimicrobianos: vancomicina.

Carga de vancomicina

Para la carga de vancomicina en el copolimero SR-g-AAc se escogieron peliculas
de 15, 24 y 35% de injerto. No se utilizaron peliculas de mayor injerto debido a su

rigidez, lo cual las hace poco practicas para el fin deseado.
Se utilizé vancomicina HCI de Fagron (Colombia). Se usé como se recibid.

Se realizdé una curva patron de vancomicina para poder determinar su concentracion
en un espectrofotdmetro UV-Vis marca Analytikjena ubicado en el Laboratorio de

Macromoléculas del Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM.

Para ello, se prepararon disoluciones de vancomicina entre 0.500 y 0.025 mgmL-"

de concentracién, usando diluciones a partir de una solucion madre.

Se usaron celdas de cuarzo de 1 cm de longitud, se utilizé6 agua como blanco y a
partir de la disolucion 0.025 mg mL-" se hizo un barrido espectral para determinar la
longitud de onda de maxima absorcion, la cual fue de 281 nm.

Se midi6 la absorbancia para todas las disoluciones a 281 nm de acuerdo a la Tabla
8.
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Tabla 8. Curva patrén de la vancomicina.

Concentracion de vancomicina (mg mL-") Absorbancia a 281 nm
0.025 0.1155
0.05 0.2333
0.1 0.4549
0.2 0.9216
0.25 1.1395
0.5 2.2493

De acuerdo a la ley de Lambert y Beer:
A =abC

Donde A es la absorbancia, a es el coeficiente de extincidn, b es la longitud de la

celda y C es la concentracién de vancomicina.
Para este ensayo se obtuvo la siguiente relacion:
A =(4.5236 cm™” mg' mL)(1 cm) C [mg mL™"] R?= 0.9998

Despejando C, se puede conocer la concentracion en mg mL™" de cualquier muestra

a partir de la Absorbancia.

Las muestras seleccionadas se cortaron en cuadros de alrededor de 0.2 g (tres
cuadros por cada porcentaje de injerto como repeticién) y se enjuagaron bajo
agitacion magnética en etanol, agua, buffer de fosfatos pH 7.4 y agua por 24 h cada

ocasion.

Se dejaron secar en estufa de vacio por 24 h, tras lo cual se pesaron, se midi6 el
largo y ancho de cada una con un vernier, se calcul6 el area y se colocaron por
separado en frascos lavados y etiquetados color ambar, pues debido a que la
vancomicina es fotosensible, se debe evitar su contacto con la luz. Se hizo lo mismo

para una muestra de silicona virgen (Tabla 9).
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Tabla 9. Peso y area de las muestras utilizadas para el ensayo de carga y cesion de

vancomicina.

% Injerto | Medicién Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Peso (g) 0.186 0177 0.184
15% Largo (mm) 12.700 12.140 13.050
Ancho (mm) 11.220 11.540 11.090
Area (cm?) 2.850 2.802 2.894
Peso (g) 0.243 0.206 0.189
24% Largo (mm) 17.840 13.030 12.390
Ancho (mm) 11.530 13.110 12.450
Area (cm?) 4114 3.416 3.08510
Peso (g) 0.215 0.195 0.18730
35% Largo (mm) 15.44 14.180 13.080
Ancho (mm) 11.26 11.030 11.070
Area (cm?) 3.477 3.128 2.896
Peso (g) 0.224 0.207 0.228
Silicona | Largo (mm) 17.640 17.220 17.340
virgen I cho (mm) 10.660 9.960 10.740
Area (cm?) 3.761 3.430 3.725

Para la carga de vancomicina se preparé una disoluciéon de 0.3 mg mL" de

vancomicina y se anadieron 20 mL de ésta disolucion a cada frasco. Los frascos se
dejaron con agitacion magnética, protegidos de la luz y se monitore6 la disminucién

de la concentracion de vancomicina del medio, hasta llegar a un valor constante

(hasta las 72 h).
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Liberacion de la vancomicina

Para llevar a cabo el estudio de liberacién de vancomicina, las muestras cargadas
se enjuagaron un poco con agua para retirar el farmaco fisicamente adsorbido en
las paredes y se dejaron secar en estufa de vacio por 48 h para asegurar la

eliminacion de agua.

Este estudio se llevo a cabo en una solucién buffer de fosfatos de pH 7.4 el cual

corresponde al pH de la sangre.

Para preparar el buffer se tomaron 50 mL de una disolucién de fosfato monobasico
de potasio 1My 34.7 mL de una disolucién de NaOH 1M previamente preparadas y
se afor6 a 200 mL. Esta disolucion concentrada se guardd en refrigeracion y se

diluyé 1 a 5 antes de ser utilizada. Se ajusté elpHa 7.4

Se hizo una curva patrén igual a la anterior usando buffer como blanco para

asegurar que no hubiera variaciéon o interferencias.

A las muestras secas se les afadié 20 mL de solucién buffer de fosfatos, se dejaron
en agitacion magnética, protegidas de la luz y se monitoreé el aumento de la
concentracion de vancomicina en el medio con respecto al tiempo, hasta 123 h que

se observo una concentracion constante.
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Resultados y discusion.

Sintesis del copolimero de injerto.

La radiacion gamma incidente en las peliculas de silicona provoca la excitacion de
las moléculas y posterior formacién de radicales libres por efecto Compton, ya sea
en un enlace Si-CHs o un enlace C-H de algun metilo. Estos radicales libres, en
presencia de aire, reaccionan con el oxigeno; dando lugar a la formacion de

peréxidos e hidroperoxidos (Fig. 12).
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Hy( —Si- = ===~ e TR
| Cof® -
CHy Ly CH; e CHs 0] CHs
[ | [ radiacion gamma | | |
"'Sli_U_Sli_ﬂ'_?i"—"' S e == =5 — 0 —8i—0—5i- - -
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Fig 12. Formacion de peréxidos e hidroperdxidos en hule de silicona. Imagen tomada de
(Segura y Burillo 2013)

La reaccién de copolimerizacién de injerto tiene lugar cuando la muestra es
calentada en presencia del monémero (acido acrilico) en un disolvente (tolueno) y

en ausencia de oxigeno.

El calor provoca la ruptura homolitica de los perdxidos e hidroperoxidos de la
silicona irradiada, dando lugar a la formacién de un macrorradical, el cual puede
reaccionar con algun monémero del medio, produciendo el primer radical de la

cadena (Fig 13).
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HO o HO O

Fig. 13. Iniciacion de la reaccion de polimerizacion. Los radicales formados tras la ruptura

homolitica de los perdxidos reaccionan con el grupo vinilico del acido acrilico.

La reaccion continua por un proceso llamado propagacion, el cual consiste en la
adicion sucesiva de cientos o miles de mondémeros a la cadena en crecimiento (Fig.
14).

OH

OH
R R R.
-“O \ + \_\_ H‘D ' D G ' D
» —
—
HO 0 HO 8] HO ] HO O

Fig 14. Propagacion del centro reactivo durante la reaccion de polimerizacion.

La reacciéon puede terminar por combinacidn de los radicales libres o por

desproporcion (Fig. 15).
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Fig. 15. Terminacion de la polimerizacién por A) Combinaciéon o B) Desproporcion.

Mientas los radicales RO- permiten la iniciacion de la reaccion de injerto, los
radicales hidroxilo HO- presentes en el medio son los responsables de la formacién
de homopolimero, el cual hasta cierto punto es un producto indeseable, pues puede

mermar la eficiencia de injerto.

El oxigeno actua como inhibidor de la polimerizacidn, por esta razon es necesaria
su eliminacion, pues compite con el monémero al reaccionar con los radicales en

formacion.

Influencia de la dosis de irradiacion en el porcentaje de injerto.

Como se puede observar en la Fig. 16, en un rango de 20 a 100 kGy, el porcentaje
de injerto aumenta con respecto a la dosis. Esto es debido a que a mayor exposicion
a la radiacién gamma, se formaran mas peroxidos e hidroperoxidos en la matriz, los
cuales funcionaran como sitios reactivos en donde se podra injertar el poli(acido

acrilico).
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Fig. 16. Porcentaje de Injerto con respecto a la dosis de irradiacion.

De acuerdo a la literatura (Li, et al. 1999) a dosis mayores a 120 kGy, las peliculas
de silicona irradiadas en presencia de oxigeno alcanzan un limite de saturacion de
peroxidos, lo cual puede provocar un comportamiento asintotico por encima de esta
dosis en la curva, pues no se crearan mas sitios reactivos que den lugar a la
formacidn de injerto. Por otro lado, a dosis altas se podrian favorecer reacciones de

degradacion tras la ruptura del enlace siloxano.

Influencia de la temperatura de reaccion en el porcentaje de injerto.

Se puede apreciar (Fig. 17) que, conforme se aumenta la temperatura, el porcentaje

de injerto es mayor, esto se debe a que la descomposicion térmica de los peréxidos
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e hidroperoxidos se da mas rapidamente y es éste el paso determinante en la

reaccion.
400
300 -
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Fig. 17. Porcentaje de Injerto con respecto a la temperatura

Por otro lado, a una mayor temperatura, la energia cinética del medio es mayor,

facilitando la colisidon de las especies y reaccion de las mismas.

Por debajo de los 50 °C no se observa un porcentaje de injerto considerable formado
durante las 3 h de reaccion, es posible que se requiera mucho mas tiempo para que
haya suficiente formacion de radicales libres que puedan reaccionar con el
monomero o que la energia no sea suficiente para romper el enlace peroxido. Por

otro lado, el rendimiento aumenté considerablemente entre los 70 y 80 °C.

A una temperatura de 80 °C se observa un porcentaje de injerto superior al 350%,

lo cual puede ser senal de la presencia de cadenas muy largas de poli(acido acrilico)
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injertadas en la matriz, es posible que tras la formacién del homopolimero, éste haya

reaccionado con las cadenas crecientes de injerto.

La descomposicién de los perdxidos e hidroperéxidos de la matriz a una cierta
temperatura con respecto al tiempo hace necesario almacenar la silicona irradiada
a bajas temperaturas y no se debe dejar pasar mucho tiempo entre la exposicion a
la radiacibn gamma vy la reaccién de copolimerizacion, pues esto podria resultar en

un menor rendimiento.

Influencia del tiempo de reacciéon en el porcentaje de injerto.

Conforme transcurre el tiempo de reaccién (Fig. 18), el porcentaje de injerto
aumenta, siendo mas veloz por encima de los 120 minutos. Es en éste lapso de
tiempo cuando el medio de reaccion comienza a verse mas turbio y viscoso, lo cual

puede relacionarse con la formacion de homopolimero.

El homopolimero formado en el medio puede ser capaz de incrementar mas
rapidamente el porcentaje de injerto, debido a que éste puede reaccionar con las
cadenas crecientes por combinacion (una de las posibles reacciones de

terminacion).

La curva tendera a una constante cuando ya no haya mas radicales libres en el
medio (por combinacién o desproporcion) o cuando ya no haya mondmero suficiente
en el medio para seguir reaccionando, tras lo cual se dé la terminacion de la

reaccion.
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Fig. 18. Porcentaje de Injerto con respecto al tiempo de reaccion.

El tiempo de reaccion esta relacionado con la temperatura en el contexto de que
ésta ultima es la que impone la velocidad de reaccion, pues dependiendo de qué
tan rapido se dé la descomposicién térmica del iniciador, sera la velocidad con la

que se injertara el acido acrilico en la matriz.

Influencia de la concentracién de mondmero en el porcentaje de injerto.

El porcentaje de injerto aumenta conforme la concentracion de monémero, como se

muestra en Fig 19.

A mayor concentracién, habra mas mondémero disponible para reaccionar con la

matriz, de forma que si la concentracion es muy baja, la probabilidad de colision
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entre las moléculas y posterior reaccion sera menor, obteniéndose como resultado

injertos bajos.
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Fig. 19. Porcentaje de Injerto con respecto a la concentracién del monémero.

En el caso contrario, cuando la concentracion de mondémero es muy alta, se
favorecera la formacién de homopolimero, el cual, como se ha explicado antes,
podria injertarse en la matriz. Sin embargo, el homopolimero confiere una
viscosidad muy alta, dificultando la extraccion de la matriz del medio al término de

la reaccion.

En general, se puede decir que la dosis estara relacionada con la cantidad de sitios
activos que se formen, la temperatura con la velocidad de descomposicion de los
mismos y por tanto de formacion de injerto, lo cual se vera reflejado en el tiempo de

reaccion, y la concentracion con la disponibilidad de mondémero en el medio.
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Caracterizacion del copolimero SR-g-pAAc
Calorimetria diferencial de barrido

En la Fig. 20 se muestra el termograma obtenido por DSC entre 25y 350 °C para la
silicona, poli(acido acrilico) e injerto SR-g-AAc. Como es de esperarse, la silicona
no presenta transiciones en ese rango de temperatura, mientras que los injertos
presentan una Tg alrededor de 120 °C, la cual es debida a la presencia de poli(acido
acrilico) en su estructura. Este valor concuerda con el reportado en la literatura entre
105y 133 °C (Garcia, 2014; Paredes, 2011).

\@

(b)

(c)

Tg =120 °C

(d)

Flujo de calor (u. a.)

LI R U TR B LR BRI W R R R
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Temperatura (°C)

O -

Fig. 20. Termogramas del DSC para (a) SR (b) SR-g-PAAc 15% (c) SR-g-PAAc 66% (d)
SR-g-PAAc 166% (e) poli(AAc)
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Analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico (TGA) se llevo a cabo en un intervalo de temperatura
de 25 a 800 °C en atmdsfera inerte de N2. Como se puede apreciar en la Fig. 21, la
silicona muestra una sola zona de degradacion alrededor de 450 °C, mientras que

el poli(acido acrilico) presenta 3 zonas diferentes de descomposicion.
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Fig. 21. Diagrama TGA de SR, SR-g-PAAc y poli(AAc)

Segun la literatura (Paredes, 2011; Dubisky, 2004) la primera etapa de degradacion
del poli(AAc) ocurre alrededor de los 200 °C y corresponde a la pérdida de agua
tras la formacion de anillos anhidros a partir de reacciones inter o intramoleculares.
Esta curva de degradacion se puede observar alrededor de 200 °C en el caso del
poli(AAC).

La segunda etapa de degradacion ocurre a partir de los 250 °C y es debida a una

descarboxilacion tras la apertura de los anillos formados anteriormente. En la Figura
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21 se observa a partir de 270 °C, tanto en el poli(AAc) como en los injertos SR-g-
AAc.

La tercera etapa consiste en reacciones de escisién de cadena y ocurre a partir de
los 350 °C, formando oligbmeros de acido acrilico. Esta etapa se puede apreciar

tanto en el poli(AAc) como en los injertos.

La descomposicion de la silicona que ocurre a partir de los 450 °C sélo se observa
en el injerto SR-g-AAc de 15%, en los demas injertos se observa simultaneo con la

tercera etapa de descomposicion del poli(AAc).

Tabla 10. Descomposicién térmica del SR, SR-g-PAAc y poli(AAc)

Muestra Temperatura 10% | Residuo (%) [700 °C]
pérdida en peso (°C)

Poli(AAc) 263.49 9.96

SR-g-AAc 166% 315.51 21.81

SR-g-AAc 66% 327.09 25.15

SR-g-AAc 15% 401.22 30.59

SR 501.69 33.87

La estabilidad térmica de la silicona disminuye al ser injertada con acido acrilico
(Tabla 10) sin embargo, la temperatura de pérdida del 10% en peso ocurre por

encima de los 315°C, incluso con injertos altos.
Espectroscopia infrarroja (FTIR)

En la Fig. 22 se grafican los espectros de infrarrojo de la silicona testigo (SR), de
los injertos SR-g-AAc de 15, 66 y 166% y del poli(acido acrilico).

En el caso de la silicona, se observa una banda a 2920 y otra a 1235 cm' las cuales
corresponden a la vibracion de los grupos metilos. Las bandas a 1053 y 842 cm™’

corresponden a las sefiales caracteristicas del enlace siloxano Si-O.
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En el espectro del poli(acido acrilico) se observa una sefal ancha alrededor de 3000
cm', la cual se debe a la presencia de -OH en la muestra. Las bandas 2924, 2853
y 1449 cm-' corresponden a vibraciones y movimiento de tijera del CH2. La banda
que esta a 1697 cm™! es la banda caracteristica del C=0 del grupo carboxilo, y la

banda a 1412 cm se debe a la deformacion en el plano del enlace C-O-H.
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Fig. 22. FT-IR espectros de (a) SR (b) SR-g-PAAc 15% (c) SR-g-PAAc 66% (d) SR-g-
PAAc 166% (e) poli(AAc)
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Los espectros del SR-g-AAc presentan tanto la banda caracteristica del carboxilo
como la del enlace siloxano, lo que confirma el injerto del poli(acido acrilico) en la

silicona.

Hinchamiento limite

La silicona es un polimero hidréfobo, sin embargo al ser injertada con un polimero
hidrofilico, el sistema SR-g-AAc presenta afinidad al agua debido a los grupos

carboxilos que contiene el poli(acido acrilico).

En la Fig. 23 se muestra la cinética de hinchamiento para injertos SR-g-AAc de 13,
30y 51%.
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Fig. 23. Hinchamiento limite en agua de a) SR-g-AAc 13% b) SR-g-AAc 30% y c) SR-
g-AAc 51%
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Se observa que conforme el porcentaje de injerto aumenta, el sistema absorbe
mayor cantidad de agua, no obstante, el tiempo en el que alcanza el maximo
hinchamiento es el mismo en los tres sistemas, siendo de alrededor de 500 minutos
(8 h).

Diversos factores estructurales, como la carga, pKa y concentracion del grupo
ionizable, grado de ionizacion, hidrofilicidad y entrecruzamiento del polimero

afectaran el grado de hinchamiento que éste presente. (Mahdavinia, et al. 2004).

Determinacion del pH critico

El poli(acido acrilico) es un polielectrolito con un caracter acido deébil, lo cual le
confiere caracteristicas muy interesantes en diversos campos, entre ellos el
biomédico, pues tiene la capacidad de liberar farmacos en pH neutro de forma
controlada. (Ramirez, 2008; Khare, 1993).

La Fig. 24 muestra el grado de hinchamiento con respecto al pH del medio para
injertos SR-g-AAc del 13, 30 y 51%. Se observa un punto de inflexién a pH 4.5, el
cual representa el pH critico. Por encima de éste, el sistema tiene un hinchamiento

mucho mayor.

Conforme el porcentaje de injerto aumenta, el cambio en el hinchamiento del
sistema alrededor del pH critico se hace mas abrupto, sin embargo, éste valor no
es funcién del porcentaje de injerto, si no que va relacionado con el pka del acido

acrilico, el cual es de 4.35.
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Fig. 24. Determinacién del pH critico de a) SR-g-AAc 13%, b) SR-g-AAc 30% y c) SR-
g-AAc 51%

Esto significa que a pH 4.5, el copolimero de injerto tiene un grado de ionizacion de
alrededor del 50%, en pH basico gran parte del copolimero estara ionizado, lo cual

favorecera la entrada de agua en el mismo, debido principalmente a dos procesos:

1) La repulsion entre las cargas generadas en las cadenas de poli(acido acrilico) en
medio basico permite que éstas se extiendan, generando una mayor interaccion con
el agua del medio. Esto explica por qué a medida que el porcentaje de injerto es
mayor, el cambio en el grado de hinchamiento es mas abrupto, pues al tener mas

grupos ionizados la repulsién electrostatica entre las cadenas sera mayor.

2) El polimero ionizado absorbera iones del medio, manteniendo la neutralidad de
carga dentro de si. De acuerdo a la fuerza i6nica del medio, se creara una diferencia
entre la presion osmaética dentro y fuera del gel, lo cual se contrarrestara con el flujo

de agua hacia dentro del polimero, causando su hinchamiento.
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Microscopio electrénico de barrido
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Figura 25a. Hule de silicona

Figura 25b. SR-g-AA 12.9 % de injerto
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Figura 25c. SR-g-AA 51.6 % de injerto

Figura 25d SR-g-AA 84.5 % de injerto

Fig. 25. Microscopio electrénico de barrido del hule de silicona inicial y modificado

Se realizd corte transversal de las peliculas de silicona testigo y modificadas con

poli(acido acrilico), la silicona sin modificar (Fig. 25a) mostré una matriz homogénea,

las Figs. 25b (12.9% de injerto) y 25¢ (51.6 % de injerto) presentan cambios entre

10 y 20 ym debido a la presencia del injerto de poli(acido acrilico) en las laminas de

silicona, la Fig. 25d presenta un cambio en la morfologia debido al hinchamiento de

la lamina atribuido a la presencia del poli(acido acrilico) sobre la silicona; por esta

técnica se confirmoé que se llevd a cabo con éxito el injerto del poli(acido acrilico)

sobre las peliculas de silicona.
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Cargay cesion de farmacos antimicrobianos: Vancomicina.

Carga de vancomicina.

Como se puede observar en la Fig. 26, conforme aumenta el porcentaje de injerto
del poli(acido acrilico) la carga de vancomicina es mayor, mientras que el hule de

silicona no absorbe cantidades cuantificables del farmaco.

Lo anterior se debe a que la vancomicina tiene un caracter basico débil lo cual le
permite interaccionar con el copolimero de injerto, pues éste contiene cadenas con
grupos acidos. De acuerdo a un estudio de calorimetria de titulacion isotérmica
(ITC), la vancomicina interactua preferentemente con el acido acrilico cuando éste
se encuentra ionizado (Ruiz et al., 2008), por lo que el pretratamiento de las
peliculas con buffer de fosfatos pH 7.4 pudo favorecer la ionizacién de los grupos
carboxilo y por tanto su afinidad con la vancomicina durante la carga en medio

acuoso.

El copolimero con 15% de injerto absorbié 0.14 mg cm? (2.2 mg gaac') de
vancomicina, mientras que los copolimeros de 24 y 35 % absorbieron 1.2 y 1.4 mg
cm? respectivamente (mas de 20 mg gaac'), alcanzando el equilibrio tras 48 h de

carga.
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Figura 26. Carga de vancomicina. Silicona testigo (X), SR-g-AAc 15% (¢), SR-g-AAc 24%
(m), SR-g-AAC 35% (A).

Liberacion de vancomicina

El estudio de liberacion de vancomicina fue llevado a cabo en buffer de fosfatos pH
7.4, el cual coincide con el pH de la sangre. A éste pH el acido acrilico se encuentra
predominantemente ionizado, lo cual retarda la liberacién de la vancomicina, pues
la afinidad por ésta es mayor y el hinchamiento de las cadenas hara que el farmaco
tenga que recorrer cada vez una mayor distancia para salir al medio circundante,
por lo que la velocidad de liberacion decrece con el tiempo como puede apreciarse

en la Fig. 27.
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Fig. 27. Cesion de vancomicina. Silicona testigo (X), SR-g-AAc 15% (¢), SR-g-AAc 24%
(m), SR-g-AAC 35% (A).

Durante las primeras 10 h del ensayo, la cesién de farmaco ocurre con una
velocidad mucho mayor (se observa una pendiente pronunciada), sin embargo aun
después de las 20 h sigue habiendo una liberacién del antimicrobiano, la cual se
sostuvo hasta las 76 h. Este tipo de perfil de cesidn que muestra una cesion rapida
seguida de una liberacion sostenida resulta adecuado para prevenir la colonizacion
bacteria de los dispositivos médicos implantables o insertables, ya que es durante
los primeros dias cuando el riesgo de contaminacion y crecimiento de

microorganismos es mayor.

De acuerdo a la literatura (Rouse, 2007), la concentracion minima inhibitoria (MIC)
de vancomicina contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) es de

1 ug mL™", concentracion que puede ser alcanzada incluso con 1 g del copolimero
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con 15 % de injerto en 1 L de agua, mientras que los copolimeros con 24 y 35 % de
injerto rebasan incluso la minima concentracion bactericida (MBC) la cual es de 8

pug mL.
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Conclusiones.

El copolimero de injerto SR-g-AAc pudo sintetizarse utilizando radiacion gamma por
el método de preirradiacion oxidativa usando tolueno como disolvente. Esto se pudo

corroborar por medio de analisis FT-IR, DSC y TGA.

Una dosis de irradiacion de 40 kGy es suficiente para producir copolimeros de 10
hasta 200 % de injerto en un tiempo de reaccion entre 0.5 y 3 h, con temperaturas
entre 60 y 80°C por lo que resulta, en términos de tiempo y energia, una reacciéon

poco costosa.

La prueba de hinchamiento limite en agua mostré que a las 9 h el sistema alcanzo
un comportamiento casi constante, sin embargo hasta las 24 h ya no se observé
ningun incremento en el peso, por lo que fue éste el tiempo que se uso para la

prueba de pH critico, el cual fue a pH 4.5.

El estudio de carga y cesion de vancomicina se hizo con injertos menores al 35 %,
debido a que los injertos mayores eran demasiado rigidos. Incluso con injerto del
15% se logré cargar suficiente farmaco para alcanzar la concentracién minima
inhibitoria para S. aureus resistente a meticilina, obteniendo una liberacién

controlada hasta por 76 h.

El copolimero obtenido tiene potenciales aplicaciones como sistema de liberacion
controlada de farmacos, sin embargo se requieren mas estudios para asegurar su

posible aptitud de uso.
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