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ABSTRACT

The biocontamination of both urinary and central line catheters is one of the principal causes of
nosocomial infections, mainly in patients who are in intensive care units. One of the reasons is that
these devices are made with polymeric materials that tend to microorganisms contamination in
biological environments. Therefore, searching for materials resistant to bacterial contamination is
relevant to the health field. There are two kinds of materials that prevent microbial infection in
medical tools, antimicrobial and antifouling materials. The formers inhibit or kill microorganisms
by some active agent release or by the presence of one on their surface. And the seconds prevent
microorganism adhesion through hydration layers or lower the surface energy since low surface
energy leads to high interfacial tension between the liquid and the substrate, which minimizes

adhesion.

In the search for materials that combine the two antimicrobial mechanisms to provide more
resistance to bacterial contamination and avoid the formation of biofilms in medical devices. This
work proposed the modification using ionizing radiation of PVC catheters with 4-vinyl pyridine, a
pH-sensitive polymer, which endowed the catheter with the ability to load and release an antibiotic
(ciprofloxacin). The grafted catheters (PVC-g-4VP) were modified in two ways: First was used
ionizing radiation to graft sulfobetaine methacrylate (SBMA), an aliphatic zwitterionic polymer
recognized for its antifouling capacity, to form (PVC-g-4VP)-g-SBMA catheters. And for the
second modification, the functionality of PVC-g-4VP catheters with 1,3-propanesultone (PS) to
form (PVC-g-4VP)F(4VPPS) catheters was realized. 4VPPS is an aromatic zwitterionic polymer
that provides antifouling capability and thermal resistance. All the materials were characterized by
infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis, swelling tests, and contact angle to determine
surface characteristics. In addition, the capacity of the materials to deliver ciprofloxacin, inhibit
bacterial growth, decrease bacterial and protein adhesion, and stimulate cell growth was evaluated.
These materials have potential applications for manufacturing medical devices with antimicrobial

properties, which can reinforce the prophylactic potential or even help treat infections.



1. INTRODUCCION

La contaminacidn de las superficies poliméricas es un problema que afecta en gran medida a la
industria médica, ya que al trabajar en un ambiente bioldgico los materiales tienden a sufrir
biocontaminacién, desencadenando en el desarrollo de infecciones por microorganismos,
especialmente bacterias. La contaminacion biologica de dispositivos médicos conduce a la
formacion de infecciones propias de la asistencia médica o nosocomiales, las cuales afectan a
una gran cantidad de pacientes a nivel mundial, siendo una de las principales causas de aumento

en el tiempo de hospitalizacion; elevando la mortalidad y el gasto de recursos.

Por lo anterior el desarrollo de biomateriales se ha enfocado en la busqueda de superficies
resistentes a la contaminacion, como una alternativa para la prevencion de enfermedades
nosocomiales. Una de las posibilidades para alcanzar este objetivo es la modificacion superficial
de los polimeros convencionales para mejorar sus capacidades antimicrobianas. Existen dos
categorias de materiales que previenen las infecciones microbianas, ya sean como materia base
0 como recubrimientos, los materiales antimicrobianos y los antiincrustantes. Los primeros
inhiben o0 matan a los microorganismos, y los segundos evitan la adhesion. Actualmente, la
mayoria de productos comercializados se basan en la liberacion de agentes activos adsorbidos

o impregnados en el material de la herramienta, principalmente plata y antibidticos.

En este trabajo de tesis se busco el desarrollo de catéteres con capacidad antimicrobiana dual,
es decir, una combinacion de propiedades antimicrobianas y antiincrustantes para reforzar el
potencial profilactico o incluso ayudar al tratamiento de infecciones; a partir de la modificacion
con radiacion gamma de catéteres de poli(cloruro de vinilo) (PVC) con 4-vinilpiridina (4VP) y
polimeros zwitterionicos, para dotarlos de pH-sensibilidad y capacidad antiincrustante. La pH-
sensibilidad permitié crear un sistema estimulo responsivo que se emple6 para la carga y
liberacion de ciprofloxacino, un antibidtico de amplio espectro, y los polimeros zwitteridénicos

dieron caracteristicas antifouling o antiincrustantes al sistema.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Contaminacién de superficies

Las superficies de los materiales sufren contaminacion dependiendo de la aplicacion, es decir,
cualquier superficie expuesta a un medio, liquido, gaseoso o sélido, interactla con este, lo cual
altera su propiedades quimicas y fisicas. El grado y tipo de contaminacion dependera de la
naturaleza de la superficie y del medio en contacto. Seguln el tipo de contaminante se presentan
generalmente cuatro formas de contaminacion, los cuales se esquematizan en la Figura 1 [1,2].
Contaminacién coloidal: se da por la acumulacion de particulas coloidales en la superficie del
material, tales como particulas de silice, hierro, azufre, arcilla, polisacaridos, proteinas y
agregados humicos. Un sistema coloidal estd formado por dos fases generalmente una fase
fluida (liquido o gas) y una dispersa (sélido o liquido) en menor cantidad. El tamafio de las
particulas dispersas en estos sistemas se encuentra entre 1 nmy 1 um, por lo que las fases no se
separan con facilidad, sin embargo, tienden a generar agregados o codgulos al someter el medio
a algun estimulo. Este tipo de contaminacion es uno de los principales problemas de las
membranas ésmosis inversa, nanofiltracion, y ultrafiltracion, ya que las particulas se acumulan
la superficie disminuyendo la efectividad de la membrana.

Contaminacién orgéanica: resulta de la deposiciéon de sustancias organicas presentes en el
medio, principalmente contaminantes no biol6gicos como acidos grasos, tensoactivos, acido
himico, agentes antiespumantes, colorantes e hidrocarburos. Aunque también pueden incluirse
sustancias coloidales complejas como macromoléculas, proteinas y polisacaridos. Estas
sustancias generan una capa de gel organico sobre la superficie.

Contaminacion inorganica o incrustacion mineral: es el resultado de la deposicion y
cristalizacion de sales, 6xidos e hidréxidos en la superficie. Entre los principales contaminantes
de este tipo estan los carbonatos, fosfatos y sulfatos de calcio y bario, el cloruro de sodio, los
oxidos de hierro y aluminio y los silicatos. Los iones y sales en solucion precipitan debido a
cambios de pH, por oxidacion o poca solubilidad, generando depositos cristalizados. Esta es una
dificultad para el trabajo con medios de alta concentracion de sales como procesos de 0smosis
inversa e intercambiadores de calor con agua dura.

Biocontaminacion o contaminacion bioldgica: envuelve la contaminacién con organismos

activos biologicamente, microrganismo como algas unicelulares, hongos, bacterias y virus, asi
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como sus matrices extracelulares. Estos microorganismos tienen a formar biopeliculas en las
superficies, cuando el medio ofrece condiciones favorables de temperatura y nutrientes, siendo

un problema grave especialmente para la industria médica y alimenticia.

[M,ni\@azew}i]

Contaminacién coloidal Contaminacién orgdnica

Contaminacidn inorganica Contaminacion bioldgica
Figura 1. Tipos de contaminacion de superficies

2.2. Contaminacion de dispositivos médicos

El &rea médica es uno principales promotores del desarrollo tecnoldgico y cientifico, puesto que
siempre se busca mejorar las condiciones para mantener el bienestar fisico. En este ambito, el
empleo de materiales poliméricos ha tenido auge en las Ultimas décadas para la fabricacion de
herramientas de uso comun en los tratamientos médicos como implantes ortopédicos, catéteres,
lineas de infusion y diélisis, stents vasculares e injertos, y suturas; debido a la versatilidad de
sus propiedades fisicas y quimicas como resistencia al ataque quimico, biocompatibilidad, bajo
peso, disponibilidad, versatilidad y facilidad de fabricacion, que les permiten adaptabilidad y
compatibilidad con los tejidos vivos [3-5]. Los materiales poliméricos son macromoléculas
formadas por la union covalente de moléculas méas pequefias llamadas monomeros, de cuya
estructura dependen las caracteristicas del material, pudiendo ajustarlas con la formacion de
copolimeros o modificaciones tipo injerto. Entre los biomateriales poliméricos mas utilizados
se encuentran: poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), poli(caprolactona) (PCL),
polipropileno (PP), poliuretano (PU) y poli(cloruro de vinilo) (PVC).
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Sin embargo, al entrar en contacto con el entorno bioldgico las superficies poliméricas son
propensas a la contaminacion tanto bioldgica por microorganismos como coloidal por formacion
de trombos en respuesta al rechazo del cuerpo extrafio. La contaminacion biologia de
dispositivos médicos conduce a la formacion de infecciones propias de la asistencia médica, las
cuales se conocen como infecciones nosocomiales 0 HCAI por sus siglas en inglés Health Care
Associated Infections [6,7]. Estas pueden ser el resultado de la proliferacion bacteriana, fangica
o de la presencia de virus. La gravedad, resistencia y recurrencia de la infeccion dependeran del
tipo de microorganismo invasor, la vulnerabilidad paciente, las condiciones ambientales y las
instalaciones médicas. Las infecciones nosocomiales afectan a una gran cantidad de pacientes
a nivel mundial, siendo una de las principales causas de aumento en el tiempo de hospitalizacion;

elevando la mortalidad y el gasto de recursos [8-10].

Segln encuestas realizadas en diferentes paises se estima que aproximadamente una de cada
siete hospitalizaciones presenta incidencia de infeccion nosocomial, de las cuales
aproximadamente el 25% estan asociadas al uso de dispositivos médicos, asi las infecciones del
tracto urinario asociadas a catéteres (CAUTI) constituyen ~34.3% (68% de todas las infecciones
urinarias), al tracto respiratorio (VAP) ~33.1% (39% de las infecciones respiratorias) y
bacteriemia asociada al uso de catéteres de linea central (CLABSI) ~32.7 % (84% de infecciones
en el torrente sanguineo) [11,12]. La mayor incidencia se presenta en pacientes de la unidad de
cuidados intensivos (UCI), donde cerca del 51% de los pacientes tienen este tipo de afecciones;
0 en pacientes con predisposicion a infecciones por: edades extremas, pobre estado nutricional,
obesidad, diabetes o infecciones coexistentes [13]. Estas estadisticas provienen de paises
desarrollados, se estima que en paises en via de desarrollo las tasas de este tipo de infecciones

pueden aumentar de 3 a 5 veces [14].
2.3. Biopeliculas bacterianas

Las bacterias constituyen los patdgenos mas comunes asociados a infecciones nosocomiales,
cerca del 80% de las HCAI se deben a estos microorganismos, principalmente a Staphylococcus
aureus y epidermidis, Acnitobacter, Bacteriodes fragilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli [15]. Mientras que solo el 5% son causadas por virus, que se
transmiten a través de la interaccion paciente-personal médico, por via respiratoria o por la ruta

fecal-oral [14]. El control de las infecciones bacterianas se dificulta porque estos
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microorganismos pueden provenir de la flora natural del paciente y se desarrollan al grado de
infeccion cuando su sistema inmune se debilita a causa de alguna enfermedad, lo que dificulta
la prevencion [16]. Aproximadamente, el 65% de las infecciones bacterianas involucran la
formacion de una biopelicula bacteriana, causada por la adhesidn de bacterias planctonicas a
una superficie formando una estructura caracteristica y cubriéndolas con una matriz
extracelular, barrera de polisacéridos, que les brinda proteccion [17]. Esta barrera fisica provee
al patdgeno de resistencia a los antibidticos y a las defensas del huésped, debido a diferentes
mecanismos como penetracion lenta e incompleta del farmaco, disminucion en la velocidad
metabdlica de las bacterias y cambios génicos que conllevan a la formaciéon de células
persistentes [18]. Para los dispositivos médicos el tratamiento de este tipo de infecciones

requiere la eliminacion del dispositivo.

El ciclo vital de una biopelicula esta constituido por tres etapas: adhesién, crecimiento y
separacion. En la Figura 2 se muestra el proceso, la primera fase (I) implica el
acondicionamiento de la superficie y la acumulacion y unién de una pequefia poblacion de
microorganismos; al poner en contacto un dispositivo médico con los tejidos, la superficie es
recubierta de proteinas y otras moléculas del medio, las cuales al adherirse forman una pelicula
de acondicionamiento que permite una interaccion mas amigable entre el material y los
microrganismos. Asi cuando las bacterias encuentran una superficie solida acondicionada,
proceden a formar una unién via apéndices (fibrinas, flagelos) o por secrecion de proteinas que
facilitan la adhesion. Posteriormente, durante la fase de crecimiento (I1) el microorganismo,
adherido a la superficie, inicia la division celular formando microcolonias que elaboran los
exopolisacaridos que compondran la barrera protectora del “biofilm” o biopelicula, la cual
dependera del tipo de bacteria y las condiciones en las que se desarrolla. En la etapa final (111)
se da la maduracion de la biopelicula, llegados a este punto las bacterias se liberan de la
superficie, ya sea individualmente o por conglomerados que pueden colonizar nuevamente la

superficie cerrando el ciclo, y causando la propagacion de la infeccién [19,20].
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Figura 2. Procesos de formacion de una biopelicula bacteriana

La contaminacidn coloidal es otro de los problemas de los dispositivos médicos y estd asociada
a la poca hemocompatibilidad [21]. Cuando un material entra en contacto con la sangre humana
y no cuenta con la suficiente compatibilidad, desencadena una respuesta multimecanistica del
sistema, que conlleva a complicaciones tromboticas, causadas por los procesos de coagulacion,
los mecanismos inflamatorios celulares y la accion de plaquetas, lo cual afecta el rendimiento
de los dispositivos, manifestandose clinicamente con oclusion trombética y embolizacion de
este principalmente en dispositivos cardiovasculares como stents vasculares, injertos y catéteres,
asi como equipos de derivacion y oxigenacién cardiopulmonar, vélvulas protésicas y
dispositivos de asistencia ventricular [22,23], lo que conlleva a la necesidad de recurrir a

farmacos antitromboticos con algunos efectos secundarios [24].

Dispositivo medico Coagulacion

Figura 3. Coagulacion en dispositivos médicos

Por lo anterior el desarrollo de biomateriales se ha enfocado en la busqueda de superficies
resistentes a la contaminacién y hemocompatibles, como una alternativa para la prevencién de

enfermedades nosocomiales y la generacion de trombos. Una de las posibilidades para alcanzar
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este objetivo es la modificacion superficial de los polimeros convencionales para mejorar sus
capacidades antimicrobianas, antiincrustantes y hemocompatibilidad, manteniendo sus
propiedades mecanicas. Las propiedades mecanicas del biomaterial dependeran directamente de
la aplicacion; por ejemplo, una protesis de cadera debe ser fuerte, rigida y de uso prolongado,

mientras que un catéter debe ser flexible y su tiempo de empleo solo de dias [25-28].
2.4. Adhesion de proteinas a las superficies

La adsorcion de proteinas en las superficies es un fendmeno comun de los procesos biolégicos,
como la sefializacion transmembrana y la coagulacion. Al entrar en contacto con una interfaz
solida las proteinas tienen adherirse constituyendo a la formacion de la pelicula acondicionadora
de la superficie, que es el primer paso para cualquier tipo de contaminacion en superficies
expuestas a medios bioldgicos; siendo un método efectivo para la prevencion de contaminacion
el empleo de superficies capaces de evitar su adsorcion. Sin embargo, lograr este tipo de
materiales es complicado puesto que hay muchos factores que influyen en este proceso que es
guiado por las fuerzas inter e intra moleculares y van a depender del sistema empleado. Para
entender un poco mejor el fendbmeno se debe tener en cuenta las fuerzas intermoleculares y las
propiedades de las proteinas. Por lo cual, para el desarrollo de biomateriales es importante
considerar el microambiente en el cual va a emplearse el dispositivo, por ejemplo: en los
catéteres vasculares la pelicula acondicionadora es una acumulacion de plaquetas y proteinas
plasmaticas (albumina, fibrindgeno y fibronectina), mientras que en los catéteres urinarios se

acumulan capas de proteinas y electrolitos de la orina [29,30].

El proceso de adhesion envuelve varios fendbmenos como rearreglos estructurales, cambios en
la afinidad de la superficie, efectos cooperativos positivos, efectos por exclusion de tamafio y
agregacion superficial. Todo influenciado por el medio (parametros externos), la proteina y la

superficie, que determinan el tipo y el grado de interaccion que describen la adhesion.

Influencia de los parametros externos: Las fuerzas de interaccion tanto inter como
intramoleculares son dependientes de los factores externos como temperatura (T), pH y fuerza
ionica (FI). La temperatura tiene efecto sobre el estado de equilibrio y la cinética de adsorcion,
al incrementar la T hay una aceleracion de la difusividad a traves de la superficie, las moléculas
tienen mayor energia para superar las barreras energéticas de repulsion. El pH por su parte

determina el estado electrostatico de la proteina y la superficie; las proteinas son moléculas
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zwitteridnicas cuya carga esta determinada por el pH del medio, el pH al cual la mayoria de
moléculas zwitteridnicas existen como ion dipolar neutro se conoce como punto isoeléctrico,
bajo este hay mayor proporcion de moléculas cationicas y sobre este mas anionicas, lo que
influye en el grado de empaquetamiento por la cambios en la doble capa eléctrica e interacciones
ion-ion e ion-dipolo [31]. Por su parte la FI determina la distancia de amortiguacion del potencial
eléctrico en un electrolito (longitud de Deybe), a mayor FI hay una diminucion de la doble capa
eléctrica repulsiva por un apantallamiento de los iones, permitiendo la agregacion de la proteina
[32].

Influencia de las propiedades de la superficie: Las caracteristicas de la superficie como
energia superficial, polaridad, carga y morfologia juegan un papel importe en su contaminacion,
puesto que es lo que predispone la superficie a la adhesion de agentes externos proporcionando
sitios de unién. En el campo de los biomateriales, se buscan superficies biomiméticas, es decir,
superficies que imiten el entorno bioldgico, permitiendo la compatibilidad y evitando
contaminacion no deseada. En general, las proteinas tienen una afinidad mas alta por sustratos
no polares, de tensidn superficial alta y cargados, los materiales con estas caracteristicas logran
interacciones sustrato-proteina mas fuertes en la interfaz (ion-ion, ion-dipolo e interacciones
hidrofobicas). Ademas, segin Belfort, et al. las superficies no polares facilitan la reorientacion
conformacional de las proteinas, ya que ejercen un efecto desestabilizador, lo que permite una
mayor interaccion con la superficie [33]. Ademas, se ha encontrado que la afinidad entre una
superficie y una proteina cargada negativamente, aumenta si la superficie es hidrofdbica o tiene

menor potencial eléctrico.

Influencia de las propiedades de las proteinas: Las proteinas son macromoléculas formadas
por la union de aminoacidos mediante enlaces peptidicos, la secuencia de aminoacidos
determina la funcién de la proteina. Ademas, son moléculas suaves y que cambian de
configuracién estructural dependiendo del ambiente [34]. Entonces para comprender como las
proteinas interacttan con las superficies es importante considerarlas un sistema complejo, movil
y en tres dimensiones. En una sola proteina existen muchas posibilidades de interaccion con la
superficie, debido a la presencia de diferentes dominios cuya abundancia varia dependiendo de

la proteina (Figura 4) [35].
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Figura 4. Interaccion superficie-proteina, dependencia de la orientacion y los dominios

Las proteinas generalmente son moléculas asimétricas, que rotan libremente, pero en contacto
con una superficie se orientan dependiendo de la parte de la proteina que interactle y de su
concentracion, puesto que la interfaz proteina-superficie, se ve afectada por interacciones
proteina-proteina, que pueden ser repulsivas o atractivas. La interaccidn con la superficie induce
ganancias de energia que la proteina trata de minimizar reorganizandose y perdiendo su
estructura, en la adhesién reversible la unién es tan débil que no induce cambios
conformacionales, sin embargo, al producirse el cambio la unién se fortalece y la adhesion se
vuelve irreversible. Esto ocurre porque la adhesién de macromoléculas es un proceso que
generalmente no se encuentra en equilibro (debido al gran tamafio de las moléculas), por lo que
depende del tiempo y los estados metaestables [33]. Ademas, es necesario considerar que un
medio multicomponente la adhesion es competitiva, las moléculas pequefias y en mayor
concentracion se unen primero y luego se intercambian por moléculas que se adsorben con mas
fuerza [36]. El proceso de adhesidén a menudo es impulsado por la ganancia entrdpica que surge

de la deshidratacion de las superficies y los reordenamientos estructurales de la proteina.

En general se tiene que las proteinas pequefias y rigidas (~15 kDa) tiene poca tendencia a

alteraciones estructurales por adsorcion, como la lisozima, la B-lactoglobulina y la a-
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chymotrisina. Las proteinas medianas (~70 kDa) son las mas abundantes en el plasma (>1
mg/mL) usualmente presentan reorientaciones conformacionales en contacto con superficies,
ejemplos son la albumina, la transferrina, el fibrindgeno y las inmunoglobulinas. Las proteinas
de alto peso molecular (~300 kDa) tienen mayor afinidad puesto que tienen mas puntos de union,
se destacan las lipoproteinas, estructuralmente labiles por lo que son propensas a cambios
estructurales ademas poseen alta afinidad por superficies hidrofdbicas, y las glicoproteinas que
prefieren superficies hidrofilicas [32]. Los cambios conformacionales pueden afectar la
funcionalidad de la proteina, pero permiten generar la capa acondicionadora para la unién de

contaminantes mas complejos.
2.5. Superficies resistentes a la contaminacién

A lo largo de los afios, el desarrollo de polimeros resistentes a la contaminacién ha pasado por
varios modelos bésicos, se reconocen tres generaciones de polimeros que brindan esta
resistencia: los polimeros a base de 2-hidroxietil metacrilato (HEMA), los polimeros basados

en polietilenglicol (PEG) u oligo (etilenglicol) (OEG) y los polimeros zwitteridnicos [37].

Los polimeros a base de HEMA, se destacan por ser la primera generacion de materiales
antiincrustantes, estos estan formados por monomeros eléctricamente neutros, con alta cantidad
de grupos hidroxi, que le permiten interactuar con medios acuosos, es decir, son polimeros
hidrofilicos. Esta hidrofilicidad es lo que brinda su resistencia a la contaminacién, ya que los
grupos hidroxilo forman enlaces de hidrégeno con el agua e intramoleculares, que brinda
estabilidad a la interfaz polimero-solvente, dando como resultado una capa de hidratacion o
solvatacion estable debido a las fuerzas de VDW, sin embargo, en medios complejos como los
medios bioldgicos, esta estabilidad se ve superada por las interacciones con macromoléculas en
sitios afines [38]. Ademas, al no poseer carga las fuerzas de EDL son débiles y la barrera puesta

por fuerzas estéricas se supera facilmente.

Segunda generacion, los polimeros basados en PEG u OEG presentan una resistencia
significativa a la contaminacion por coloides (adsorcion de proteinas) y a la biocontaminacién
(adhesion celular), que depende del sistema estudiado. Esta resistencia a la contaminacién se
atribuye principalmente a efectos de exclusion o repulsion estérica, puesto que son polimeros
neutros con alta movilidad lo que incrementa su radio de giro, el grado de resistencia en estos

sistemas esta estrechamente relacionado con su densidad en superficie, que determina el grado
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de empaquetamiento y la flexibilidad de sus cadenas, ademas son polimeros hidrofilicos que
presentan una capa de solvatacién estable. Aunque este es un material empleado frecuentemente
en condiciones que promueven la contaminacién, los grupos PEG y OEG tienden a
descomponerse por hidrdlisis en presencia de oxigeno, ademas sistemas con PEG injertado han

presentado pérdida de su capacidad anticontaminante a temperatura fisiologica [39].

La tercera generacion son los polimeros zwitterionicos, macromoléculas neutras que poseen un
gran namero de iones con carga opuesta a lo largo de su cadena, esta caracteristica les permite
interactuar facilmente con el agua siendo muy hidrofilicos. Su resistencia a la contaminacion se
debe a la formacidn de una capa de hidratacion electrostaticamente estabilizada. En este caso la
hidratacién se da por interacciones ion-dipolo, mas fuertes que las dadas por las fuerzas VDW,
los iones generan fuerzas repulsivas de doble capa eléctrica, que producen una barrera
energéticamente alta que evita la contaminacion de la interfaz [40,41]. La eficacia de estos
sistemas depende de factores como la fuerza iénica del medio, la densidad de polimero en la
superficie y el tipo de polimero. Ademas, se ha estudiado la resistencia a la contaminacion en

superficies superhidrofobicas y sistemas combinados.
2.6. Polimeros zwitterionicos

Los polimeros zwitteridnicos también conocidos como polibetainas son una subclase de
polianfolitos que se caracterizan porque las unidades monoméricas que los conforman, que tiene
igual nimero de grupos cationicos y anidnicos, que se encuentran ionizados en un rango de pH
amplio. Por lo que generalmente en condiciones fisiologicas la carga neta del polimero es cero,
pese a tener gran cantidad de iones en la estructura. Esto les permite tener fuertes interacciones
de Coulomb (ion-ion, ion-dipolo) siendo muy hidrofilicos, a la vez que no muestran
comportamientos tipicos de polielectrolitos como la fuerte repulsién interna, sino que se
asemejan a polimeros polares no i6nicos, ademas son polimeros biocompatibles y tolerantes a

ambientes con alta fuerza idnica [42].

Existen diferentes estructuras monomeéricas zwitteridnicas (Figura 5), sin embargo, la estructura
(3) es la mas estudiada puesto que presenta facilidad de sintesis, que se da por la cuaternizacion
de grupos amonio. Los grupos imitadores de la fosfatidilcolina presentan una estructura tipo (2)
[43].
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Figura 5. Esquemas de las estructuras de polimeros zwitterionicos

Existes diferentes caminos que llevan a la formacion de un polizwitterion, como se muestra en
la Figura 6. El método directo es la polimerizacion de un mondémero zwitterionico (ruta 1), sin
embargo, por esta ruta la sintesis se ve afectada por la baja solubilidad del polizwitterion, debido
las fuertes interacciones electrostaticas inter moleculares, por lo que encontrar solventes
apropiados que permitan la polimerizacién con lleva un reto en los procesos de fabricacion. En
general, disolventes proticos polares como trifluoroetanol y el hexafluoroisopropanol y
soluciones salinas acuosas permiten buena solubilidad, ya que apantallan la interaccion
electrostatica por solvatacion de los iones, sin embargo, estos no suelen ser compatibles con
muchos métodos de polimerizacion, pudiendo interferir con los catalizadores o generar
impurezas en el producto final. Adicionalmente, la preparacion de un monémero de ion hibrido
estable presenta dificultades. Por lo que se han desarrollo otras estrategias de sintesis; en las
rutas 2 y 3 se da la formacién del zwitterion después de la polimerizacién, es decir, se forman
polimeros catiénicos o aniénicos que finalmente son funcionalizados con grupos de carga
opuesta. Esto se puede hacer por reacciones de adicion, sustitucion o eliminacion de grupos
precursores (x). Finalmente, la ruta 4 se da por la polimerizacion de grupos precursores neutros,

que una vez polimerizados, permiten la formacion de los sitios tanto catibnicos como anionicos.

Pese a que existen gran cantidad de cationes y aniones que pueden combinarse parar formar un
zwitterion, la sintesis de mondmeros zwitterionicos estables en condiciones ambientales es
compleja debido a:

e Deben tener una ventana de ionizacion alta (pH de 2 a 12), cuya ionizacion no dependa

de equilibrios de protonacion/deprotonacion, lo que se logra con grupos apagados como
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aminas cuaternarias o restos fuertemente acidos o basicos (acido sulfénico o los grupos
guanidina).
e La molécula debe permitir la adicion de un grupo polimerizable y los grupos iénicos
deben ser inertes en ambientes acuosos.
e Lamolécula requiere estabilidad a ataques quimicos.
En general, los grupos cationicos estan formados por especies de amonio cuaternario 0 aminas
protonadas, principalmente alifaticas cuyas formas protonadas tienen pKa en el rango de 8 a 10.
Por su parte en los grupos anionicos los que brindan mayor estabilidad y facilidad de fabricacion
son los fosfatos, sulfonatos y carboxilatos, también se han intentado con fosfonatos, sulfatos,
boronatos, sulfonamidas y sulfonimidas, pero son menos eficientes. Los carboxilatos se
caracterizan por que su acidez depende de la distancia al sitio catiénico, por ejemplo, para
aminiocarboxilatos el pKa varia dependiendo del nimero de metilenos entre sitios i6nicos asi:
1-1.8, 2-3.3, 3-4.0 y 4-4.2, lo cual se atribuye al efecto de atraccién de la carga positiva, que
estabiliza la base conjugada con mayor facilidad. La estabilidad de la base conjugada determina
en gran medida la acidez de las moléculas, bases conjugadas estables son propias de acidos
fuertes. Esta estabilidad también disminuye la interaccion con el medio y son mas inertes, por
lo que la hidrofilia de los grupos anidnicos disminuye asi -COO— > (RO); —P (=0) O— > —
SO3> -0 — SOs.

X
Ruta 3
X
N X
Ruta 1 Ruta 4 Ruta 4
Ruta 2

\ 4)
T Ruta 2 X

Figura 6. Esquema de las rutas para la sintesis de polimeros zwitteridnicos
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En la sintesis de compuestos zwitteridnicos el punto clave es el acoplamiento de los grupos de
carga opuesta; la reaccion mas comun es la alquilacion de aminas con grupos con radicales
anionicos. La formacion directa de la betaina por este método ha sido efectiva principalmente
para fosfobetainas y sulfobetainas, siendo estas Gltimas de mayor estabilidad por la baja
reactividad de los grupos sulfonatos. La alquilacién presenta mayor cantidad de ventajas al
realizarse por reacciones de adicion puesto que se evitan pasos mejorando el rendimiento de la
reaccion, y se logran mediante alquilaciones de apertura de anillo con heterociclos, sin embargo,

estas solo funcionan con heterociclos tensos de 3 0 4 componentes [44].

2.7. Fuerzas de inter e intramoleculares

Las fuerzas intramoleculares son las que mantienen unidos los atomos dentro de una molécula,
son fuerzas atractivas fuertes que pueden tener origen cuantico (enlaces covalentes) o
electrénico (enlaces ionicos). Por otra parte, las fuerzas intermoleculares son las que regulan la
interaccion entre las moléculas, o de moléculas con otro tipo de particulas como 4&tomos o iones,
estas pueden ser atractivas o repulsivas, y pese a ser mas debiles que las fuerzas intramoleculares
y de corto alcance, rigen gran parte del comportamiento macroscopicos de las moléculas,
determinando propiedades fisicas como la presion de vapor, la viscosidad, el punto de fusion,
la tensién superficial, el estado de agregacion, la densidad y los fendmenos de absorcion, ya
gue son muy numerosas [45]. Las diferentes clases de fuerzas intermoleculares se muestran en

la Figura 7, tanto entre moléculas individuales como en sistemas complejos de interaccion de

superficies.
(" e Fuerzas de dispersion de London
Fuerzas electrostaticas . duceisn de Devb
de Van der Waals uerzas induccion .e' eybe
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Fuerzas de Van der Waals de superficie
Fuerzas de doble capa eléctrica
Fuerzas de repulsion estérica mediada por polimeros

Fuerzas en

superficies

Figura 7. Clasificacion de las fuerzas intermoleculares
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En la mayoria de los sistemas no se presenta solo un tipo de fuerza intermolecular, sino que es
un conjunto de estas, asi las caracteristicas del sistema estan dadas por un balance entre fuerzas
de repulsion y atraccion, que dependiendo de las condiciones se dominan e intercambian.
Debido a que las fuerzas intermoleculares dependen del sistema, existe una brecha evidente
entre conocer la ley de fuerza entre dos moléculas y comprender como se comportard un

conjunto de éstas donde hay interaccion con multiples vecinos.

Doble capa eléctrica: La doble capa eléctrica es una organizacion que aparece en la interfaz
entre una superficie y un fluido, siendo més evidente para superficies cargadas en medios con
alta constante dieléctrica, como el agua. Esta doble capa genera una fuerza repulsiva que junto
con la solvatacion y las fuerzas estéricas previenen la coalescencia de coloides en medios
acuosos, siendo muy importante para los sistemas bioldgicos. En soluciones coloidales o
suspensiones el colapso de la doble capa conlleva a la aglomeracion de las particulas, el grado
de estabilidad de la doble capa se puede medir con el potencial zeta [46]. La estructura de doble
capa eléctrica, Figura 8, consiste en un ordenamiento de capas paralelas de carga opuesta que

se organizan alrededor de una superficie.

Capa difusa

Capa de Stern o Helmholtz

Superficie con carga negativa

Figura 8. Esquema de la doble capa segin el modelo de Stern

El modelo més aceptado actualmente para describir este fendmeno es el modelo de Stern, el cual
es la combinacion de los dos modelos propuestos anteriormente el modelo Helmholtz y el
modelo Gouy-Chapman. En el cual la doble capa se manifiesta en dos secciones. La primera, es
la capa generada entre la carga superficial y los iones adsorbidos debido a la interaccion
electrostatica (capa de Stern o capa de Helmholtz) es el plano de maxima aproximacion de los

iones a la superficie. Y la segunda capa que esta compuesta por los iones de polaridad opuesta
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a los atraidos por la primera capa de iones, esta capa esta asociada libremente al objeto por lo
que no estan anclados sino perturbados por el campo y es llamada capa difusa [47,48].

Una superficie en un medio liquido puede interactuar de diferentes maneras, por carga innata
(existencia de iones o por ionizacion o disociacion de grupos expuestos), adsorcion o union a
los iones del medio, o intercambio de carga entre superficies. Sin importar la forma de carga
ésta es estabilizada por los contraiones en la capa de Stern, que a su vez esta protegida por la
capa difusa. Para que se genere una estructura de doble capa no necesariamente debe haber iones
en la solucién, por ejemplo, una superficie ionica que interactia con agua puede formar una
doble capa debido a la polaridad del agua, es una solvatacién reforzada por el efecto conjunto
de los iones, esto puede llevar por ejemplo a la formacion de capas gruesas de agua sobre el

vidrio en un ambiente hiimedo.

La teoria DLVO propuesta por Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek en 1940, describe la
estabilidad de una dispersion coloidal como un equilibrio entre fuerzas atractivas y repulsivas,
considerando que depende tanto de las fuerzas de Van der Waals (VDW) como de la doble capa
eléctrica (EDL). Las fuerzas de Van der Waals son la parte atractiva de la ecuacion y aumentan
a medida que se acercan las moléculas, estas fuerzas son independientes de las fuerzas idnicas.
Por otro lado, la interaccion entre dos superficies con doble capa eléctrica produce una fuerza
repulsiva de origen entrdpico, debido a la restricciobn de movimiento de las moléculas de

solvente entre las superficies.

Asi, la atraccion de Van der Waals da un término negativo y es una funcion de la ley de potencia
inversa de la separacién mientras que la fuerza de la doble capa decae exponencialmente con la
separacién y depende de la fuerza idnica de la suspension. La energia potencial total del sistema
(W(D)) corresponde la suma del potencial de atraccion (Wvpow(D)) y el potencial de repulsion
(WepL(D)), esta combinacion resulta en perfiles de energia similares al mostrado en la Figura 9.
A cortas distancias entre las superficies se observa un pozo profundo y atractivo resultado de
las fuerzas de Van der Waals, que se conoce como el minimo primario, al aumentar la distancia
el perfil de energia atraviesa un maximo, o barrera de energia, y luego pasa a través de un
minimo superficial, que se conoce como el minimo secundario, en el cual la suspension es
estable. En el punto maximo de la barrera enérgica, la repulsion sobrepasa la atraccion, por lo

que las particulas rebotan al acercarse y se mantienen dispersas. Esta barrera puede superarse
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cuando la energia térmica es mayor o cuando la colision entre particulas tiene la suficiente
energia cinética. Si las superficies se logran acercar atravesando la barrera energética en el
minimo primario se da la floculacion y coagulacion del coloide, por lo cual la energia de la

barrera indica la estabilidad del sistema [48,49].

Wr (D) = Wypw (D) + Wgp, (D)

1 .. AR g
Wy (D) = ERZe ~T2D Ecuacion 1

Z y A son las constantes de interaccion de doble capa y de Van der Waals. La ecuacion y las
constantes van a depender de la geometria del sistema, este caso es para la aproximacién de una

superficie plana y la superficie de una particula [48].

Barrerade potencial
40 -

\
30 - / Potencial repulsivo de la

doble capa eléctrica

» Y Minimo secundario

Energia total de interaccion

; Potencial atractivo de
-30 . i Van der Waals

Energia de interaccion (a.u)
(—)

/0 10 20 30 40 50 60 70 80
Minimo primario Separacion entre particulas (nm)

Figura 9. Teoria DLVO [48]

2.8. Materiales con capacidad antimicrobiana dual

Existen dos categorias de materiales que previenen las infecciones microbianas, en herramientas
médicas ya sean como materia base o como recubrimientos, los materiales antimicrobianos y
los antiincrustantes. Los primeros inhiben o matan a los microorganismos, es decir, presentan
actividad antimicrobiana lo cual se logra por la liberacion de algin agente activo como
antibioticos y nanoparticulas metalicas [50-52] o por la presencia de uno en la superficie, como
la adiccion de sales de amonio cuaternario 0 moléculas biocidas [53,54]. Los segundos evitan
la adhesion, recurriendo a capas de hidratacion, interaccion de proteinas especificas o bajando

la energia de superficie, cuando la energia de superficie es baja la tension interfacial entre el
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liquido y el sustrato es alta y la adhesién minima, esto ocurre en superficies muy hidrofobicas.
Actualmente, la mayoria de productos comercializados se basan en la liberacion de agentes
activos adsorbidos o impregnados en el material de la herramienta [55,56]. Uno de los
mecanismos para lograr esta administracion es a través de los sistemas modificados para la
liberacion, lo cuales han sido un centro de interés en el &rea médica, puesto que permiten proveer
la cantidad éptima de farmaco en el momento y lugar adecuado, dando lugar a una liberacion
continua en dosis terapéuticas sin llegar a niveles maximos, evitando asi efectos secundarios
producidos por grandes descargas de farmaco y concentrandolo en la zona afectada [57-59].
Dentro de estos sistemas estan los polimeros inteligentes, es decir, polimeros que responden a
estimulos externos, como temperatura, pH, fuerza ionica o luz, cambiando su estructura, lo que
permite controlar la carga y liberacion de agentes activos dependiendo de las condiciones del

ambiente.

La pH sensibilidad es una caracteristica de polimeros que tienen grupos ionizables (cationicos
0 anionicos) a lo largo de la cadena, los cuales presentan cargas dependiendo de las condiciones
del medio, generalmente por un equilibrio de protonacion/deprotonacion, asi polimeros como
la poli 4-vinilpiridina y el poli 4cido acrilico presentan esta caracteristica. Los polimeros
zwitteridnicos pese a tener grupos cargados, se caracterizan por que su ionizacion se mantiene
en un amplio rango de pH por lo que solo muestran sensibilidad a pH extremos, por lo que en
condiciones biologicas se comportan de forma estable [28]. Sin embargo, son muy sensibles a
la fuerza idnica, debido al efecto de apantallamiento que ejercen los iones sobre la doble capa
eléctrica, en concentraciones bajas refuerza la repulsién, pero en altas concentracion pueden

Ilevar al colapso del polimero [60].

Actualmente, el reto consiste en el desarrollo de materiales compuestos, es decir, una
combinaciéon de propiedades antimicrobianas y antiincrustantes para reforzar el potencial

profilactico o incluso ayudar al tratamiento de infecciones [61].

2.9. Radiacion ionizante

La radiacion ionizante es aquella con energia suficiente para ionizar la materia, generalmente es
producida por sustancias radiactivas. La radiactividad es un fenémeno fisico que ocurre en
materiales cuyos nucleos atdbmicos emiten particulas subnucleares o radiacion de alta energia al

sufrir degradacion. Durante este proceso el ndcleo se convierte en otro elemento de menor
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energia, llevando a la estabilizacién del sistema. Se pueden emitir cuatro tipos de radiaciones,
los tres primeros son producto de cambios nucleares y el tltimo de la estabilizacion de un nicleo

excitado.

Radiacion alfa (a): son particulas subatdmicas que consisten en dos neutrones y dos protones,
también conocidas como n(cleos de helio, 5He?*. Poseen una masa atémica de 4 uma y dos
cargas positivas. Al ser particulas grandes y cargadas interactuan facilmente con la materia
perdiendo energia con rapidez por lo que su rango de penetracion es limitado.

Radiacion beta (B): son particulas con la masa de un electron (5.486x10* uma), pueden ser de
carga negativa o positiva, su energia depende del elemento radiactivo que las emite y no es
monoenergeética, es decir, se presenta como una distribucion de diferentes energias con un
maximo especifico.

Radiacion de neutrones: es la emision de particulas sin carga de igual peso que el protdn (1
uma), que se producen durante la fision nuclear de metales pesados.

Radiacion gamma (y): es radiacion electromagnética de alta energia, con una longitud de onda
del orden de 10 nm, menor a la de los rayos X. Producidos por la transicion de niveles de
energia en el ndcleo del atomo. Este tipo de radiacion es monoenergética y depende del isotopo
radioactivo que la emite. Al ser fotones no interactian facilmente con la materia, por lo que
poseen el mayor poder de penetracion de todas las radiaciones.

La radioactividad se produce por el decaimiento de elementos muy pesados, 0 con exceso de
neutrones o protones respecto al
equilibrio. Generalmente, los
R.a . elementos naturales presentan igual
. ._l namero de neutrones (N) y protones (2)

N-2,22)
+1IN en el nicleo, N/Z = 1 cuando Z < 20.

- (N,Z) \e>
A
] -12 6‘-’"3 ,
_ & Cuando el nimero de protones en el
nucleo aumenta  ocurre su

desestabilizacion por repulsion, por lo

Nuamero protones (Z)

(N-1, Z+1)

7 R.B- que en elementos pesados N es mayor
- +Hﬁ N,Z) que Z. La Figura 10, muestra el
-1N

esquema de estabilidad de los ndcleos,

Numero neutrones (N) entonces cuando los elementos se

Figura 10. Curva de estabilidad 30



encuentran alejados de la curva natural tienen a degradarse transformandose hasta llegar a su
forma mas estable. Si tienen exceso de protones emiten particulas beta positivos (8+), un
neutrén y un neutrino. Si tiene exceso de neutrones se libera un protdn, un beta negativo (8-) y
antineutrino. Cuando el elemento se encuentra muy alejado de la curva, &tomos muy pesados
(Z>82) emiten a para llegar con mayor facilidad al equilibrio. La radiacion gamma es emitida
por la reorganizacion de particulas nucleares a menores niveles de energia, este proceso se
conoce como transicion isomérica y los elementos que la realizan se encuentran en estados

metaestables [62].

2.10. Interaccion de la radiacion con la materia

Al incidir radiacidn sobre los a&tomos, esta transfiriere energia principalmente a los electrones
disipandolos y formando un par idnico (ionizacion). Una caracteristica importante de las
diferentes clases de radiacion es la transferencia lineal de energia (LET, Linear Energy
Transfer), la cual se define como la cantidad de energia trasferida por una particula ionizante al
material que atraviesa por unidad de distancia, es decir, la velocidad de pérdida de energia. El
valor de LET depende tanto del tipo de radiacion como del tipo de material irradiado. En la
Figura 11, se presenta un esquema de la capacidad de penetracion de los diferentes tipos de

radiacion, se observa que los rayos @ muestran mayor LET [63].

Tejido
a
2 ——» ;
B s »
| §
LET:a > >y Aluminio Concreto Plomo

Figura 11. Capacidad de penetracién de las radiaciones y LET

Las radiaciones alfa y beta al ser particulas cargadas interactian més facilmente con la materia

disipando la energia a través de colisiones. La radiacion gamma por su caracter de onda
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electromagnética monoenergética presenta tres mecanismos de interaccion con la materia

dependiendo de su energia: efecto fotoeléctrico, efecto Compton y produccién de pares.

Efecto fotoeléctrico: el fotdn interactia con un electrén de las capas internas del atomo
transfiriéndole toda su energia, como resultado el electron es lanzado del a&tomo, produciendo
una vacancia que pasa a ser ocupada por un electron de una capa de mayor energia, este cambio
de nivel produce la emision de un foton con energia igual a la diferencia energética de los
orbitales. En algunos casos este foton tiene la energia suficiente para arrancar un electrén de
otro 4tomo, esto es conocido como el efecto Auger. Este efecto se presenta con radiaciones
electromagnéticas de baja energia.

Efecto Compton: si la energia radiacion electromagnética es mayor a la del caso anterior, al
colisionar con uno de los electrones no es completamente adsorbida al arrancarlo, por lo que
continua como una onda de menor energia con una trayectoria desviada, hasta disipar totalmente

su energia. Este es el mecanismo que méas aporta a la interaccion de la radiacion y con la materia.

Formacion de pares: se produce con radiacién de muy alta energia como minimo 1.02 MeV,
se da la interaccion del foton con el campo magnético del nucleo, dando como resultado la
formacion de dos particulas $, un positrén y un negatrén. EI primero interactda con un electron
produciendo la aniquilacion el par y la formacién de dos fotones de 0.51 MeV, y el segundo

causa la ionizacion del sistema.
2.11. Cobalto 60 (®°Co)

Las fuentes radioactivas de cobalto 60 son unas de las més utilizadas, ya que esta disponible
sintéticamente, presenta decaimiento moderado con produccion de radiacion gamma de energia
suficiente para ionizar la materia. EI ©Co es un radioisotopo sintético, que se produce mediante
el bombardeo de %°Co con una fuente de neutrones en el proceso adicionalmente se produce
radiacion y, %°Co(n, y)®Co. Este tiene un tiempo de vida media (ti2) de 5.24 afios y una
actividad radiactiva de 44 TBq por gramo. En la Figura 12 se presenta el esquema decaimiento

radiactivo de %°Co a ®Ni.
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89Co (5.24 afios)

99 % - 0.314 MeV

0.01% B

1.488MeV — S3Ni (excitado)

y 1.173 MeV

Y 1.332 MeV

Figura 12. Decaimiento radiactivo del ®°Co
2.12. Métodos de irradiacion

La modificacion de matrices poliméricas por la formacion de polimeros injerto utilizando
radiacion de alta energia (radiacion y), puede realizarse a través de diversas metodologias las
mas empleadas son el método directo, el método de preirradiacion y el método de preirradiacion

oxidativa.
Meétodo directo o simultaneo

Se realiza una irradiacion simultanea de la matriz polimérica y el monémero a injertar. El
sustrato polimérico es sumergido en una solucién de monémero de concentracion determinada,
la muestra es desgasificada y posteriormente sometida a la radiacién. Es el método mas sencillo
y econdmico, sin embargo, requiere que el rendimiento radioquimico del polimero a irradiar sea
mayor que el del mondémero, de lo contrario se favorece la formacion del homopolimero y

disminuye el injerto [64].
Metodo de preirradiacion

La matriz polimérica se coloca en atmdsfera inerte (vacio o gas inerte) y es irradiado, lo que
lleva a la formacion de radicales libres, posteriormente se introduce el monomero, el cual se
injerta y polimeriza por accién de dichos radicales. La principal ventaja es que presenta baja
formacion de homopolimero, sin embargo, es costoso debido a la necesidad de mantener una

atmosfera inerte y tiene bajo rendimiento de injerto, por la poca estabilidad de los radicales [65].
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Método de preirradiacion oxidativa

La irradiacion del sustrato se realiza en una atmosfera con oxigeno, lo cual conlleva a la
formacion de grupos peréxido e hidroperdxidos a lo largo de la cadena polimérica.
Posteriormente, se agrega la solucion de monomero, y bajo atmosfera inerte se somete a
calentamiento, produciendo un rompimiento homolitico de los grupos peroxidos, estos radicales

formados actdan como iniciadores de la polimerizacion del injerto [64].
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3. HIPOTESIS

La modificacion de matrices poliméricas de PVC con polimeros zwitteridnicos, debido a la
presencia abundante de iones, incrementara la hidrofilicidad de los materiales creando una capa
de hidratacion que disminuira la adhesion bacteriana, evitando la formacion de biopeliculas.

()
0 = T ° /
Capa de hidratacion
o
o
° - e o
Catéter modificado con

Catéter polimérico

zwitterionicos

Figura 13. Propiedad antiincrustante de un cateteres de PVVC modificado con polimero zwitteriénico

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Modificacion de matrices poliméricas de poli(cloruro de vinilo) (PVC) con injertos superficiales
de polimeros zwitterionicos para proveerlas de propiedades antimicrobianas.

4.2. Objetivos particulares

Sintesis de copolimero de injerto con hidréxido de [2-(metacriloxi) etil] dimetil-(3-
sulfopropil) amonio (SBMA), PVC-g-SBMA, utilizando radiacibn gamma e
identificacion de los parametros éptimos de la reaccion.

Sintesis, purificacion y caracterizaciéon del mondémero zwitteriénico 4-vinilpiridina
propilsulfobetaina (4VPPS).

Sintesis del copolimero de injerto PVC-g-4VPPS utilizando radiacion gamma,
identificando los parametros 6ptimos de la reaccion.

Caracterizacion de los biomateriales sintetizados por espectroscopia infrarroja (FTIR-
ATR), resonancia magnética nuclear (RMN), calorimetria diferencial de barrido (DSC),
analisis termogravimeétrico (TGA), microscopia electronica de barrido (SEM),
hinchamiento limite de los copolimeros de injerto y &ngulo de contacto.

Evaluacién de la adsorcion superficial de proteinas y de la actividad antimicrobiana de
los biomateriales sintetizados.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.: SINTESIS
5.1. Sintesis de PVC-g-4VP

El injerto de 4VP sobre PVC se realizo utilizando el método de irradiacion directa. Para lo cual
una muestra de PVC de aproximadamente 6 cm se coloco en una ampolleta de vidrio, se agrego
la solucion de H.O/MeOH y 4VP, se elimind el oxigeno por desplazamiento de aire con
burbujeo de argdn durante 15 minutos. La ampolleta sellada se mantuvo a 5 °C durante 4 horas
y finalmente se irradi6 empleando radiacion gamma. Los catéteres injertados se extrajeron y
limpiaron con metanol. Por Gltimo, las muestras se secaron 12 h a 30 °C en estufa de vacio y se
calculd el porcentaje de injerto por diferencia de peso utilizando la Ecuacion 1, en la Figura 14

se ilustra el procedimiento.

(W; — W;) = 100
Wi

Injerto (%) = Ec.(1)

Donde Ws es el peso de la muestra injertada (g) y Wi es el peso inicial de la muestra (g).

gt Burbujeo con Ar
\ E ' . )
J | |

N

Monémeros Reftrigerar 12h
(5°0)
Extraccion y limpieza
_$ d  — %
——————

Sccado 6 h S
o a30°C =
Matriz modificada Rayos v

Figura 14. Esquema del proceso de sintesis de injerto por método de irradiacion directa
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5.2. Sintesis de los injertos de SBMA en catéteres de PVC-g-4VP: (PVC-g-4VP)-g-SBMA

El injerto de SBMA se realizé sobre catéteres de PVC previamente modificados con 4VP (PVC-
g-4VP) utilizando el método de preirradiacion oxidativa. La 4VP modifica la superficie del
catéter haciéndola compatible con el mondémero de SBMA vy posibilitando la formacion del
injerto. Para la sintesis, se pesaron catéteres de PVC-g-4VP secos y se colocaron en ampolletas
de vidrio, las cuales se irradiaron en presencia de aire. A las muestras irradiadas se agrego
solucion de SMBA en MeOH:H»O, se elimino el oxigeno por desplazamiento de aire con
burbujeo de argdn durante 10 minutos. Las muestras fueron selladas y se calentaron en un bafio
maria por determinado tiempo. Finalmente, se retiraron y lavaron una vez con una solucion
saturada de NaCl durante 3 horas, dos veces con agua destilada durante 2 horas y una vez con
etanol, para retirar residuos de homopolimero y mondémero no injertado, se secaron al vacio 12
ha40 °C, y se calculé el porcentaje de injerto siguiendo la ecuacion 1, en la Figura 15 se muestra
el proceso.

Irradiacion en
presenciade O, i/

—— \"

——)
V%%/ \ r ’ Burbujeo con Ar
Rayosy Mondémeros
80Co Gammabeam 651-PT
(ICN-UNAM) Extraccidny limpieza
¢ % . I Calentamiento

——
Secado \

Matriz modificada

Figura 15. Esquema del procedimiento experimental para la sintesis de [PVC-g-4VP]-g-SBMA por el

método de preirradiacion oxidativa.
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Se estudio el efecto de las diferentes condiciones de reaccién sobre el porcentaje de injerto de
SBMA, por lo que se vari6 la dosis (1, 2, 5, 10, 15 y 20 kGy), la intensidad de radiacion (5.4 y
13 kGy/h), la concentracion de SBMA (0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 M), el tiempo de
reaccion (4, 6, 8, 12, 18 h), la temperatura de reaccién (50, 60 y 70 °C) y el porcentaje de injerto
de 4VP (4,12 y 20 %).

5.3.  Sintesis de los injertos de 4VPPS por funcionalizacion de catéteres PVC-g-4VP
con PS: (PVC-g-4VP)F(4VPPS)

Una muestra de PVC-g-4VP seca y pesada se coloco en una ampolleta de vidrio, y se dejo al
vacio durante 20 minutos, posteriormente se agregd la solucién de PS en dimetil formamida
(DMF) anhidrida, con exceso de PS, y se calento durante el tiempo determinado. Finalmente, se
retird el material modificado, se lavo con metanol y agua durante 12 horas y se sec6 a 30 °C en
vacio durante 12 h. El PS reacciona facilmente con el agua, hidrolizdndose a é&cido
hidroxisulfonico; por lo que la reaccion debe realizarse en condiciones anhidras. El rendimiento
de la reaccidn se calcul6 empleando la siguiente ecuacion:

Rendimiento (%) = Ec.(2)

Donde Ms es el peso del material final, M; es el peso del material inicial y 4VP (%) es el

porcentaje de injerto de 4VP en el material inicial.

Se estudid el efecto de las diferentes condiciones de reaccion variando la temperatura (50, 60 y
70 °C), el tiempo de reaccion (30, 45, 60 y 75 min) y la concentracion de PS (0.35, 0.5, 0.65,
0.8y 1 M). Para determinar el tiempo maximo de reaccion se realizé un ensayo de hinchamiento
en DMF de las muestras con 4, 12 y 21% de injerto de 4VP.

5.4. Sintesis de los injertos de 4VPPS en catéteres de PVC-g-4VP: (PVC-g-4VP)-g-4VPPS

Se busco el injerto de 4VPPS sobre catéteres de PVC, pero no fue posible sin realizar un
acondicionamiento de la superficie, para la cual se aumenté su hidrofilicidad con un injerto de
4VP. El injerto de 4VPPS sobre los catéteres modificados se realizé por el método de
preirradiacion oxidativa siguiendo el proceso que se describe en la seccién 5.2 (Figura 15). En
este caso se estudio el efecto la dosis (10, 15, 20 y 25 kGy), la concentracion de 4VPPS (0.2,
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0.3, 0.4 y 0.5 M), y la concentracion de la solucion salina (0.6, 0.8 y 1.0 M). EI mon6émero
4VPPS fue sintetizado utilizando del procedimiento que se describe a continuacion.

Sintesis del monomero de 4VPPS: Se realiz6 la sintesis y purificacion del monémero 4VPPS
para posteriormente injertarlo en sobre catéteres de PVC, siguiendo el proceso mostrado por
Venaut, et al. [66]. La sintesis consistio en una alquilacion con apertura de anillo (Figura 16),
se llevd a cabo en condiciones anhidras. La reaccion se dejé a 70 °C durante 1 hora, se utilizo
una relacion molar de 4VP:PS de 1:2 y un total en peso 30% en dimetilformamida (DMF)
anhidra. En este caso los reactivos son solubles en el solvente, pero el producto no lo es, por lo
que se separa del medio y puede purificarse por filtracion. El producto sintetizado se lavo con
una mezcla de acetona y metanol hasta que el sobrenadante perdio el color y el s6lido tomé una

coloracion amarilla clara, y se realiz6 una placa cromatogréafica para corroborar la pureza.

O O
\/
60°C 12h \/\/\\

4VP 4VPPS

Figura 16. Reaccion para la formacién de 4VPPS
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL: CARACTERIZACION

6.1. Espectroscopia infrarroja con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

Los analisis de espectroscopia FTIR se realizaron en un espectrofotometro Perkin-Elmer
Spectrum 100 (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT) con 16 escaneos, en el mddulo
de ATR, en el rango de 4000 a 650 cm™.

6.2. Hinchamientos

Para determinar el tiempo de hinchamiento limite se utilizé el siguiente procedimiento, los
solventes empleados fueron agua y buffer de fosfatos (PBS) y las temperaturas fueron 25y 37

°C, cada medicion se realizé por triplicado.

Procedimiento: Pesar la muestra seca y colocarla en un vaso con el solvente a estudiar a
temperatura controlada. Retirar la muestra del vaso, eliminar el solvente excedente y pesar, cada
5 minutos durante los primeros quince minutos, después a las 0.5, 1, 2, 4, 6 y 12 horas. El
porcentaje de hinchamiento (H %) se determina utilizando la ecuacién 3. Donde W- es el peso
de la muestra hinchada y W1 es el peso de la muestra seca.

(W, — W;) =100

H (%) = . Ec.(3)

Preparacion de la solucion PBS: La solucién buffer PBS es una solucion a base de sales de
fosfato, que permite mantener pH constante a 7.4, con una fuerza iénica de 0.14 M, estas
condiciones coinciden con las encontradas en la sangre humana, siendo ampliamente utilizada
para evaluar materiales con aplicacién biomédica. Para su elaboracion se mezclaron los

componentes que se muestran en la Tabla 1, en su respectiva concentracion.

Tabla 1. Composicion de la solucion buffer PBS

Componente Concentracién (g/L)
NaCl 8.00
KCI 0.20
NaHPO4 1.42
KH2PO4 0.24

40



6.3. Efecto de la fuerza ionica

Las muestras previamente secadas fueron pesadas y sumergidas en solucién salina por dos 2h a
25 °C, después de lo cual se midio su grado de hinchamiento por diferencia de peso, utilizando
la ecuacion 3. Se varid la fuerza ionica utilizando con diferentes concentraciones de NaCl (0,
0.07,0.14,0.28,0.42y 1 M).

6.4. Efecto del pH

Para determinar la respuesta al pH de las muestras, se prepararon soluciones amortiguadoras de
fosfatos de pH: 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 y 12. Una muestra seca se peso y se adicion0 la primera
solucién, manteniendo temperatura controlada a 25 °C durante 2 h, posteriormente se retiré el
exceso de solucién y se calculd el porcentaje de hinchamiento con la ecuacién 3, el mismo

procedimiento fue utilizado con las demas soluciones.

Preparacién de soluciones amortiguadoras: se realizaron dos soluciones base. La primera
(solucién 1) fue una solucién acida de &cido borico 0.2 M y acido citrico 0.05 M y la segunda
(solucién I1) una solucion basica de ortofosfato trisddico dodecahidratado (NasPO412H,0) 0.1
M. Las cuales se mezclaron en diferentes proporciones dependiendo del pH deseado, en el

Anexo 1 se muestran las cantidades a emplear.
6.5. Angulos de contacto

El grado de mojabilidad fue estudiado utilizando un goniémetro DSA 100 Kriss GmbH,
Germany, mediante el método de gota en reposo. Para lo cual, las muestras fueron partidas,
aplanadas, empleando placas de vidrio, y secados a 40 °C en estufa de vacio durante 4 horas.
Para la determinacion se depositd una gota de agua destilada sobre la superficie plana, y se
midio el angulo que se forma entre la superficie y el liquido, todas las medidas fueron realizadas

cuatro veces.
6.6. Analisis termogravimétrico (TGA)

El comportamiento térmico de los materiales se monitoreé mediante TGA bajo una atmdsfera
de nitrégeno de 30 a 700 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en un TGA Q50
(TA Instruments, New Castle, DE, EE. UU.).
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6.7. Adsorcion de proteinas

Aproximadamente 80 mg de muestra se colocaron en solucion buffer PBS a 37 °C por 24 horas,
posteriormente la muestra se extrajo y se incub0 en solucion de proteina en PBS, albumina de
suero bovino (BSA) a una concentracién de 30 mg/mL, a 37 °C. Terminado este tiempo los
materiales se lavaron tres veces con PBS, y se procedio a realizar la extraccion de la proteina

depositada para posteriormente cuantificarla usando métodos espectroscopicos.

Extraccion de la proteina: Se agregaron 600 pL de solucion de SDS 1% p/p a la muestra,
previamente incubada en BSA, se agité a 130 rpm durante 20 min y se sonic6 por 10 minutos,
finalmente se agitd en el vortex 30 s. En este caso se evalud la efectividad del proceso con 1, 2

y 3 extracciones, concluyéndose que lo mejor es realizar 3 extracciones.

Cuantificacion: Para la cuantificacion se emple6 el método de &cido bicinconinico (BCA), el
cual se basa en la formacién de un complejo purpura intenso entre el BCA y los iones Cu™ en
medio alcalino que absorbe a aproximadamente 560 nm; los iones Cu* son producidos por la
reaccion entre el Cu®* y los grupos amino de las proteinas en medio basico. La estabilidad del
reactivo y el cromdéforo proporcionan un método para la cuantificacion de proteinas de alta
sensibilidad y que presenta pocas interferencias, de hecho, es el método mas recomendado para

muestras que contienen detergentes como el SDS [67,68].

Solucion A: diluir bicinconato de sodio (0.1 g), carbonato de sodio dihidratado (2.0 g), tartrato
de sodio (dihidrato) (0.16 g), hidréxido de sodio (0.4 g), bicarbonato de sodio (0.95 g), en 100
mL de agua destilada, ajustando el pH a 11.25 con NaOH.

Solucién B: diluir sulfato de cobre (I1) pentahidratado (CuSOs - 5H20) al 4% (w/v) en agua

destilada.
En este trabajo las soluciones A y B fueron obtenidas de Sigma-aldrich.

Solucidn de trabajo: mezclar 50 partes de solucion A con 1 parte de solucion B. Esta solucion

tiene una tonalidad verde clara.

Procedimiento: Se colocé 1 mL de la muestra en un vial de vidrio y se agregaron 2 mL de la
solucion de trabajo, la mezcla se agitd suavemente y se dejé reaccionar a 60 °C durante 30

minutos. Finalizado este tiempo, la muestra enfrié a temperatura ambiente y se midié por
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espectroscopia UV-Vis a 556 nm, donde presentd el maximo de absorcidn, la cuantificacion se
realiz6 empleando curva de calibracion. En todos los casos la referencia fue una muestra blanco

de solucion de SDS 1% a la que se le realizo el proceso descrito anteriormente.

Curva de calibracion: La curva de calibracion se realizo en el rango de 0.5 a 5 pg/mL, se
prepararon soluciones patron de 0.5, 1, 2, 3, 5 ug/mL en SDS al 1% (w/v), las cuales fueron
tratadas como se describe en la seccion: Extraccion de la proteina. Se realizaron cuatro
mediciones de cada valor y se realiz6 una regresion lineal para obtener la ecuacién de la curva
(Anexo 2).

6.8. Cargay liberacion de ciprofloxacino

Carga de ciprofloxacino: Muestras de aproximadamente 100 mg, se colocaron en viales con 3
mL de solucion acuosa de ciprofloxacino a una concentracion determinada, a 25 °C, durante 30
h. El tiempo de carga se determin6 midiendo la absorbancia a diferentes intervalos de tiempo
para evaluar el progreso de la carga (0.5, 1, 2, 4, 6, 24, 30, 48 y 56 h). Se determing la cantidad
de farmaco cargado al medir la diferencia de absorbancia entre la solucion inicial y la solucién
en cada intervalo de tiempo a una longitud de onda de 266 nm, empleando una curva de
calibracién. Para dicha determinacion, se empled un espectrofotometro marca SPECORD 200
PLUS de Analytikjena (Germany). Transcurrido el tiempo, se extrajeron las muestras, se lavaron

suavemente con agua destilada.

Curva de calibracion de carga: para la cuantificacion se realiz6 una curva de calibracion a 266
nm, para lo cual se prepararon soluciones de ciprofloxacino de las siguientes concentraciones 0,
2,4,6,8,10y 12 pg/mL, Las mediciones se realizaron por triplicado, utilizando agua destilada

como disolvente. La ecuacion de la curva fue Abs= 0.0685 [ciprox] con r? 0.999, Anexo 3.

Liberacion de ciprofloxacino: Las muestras cargadas con ciprofloxacino se depositaron en
viales que contenian 3 mL de solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4 y a 37 °C en agitacién
constante (130 opm). Se realiz6 el seguimiento a la liberacion acumulativa tomando mediciones
a0.25,05,1, 2, 4,6, 8, 24, 30 y 48 horas, a 266 nm en el espectrofotometro UV-vis.

Curva de calibracion de liberacién: para la cuantificacion se realizé una curva de calibracion,

para lo cual se prepararon soluciones de concentraciones entre 0.07 y 2 ug/mL, mismas que se
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analizaron a 266 nm. Las mediciones se realizaron por triplicado. La ecuacién de la curva fue
Abs= 0.0656 [ciprox] + 0.0171 con r? 0.994, Anexo 4.

6.9. Actividad antimicrobiana

Se realizaron dos pruebas de actividad antimicrobiana, la prueba de Kirby-Bauer o difusion en

disco y la prueba de inhibicion al crecimiento bacteriano.

Método de difusion en disco (prueba de Kirby-Bauer): Muestras de aproximadamente 30 mg
se insertaron en una caja Petri que contenia medio Modeller-Hinton sembrado con
Staphylococcus aureus o Escherichia coli, a una concentracion de 1.5 x 108 ufc/ml, de cultivos
de 24 h. Las muestras se dejaron incubar 24 h a 37 °C y se midid el halo de inhibicion desde el

centro de la muestra hasta la periferia donde se observaba el crecimiento bacteriano.

Prueba de inhibicion al crecimiento bacteriano por dilucién en caldo: Se prepar6 una
solucién de E. coli de 0.5 MF (1.5x108 ufc/mL) en agua peptonada (pH: 7.2), este medio
mantiene la viabilidad de la bacteria. Se colocaron 2 mL de solucién un tubo de ensayo,
previamente esterilizado (121 °C, 15 min y presion de 1.6 kg/cm?). Y se coloco el material a
analizar en él, y se dejo incubar a 37 °C por 24 h, Se sacé el material de medio de cultivo y se
midio la absorbancia del medio a 600 nm para cuantificar la inhibicion de crecimiento por
diferencia con una solucidn bacteriana blanco, es decir, cuyo crecimiento no se vio afectado por

ningun material externo.
6.10. Adhesion de bacterias

Muestras de aproximadamente 30 mg fueron incubados en solucién de E.coli de 0.5 MF durante
24 horas, se retiraron y lavaron suavemente con agua estéril para eliminar las bacterias no
adheridas, para luego colocar el material en un tubo de vidrio con 1 mL de agua estéril y llevar
al vortex por 3 min. Después del vortex, se tomd una alicuota de 0.1 mL y se diluy6 a 1 mL, de
esta dilucidn se sacd 0.1 mL y se sembraron usando la técnica de placa invertida. Para lo cual,
se colocaron 0.1 mL del lavado en el centro de la caja y agreg6 el medio, homogenizando por
agitacion suave 6 giros a la izquierda, 6 a la derecha y 6 hacia delante y hacia atras, se dejo
incubar 24 h 'y se realizé un conteo de colonias. Como medio de cultivo para la placa se utilizo

agar nutritivo.
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6.11. Viabilidad celular

Se estudio la viabilidad celular observando el crecimiento de fibroblastos del tipo BALB/3T3
(ratén) en presencia de los materiales modificados. Muestras de aproximadamente 6 pg de
material modificado se incubaron 24 horas en una solucion con una concentracion de 4x10*
células/mL que fue incubada durante 24 h en una bandeja de 96 pozos. Pasadas las 24 h se
retiran los catéteres y el medio y se agrega nuevo medio con 10 pL de MTT por cada 100 pL de
medio. EI MTT se dejé metabolizar por 4 h y después se agregé el revelador MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), en presencia de
metosulfato de fenazina (PMS), produce un producto de formazan que tiene un maximo de
absorbancia en el visible. Este se deja un minimo de 12 h y se mide la absorbancia a 620 nm, la
viabilidad celular se obtiene comparando el crecimiento celular en presencia de las muestras

con los blancos que las contienen, el ensayo se realizé por triplicado.
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7. RESULTADOS: INJERTO DE PVC-g-4VP

La interaccion del PVC con la radiacion gamma como en la mayoria de moléculas, produce dos
reacciones primarias, una de ionizacion y otra de excitacion que posteriormente desencadenan
en un amplio numero de reacciones secundarias, en la Figura 17 se muestran las principales
reacciones que ocurren. El radical | es el producto mayoritario, ya que el radical cloro es mas
estable que el radical hidrégeno [69]. Las reacciones de injerto tienen lugar a través del radical
formado en la cadena principal del polimero.
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Figura 17. Efecto de la radiacion gamma sobre el PVC

Se buscé la estandarizacién de condiciones para obtener diferentes porcentajes de injerto de
4VP, entre 2 y 20 %; basados en los resultados obtenidos en un trabajo anterior sobre el efecto
que tienen el solvente, la dosis y la concentracion de mondmero en el porcentaje de injerto de
4V/P en una matriz de PVC cuando se emplea el método directo [70], ver Figura 18; con el fin
de estudiar el efecto de este injerto sobre la modificacion con SBMA vy sobre las propiedades
del material. La modificacion se realiz6 por el método de irradiacién directa y se vari6 la dosis
aplicada, de 10, 15 y 20 kGy; las condiciones empleadas fueron concentracion de 40 % (v/v)
4\VP en una mezcla metanol: agua con 30% de MeOH. En la Figura 19 se muestran los
resultados obtenidos, encontrandose desviaciones estandar relativas de aproximadamente el

15%, las cuales son aceptables debido a la complejidad de la metodologia.
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Figura 19. Efecto de la dosis sobre el injerto de 4VP en PVC. Reporta: media + error estandar de la media, n=14
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8. RESULTADOS: SINTESIS [PVC-g-4VP]-g-SBMA

El injerto de SBMA sobre los catéteres de PVC-g-4VP se realizé por el método de preirradiacion
oxidativa. El PoliSBMA es un polimero zwitterionico que debido a las fuertes interacciones
electrostaticas a nivel intramolecular es insoluble en practicamente todos los solventes, a
excepcion de soluciones electroliticas acuosas y solventes proéticos polares como trifluoroetanol
y el hexafluoroisopropanol. Este polimero ha mostrado tener alta funcionalidad como
recubrimiento antiincrustante [43]. Sin embargo, debido a su baja solubilidad, la modificacion
de superficies mediante injerto covalente es limitada. La radiacion gamma es un tipo de
radiacion ionizante de alta energia, que al interactuar con la materia la excita y da lugar a la
formacion de radicales libres, en el método de preirradiacion oxidativa los radicales se generan
sobre la superficie lo que favorece el injerto en lugar de la homopolimerizacion. Dentro de los
parametros que afectan este proceso se encuentran, el porcentaje de injerto de 4VP, la dosis, la
tasa de dosis, la concentracion de mondmero, el disolvente, la temperatura y el tiempo de

reaccion.
8.1. Efecto del porcentaje de 4VP injertado

El injerto de 4VP ademas de proporcionar caracteristicas de pH sensibilidad a los materiales, se

utiliz6 para acondicionar la
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Figura 20. Efecto del injerto de 4VP en el injerto de SBMA.
Reporta: media + error estandar de la media, n=3. Condiciones: 1
kGy, 0.25 M, 75% MeOH, 60 °C, y 12 h. no se ve significativamente

porcentaje de injerto de SBMA
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afectado por el porcentaje de 4VP en la superficie, aunque si es necesaria la modificacion con
4V/P para que la superficie adquiera hidrofilicidad.

8.2. Efecto de la dosis

La dosis adsorbida es una media de la cantidad de energia proveniente de la radiacion ionizante
que es recibida por un material. Generalmente, la dosis se da en unidades de greys (Gy) donde
1 Gy es igual a 1 J/kg, segun el sistema internacional. Este parametro influye directamente en
el porcentaje de injerto, ya que determina la cantidad de radicales formados [63]. Las reacciones
de injerto tienen lugar a través del radical formado en la cadena principal del polimero. Al
emplearse el método de preirradiacion oxidativa el oxigeno interactia con los radicales
formando enlaces perdxido e hidroperéxido que posteriormente se rompen con la temperatura y
dan lugar a la reaccion en cadena para formar el injerto [64]. La Figura 21 muestra un esquema
del proceso de reaccion mediante preirradiacion oxidativa para la formacion del material [PV C-
g-4VP]-g-SBMA.
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Figura 21. Estructura del injerto binario (PVC-g-4VP)-g-SBMA por preirradiacion oxidativa.
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En la Figura 22 se muestra el comportamiento de injerto de SBMA por preirradiacion oxidativa
sobre una muestra de PVC-g-4VP (4%) al ser irradiada con diferentes dosis, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15
y 20 kGy. Se observa un comportamiento constante, lo cual indica que, en este rango de dosis,
este parametro no tiene un efecto significativo sobre el porcentaje de injerto. En las muestras de
PVC-g-4VP, la 4VP no se ve afectada por la radiacion facilmente, ya que el anillo aromatico
ejerce un efecto protector, por lo que posiblemente en su mayoria ocurra la formacion de radiales

sobre el PVC, dando lugar a la formacion de un injerto binario combinado y no por capas.
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Figura 22. Efecto de la dosis sobre el porcentaje de injerto de SBMA en PVC-g-4VP (4%). Condiciones:
0.25 M SMBA, 13 kGy/h, MeOH:H;0 (3:1), 60 °C y 12 h. Reporta: media * error estandar de la media,
n=3.

No se emplearon dosis menores ya que con la tasa de dosis manejada, el error debido al manejo
de la muestra seria muy alto. Teniendo en cuenta esto, se emplearon dosis de 1 kGy para las

siguientes determinaciones.
8.3. Efecto de la tasa de dosis

La tasa de dosis es la cantidad de dosis absorbida por la muestra por unidad de tiempo. Este
parametro afecta la velocidad de formacion de radicales, a una mayor tasa de dosis abra méas
radicales disponibles al inicio de la reaccion, influyendo en la velocidad de formacion del
polimero, ademas disminuye el peso molecular del polimero formado. Esto es muy importante
en reacciones que se llevan a cabo por el método directo, donde tiene lugar la formacion

simultanea del homopolimero y el injerto [71].
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Para determinar si hay algun efecto asociado a la tasa de dosis durante la sintesis de (PVC-g-
4V/P)-g-SBMA, se injerto SBMA sobre PVC-g-4VP (4%) empleando tasas de dosis de 5.4 y 13
kGy/h. En la Figura 23 se comparan los porcentajes de injerto obtenidos, no se observa una
diferencia significativa, lo que se confirmd con la prueba de contraste de significacion t, ver
Tabla 2. Esto indica que el injerto no se verd afectado por el cambio en la tasa de dosis propio

del desgaste de la fuente.
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Figura 23. Efecto de la intensidad de dosis PVC-g-4VP (4%). Condiciones: 1 kGy, 0.25 M SMBA,
MeOH:H,0 (3:1), 60 °C y 12 h. Reporta: media + error estandar de la media, n=3.

Tabla 2. Prueba de t de contraste de significacion para medir efecto de la intensidad de dosis

Tasa de dosis Injerto - t- Valor critico de t,
(kGy/h) (%) experimental*  para5 GL 0.05 %
5.4 22 5.1
1.20 2.57
13 27 6.0

*t-experimental < valor critico de t, indica que no hay diferencia significativa en el porcentaje de injerto
al emplear diferentes tasas de dosis.

8.4. Efecto de la concentracion

La concentracion de mondmero en solucion afecta los procesos de difusion sobre la superficie
ainjertar, asi como la formacién de homopolimero. A concentraciones muy elevadas se produce
el efecto Trammsdorff o efecto gel, el cual consiste en una autoaceleracion de la polimerizacion

por radicales libres, producida por un aumento en la viscosidad del medio que dificulta las
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reacciones de terminacion, resultando en formacién de geles. Sin embargo, en el caso de los

mondmeros zwitteridnicos incluso a concentraciones relativamente bajas se produce la

aglomeracion del monémero por ensamblaje electrostatico, lo que disminuye el injerto [44]. Se

observa un comportamiento campana con un maximo de injerto, a una concentracion de 0.5 M

(Figura 24). Se escogio la concentracion de 0.25 M de SBMA para los anélisis, ya que permite

un rango amplio de injerto.
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Figura 24. Efecto de la concentracion de SBMA. Condiciones: 1 kGy, 13 kGy/h, MeOH:H0 (3:1), 60
°Cy 12 h. Reporta: media + error estandar de la media, n=3.

8.5. Efecto del disolvente
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Figura 25. Efecto del porcentaje de MeOH en el
solvente. Condiciones: 1 kGy, 13 kGy/h, 0.25 M,

Para lograr el injerto de SBMA sobre los
catéteres PVC-g-4VP (4%) el disolvente
fue fundamental, ya que era necesario que
permitiera la disolucion del monémero y la
interaccion  mondmero/superficie.  La
Figura 25 muestra la grafica de porcentaje
de injerto de SBMA en funcion del
porcentaje de metanol en el disolvente que
consistio en una mezcla metanol: agua. Al
utilizar solo agua o porcentajes de MeOH
bajos, el injerto no ocurrid lo cual se

atribuye a la estabilizacion del monémero
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por solvatacion, que evita la interaccion con la superficie. Las mezclas con mayor contenido de
MeOH (75 y 90 %) mostraron el mayor porcentaje de injerto, sin embargo, con un 90 % de

MeOH no se lograba una disolucion completa del SBMA.

8.6. Efecto de la temperatura y el tiempo de reaccion

La temperatura de reaccion permitird el rompimiento de los perdxidos e hidroperdxidos
formados al irradiar en presencia de oxigeno. En la Figura 26A se muestran los porcentajes de
injerto obtenidos a diferentes temperaturas, donde se observa a que temperaturas de 60 °C o
menores presentaron baja modificacion, mientras que a 70 °C el porcentaje de injerto
increment6. Finalmente, la Figura 26B muestra el efecto del tiempo de reaccion sobre el

porcentaje de injerto, observandose un incremento proporcional entre los dos pardmetros.
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Figura 26. A. Efecto de la temperatura, condiciones: PVC-g-4VP (4%), 1 kGy, 0.25 M, 75% MeOH, y
12 h; and B. Efecto del tiempo de reaccion, condiciones: PVC-g-4VP (4%), 1 kGy, 0.25 M, 75% MeOH,
y 60 °C. Reporta: media = error estandar de la media, n=3.
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9. RESULTADOS: CARACTERIZACION [PVC-g-4VP]-g-SBMA

9.1. Espectroscopia infrarroja con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

Los catéteres injertados se caracterizaron por espectroscopia infrarroja (ATR-FTIR) para
determinar la presencia de los distintos grupos funcionales, Figura 27. El espectro FTIR del
catéter de PVC testigo present6 bandas a 2992 cm™ de los estiramientos C-H de grupos -CHa-,
1267 cm* de las flexiones C-H; adicionalmente, bandas a 1745 y 1459 cm™ caracteristicas del
plastificante [72]. El espectro de PVC-g-4VP, a parte de las bandas anteriores presento sefiales
de estiramiento C=C a 1597 y 1557 cm™ y a 830 cm™ de las flexiones C-H fuera del plano de la
amina aromatica [73]. Finalmente, el espectro del (PVC-g-4VP)-g-SBMA, adicionalmente
muestra bandas a 1039 y 1265 cm correspondiente a los estiramientos simétricos y asimétricos
del grupo sulfonato (SO3) [74]. La banda 1736 cm™ del estiramiento del grupo carboxilico

(C=0), a 1440 cm™* de la amina cuaternaria [75].
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Figura 27. Espectros infrarrojos de los injertos de SBMA en PVC-g-4VP

9.2. Analisis termogravimétrico (TGA)
El TGA mostré que tanto el PVC-g-4VP como el (PVC-g-4VP)-g-SBMA, tienen una estabilidad

térmica regida por la matriz de PVC, ya que presentan pérdidas del 10 % en peso
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aproximadamente a la misma temperatura (238 + 2°C). Los homopolimeros de 4VP y SBMA

mostraron mayor estabilidad con pérdidas del 10 % en peso a 362 y 310 °C respectivamente. El

catéter de (PVC-g-4VP)-g-SBMA presentd tres temperaturas de descomposicion, la primera a

266 grados por la dehidrocloracion del PVC [76], la cual se present0 a temperaturas cercanas

tanto para el PVC como para el PVC-g-4VP; la segunda a 328 °C que concuerda con la primera

descomposicion del poli SBMA a 341 °C [77], por la degradacién de la amina cuaternaria, y la

segunda descomposicion del PVC a 288 °C, y la tercera a 451 °C corresponde a la

descomposicion de la cadena carbonada. En la Figura 28 se muestran los termogramas de cada

muestra y en la Tabla 3 las respectivas temperaturas de descomposicion.
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Figura 28. Termogramas a) PVC, b) poli(4VP), c) poli(SBMA), d) PVC-g-4VP y e) (PVC-g-4VP)-g-

SBMA

Tabla 3. Resultados TGA

10% pérdida Temperatura de Residuo
en peso (°C) descomposicion (°C) CH)
243
PVC 236 287 7
457
Poli 4VP 362 407 1
Poli SBMA 310 341 7
428
261
PVC-g-4VP 240 301 5
470
266
(PVC-g-4VP)-g-SBMA 239 328 9
451
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9.3. Hinchamientos

Hinchamiento en agua a 25 °C: El hinchamiento en agua es un indicativo de la hidrofilicidad
del material, en las Figuras 29A y 29B se muestran las graficas de hinchamiento para las
muestras de (PVC-g-4VP)-g-SBMA con base en PVC-g-4VP(4%) y PVC-g-4VP(12%) vy
diferente contenido de SBMA respectivamente, y se comparan con el PVC testigo. En ambos
casos se observa que a diferencia del PVC los materiales modificados tienen mayor afinidad
con el agua y por lo tanto se hinchan, la afinidad es significativamente mayor para las muestras
modificadas con SBMA, donde el hinchamiento es hasta dos veces mayor que el presentado por
el material que solo tiene el injerto de 4VP. Al comparar las muestras con mismo contenido de
SBMA, pero diferente contenido de 4VP (4 y 12%), no hay diferencias entre los hinchamientos
indicando que la interaccion con el agua estd dominada por contenido de SBMA. Para todas las
muestras el tiempo de hinchamiento limite fue 2 horas.
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Figura 29. Hinchamientos en agua a 25 °C. A) Muestras basadas en PVC-g-4VP(4%) y B) muestras
basadas en PVC-g-4VP(12%) Se reporta media + error estandar de la media (SEM) n=3

Hinchamiento en buffer de PBS a 37 °C: Los ensayos de hinchamiento en PBS se realizaron
a 37 °C para simular condiciones corporales, en las Figuras 30A y 30B se muestran los
resultados para los materiales con [(PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA vy [(PVC-g-4VP(12%)]-0-
SBMA, al igual que en el caso del agua se observa un incremento significativo del hinchamiento
para materiales que contienen SBMA vy el porcentaje de éste es el que determina el
comportamiento del material. En la Figura 30A se observa que las muestras con 13 'y 23% de

SBMA presentan un comportamiento singular, con un maximo a los 30 minutos que
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posteriormente se estabiliza a las 2h, este comportamiento es debido a intercambio i6nico que

ocurre en el material, en el caso de las muestras con 12% 4VP este porcentaje permite una mayor
estabilizacion.
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Figura 30. Hinchamiento en PBS a 37 °C. Se reporta media £ SEM, n=3.
En la Figura 31 se muestra la comparacion entre el hinchamiento de las diferentes muestras con
4% de 4VP a 2h tanto en agua como en PBS. En los dos casos se conserva el aumento del
hinchamiento con la cantidad de injerto de SBMA y no se observa una diferencia significativa
entre emplear agua o PBS.
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Figura 31. Comparacién hinchamiento en agua y en PBS en el hinchamiento limite (2h). *Muestras
en H.O y A= PVC-g-4VP(4%). Se reporta media £ SEM, n=3.
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9.4. Angulos de contacto

El angulo de contacto permite observar la interaccion entre un liquido y una superficie sélida,
en un sistema trifasico (solido, liquido y gaseoso), en funcion del angulo que forma la superficie
del liquido al entrar en contacto con el sélido. Dicho &ngulo dependerd principalmente de la
relacion que existe entre las fuerzas adhesivas que se forman entre el liquido y el sélido y las
fuerzas cohesivas del liquido. Por ejemplo, una gota de agua se adhiere a cierto material si sus
moléculas y las moléculas de agua experimentan una atraccion entre ellas superior a la fuerza
de cohesion del agua. En ambos casos las fuerzas de atraccion se refieren a las interacciones
intermoleculares de los materiales. Cuando las moléculas liquidas son fuertemente atraidas por
las moléculas solidas, la gota se extiende sobre la superficie solida, lo que corresponde a un
angulo de contacto menor a 90°, por lo contrario, si las fuerzas de cohesién son mayores, el
angulo tendra un valor mayor a 90° [78]. En la Figura 32 se muestran los angulos de contacto
con agua para las muestras de (PVC-g-4VP)-g-SBMA y se comparan con las bases PVC-g-4VP
y el PVC testigo. El PVC testigo es un material hidrofobo con un angulo de contacto mayor a
90°, al ser modificado con 4VP este angulo disminuye proporcionalmente a la modificacion a
55° para 12% y a 65° para 4%, al realizar el segundo injerto con SBMA los angulos caen a
valores cercanos a 30° para injertos de SBMA del 12% y a 20° para injertos del 23%. Estos
resultados concuerdan con lo observado en las graficas de hinchamiento en agua, corroborando

gue en los materiales con injerto de SBMA, es éste el que controla la afinidad del material con

el agua.
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Figura 32. Angulos de contacto. Se reporta media + SEM, n=8 a los 5 minutos de depositada la gota.
A=PVC-g-4VP(4%) y B= PVC-g-4VP(12%).
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9.5. Efecto de la fuerza i6nica

La fuerza ionica estd determinada por la concentracion de iones en una solucion, este parametro
es importante en sistemas biolégicos puesto que determina la estabilidad de las proteinas y los
sistemas coloidales. Los polimeros zwitterionicos se caracterizan por tener respuesta a la fuerza
ionica, debido al efecto de apantallamiento que ejercen los iones sobre la doble capa eléctrica,
en concentraciones bajas refuerza la repulsion, pero en altas concentracion pueden llevar al
colapso del polimero [48].

Para determinar el comportamiento de los materiales [PVC-g-4VP]-g-SBMA(~23%) frente a la
fuerza ionica, se midid el hinchamiento a las 2 h en soluciones con diferente concentracion de
NaCl (0, 0.07,0.14, 0.28, 0.42 y 1 M). En la Figura 33 se muestra la comparacion de los valores
obtenidos. No se observa un efecto significativo de la fuerza ionica de la solucién sobre el
porcentaje de hinchamiento sobre ninguno de los materiales. La estabilidad de los materiales
modificados con SBMA podria indicar que el sistema de injerto estabiliza al polimero
zwitteriénico, e impide su colapso, puesto que se ha reportado que el homopolimero de SBMA
tiene respuesta a la fuerza ionica [32].
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Figura 33. Efecto de la fuerza ionica. Se reporta media + SEM, n=3. A= PVC-g-4VP(4%) y
B=PVC-g-4VP(12%).
9.6. pH sensibilidad
La pH sensibilidad es una caracteristica de polimeros que contienen grupos ionizables en su
estructura, los cuales presentan cargas dependiendo de las condiciones del medio. Al cargarse,

las cadenas con cargas iguales se repelen incrementando el hinchamiento para reducir el estrés.
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En este caso la 4VP es un polimero pH sensible, que presenta un pKa de 5.4 en su forma de
homopolimero, pero al unirse a otros grupos este valor se desplaza. En la Figura 34 se muestran
las curvas de hinchamiento en funcion del pH para las muestras de PVC modificadas con 4VP
y SBMA, se puede concluir que la presencia del SBMA no altera de forma significativa el pH

critico del material, aunque si incrementa considerablemente su adsorcion de agua.
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Figura 34. Curvas de pH sensibilidad. A) (e) [PVC-g-4VP(12%)]-g-SBMA(25%) y (¢) PVC-g-
4VP(12%); B) (V) PVC-g-4VP(4%), (8)[PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(13%) y (A) [PVC-g-
4VP(4%)]-9-SBMA(23%). Se reporta: media + error estandar de la media, n=3

Adicionalmente se calculd la pH sensibilidad, la cual es una medida del grado de cambio en el
hinchamiento a presentarse la transicion en el pH critico; se define como la razén entre el
hinchamiento antes y después del cambio. Para este caso se tomaron como puntos de referencia
los hinchamientos a pH 4 y 8, se encontraron valores similares para las muestras modificadas

con 4% de 4VP y 13 y 23% SBMA y las modificadas solo con 4% 4VP alrededor de 1.4, en la
Tabla 7 se muestran los valores.

9.7. Adsorcion de proteinas en muestras de (PVC-g-4VP)-g-SBMA

La Figura 35 muestra la cantidad de proteina BSA adsorbida sobre cada superficie al interactuar
con una solucion que contiene la concentracion en plasma de esta sustancia (30 mg/mL). El
PVC testigo adsorbio alrededor de 121.7 pg/cm?, esta cantidad disminuy6 31 y 59 % para las
muestras modificas con 4VP al 4 y 12%, sin embargo, la muestra con 23% de injerto de 4VP
mostré un incremento en la adsorcion del 1%. Por otra parte, los materiales modificados con

4VP y SBMA muestran una disminucion significativa en la cantidad de proteina adsorbida, 83,

60



62, 75 y 81 % para las muestras [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(13%), [PVC-g-4VP(4%)]-0-
SBMA(23%), [PVC-g-4VP(12%)]-g-SBMA(12%) y [PVC-g-4VP(12%)]-g-SBMA(25%)
respectivamente. Estos resultados corroboran que el polimero zwitterionico injertado por este
método mantiene su caracter antiincrustante, y dota a la superficie con una capacidad
antiadherente para este tipo de proteinas, lo cual es un resultado prometedor en el desarrollo de
superficies antimicrobianas y hemocompatibles.
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Figura 35. Adsorcion de BSA en catéteres de PVC modificados con 4VP y SBMA; [A]: PVC-g-
4\/P(4%), [B]: PVC-g-4VP(12%) y [C]: PVC-g-4VP(21%). Se reporta: media + error estandar de la
media, n=3
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9.8. Carga de ciprofloxacino

Las muestras de [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(13%) y [PVC-g-4VP(12%)]-g-SBMA(12%), no
mostraron perfil de carga en las condiciones empleadas. La Figura 36 muestra el perfil de carga
para la muestra de [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%). Se observa que la carga se mantiene
constante entre las 24 y las 30 h. La carga final del material después de 30 h fue de 34.5 + 3.6

ug/g, con una concentracion de carga inicial de 12 pg/mL.
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Figura 36. Perfil de carga de ciprofloxacino en catéteres de [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%).

Una vez obtenido el tiempo de carga se probo variar la concentracién de la solucion de carga y
cargar durante 30 h, la Tabla 4 presenta las cantidades cargadas para dos diferentes

concentraciones.

Tabla 4. Carga de ciprofloxacino en [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%)

Concentracion de la solucién

de carga (ug/mL) Cantidad cargada (ng/q)
12 345+3.6
25 217 + 68

9.9. Liberacion de ciprofloxacino

La Figura 37 muestra los perfiles de liberaciéon de ciprofloxacino para los catéter [PVC-g-
4VP(4%)]-g-SBMA(23%) con diferente carga. Para este sistema la liberacibn maxima se
alcanzd a las 24 h de interaccion con la solucion buffer. El perfil de liberacidn para la muestra
cargada con 34.5 ug/g se ajusto al modelo de Peppas-Sahlin with Tiag, mientras que la muestra
cargada con 217 ug/g se ajustd al modelo de Peppas-Sahlin , teniendo en cuenta el indice de
correlacion (r?), criterio de informacion de Akaike (AIC) y el criterio de seleccion de modelo
(MSC), en la Tabla 5 se muestran los valores de los diferentes criterios y se comparan con los

obtenidos para otros modelos [79]. Los ajustes fueron realizados con el software DDSolver. El
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tiempo de retraso en la muestra cargada con 34.5 pg/mL puede asociarse a una menor
disponibilidad o saturacion del material con el farmaco.

50 -
45
40
35-
30
25-
20-
151
101

20% de liberacion con
carga de 217 ug/g

32% de liberacidn con
carga de 34.5 ug/g

Ciprofloxacino liberado (ng/g)

_(r) I é I‘IIOI1|5I2|0I2|5I3|0I3I5I4|0I4l5l5|0I
Tiempo (h)

Figura 37. Perfil de liberacion de ciprofloxacino en catéteres de [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%).

Tabla 5. Criterios de seleccién de modelos para [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%).
[PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%) cargada con

34.5 pg/g de ciprofloxacino

Modelo de liberacién r? AIC | MSC
Peppas — Sahlin with Tjag* 0.994 | 26.17 4.39
Peppas — Sahlin 0.986 | 37.16 3.39
Korsmeyer — Peppas 0.973 | 51.06 2.13

[PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%) cargada con

217 pg/g de ciprofloxacino

Peppas — Sahlin 0.992 | 17.94 2.66
Korsmeyer — Peppas 0.886 | 32.79 1.18
Peppas — Sahlin with Tiag* 0.993 | 18.47 2.61

*Tiag s refiere a un modelo que considera el tiempo de retraso.

El modelo de Peppas-Sahlin esta descrito por la siguiente ecuacion, en el modelo con Tiag hay

que reemplazar t por (t-Tlag):

M,
s kt™ + k,t?™  Ec.(4)

co

En la Tabla 6 se muestran los valores encontrados para cada constante, en las muestras

analizadas el exponente de difusion de Fick (m) es menor a 0.5 indicando que la liberacion esta
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mediada principalmente por procesos de difusion [80]. Ademas, la muestra presenta parametros

similares en los perfiles de liberacion pese a tener diferente carga.

Table 6. Parametros del modelo de Peppas-Sahlin para muestras de [PVC-g-4VP(4%)]-g-

SBMA(23%).
Carga de
ciprofloxacino
(n9/9)
34.5 15.22 -2.045 0.424 0.399 + 0.307
217 17.36 -2.188 0431 | -

En la Tabla 7 se muestran los materiales (PVC-g-4VP)-g-SBMA obtenidos y se comparan sus

propiedades con el PVC testigo y el PVC-g-4VP (4%).

propiedades de los materiales de (PVVC-g-4VP)-g-SBMA sintetizados
[A(4%0)]-g- [A(4%)]-g- [A(12%)]-g- [A(12%)]-0-

Tabla 7. Comparacion de las

Propiedades PVC A(4%) B (13% B(23% B(12% B(25%

0.15 M 0.25 M 0.10 M 0.25 M
Condiciones 60 °C 60 °C 60 °C 60 °C
de sintesis X X 1 kGy 1 kGy 1 kGy 1 kGy
12 h 8012 h 12 h 12h
75 % MeOH | 75 % MeOH | 75 % MeOH | 75 % MeOH
Tiempo de
hinchamiento X 2h 2h 2h 2h 2h
limite
Méaximo
hinchamiento X 55+0.8 144+1.3 196+1.0 147+14 18.2+15
(%)
Angulode | g o0 10| 64414 | 283+24 | 207415 | 305+21 | 237405

contacto (°)

pH critico X 7 6.8 6.8 6.6 6.6
sensiwlidad X 1.42 1.44 141 1.42 1.33

Adsorcioén de
BSA (ug/cm?) 51+03 | 34+04 06+0.3 1.7+0.9 1.1+0.3 06+0.2

Carga de
ciprofloxacino X X X 217 + 68 XX XX

(ug/g)
Liberacion de
ciprofloxacino X X X 43.4 +£5.27 XX XX

(n9/0)
A: PVC-g-4VP; B: SBMA; x el ensayo no dio resultados para este material porque no tiene la propiedad.

xx el ensayo no se realizé al material.
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Se observo que las propiedades como el maximo hinchamiento, &ngulo de contacto y adsorcion
de proteinas estan determinadas por el contenido de SBMA y no de 4VP, ademas la pH
sensibilidad y el pH critico fueron similares para muestras con 4 y 12 % de 4VP, por lo que se
escogieron las muestras de [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(13%) y [PVC-g-4VP(4%)]-g-
SBMA(23%), para realizar las pruebas de carga y liberacion de ciprofloxacino. Los resultados
mostraron que las muestras de [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%) tienen esta capacidad, por lo
que fueron las escogidas para realizar pruebas de viabilidad celular, actividad antimicrobiana y

capacidad antiincrustante.

9.10. Viabilidad celular

La Figura 38 muestra los resultados de viabilidad celular, en donde se observo el crecimiento
de fibroblastos del tipo BALB/3T3 (ratén) en presencia de los materiales modificados; se
observd que el PVC testigo aumenta el crecimiento celular al igual que el material modificado
con 4% de 4VP, sin embargo, el material con 4% de 4VP y 23% de SBMA cargado con
ciprofloxacino mostr6 una disminucion en el crecimiento celular de aproximadamente un 30%,
dejando al material en el valor limite para ser catalogado con potencial efecto citotoxico segun
la norma 1SO-10993-5-2009 [81].
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Figura 38. Viabilidad celular para muestras de [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%). Reporta: media +
error estandar de la media, n=3
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9.11. Actividad antimicrobiana

Ensayo de Kirby-Bauer: Después de las 24 h se midieron los halos de inhibicion usando un
calibrador. Los datos se muestran en la Tabla 8. Al comparar estos resultados con las zonas de
inhibicion de antibiogramas de ciprofloxacino cargados con una cantidad similar de farmaco
(aproximadamente 5 pg) se observa que las zonas de inhibicién coinciden para bacterias no
resistentes a este farmaco que presentan zonas de inhibicion >21 mm para E. coli y para
resistentes en el caso de la S. aureus con zona de inhibicion < 16 mm [82]. Con base en estos
resultados las pruebas antimicrobianas de dilucion en caldo se hicieron solo para E. coli.

Tabla 8. Halos de inhibicion del ensayo de Kirby-Bauer
Carga de E. coli 24h S.aureus 24 h

SN ciprox (ng/g)  Halo (mm) Halo (mm)
PVC 0 X X
PVC-g-4VVP(4%) 0 X X
[PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%) 0 X X
[PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%) Ciprox | 217 + 68 24.5 14

La Figura 39 muestra las fotografias de los halos de inhibicion las muestras de [PVC-g-
4\V/P(4%)]-g-SBMA(23%) cargadas con ciprofloxacino y las no cargadas. Se observa el efecto

antimicrobiano por la liberacion del agente activo.

S. aureus

4-23 Cipro

4-23 Cipro

4-23 Cipro

Figura 39. Fotografias del ensayo de Kirby-Bauer o difusién en placa
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Ensayo de dilucion en caldo: La Figura 40 muestra la capacidad antibacteriana del material a
partir de su capacidad para inhibir el crecimiento de E. coli, se observa que el PVC y el PVC-g-
4VP(4%) no tienen actividad antimicrobiana, por el contrario el [PVC-g-4VP(4%)]-g-
SBMA(23%) disminuyo aproximadamente un 28% el crecimiento bacteriano y al cargarse con
ciprofloxacino logré una inhibicion del 76% a las 24 h y del 112% a las 48 h; porcentajes de
inhibicion mayores al 100% indican que no solo evité el crecimiento sino que elimino parte de

las bacterias inicialmente sembradas.
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Figura 40. Inhibicion del crecimiento E. coli. (4-23: [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%)). Reporta:
media * error estandar de la media, n=3

9.12. Adhesion bacteriana

Por otra parte, la Figura 41 presenta la capacidad antiincrustante del material determinada por
la cantidad de unidades formadoras de colonias de bacterias E. coli, que se adhieren al material
al estar en contacto directo con una solucion de 1x10® ufc durante 24 h, se observa que el
material con injerto binario presenta una disminucién del 89% en la adhesion en relacion al PVC

testigo y este efecto se ve potenciado al cargar ciprofloxacino llegando una disminucion del
92%.
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10. RESULTADOS: FUNCIONALIZACION DE CATETERES PVC-g-
4VP CON PS [(PVC-g-4VP)F(4VPPS)]

Otra forma de obtener polimeros zwitterionicos consiste en la formacion del zwitterion después
de la polimerizacion, es decir, se forman polimeros cationicos o aniénicos que finalmente son
funcionalizados con grupos de carga opuesta [43]. Este es el caso de los materiales (PVC-g-
4VP)F(4VPPS), donde inicialmente se realizé el injerto de 4VP sobre la matriz de PVC y
posteriormente se funcionalizé6 con 1,3-propano sultona (PS) para formar el polimero
zwitterionico 4-vinilpiridina propilsulfobetaina (4VPPS), dando como resultado un injerto
compuesto por 4VP y 4VPPS. El proceso para la funcionalizacion en este caso consiste en una
reaccion de alquilacion con apertura de anillo (Figura 42),

X
Lo DMF | \//
60 °C, 1h \/\/

4-vinilpiridina propllsulfobetalna

4-vinilpiridina 1,3-propano sultona

Figura 42. Reaccion para la formacién de 4VPPS

Para obtener las mejores condiciones de reaccion, es decir, el mayor rendimiento, se deben

analizar tres factores: el tiempo de reaccién, la concentracion de PS y la temperatura. Para

400 determinar el tiempo de reaccion
.0 primero se realizd6 una prueba de
3= 300 . . Lo
Eg ] hinchamiento limite en DMF para
= 2504

—v— PVC-g-4VP(4%
3 S0 ] ;pvc-é-wpﬁm-%) muestras de PVC-g-4VP  con
= — > PVC-g-4VP(20%) ) o
_&: 150 porcentajes de injerto de 4, 12 y 21%,
c ] ¥ .
£ 007 o z en la Figura 43 se muestran los

50 A
resultados. Los tres materiales

0 L e e e

0: 10 20 30 40 S0 B0 /0 RO mostraron alta afinidad con el DMF

Tiempo (min) ] ]
presentando hinchamientos mayores
Figura 43. Hinchamiento en DMF. Se reporta media +
error estandar de la media, n=3 al 100% después de una hora, el
maximo hinchamiento alcanzado fue a

los 90 minutos, después de lo cual el material perdi6 su estructura, se disolvid.
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Teniendo en cuenta los resultados del hinchamiento limite DMF y la informacidn en referencias
[66], se estipularon las siguientes condiciones de reaccion para las pruebas preliminares sobre
PVC-g-4VP al 4, 12 y 21% de modificacion, tiempo 1h, concentracion PS 0.5 M y temperatura
60 °C. La muestra con 4% de injerto de 4VP perdié masa durante la reaccién posiblemente por
disolucion del material, mientras que las muestras PVC-g-4VP(12%) y PVC-g-4VP(21%)
mostraron rendimientos de reaccion del 57 y el 79% respectivamente, con porcentajes de
modificacion total del 20 y el 40%. Por lo que se decidid realizar la optimizacion de las

condiciones de sintesis sobre las muestras con 12 y 21% de injerto de 4VP.

10.1. Efecto de la concentracion de PS

La reaccidn de funcionalizacién es una reaccion de adicion nucleofilica con apertura de anillo,
que se lleva a cabo en relacion molar 4VP:PS (1:1), para obtener el mayor rendimiento el
reactivo de PS siempre debe estar en exceso por lo que se trabajaron concentraciones desde 0.35
M. En las Figuras 44A y 44B se muestra el comportamiento del rendimiento de reaccion al
aumentar la concentracion de PS, para muestras con 21 y 12% de 4VP respectivamente. En
ambos casos se observd un incremento del rendimiento de reaccion al aumentar la
concentracion, las muestras con 21% de 4VP llegaron a rendimientos del 80% con
concentracion de 0.8 y 1 M bajo las condiciones empleadas, para los siguientes ensayos se
empled una concentracion de 0.8 M; mientras que las muestras de 12% requirieron 0.35 M de

PS para llegar a estos rendimientos.
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Figura 44. Efecto de la concentracion de PS sobre el rendimiento de la reaccion de funcionalizacion de
PVC-g-4VP A: PVC-g-4VP(21%) condiciones: 70 °Cy 75 min; y B: PVC-g-4VP(12%) condiciones: 70
°C y 10 min. Se reporta: media % error estdndar de la media, n=3.
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10.2. Efecto de la temperatura

La temperatura tiene un papel importante durante la reaccion puesto que este es un proceso
endotérmico que requiere de energia para superar la barrera de activacion y desplazar el
equilibrio hacia la formacién del producto. Se probaron tres temperaturas 50, 60 y 70 °C, a 80
°C lamatriz se disuelve rapidamente en DMF. La Figura 45 muestra los rendimientos en funcion
de la temperatura para las muestras con 12 y 21% de 4VP, en ambos casos a 70 °C se encontraron

los mejores rendimientos por lo que utilizo esta temperatura en los siguientes experimentos.

777 Base de PVC-g-4VP(21%)
Base de PVC-g-4VP (12%)

< 50 7
£

60
Temperatura (°C)

Figura 45. Efecto de la temperatura sobre el rendimiento de la reaccion de funcionalizacion de PVC-g-
4VP. Condiciones: 0.8 M PS, 75 min, 20 % injerto de 4VP. Se reporta: media + error estandar de la
media, n=3

10.3. Efecto del tiempo de reaccion

En este caso el tiempo de reaccion esta limitado por la estabilidad de la matriz en el DMF, por
lo que el tiempo maximo de reaccion que se empled fue de 75 min. La Figuras 46A y 46B,
muestran que el rendimiento incrementa al aumentar el tiempo, llegando a valores de 80 a 95 %
entre 60 y 75 minutos de reaccion para muestras con 21% de 4VP y a rendimientos cercanos al

100% a los 20 minutos para muestras con 12% de 4VP.
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Figura 46. Efecto del tiempo de reaccidn sobre el rendimiento de la reaccién de funcionalizacion de
PVC-g-4VP. Condiciones: 0.8 M PS, 70 °C, 20 % injerto de 4VP. Se reporta: media + error estandar de
la media, n=3

De esta sintesis se obtuvieron materiales en cuatro rangos de injerto, como se muestran en la
Tabla 9. El material con injertos del 13% de 4VP y 32% de 4VPPS se descartd para la

caracterizacion, puesto que habia una deformacion significativa del catéter.

Tabla 9. Catéteres modificados con injerto de (4VP)F(4VPPS)

Material ~ Injerto 4VP (%) Injerto 4VPPS (%)
(PVC-g-4VP1y)F(4VPPS320) 4+3 32+5
(PVC-g-4VP105) F(4VPPS13%) 10+1 132
(PVC-g-4VP163) F(4VPPS %) 16+4 2+3
(PVC-g-4VP133) F(4VPPS3%) 13+3 32+6
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11. RESULTADOS: CARACTERIZACION DE (PVC-g-4VP)F(4VPPS)
11.1. Espectroscopia infrarroja

Los materiales de (PVC-g-4VP)F(4VPPS) se caracterizaron por espectroscopia infrarroja
(ATR-FTIR) para determinar la presencia de los distintos grupos funcionales, Figura 47. El
espectro FTIR del catéter de PVC testigo present6 bandas a 2992 cm™ de los estiramientos C-H
de grupos -CHz-, 1267 cm™ de las flexiones C-H; adicionalmente, bandas a 1745 y 1459 cm
caracteristicas del plastificante. El espectro de PVC-g-4VP, a parte de las bandas anteriores
presentd sefiales de estiramiento C=C a 1597 y 1557 cm™ y a 830 cm™ de las flexiones C-H
fuera del plano de la amina aromatica [73]. Finalmente, los espectros de (PVC-g-
4VP)F(4VPPS), junto con las bandas caracteristicas de la amina aromatica, muestran bandas a
1039 y 1265 cm™ correspondiente a los estiramientos simétricos y asimétricos del grupo
sulfonato (SO3z), y se acentla la banda 1680 cm™ de los estiramientos C=N de la piridina,
corroborando la formacion del zwitterion 4VPPS [83].

PVC

PVC-g-4VP (21%)

(PVC-g-4VP 4, JF(4VPPS40,) Ao

Transmitancia (u.a.)

(PVC-g-4VP 490, )JF(4VPPS 1 30/) so”

' I ' | ! | ' I 4 ] ' | ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 47. Espectros FTIR de muestras (PVC-g-4VP)F(4VPPS)
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11.2. Analisis térmico por TGA

El andlisis térmico TGA mostro que el catéter modificado con (PVC-g-4VP)F(4VPPS) presenta
una mayor estabilidad térmica que la matriz de PVC y PVC-g-4VP, ya que perdié 10% de peso
a una temperatura 18 °C mayor (Tabla 10). EI PVC y el PVC-g-4VP presentaron tres
temperaturas de descomposicion, la primera se atribuye a la descomposicion del plastificante,
la segunda y mas intensa producida por la deshidrocloracién del PVC y la Gltima atribuida a la
descomposicion total de las cadenas, los materiales modificados con 4VP presentaron un
incremento de alrededor de 20 grados en todas las temperaturas de descomposicion. Finalmente,
los catéteres (PVC-g-4VP)F(4VPPS) presentaron cuatro temperaturas de descomposicion. La
primera fue a 272 °C debido a la pérdida del plastificante, la segunda a 333 °C por la
deshidrocloracion del PVC [76], la tercera fue a 364 °C, concuerda con la primera
descomposicion de la amina cuaternaria [77], y la Gltima a 453 °C, que corresponde a la
descomposicion de la cadena de carbono. La Figura 48 muestra los termogramas de cada

muestra.

1(I]O l 2[IJO | 360 I 4CI)0 l 560 | 6(IJO l T(l)O
Temperatura (°C)

Figura 48. Termogramas: a) PVC, b) PVC-g-4VP(12%), y c) (PVC-g-4VP10%)F(4VPPS13%)
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Hinchamiento (%)

Tabla 10. Datos del analisis termogravimétrico

(PVC-g-
-0- (0]
Muestra PVC PVC-g-4VP(12%) AVP10%) F(AVPPS13%)
Or A
10% perdolda 236 240 256
en peso (°C)
272
Temperaturas de 243 261 333
PP 287 301
descomposicion (°C) 364
457 470 453

11.3. Hinchamientos en agua 'y PBS

Se realizaron pruebas de hinchamiento limite tanto en agua como en PBS a los materiales
modificados, para observar su afinidad con los diferentes medios. En la Figura 49 se muestran
las curvas de hinchamiento, las muestras modificadas sélo con 4VP mostraron su maximo
hinchamiento a las 2 horas. Por otro lado, los catéteres modificados con 4VP y 4VPPS
alcanzaron su hinchamiento maximo a los 30 minutos y presentaron porcentajes maximos a 3
tres veces los alcanzados por las muestras sin funcionalizar. En la Tabla 11 se muestran los
valores de hinchamiento a las 2 horas tanto en agua como en PBS, se observa que no hay una

variacion aparente al cambiar el medio.
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Figura 49. A laizquierda curvas de hinchamiento limite en agua y a la derecha curvas de hinchamiento limite
en PBS para catéteres de PVVC modificados con 4VP y (4VP)F(4VPPS). Se presenta: media £ error estandar de
la media, n=3
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Tabla 11. Valores de hinchamiento a 2 horas de interaccion

Hinchamiento limite en Hinchamiento limite

Muestra

agua (%) en PBS (%)
PVC-g-4VP (4%) 55+1.87 56+241
PVC-g-4VP (12%) 79+1.13 8.1+ 0.60
PVC-g-4VP (21%) 81+191 8.0+ 1.20
(PVC-g-4VPay%)F(4VPPS329) 26.2+1.72 26.7 £ 3.13
(PVC-g-4V/P10%)F(4VPPS 13%) 29.7 + 0.50 25.9 + 0.51
(PVC-g-4VP16%)F(4VPPS22%) 29.6 £1.83 32.3+1.10

11.4.  Angulo de contacto

En la Figura 50 se muestran los angulos de contacto para los diferentes materiales modificados
y se comparan con el obtenido para el catéter de PVVC original. La superficie del PVC mostro
angulo de aproximadamente 100° lo cual corresponde a su caracter hidrofdbico, los materiales
modificados en cambio presentaron angulos menores a 90° indicando que la superficie adquirié
hidrofilicidad. Las superficies modificadas con 4VP y 4VPPS inicialmente tienen angulos
superiores a las modificadas s6lo con 4VP, sin embargo, transcurridos 10 minutos de contacto

los angulos disminuyen a valores similares.
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Figura 50. Angulos de contacto con agua. Se reporta: media + error estandar de la media, n=6
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11.5. pH sensibilidad
La 4VP es un polimero pH sensible ya que tiene en su estructura un amino que presenta un
equilibrio &cido-base (Figura 51), con un pKa alrededor de 5.4. A pH inferiores a su pKa el

polimero se encuentra en su forma idnica, por lo que las cadenas sufren repulsién entre ellas y

el hinchamiento es mayor.

n

=
=
| pKa = 5.4 |
\N I;l_,_
pH > pKa H pH<pKa

Figura 51. Equilibrio protonacion-deprotonacion para la 4VP

La Figura 52 muestra las curvas de hinchamiento respecto al pH de la solucién para los catéteres
modificados, dependiendo de la modificacion el pH critico vario de 6.3 a 7.
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Figura 52. Curvas de pH sensibilidad. Se reporta: media + error estandar de la media, n=3

Se observé que la funcionalizacion disminuyé la pH sensibilidad los materiales al comparalo
con el material modificado solo con 4VP, esto se debe a la menor cantidad de 4VP presente en
el material; los valores de pH sensibilidad para los diferentes materiales se muestran en la Tabla
16.

77



11.6. Adsorcion de proteinas en muestras de (PVC-g-4VP)F(4VPPS)

En este caso al igual que para los materiales modificados con SBMA, la presencia del polimero
zwitterionicos 4VPPS disminuy0 el porcentaje de proteina adsorbida sobre la superficie. En la
Figura 53 se muestran los resultados, el material modificado con 10 % de 4VP y 13% de 4VPPS
fue el que mostré mayor capacidad para evitar la contaminacién de la superficie, reduciendo la

adsorcion de BSA en un 74 % con respecto a la superficie de PVC sin modificar.
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Figura 53. Adsorcion de BSA en catéteres de PVC modificados con 4VP y (4VP)F(4VPPS). Se
reporta: media + error estdndar de la media, n=3

11.7. Cargay liberacion de ciprofloxacino

Los ensayos de carga y liberacion de ciprofloxacino se realizaron sobre muestras de PVC, PVC-
g-4VP(4%), (PVC-g-4VPa%)F(4VPPS32%), (PVC-g-4VP16%)F(4VPSS2%) y (PVC-g-
AV P10%)F(4VPPS13%). Las muestras de PVC y PVC-g-4VP(4%) no mostraron capacidad de
carga de ciprofloxacino, al contrario de las muestras modificadas con el polimero zwitteriénicos.
La Figura 54 muestra el perfil de carga para las tres muestras, se observa que en todos los casos
la carga llega a niveles méximos a las 30 h de interaccion, sin embargo, la muestra (PVC-g-
4V P10%)F(4VPPS13%) cargo la mayor cantidad de farmaco.
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Figura 54. Perfiles de carga de ciprofloxacino. Se reporta: media + error estandar de la media, n=3

Este comportamiento concuerda con lo observado en los perfiles de liberacion (Figura 55) donde
las muestras (PVC-g-4VPa%)F(4VPPS32%) Yy (PVC-g-4VP16%)F(4VPSS220) tuvieron una
liberacion final de aproximadamente 25 pg/mL, mientas que la muestra (PVC-g-
4V/P10%)F(4VPPS13%) liberd alrededor de 40 ug/mL, en todos los casos la liberaciéon fue
paulatina hasta las 30 h. Los perfiles de liberacion fueron tratados con el software DDSolver de
Excel para determinar el modelo al que mejor se ajustan, en el material suplementario se
especifican detalles del ajuste. Siguiendo los valores de Criterio de Informacion de Akaike
(AIC), Criterio de Seleccién de Modelo (MSC) v el ajuste de cuadrados (r?), el modelo que
presentd mayor afinidad con el comportamiento de los materiales es el modelo de Peppas-Sahlin

(Ecuacidn 4), en la Tabla 12 se muestran los valores para ajustes a diferentes modelos.

Los parametros indican que para todos los materiales la ki predomina sobre la k2, indicando el
mecanismo de difusion del farmaco en las peliculas es la principal forma de liberacién. La Tabla

13 muestra los valores.

79



Tabla 12. Parametros para seleccion de modelo de liberacién

Parametro (PVC-g- (PVC-g- (PVC-g-
4VP4%)F(4VPPS322) 4VP10%)F(4VPPS13%) 4VP16%)F(4VPPS22%)
Modelo Higuchi
R2 0.982 0.980 0.963
AIC 57.96 80.47 71.98
MSC 3.003 0.779 2.156
Modelo Korsmeyer-Peppas
R2 0.986 0.994 0.975
AIC 56.68 56.79 70.34
MSC 3.121 2.380 2.304
Modelo Peppas-Sahlin
R2 0.994 0.996 0.992
AIC 52.59 56.72 64.04
MSC 3.493 2.937 2.877

Tabla 13. Pardmetros del modelo de Peppas-Sahlin

Parametros (PVC-g- (PVC-g- (PVC-g-
AV P4oo)F(4VPPS329%) 4VP10%)F(4VPPS13%)  4VP169%)F(4VPPS220)
ki 15.01 14.48 13.63
k2 1.609 -0.678 -0.657
m 0.379 0.377 0.601
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Figura 55. Perfiles de liberacion del ciprofloxacino. Se reporta: media £ error estandar de la media,

n=3

Con este resultado se vario la concentracion de la solucién de carga para la muestra de (PVC-g-

4V P10%)F(4VPPS13%) que presentd los mejores resultados. La Tabla 14 presenta las cantidades
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cargadas para dos diferentes concentraciones.

Tabla 14. Carga de ciprofloxacino en PVC-g-4VP10s/4VPPS13%

Concentracion de la solucion

de carga (ug/mL) Cantidad cargada (ng/g)
12 625+2.4
25 148.8 + 22.5

La Figura 56 compara los perfiles de liberacién de estas muestras, se observa que ambas

muestras tienen una liberacion total de aproximadamente el 66% del farmaco cargado. El perfil

de liberacion de muestra con una carga aproximadamente 149 pg/g de ciprofloxacino, también

se ajustd al modelo de Peppas-Sahlin (Ecuacién 4). La Tabla 15 muestra los parametros de

ajuste al modelo, asi como los pardmetros de éste; se observa que, aunque el valor de ks aumenta

y el valor k> disminuye en comparacion al mismo material cargado con 63 pg/g de

ciprofloxacino, el valor de m permanece constante, indicando que en ambos casos la liberacién

esta guiada por procesos de difusion.
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Figura 56. Perfiles de liberacion del ciprofloxacino para muestras de (PVC-g-4VP10%)F(4VPPS13%)

con diferente cantidad de carga. Se reporta: media £ error estdndar de la media, n=3
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Tabla 15. Pardmetros del modelo y parametros del modelo de Peppas-Sahlin para muestras de (PVC-
0-4VP10u%)F(4VPPS13) cargadas con 149 ug/g de ciprofloxacino.

Higuchi Ko;;r)npezi/ser- Peppas-Sahlin
R? 0.950 0.985 0.994
AIC 84.20 B55.77 48.81
MSC 0.356 2.940 3.473
Parametro k1 k2 m
Carga de 149 28.5 -3.49 0.361
Ho/g

La Tabla 16 muestra los materiales obtenidos y se comparan sus propiedades con el PVC
testigo y el PVC-g-4VP (4%).

Tabla 16. Comparacion de las propiedades de los materiales de (PVC-g-4VP)F(4VPPS) sintetizados

Propiedades PVC PVC-g- (PVC-g- (PVC-g-

(PVC-g-
4\VP(4%) 4V P49%)F(4VPPS329) 4V P109%)F(4VPPS13%) 4V P16%)F(4VPPS229)
. 0.65 M 0.35 M 0.8 M
Congl,'r?t'gsr}gs de |y X 70 °C y 75 min 70 °C y 5 min 50 °C y 75 min
21% 4\V/P 12 % 4\V/P 21% 4\V/P
Tiempo de
hinchamiento limite X 2h 2h 2h 2h
hincr']\;'r?ﬁ'er:t% o | X | 55%08 26.2+1.7 29.7+0.5 20.6+1.8
Angulo (éf)contacm fi‘% 64+ 1.4 58 + 1.4 64+2.3 74 +2.6
pH critico X 7 6.3 6.8 6.7
pH sensibilidad X 1.42 1.19 1.15 1.23
Adso{ﬁ;};ﬁ% BSA 5(')131“ 3.4+0.4 20+0.3 14+0.2 23+0.2
Ciprofﬁi?;fg(ug | X 40.1 + 3.86 62.5 + 2.43 62.9 +5.82
Ciprt'ftl’gg;'i?g(djg | X 23.8 +7.30 40.3 + 2.86 20.2 + 1.40

De los materiales estudiados el (PVC-g-4VP10%)F(4VPPS13%) presentd las mejores propiedades,

por lo que fue escogida para realizar pruebas de viabilidad celular, actividad antimicrobiana y
capacidad evitar la adhesion bacteriana.
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11.8. Viabilidad celular

La Figura 57 muestra los resultados de viabilidad celular, en donde se observo el crecimiento
de fibroblastos del tipo BALB/3T3 (raton) en presencia de los materiales modificados; se
observé que el PVC testigo aumenta el crecimiento celular al igual que el material modificado
con 4% de 4VP. El material modificado con 4VP y 4VPPS mostré una disminucion en el
crecimiento celular de aproximadamente un 5% y esta disminucién aumento al 18% al cargarlo
con ciprofloxacino, sin embargo, esta disminucion es baja y el material puede clasificarse como
no citotoxico segun la norma 1SO-10993-5-2009 [81].

Viabilidad celular (%)

PVC PVC-g-4VP(12%)  (1I0)F(13)  (10)F(13)CIPROX

Figura 57. Viabilidad celular para muestras de (PVC-g-4VP1%)F(4VPPS13%)

11.9. Actividad antimicrobiana

Ensayo de Kirby-Bauer: Los datos de los halos de inhibicion medidos se muestran en la Tabla
17. Al comparar estos resultados con las zonas de inhibicion de antibiogramas de ciprofloxacino
cargados con una cantidad similar de farmaco (aproximadamente 5 ug) se observa que las zonas
de inhibicién coinciden para bacterias no resistentes a este farmaco que presentan zonas de
inhibicién >21 mm para E. coli y para resistentes en el caso de la S. aureus con zona de
inhibicion entre < 16 mm [82]. Con base en estos resultados las pruebas antimicrobianas de
dilucion en caldo se hicieron solo para E. coli. Las muestras que no estaban cargadas con

ciprofloxacino no presentaron zona de inhibicion.
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Tabla 17. Halos de inhibicién del ensayo de Kirby-Bauer
Carga de E. coli 24h S.aureus 24 h

SR ciprox (ng/g)  Halo (mm) Halo (mm)
PVC 0 X X
PV C-g-4VP(4%) 0 X X
(PVC-g-4VP10%)F(4VPPS13%) 0 X X
(PVC-g-4VP109%)F(4VPPS139%) Ciprox 149 + 23 22.5 10

La Figura 58 muestra las fotografias de los halos de inhibicion las muestras de (PVC-g-
4VP10%)F(4VPPS13%) cargadas con ciprofloxacino y las no cargadas. Se observa el efecto

antimicrobiano por la liberacion del agente activo.

S. aureus

(10)F(13) (10)F(13) Cipro

(10)F(13)

o \ (10)F(13) (10)F(13) Cipro

P4

\ (10)F(13) Cipro

(10)F(13) Cipro

(10)F(13)

Figura 58. Fotografias del ensayo de Kirby-Bauer o difusién en placa

Ensayo de dilucion en caldo: La Figura 59 muestra la capacidad antibacteriana del material a
partir de su capacidad para inhibir el crecimiento de E. coli, se observa que el PVC, el PVC-g-
4VP(4%) y el (PVC-g-4VP10%)F(4VPPS13%) no tienen actividad antimicrobiana, por el
contrario, el (PVC-g-4VP10u)F(4VPPS13y%) cargado con ciprofloxacino logro una inhibicion del

82% a las 24 h.
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Figura 59. Inhibicién del crecimiento E. coli. (10/13: (PVC-g-4VP10%)F(4VPPS13%). Reporta:
media + error estandar de la media, n=3

11.10. Adhesién bacteriana

Por otra parte, la Figura 60 presenta la capacidad antiincrustante del material determinada por
la cantidad de unidades formadoras de colonias de bacterias E. coli, que se adhieren al material
al estar en contacto directo con una solucion de 1x10® ufc durante 24 h, se observa que el
material con injerto binario presenta una disminucion el 42% en la adhesion en relacion al PVC
testigo y este efecto se ve potenciado al cargar ciprofloxacino Ilegando una disminucién del
55%.
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= |
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1 T
=
Kl
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< PVC  PVC-g-4VP(4%) (10)F(13) (10)F(13)CIPROX

Figura 60. A: Inhibicion del crecimiento E. coli. B: Adhesion bacteriana E. coli. (10/13: (PVC-g-
4VP10%) F (4VP P813%)
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12. RESULTADOS: SINTESIS DIRECTA DE (PVC-g-4VP)-g-4VPPS

El mondmero 4VVPPS se caracteriz6 por espectroscopia infrarroja, en la Figura 61 se muestra el
espectro. Las bandas a 1518 y 1473 cm™ corresponden al estiramiento C=C de la amina
aromatica, la banda a 1640 cm™ a los estiramientos C=C del vinil y el estiramiento C=N, y la
banda a 830 cm™ a las flexiones C-H fuera del plano de la amina aromatica. Ademas, muestra
bandas a 1034 y 1160 cm™ correspondiente a los estiramientos simétricos y asimétricos del
grupo sulfonato (SO3") [75]; la banda a 3400 cm™ muestra un ensanchamiento por la amina

cuaternaria, estas sefales corroboran la formacién del zwitterionico.

100 + M
© (Aromatico) \
O
C 60 / .
K c=C Flexion H
c% (Terminal) aromatico
& 401 Amina
= ] cuaternaria
™o
20 - SO,
/
SO,
0

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Ntmero de onda (cm™)

Figura 61. Espectro FTIR-ATR de monémero 4VPPS

La Figura 62 muestra los resultados obtenidos al variar la concentracion de monomero, la
concentracion de la solucion de NaCl y la dosis, para muestras de PVC-g-4VP(4%). De todas
las condiciones estudiadas, el maximo de injerto que se pudo obtener fue del 5%, sin embargo,
al realizar la caracterizacion de las muestras por hinchamiento y carga y liberacién de farmaco
se observo un comportamiento inconsistente. El cual se debe a la lixiviacion del monomero, ya
que bajo las condiciones empleadas no se logra un injerto quimico del polimero sino una

interaccion fisica entre el PVC-g-4VP y el mondmero, que disminuye al cambiar el pH del
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Injeto 4VPPS (%)

medio y da paso a la liberacion del monomero. Por lo que la formacion de injertos de 4VPPS
no ha sido efectiva utilizando esta metodologia.
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Figura 62. A: Efecto de la concentracion de mondmero de 4VPPS; B: Efecto de la concentracion de
NaCl en el solvente; y C: Efecto de la dosis
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13. CONCLUSIONES

Se modificaron exitosamente catéteres de PVC utilizando radiacién gamma para formar injertos
de 4VP en tres diferentes porcentajes 4, 12 y 21 %. Esta modificacion doto a los catéteres de un

caracter hidrofilico y pH-sensibilidad.

Se logré el injerto del polimero zwitteribnico SBMA sobre los catéteres de PVC-g-4VP
utilizando el método de preirradiacion oxidativa, observandose que la dosis, tasa de dosis,
porcentaje de 4VP, pese a ser necesarias para que se produzca el injerto no influyen
significativamente en el porcentaje de injerto en las condiciones utilizadas. Este se ve altamente
afectado por la concentracion de SBMA en la solucidn, el solvente, la temperatura y el tiempo
de reaccion. El injerto de SBMA aumento significativamente la hidrofilicidad del material
logrando angulos de contacto cercanos al 20 °, ademés de conservar la pH sensibilidad del

sistema.

La funcionalizacion de la 4VP injertada sobre los catéteres de PVC con PS, permitio la
formacion de injertos combinados de 4VP y 4VPPS, un polimero zwitteridnico aromatico; que

disminuyd la adhesion de proteinas a la superficie.

El injerto de 4VPPS sobre superficies de PVC-g-4VP no fue posible utilizando radiacion gamma
en las condiciones empleadas, debido a la fuerte interaccion intermolecular del monémero, que
favorece la homopolimerizacion evitando el injerto. Se sugiere para futuros estudios probar otro

tiempo de primer injerto que sea mas afin al monémero.

Los materiales [PVC-g-4VP(4%)]-g-SBMA(23%) y (PVC-g-4VP10%)F(4VPPS13%) fueron los
que presentaron el mejor conjunto de propiedades, mejorando las caracteristicas del material
origianl. Estos materiales mostraron alta hidrofilicidad y pH sensibilidad, ademas de la mayor
capacidad para la carga y liberacion de ciprofloxacino. Finalmente, presentaron propiedades
antimicrobianas duales al ser cargados con ciprofloxacino, mostrando inhibicion del crecimiento
bacteriano mayor al 80% y una disminucion en la adhesién bacteriana de 92 y 55%
respectivamente en comparacion con el PVC sin modificar. Estos materiales tienen potencial

aplicacion para la fabricacion de dispositivos médicos con propiedades antimicrobianas.
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ANEXO 1. Preparacion de soluciones amortiguadoras

pH SOI(lrJr?Bn ! Solucién 11 (mL)
2.0 195 5
25 184 16
3.0 176 24
3.5 166 34
4.0 155 45
45 144 56
5.0 134 66
5.5 126 74
6.0 118 82
6.5 109 91
7.0 99 101
75 92 108
8.0 85 115
8.5 78 122
9.0 69 131
9.5 60 140
10.0 54 146
10.5 49 151
11.0 44 156
11.5 33 167
12.0 17 183
ANEXO 2. Curva de calibracion para cuantificar adsorcion de BSA
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ANEXO 3. Curva de calibracién para la carga de ciprofloxacino
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ANEXO 4. Curva de calibracion para la liberacion de ciprofloxacino
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Abstract: Dual antimicrobial materials that have a combination of antimicrobial and antifouling
properties were developed. They were developed through modification using gamma radiation of
poly (vinyl chloride) (PVC) catheters with 4-vinyl pyridine (4VP) and subsequent functionalization
with 1,3-propane sultone (PS). These materials were characterized by infrared spectroscopy, ther-
mogravimetric analysis, swelling tests, and contact angle to determine their surface characteristics.
In addition, the capacity of the materials to deliver ciprofloxacin, inhibit bacterial growth, decrease
bacterial and protein adhesion, and stimulate cell growth were evaluated. These materials have
potential applications in the manufacturing of medical devices with antimicrobial properties, which
can reinforce prophylactic potential or even help treat infections, through localized delivery systems
for antibiotics.

Keywords: antimicrobial; antifouling; drug delivery; pH sensitivity; zwitterionic polymers; gamma radiation

1. Introduction

The biocontamination of both urinary and central line catheters is one of the principal
causes of nosocomial infections, mainly in patients who are in intensive care units [1,2].
One of the reasons for this is that these devices are made of polymeric materials that have a
tendency towards microorganism contamination in biological environments. According to
surveys carried out in different countries, it is estimated that one in seven hospitalizations
presents an incidence of nosocomial infection, of which approximately 25% are associated
with the use of medical devices [3-5]. The National Healthcare Safety Network (NHSN)
reports eight types of microorganisms that cause the most nosocomial infections, among
which, the following are prominent: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and coagulase-
negative staphylococci [6].

Therefore, searching for materials that are resistant to bacterial contamination is
relevant to the medical field [7-9]. A material can present resistance to contamination
by microorganisms through two mechanisms [10]. The first mechanism consists of the
incorporation of active agents into the material; it can be in its internal structure as groups
of quaternary amines [11,12] or stored to be released at a site of interest. Among the most
widely used active agents for release are antibiotics and silver or zinc metallic nanoparticles
with antibacterial properties [13-15]. The second mechanism is based on the generation of
materials whose surface prevents the adhesion of the microorganism and its proliferation.
These materials generally owe their antifouling capacity to the formation of superficial
hydration layers stabilized by van der Waals interactions or electrostatic interactions, as in
the case of zwitterionic polymers. The development of materials with dual antimicrobial
capacity, that is, materials capable of both preventing adhesion and releasing an active
agent, is a challenge for materials science [16,17].
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Modified systems for the release of active agents are a point of interest in biomedicine
because they can provide the optimal amount of drug at the right time and place, giving rise
to a continuous release of therapeutic dose without reaching maximum levels, thus avoiding
side effects caused by large drug discharges and concentrating the drug in the affected
area [18,19]. Within these systems are smart polymers, that is, polymers that respond
to external stimuli, such as temperature, pH, ionic strength, or light, by changing their
structure, which allows more control over the load and release of active agents depending
on the environmental conditions [20]. The poly 4-vinylpyridine (P4VP) is pH-sensitive
polymer that undergoes protonation at a pH below its pK,. This leads to the formation of
cations that repel each other thus increasing the distance between the chains of the material
and changing its structure.

Zwitterionic polymers have a high antifouling capacity because their ion distribution
allows them to create an electrostatically stabilized surface hydration layer, which signifi-
cantly reduces bacterial adhesion to these surfaces, in addition to being highly hydrophilic
systems [21-23]. However, the synthesis of these materials is limited by the low solubility
of the polymer in the solvents commonly used for polymerization. Due to this, alterna-
tive techniques are used to obtain these materials, such as the functionalization of ionic
polymers with an ion of opposite charge, to form the zwitterion in situ [24]. Hydrogels
developed with this type of polymer have shown relevant antifouling properties and good
biocompatibility [25-28].

This work presents the development of PVC catheters modified with a 4-vinylpyrini-
dine and zwitterionic polymer to provide their surface with antifouling capacity and pH
sensitivity. This material constitutes a dual antimicrobial system that has the ability to
load and release ciprofloxacin. This system allows the localized release of the antibiotic
because the drug is stored in the device, which can help improve drug efficiency. The
modification was carried out by graft polymerization of 4VP using gamma radiation
as the initiator and subsequently a zwitterion was formed by the functionalizing of the
grafted 4VP with 1,3-propane sultone (PS). The synthesized materials were characterized
to determine their antimicrobial capacity. Materials with dual antimicrobial capacity
have potential applications in the manufacturing of medical devices that can reinforce
their prophylactic potential or even help treat infections. In this case, modified catheters
represent an alternative device which can reduce the nosocomial infections associated with
traditional catheter use.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

PVC catheters (outer diameter 3 mm and thickness 0.5 mm) were from Bigakcilar
(Istanbul, Turkey). 4VP (95%), 1,3-propane sultone (PS), and dimethylformamide anhy-
drous were purchased from Aldrich Chemical, Saint Louis, MO, USA. 4VP was purified by
vacuum distillation to remove the inhibitor. Chloride (NaCl), potassium chloride (KCI),
sodium phosphate dibasic (NaH;POy), and potassium phosphate monobasic (KHPOj)
were also purchased from Aldrich Chemical, Saint Louis, MO, USA; these materials were
used as received. Ciprofloxacin was from Sigma Aldrich. Distillate water was used for
all the assays. Software DDSolver from Excel was used for modeling drug delivery. The
gamma-ray source was a ®“Co Gammabeam 651-PT of Nordion International Inc from Ot-
tawa, ON, Canada proportioned by the Nuclear Science Institute at Universidad Nacional
Auténoma de México (ICN-UNAM).

2.2. Synthesis of PVC-g-4VP

The 4VP graft on PVC was performed using the direct irradiation method, following
the parameters used in previous studies to obtain graft percentages of 12 and 23%. A
sample of PVC approximately 6 cm in length was placed in a glass ampoule, a solution of
4VP in HO/MeOH was added, and oxygen was removed by air displacement with argon
bubbling for 15 min. The sealed ampoule was kept at 5 °C for 4 h and irradiated using
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gamma radiation. The grafted catheters were removed and cleaned with methanol. Finally,
the samples were dried for 12 h at 30 °C in a vacuum oven, and the percentage of grafting
was calculated by the difference in weight using Equation (1), where Wy is the weight of
the grafted sample (g) and W; is the weight of the sample without modification (g).

Grafting (%) = (W — Wj) x 100/W; @)

2.3. Formation of PVC-g-4VP/4VPPS Graft by Functionalization

A dry and weighed sample of PVC-g-4VP was placed in a glass ampoule and left
under vacuum for 20 min. Then, a solution of PS in dimethylformamide anhydrous was
added, the ampoule was sealed, and the solution was heated for a certain period of time.
Finally, the modified material was removed, washed with methanol and water for 12 h,
and dried at 30 °C under a vacuum for 12 h. PS reacts quickly with water, hydrolyzing
to hydroxysulfonic acid, so the reaction must be carried out under anhydrous conditions.
The reaction yield was calculated using Equation (2), where M is the final weight of the
material, M; is the initial weight of the material, and 4VP (%) is the percentage of 4VP
grafting in the initial material.

Reaction yield (%) = (Mg — M;) x 8607.7)/(M; x 4VP(%)) @)

The effect of the different reaction conditions was studied, varying the temperature
(50, 60, and 70 °C), the reaction time (30, 45, 60, and 75 min), and the concentration of PS
(0.35,0.5,0.65,0.8,0.8, and 1 M).

2.4. Infrared Spectroscopy and Thermal Analysis

Infrared spectroscopy was performed on a Perkin Elmer Spectrum 100 spectropho-
tometer (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT, USA) with 16 scans, in the ATR
module, in the range of 4000 to 650 cm~!. On the other hand, the thermal behavior was
monitored by TGA under a nitrogen atmosphere from 30 to 700 °C at a heating rate of
10 °C/min using a TGA Q50 (TA Instruments, New Castle, DE, USA).

2.5. Swelling and Contact Angle

For the swelling tests, a dry sample was weighed and placed in a glass with distilled
water at 25 °C. Once removed from the beaker, excess solvent was removed from the
sample and it was weighed every 5 min for the first 15 min and then at 0.5, 1, 2, 4, 6, and
12 h. The swelling percentage was determined using Equation (3), where W is the weight
of the swollen sample and W is the dry sample weight.

Swelling (O/o) = (Wz — W]) X 100/W1 (3)

The contact angle provided information on the degree of wettability; this determina-
tion was measured using a DSA 100 Kriiss GmbH, German goniometer from Hamburg,
using the sessile drop method with water. The samples were split, flattened, using glass
plates, and dried at 40 °C in a vacuum oven for 4 h. For the determination, a drop of
distilled water was deposited on the flat surface, and the angle formed between the surface
and the liquid was measured. All of the measurements were carried out six times.

2.6. pH-Responsiveness

To determine the pH response of the samples, phosphate buffer solutions of pH 2, 3, 4,
5,6, 8,10, and 12 were prepared. A dry sample was weighed, and the solution with pH 2
was added, maintaining a controlled temperature at 25 °C for 2 h. Later the sample was
removed, and the swelling percentage was calculated. The same procedure was used with
the other solutions.
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2.7. Load and Realese of Ciprofloxacin
2.7.1. Ciprofloxacin Load

Samples around 100 mg were placed in vials with 3 mL of 0.012 pg/mL ciprofloxacin
aqueous solution, at 25 °C, for 30 h. The loading time was determined by measuring the
absorbance at different time intervals to assess the loading progress (4, 6, 8, 24, and 30 h).
The amount of drug loaded was determined by measuring the difference in absorbance
between a 0.012 ug/g ciprofloxacin solution without material and the solution with the
material at each time interval at a wavelength of 266 nm, using a calibration curve. A
SPECORD 200 PLUS brand spectrophotometer from Analytikjena (Germany) was used for
the test. After that time, the samples were extracted and gently washed with distilled water.
The calibration curve is shown in Supplementary Materials, in Figure S1.

2.7.2. Ciprofloxacin Release

The samples loaded with ciprofloxacin were deposited in vials containing 3 mL of
phosphate buffer solution at pH 7.4 and 37 °C with constant stirring (130 rpm). The
cumulative release was monitored by taking measurements at 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 24, 30,
and 48 h at 266 nm using a UV-Vis spectrophotometer. The calibration curve is shown in
Supplementary Materials, Figure S2. The release profiles were analyzed by the software
DDSolver, and the detailed results are presented in Supplementary Materials.

2.8. Protein Adsorption Test

Approximately 80 mg of a sample were placed in PBS buffer solution at 37 °C for
2 h, then the sample was extracted and incubated in bovine serum albumin (BSA) pro-
tein solution at a 30 mg/mL concentration in PBS at 37 °C for 2 h. After this time, the
materials were washed three times with PBS, and the adhered protein was extracted for
later quantification.

For the extraction, 600 uL of 1% wt. SDS solution were added to the sample, previously
incubated in BSA, and proceeded to be shaken at 130 rpm for 20 min and sonicated for
10 min, and finally vortexed for 30 s; this process was repeated 3 times. Finally, the
protein concentration was quantified using the bicinchoninic acid method: 1 mL of the
extraction solution was placed in a glass vial, 2 mL of the working solution (Table S1) was
added, the mixture was gently shaken and heated at 60 °C for 30 min. After this time,
the sample was cooled to room temperature, and the absorbance was measured using
UV-Vis spectroscopy at 556 nm. Quantification was performed using a calibration curve
(Supplementary Materials, Figure S3).

2.9. Cell Viability Assay

Cell viability was studied by observing the growth of BALB/3T3 murine embryonic
fibroblasts (ATCC CCL-163, Manassas, VA, USA) in the presence of the modified mate-
rials. The assays were performed in 96-well plates seeded with 4 x 10* cells/mL, using
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with FBS (fetal bovine serum, 10% v/v),
penicillin-streptomycin (1% w/v) and gentamicin (10 ug/mL), for 24 h, under standard cul-
ture conditions (a humidified atmosphere of 5% CO,, at 37 °C). Samples of approximately
six pg were added to the cell culture and incubated for 24 h. After this, the samples and
the medium were removed, and the MIT kit was used to quantify them, measuring the
absorbance at 620 nm (Multiskan FC, Thermo Scientific). Cell viability was obtained by
comparing cell growth in the presence of samples with that obtained by cultures without
them. The assay was performed in triplicate.

2.10. Bacterial Inhibition Test

A solution of Escherichia coli (ATCC25922) of 0.5 MF (1.5 x 108 cfu/mL) was prepared
in peptone water (pH: 7.2) and 2 mL of the solution was placed in a test tube, which had
been previously sterilized (121 °C, 15 min and pressure of 1.6 kg/cm?). The material to
be analyzed was placed in the medium and incubated at 37 °C for 24 h. The material was



Pharmaceutics 2023, 15, 960

50f16

removed from the culture medium, and the optical density was measured at 600 nm by
spectroscopy to quantify the inhibition of growth by comparing the difference between it
and a solution whose bacterial growth was not affected by any external material [29]; the
experiments were carried out in triplicate.

2.11. Bacterial Adhetion Test

Samples of approximately 30 mg were incubated in 0.5 MF E. coli solution for 24 h.
Once removed and gently washed with sterile water to remove non-adhering bacteria, the
samples were placed in a glass tube with 1 mL of sterile water and taken to the vortex for
3 min [30,31]. After vortexing, a 0.1 mL aliquot was taken and diluted to 1 mL. An amount
of 0.1 mL of this solution was removed and seeded using the inverted plate technique. The
solution was left to incubate for 24 h, and the former colonies were counted [32].

3. Results
3.1. Synthesis of PVC-g-4VP/4VPPS

Once the 12 and 23% 4VP grafts were obtained using the conditions reported in
Duarte-Pefia [33], we proceeded to functionalize them to form the PVC-g-4VP/4VPPS.
One of the ways to obtain zwitterionic polymers is via the formation of the zwitterion after
polymerization, that is, cationic or anionic polymers are functionalized with oppositely
charged groups. This was the method used in the case of PVC-g-4VP/4VPPS materials,
where 4VP was initially grafted onto the PVC matrix and later functionalized with PS to
form the zwitterionic polymer 4-vinylpyridine propylsulfobetaine (4VPPS), resulting in
a graft composed of 4VP/4VPPS. The process for functionalization consisted of a ring-
opening alkylation reaction (Figure 1) [25].

Figure 1. Reaction scheme for PVC-g-4VP /4VPSS.

Three factors were analyzed on the samples with 12 and 23% of 4VP to obtain the best
reaction conditions: PS concentration, reaction time, and temperature. For this process, the
reaction time was limited by the stability of the polymeric matrix in DMF, so the maximum
reaction time used was 75 min. Figure 2A,B shows the behavior of the reaction yield when
increasing the concentration of PS for samples with 12 and 23% of 4VP, respectively. In
both cases, the reaction yield increased with a higher concentration; samples with 12% of
4VP required 0.35 M PS to reach 80 % of reaction yield, whereas the samples with 23% of
4VP reached these yields at a concentration of 0.8 and 1 M under the conditions used.
Figure 2C,D show that the reaction yield increases with increasing reaction time, reaching
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yield values of 80 to 95% between 60 and 75 min for samples with 23% of 4VP and close to
100% at 20 min for 12% of 4VP.

A %7 PVC-g-4vP (12%) B %07 pvc-g-4vP (23%)
80 - 80
2 (J
& 7o S 70
T k]
@ 601 o 60+
2 2
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10 10+
0_' ) T T 1 O_I T T T T T
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Figure 2. Effect of the reaction conditions in the yield percentage. (A) PS concentration effect for
PVC-g-4VP(12%), conditions: 70 °C and 10 min, (B) PS concentration effect for PVC-g-4VP(23%),
conditions: 70 °C and 75 min; (C) Time reaction effect for PVC-g-4VP(12%), conditions: 70 °C
and 0.35 M PS; (D) Time reaction effect for PVC-g-4VP(23%), conditions: 70 °C and 0.8 M PS; and
(E) Temperature effect, conditions for PVC-g-4VP(12%): 0.35 M PS and 10 min, and conditions for
PVC-g-4VP(23%): 0.8 M PS and 75 min. Reported: mean =+ standard error of the mean, n = 3.

On the other hand, the temperature played an important role during the reaction
because this is an endothermic process that requires energy to overcome the activation
barrier and shift the equilibrium towards the formation of the product. Three temperatures
were tested: 50, 60, and 70 °C. Figure 2E shows the yields as a function of temperature for
the two samples, the best yield for both was found at 70 °C.
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Table 1 shows four graft ranges that were obtained from this synthesis. The material
with grafts of 13% 4VP and 32% 4VPPS was discarded for characterization because there
was a significant deformation of the catheter.

Table 1. Materials synthesized.

Samples

-4- PVC-g-4VP,0, /4VPPS30,

-A- PVC-g-4VPq(9, /4VPPSq 39,

-0- PVC-g-4VP16% /4VPP522%
PVC-g-4VP13% /4VPP832%

3.2. Infrared Spectroscopy and Themal Analysis

The PVC-g-4VP/4VPPS materials were characterized by infrared spectroscopy to
determine the presence of the different functional groups, as shown in Figure 3. The control
PVC catheter spectrum presented bands at 2992 cm ! of C-H stretching of -CH,- groups,
1267 cm ™! of C-H flexions; additionally, bands at 1745 and 1459 cm ! were presented,
which are characteristics of the plasticizer. The PVC-g-4VP spectrum, apart from the
previous bands, presented C=C stretching signals at 1597 and 1557 cm~!, and at 830 cm !
of the C-H bends outside the plane of the aromatic amine [34,35]. Finally, the PVC-g-
4VP /4VPPS spectra, together with the characteristic bands of the aromatic amine, show
bands at 1039 and 1265 cm ™! corresponding to the symmetric and asymmetric stretching of
the sulfonate group (SO37), and the band 1680 cm ! of the C=N stretches of the pyridine,
corroborating the formation of the zwitterion 4VPPS [36].

PvC

PVC-g-4VP (23%) Plasticizer

PVC-g-4VP 4o, /4VPPS 350, NN

Transmittance (a.u.)

PVC-g-4VP 0, [AVPPS 1 50, s0” s

y T y T ' | - T - T - T - |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™)

Figure 3. Infrared spectra of the neat and grafted PVC catheters using ATR module.

TGA thermal analysis showed that the catheter PVC-g-4VP /4VPPS has greater thermal
stability than PVC and PVC-g-4VP because it lost 10% weight at a temperature 18 °C
higher (Table 2). PVC and PVC-g-4VP presented three decomposition temperatures: the
first was attributed to the decomposition of the plasticizer, the second and more intense
was produced by the dehydrochlorination of PVC, and the last was attributed to the total
chain decomposition; the materials modified with 4VP presented an increase of around
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20 degrees at all decomposition temperatures. Finally, the PVC-g-4VP /4VPPS catheters
showed four decomposition temperatures: the first was at 272 °C due to the loss of the
plasticizer, the second was at 333 °C due to the dehydrochlorination of PVC [37], the
third was at 364 °C, which is consistent with the decomposition of the quaternary amine [38],
and the last was at 453 °C, which corresponds to the carbon chain decomposition. Figure 4
shows the thermograms of each sample.

Table 2. Thermogravimetric analysis.

Decomposition
Temperatures (°C)

243

pPVC 236 287
457

261

PVC-g-4VP 240 301
470
272
333
364
453

Sample 10% Weight Loss (°C)

PVC-g-4VP/4VPPS 256

T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700
Temperature (°C)
Figure 4. Thermograms: (a) PVC, (b) PVC-g-4VP, and (c) PVC-g-4VP/4VPPS.

3.3. Swelling and Contact Angle

Figure 5A shows the swelling curves in water at 25 °C; PVC has a hydrophobic charac-
ter for what it did not swell. Samples modified only with 4VP showed their maximum swell
at 2 h. On the other hand, the catheters with 4VP/4VPPS reached their maximum swelling
at 30 min and presented maximum percentages three times those reached by the samples
without functionalization. Figure 5B shows the contact angles for the different materials;
the PVC surface showed a contact angle of approximately 100°, which corresponds to
its hydrophobic character; the modified materials, on the other hand, presented contact
angles of less than 90°, indicating that the surface acquired hydrophilicity. The surfaces
modified with 4VP/4VPPS initially had higher contact angles than those modified only
with 4VP; however, after 10 min of water-surface interaction, the contact angles decreased
to similar values.
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Figure 5. (A) Swelling curves in water at 25 °C, reported: mean =+ standard error of the mean,
n=3. and (B) Water contact angle, reported: mean =+ standard error of the mean, n = 6. PVC-g-
4VPy, /AVPSSs0, (4/32), PVC-g-4VP1ge, /4VPSS1 39, (10/13), and PVC-g-4VP1¢0, /4VPSSy50, (16/22).

3.4. pH-Sensitivity

4VP is a pH-sensitive polymer because it has an amino group in its structure that
presents an acid-base balance (Figure 6A), with a pK, around 5.4. At pHs below its pK,,
the polymer is in its ionic form, so the chains suffer repulsion between them and swelling
is greater. Figure 6B shows the behavior of the swelling as a function of the pH for the
pristine PVC, PVC-g-4VP, and PVC-g-4VP/4VPPS. PVC did not present a pH response,
whereas all the materials modified with 4VP showed this capability, with a critical pH in

the range of 6.3 to 7.
A " n
z
o8 | pKa=5.4 % |
\N hl]+
pH > pKa H pH<pKa
B ;
o rig
40- pH_ 6.3
o ]
é 35 1
o0 ] _
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Figure 6. (A) Acid-base balance of 4VP and (B) pH-sensitivity, reported: mean + standard error of
the mean, n = 3.
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3.5. Protein Adsortion Test

The presence of the 4VPPS zwitterionic polymer decreased the percentage of protein
adsorbed on the surface. Figure 7 shows the results; the material modified with 10%
4VP and 13% 4VPPS was the one that showed the highest antifouling capacity, reducing
BSA adsorption by 74% compared to the unmodified PVC surface. This shows that the
functionalization of the grafted 4VP was successful and the 4VPPS formed expresses its
antifouling characteristics.
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Figure 7. Protein adsorption on the polymer surface of different composition (incubation: 30% BSA
solution in PBS, 37 °C, 2 h). Reported: mean =+ standard error of the mean, n = 3.

3.6. Load and Release of Ciprofloxacin

Ciprofloxacin loading and release assays were performed on PVC, PVC-g-4VP(4%),
PVC-¢-4VPy, /4VPPS3y9,, PVC-¢g-4VP1ge, /4VPPS13,, and PVC-¢-4VP1ge, / 4VPSS2p9, sam-
ples. PVC and PVC-g-4VP(4%) samples did not show ciprofloxacin loading capacity,
contrary to the samples modified with the zwitterionic polymer. Figure 8A shows the
ciprofloxacin load for the three zwitterionic graft samples; in all the cases, the load reaches
maximum levels after 30 h of interaction, but the amount of ciprofloxacin loaded by the
PVC-g-4VP1q9, /4VPSS139, and PVC-g-4VP1¢9,/4VPSSy09, catheters was higher. Figure S4
shows the load profiles. However, release profiles (Figure 8B), showed that the sample
PVC-g-4VP1g, /4VPPS139, had a final release of approximately 40 pug/mL, and the samples
PVC-¢-4VPyo, /4VPPSzy0, and PVC-g-4VP149, /4VPPS;yy0, released around 20 ug/mL; in all
cases, the release was gradual until 30 h.

The release profiles were processed using DDSolver Excel software to determine the
fitting model (details of the fit are specified in Supplementary Materials, Table S2). In all
cases, following the values of the Akaike Information Criterion (AIC), the Model Selection
Criterion (MSC), and the adjustment of squares (r?), the model that presented the highest
affinity with the behavior of the materials was the Peppas—Sahlin model [39].
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Figure 8. (A) Ciprofloxacin load (condition: 0.012 pg/mL, 25 °C por 30 h) and (B) Ciprofloxacin
release profiles (condition: PBS a 37 °C). Reported: mean =+ standard error of the mean, n = 3.

The Peppas—Sahlin model describes systems that present the contribution of two mech-
anisms (diffusional and relaxational) in the release process. This model is described by
Equation (4), where M, is the amount of drug in an equilibrium state, M is the amount of
drug released in the determined time, k; represents the Fickian diffusion contribution, k;
the polymer chains relaxation contribution, and m is the Fickian diffusion exponent [40].

Mi/Meo = ki t™ + ko t?™ (4)

Table 3 shows the values of the Peppas—-Sahlin model parameters for the different
materials; all materials presented values of k; that predominate over kj, indicating that
the principal release mechanism is diffusion. However, for the material, the contribution
of the chain relaxation mechanism is higher, possibly due to the greater amount of the
zwitterionic polymer. The PVC-g-4VP1(9, /4VPPS; 39, catheter released the highest amount
of ciprofloxacin, with a release rate of approximately 60%.

Table 3. Peppas—Sahlin model parameters.

Parameter PVC-g-4VP,0,/4VPPS30, PVC-g-4VP140,/4VPPS 30, PVC-g-4VP140,/AVPPS 50,

ky 13.22 14.48 13.63
ko 0.523 —0.678 —0.657
m 0.573 0.377 0.601

The PVC-g-4VPqq9, /4VPPS; 3¢, materials presented the best properties and fast synthe-
sis conditions (0.35 M, 70 °C, 5 min, and 12% 4VP), which is why they were chosen to carry
out cell viability, antimicrobial activity, and antifouling capacity tests.

3.7. Cell Viability

Figure 9 shows the results of cell viability using BALB/3T3 murine embryonic fibrob-
lasts; it was observed that the control PVC increased cell growth, in the same way as the
material modified with 4% 4VP. The material grafted with 4VP/4VPPS showed a decrease
in cell growth of approximately 5%; when the material was loaded with ciprofloxacin,
the cell growth decreased by 18%; however, the material can be considered non-cytotoxic
according to ISO-10993-5-2009 [41].
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Figure 9. Cell viability result using BALB/3T3 murine embryonic fibroblasts and MIT assay. Reported:
mean =+ standard error of the mean, n = 3.

3.8. Antimicrobial Activity and Antifouling Capability

Figure 10A presents the antibacterial capacity of the material based on its ability
to inhibit the growth of E. coli. It was observed that PVC, PVC-¢-4VP(4%), and PVC-g-
4VP1g, /4VPPS;39, do not have antimicrobial activity, on the contrary, PVC-g-4VPyqq,/
4VPPSq3¢, loaded with ciprofloxacin achieved 82% inhibition at 24 h. On the other hand,
Figure 10B presents the antifouling capacity of the material determined by the number of
colony-forming units of E. coli bacteria, which adhered to the material when it was in direct
contact with the E. coli solution of 1 x 108 cfu for 24 h. It is observed that the material with
binary graft presents a 42% decrease in bacterial adhesion in the control PVC and this effect
is enhanced when loading ciprofloxacin, reaching a 55% decrease.
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Figure 10. (A) Inhibition of bacterial growth for E. coli and (B) Bacterial adhesion of E. coli. Reported:
mean =+ standard error of the mean, n = 3.
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4. Discussion

Ionic polymer functionalization using oppositely charged ions is one of the ways to
synthesize zwitterionic polymers. In this case, the functionalization of 4VP grafted onto
PVC catheters made it possible to obtain the characteristics of the 4VPPS zwitterion while
maintaining the pH-sensitivity of the 4VP system. The 4VP is a cationic polymer that reacts
with PS to produce 4VPPS, by a ring-opening alkylation reaction (Figure 1). This form of
zwitterion synthesis resulted in different percentages of grafting, which was impossible
with a direct grafting method, that is, directly grafting the 4VPPS monomer. The difficulty of
working with the 4VPPS monomer was due to its insolubility in most solvents; a 1 M saline
solution is required to solubilize it [42,43]. The formation of grafts using ionizing radiation
represents an advantageous method for medical device modification because the obtained
materials do not present contamination by agents used for the polymerization [44,45].

The poly (4VPPS) is an aromatic zwitterionic polymer that has demonstrated an-
tifouling capabilities in biomedicine, electronics [46], and water treatment. Venault, et. al.
synthesized 4VPPS hydrogels to be used as medical device coatings. They demonstrated
that 4VPPS coatings present a bio-antifouling capability similar to that of sulfobetaine
methacrylate (SBMA), one of the most common zwitterionic polymers, employed to pro-
duce antifouling surfaces by coating, grafting, or copolymerization [47-50]. Additionally,
4VPPS coatings were more resistant to temperature than SBMA coatings because they
retained their bio-antifouling properties after being heated at 121 °C for 1 h (steriliza-
tion conditions), representing an advantage in the biomedical field, where most of the
devices require sterilization [25]. On the other hand, Gui, et. al. copolymerized acrylamide
with 4VPPS to produce a zwitterionic poly-acrylamide that showed thermic stability and
good properties as a flocculant of cationic and anionic inorganic contaminants due to its
electrostatic characteristics [51].

Materials grafting with 4VPPS showed the ability to load and release ciprofloxacin
due to the hydrophilicity and pH-sensitivity of the system. In addition, the modification
provided the material with the antifouling property of zwitterionic polymers, allowing
a significant decrease in both the adhesion of the BSA protein and E. coli. A synergistic
effect was observed when loading the material with ciprofloxacin, increasing its capacity
to prevent the adhesion of E. coli by 13%, for the PVC-g-4V P19, /4VPPS;39, catheter. The
materials were also shown to be non-toxic since they did not significantly affect cell viability.
The modification of the catheters allows the creation of antimicrobial systems with the
capacity to release an antibiotic at the site of interest, making it a localized drug delivery
system, increasing its effectiveness and decreasing the side effects.

5. Conclusions

The functionalization of the 4VP grafted onto PVC catheters was successful and
obtained materials with different percentages of 4VP and 4VPPS in their composition.
Although all the modified catheters showed hydrophilicity and pH sensitivity, the PVC-g-
4VP1g9, /4VPPS30, catheter was the one that showed the best capacities for loading and
releasing ciprofloxacin, achieving an inhibition of E. coli growth of approximately 82% in
24 h. In addition, due to the presence of zwitterion, this material showed antifouling char-
acteristics, which decreased the adhesion of BSA by 74% and the adhesion of E. coli by 55%.
This material is a pH-sensitive system with dual antimicrobial capacity and is therefore a
promising alternative for developing devices with less tendency towards biocontamination.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /pharmaceutics15030960/s1, Figure S1: Calibration curves to
quantify load of ciprofloxacin; Figure S2. Calibration curves to quantify release of ciprofloxacin;
Figure S3. Calibration curve to BSA quantification (Abs 556 nm); Figure S4. Profiles of ciprofloxacin
load; Table S1: Working solution preparation; Table S2. Parameters to select the drug release model.
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Abstract: In medical environments, polymeric surfaces tend to become contaminated, hindering the
treatment and recovery from diseases. Biofouling-resistant materials, such as zwitterionic polymers,
may mitigate this problem. In this work, the modification of PVC catheters with a binary graft of
4-vinylpyridine (4VP) and sulfobetaine methacrylate (SBMA) by the oxidative pre-irradiation method
is proposed to develop pH-responsive catheters with an antifouling capacity. The ionizing radiation
allowed us to overcome limitations in the synthesis associated with the monomer characteristics. In
addition, the grafted materials showed a considerable increase in their hydrophilic character and
antifouling capacity, significantly decreasing the protein adsorption compared to the unmodified
catheters. These materials have potential for the development of a combined antimicrobial and
antifouling capabilities system to enhance prophylactic activity or even to help treat infections.
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Advancement in medicine promotes technological and scientific development since
Gamma Radiation-Induced

it always seeks to improve the conditions to maintaining physical well-being. In the
biomedical field, the use of polymeric materials has boomed in recent decades in the
manufacture of tools that are commonly employed in medical treatments (for instance,
orthopedic implants, catheters, infusion and dialysis lines, vascular stents, and sutures) due
Academic Editor: Béla Ivan to the versatility of their physical and chemical properties, such as resistance to chemical
attack, biocompatibility, low weight, availability, and ease of manufacturing, which allow
for adaptability and compatibility with living tissues.

However, polymeric materials used in medical environments tend to suffer biological
contamination with the proliferation of microorganisms as biofilms, leading to infections
resistant to conventional antibiotics [1,2] and colloidal contamination that can cause thrombi
by blood coagulation onto implanted surfaces [3]. Both contaminations represent a danger
for medical procedures, and their presence increases mortality and morbidity rates and
decreases the useful life of the devices [4,5].

Research regarding biomedical polymeric materials has focused on biofouling-resistant
surfaces development through active coatings or by the surface modification of conven-
tional polymers. There are two categories of materials that prevent microbial infection
in medical tools, antimicrobial and antifouling materials [6]. The former inhibit or kill
This article is an open access article ~ MICroorganisms because they have antimicrobial activity, which is achieved by some active
distributed under the terms and  agent release or by the presence of one on the surface, for example, the covalent bond of
conditions of the Creative Commons ~ quaternary ammonium salts or biocide molecules; and the second prevents microorganism
Attribution (CC BY) license (https:// ~ adhesion through hydration layers or lowering the surface energy since a low surface en-
creativecommons.org/ licenses /by / ergy leads to high interfacial tension between the liquid and the substrate, which minimizes
4.0/). adhesion [7].
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Over the years, the development of antifouling polymers has gone through several ba-
sic models. Three generations of antifouling polymers are generally recognized: polymers
based on 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) [8,9], polymers based on polyethylene
glycol (PEG) [10,11], and zwitterionic polymers [12]. Zwitterionic polymers are neutral
macromolecules formed by monomers with an ionic par (cation-anion) in their structure,
and thus these polymers have a large number of ions along their chain, which allows them
easily interact with water as they are very hydrophilic [13,14].

Their fouling resistance occurs due to the formation of an electrostatically stabilized
hydration layer. In this case, hydration occurs through ion—dipole interactions (stronger
than van der Waals interactions): the ions over the surface generate repulsive electrical
double layer (EDL) forces, which produce a high-energy barrier that prevents surface
contamination [15,16]. The poly (sulfobetaine methacrylate) (polySBMA) is a zwitterionic
polymer that has demonstrated its antifouling capacity in hydrogel and coating production
but presents difficulties for covalently bonding to surfaces [17-21].

On the other hand, stimuli-responsive polymers are often used for antimicrobial
system manufacture. These polymers suffer structural changes depending on the medium
conditions, such as temperature, pH, ionic strength, and light, which allows them to act as
active agent delivery systems [22,23]. Poly (4-vinylpyridine) is known for its pH-responsive
properties due to the protonation of the aromatic amine, and thus it has been applied in
drug-carrying research. In addition, this polymer demonstrated thermo-responsiveness
under certain conditions [24].

The first step in colloidal and biological contamination is protein adsorption on the
surface. When a biological fluid comes into contact with a solid interface, proteins are the
first to adhere, forming a conditioning film over the surface [25,26]. Therefore, surfaces that
avoid protein adsorption may be an effective antifouling method. Protein adsorption on the
material is a phenomenon influenced by the external parameters, the kind of protein, and
the surface characteristics, which may be affected by several processes, such as structural
rearrangements, changes in the surface affinity, size exclusion effects, and protein surface
aggregation [27].

This work proposes the modification of PVC catheters with a two-step binary graft of
4-vinylpyridine (4VP) and SBMA ([PVC-g-4VP]-g-SBMA), using gamma radiation to obtain
a pH-responsive material with antifouling characteristics that were tested by measuring
the adsorption of bovine serum albumin (BSA) at physiological-like conditions. The main
aim was the synthesis of SBMA grafting by gamma radiation in order to study the effects of
the different reaction factors over the grafting percentage. [PVC-g-4VP]-g-SBMA systems
have the potential to be a combined antimicrobial system since they could act as an active
agent release system in addition to having antifouling properties.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

PVC catheters (diameter 3 mm and thickness 0.5 mm) were from Bigakcilar (Istanbul,
Turkey). 4VP (95%), and SBMA monomers were purchased from Aldrich Chemical, Saint
Louis, MO, USA. Methanol was purchased from J. T. Baker (Puebla, Mexico); 4VP was
purified by vacuum distillation, and SBMA was used as received. Sodium chloride (NaCl),
potassium chloride (KCl), sodium phosphate dibasic (NaH;POy), and potassium phosphate
monobasic (KHPQO,4) were also from Aldrich Chemical, Saint Louis, MO, USA. Distillate
water was used in all the assays. The gamma-ray source was a ®®Co Gammabeam 651-PT
proportioned by the Nuclear Science Institute at National University of México (ICN-UNAM).

2.2. VP Graft on PVC Catheters (PVC-g-4VP)

4VP was grafted onto PVC following the process reported in a previous study [28].
The modification was performed using the direct irradiation method, varying the applied
doses (10, 15, and 20 kGy) in order to standardize the graft percentages obtained, and the
used conditions were a concentration of 40% (v/v) 4VP in methanol: water mixture with
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30% MeOH, vol.%. The graft percentage was calculated with Equation (1), where W¢ is the
grafted sample weight (g) and W; is the initial weight of the sample (g).

Graft (%) = w\/ﬂ o
i

2.3. SBMA Graft on PVC-g-4VP Catheters [(PVC-g-4VP)-g-SBMA)]

SBMA grafting was performed on PVC-g-4VP catheters using the oxidative pre-
irradiation method. For the synthesis, dry PVC-g-4VP catheters were weighed and placed
in glass ampoules, which were then irradiated in the presence of air. A SMBA solution in
MeOH: H,O was added to the irradiated samples, the oxygen in the solution was removed
by air displacement with argon bubbling for 10 min, and then the ampoules were sealed
and kept at 5 °C for 4 h to then heat in a water bath. Finally, the samples were removed
from the ampoules and washed, once with a saturated NaCl solution for 2 h, twice with
distilled water for 3 h, and once with ethanol; after which they dried under vacuum oven
for 12 h at 30 °C, and the percentage of grafting was calculated following Equation (1).
Figure 1 shows the procedure.

Irradiation in O,

presence
—— £
"‘[44/ = Ar bubbled
%l/ I |
) VV\/V wl. |
Y 1ays Monomers
Heating
Vacuum drying = . o -
| \
Extraction and cleaning

Figure 1. Experimental schematization of oxidative pre-irradiation method.

The effect of the different reaction conditions on the SBMA graft percentage was
studied, for which the conditions were varied: the 4VP percentage grafted (4, 12, and 21%),
doses (1, 2, 5, 10, 15, and 20 kGy), dose rate (5.4 and 13 kGy/h), SBMA concentration (0.05,
0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.5, 0.75, and 1 M), MeOH percentage in the MeOH:H,O mix used as
dissolvent (0, 25, 50, 75, and 90%), reaction temperature (40, 50, 60, and 70 °C), and reaction
time (6, 8,12, 18, and 24 h).

2.4. FT-IR and Thermal Characterization

FT-IR spectroscopy analyses for grafting identification were performed on a Perkin-
Elmer Spectrum 100 spectrophotometer (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT,
USA) with 16 scans, in the ATR module, in the range of 4000 to 650 cm L. In addition, the
thermal behavior of the materials was monitored using thermogravimetric analysis (TGA)
under a nitrogen atmosphere from 30 to 700 °C at a heating rate of 10 °C/min in a TGA
Q50 (TA Instruments, New Castle, DE, USA).
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2.5. Wettability
2.5.1. Dynamic Contact Angle

The wettability degree was analyzed by the sessile drop method, using a goniometer
DSA 100 Kriiss GmbH, Hamburg, Germany. The dynamic contact angle was measured at 0,
2, and 5 min of interaction; all measurements were performed four times.

2.5.2. Swelling

The dry sample was weighed and placed in a glass with the solvent at a controlled
temperature; distilled water at 25 °C and phosphate buffer (PBS) at 37 °C. The sample
was removed from the beaker and weighed after removing excess solvent; this process
was performed every 5 min for the first fifteen minutes and then at 0.5, 1, 2, 4, 6, and
12 h. The swelling percentage was determined using Equation (2), where W is the dry
sample weight (g) and W5, is the swollen sample weight (g); each measurement was made
in triplicate.

Wz—wl) x 100
Wi

Swelling (%) = ( )

2.6. pH and Thermo Responsiveness

For the pH responsiveness test, buffer solutions of different pH (2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, and
12) were prepared. The dry sample was weighed and swelled at 25 °C for 2 h in each pH
solution. The swelling percentage was calculated with Equation (2) The critical pH and
the pH-sensitivity determined the pH responsiveness; the former was estimated as the
inflection point in the swelling (%) vs. pH curve; and the latter was calculated with the
swelling ratios below and above the critical pH.

On the other hand, for thermo-responsiveness, dry samples were weighed and swelled
for 2 h at different temperatures (5, 25, 37, and 50 °C) in water and buffer solutions with
pH 4 and 10. The swelling percentage was calculated with Equation (2).

2.7. Protein Adsoption

Around 80 mg of sample were placed in a PBS buffer solution at 37 °C for 2 h, and
then the sample was incubated for 2 h in bovine serum albumin (BSA) protein solution in
PBS with a concentration of 30 mg/mL, at 37 °C. At the end of this time, the material was
washed three times with PBS, and the adsorbed protein was extracted and later quantified
using a spectroscopic method.

2.7.1. Protein Extraction

To a sample that was previously incubated in BSA, we added 600 uL of 1% wt. sodium
dodecyl sulfate (SDS) solution, then stirred at 130 rpm for 20 min and sonicated for 10 min,
and finally vortexed for 30 s; this process was performed three times.

2.7.2. Protein Quantification

The bicinchoninic acid (BCA) method was used for quantification [29,30]. We added
1 mL of the extracted protein sample and 2 mL of working solution in a glass vial; the
mixture was gently shaken and allowed to react at 60 °C for 30 min. After this time, the
sample was cooled to room temperature and measured by UV-Vis spectroscopy at 556 nm.
The quantification was performed using a calibration curve. In all cases, the reference was
a 1% wt. SDS solution, to which the process described in Section 2.7.1 was applied. The
calibration curve and the preparation of the working solution are in the attached material.

3. Results
3.1. PVC-g-4VP Synthesis

The 4VP grafting was obtained using the direct irradiation method; a study of the
reaction conditions on the grafting percentage was reported in previous research [28]. The
interaction between PVC and gamma radiation has been widely studied with the conclusion
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that two primary reactions are produced: ionization and excitation, which trigger many
secondary reactions. The main reactions that occur with PVC radiation exposure are shown
in Figure 2; radical (I) is the main product due to the system stability [31]. In the direct
irradiation method, the monomer interacts directly with the radicals on the surface and
produces grafting.
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Figure 2. Gamma radiation interaction with PVC, * Excited molecule.

In this work, we investigated the standardization of reaction conditions to obtain 4VP
grafting percentages between 2 and 20%, which allowed studying the effect of this grafting
percentage on the modification with SBMA and the properties of the material. Figure 3
shows the results obtained, with relative standard deviations of approximately 15%, which
are acceptable due to the complexity of the methodology.
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Figure 3. 4VP grafting on PVC catheters to change the irradiation doses. Reported: the mean + standard
error of the mean, n = 14.
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3.2. SBMA Graft on PVC-g-4VP Catheters [(PVC-g-4VP)-g-SBMA)]

Figure 4 shows a schema of the SBMA grafting onto PVC-g-4VP catheters; this syn-
thesis was performed using the oxidative pre-irradiation method, where the dose, dose
rate, monomer concentration, solvent, temperature, and reaction time may significantly
affect the graft percentage. The 4VP grafting was used to endow the PVC surface with a
hydrophilic character, which allowed its interaction with monomeric SBMA.

Figure 4. Schematization of the (PVC-g-4VP)-g-SBMA by the oxidative pre-irradiation method.

The SBMA could not graft directly onto the PVC because the PVC hydrophobic nature
avoided interaction with the SBMA, which is stabilized by internal electrostatic forces,
which favors homopolymer formation. Figure 5a shows the SBMA grafting percentages
obtained for PVC catheter grafted with different 4VP amounts (4, 12, and 21%), where we
did not observe a relevant change, and thus we decided to work with PVC-g-4VP (4%)
catheters in the subsequent analyses.

The absorbed dose is an average of the ionizing radiation energy that the material
receives. This parameter determines the number of radicals formed, directly influencing
the grafting percentage [32]. In the oxidative pre-irradiation method, oxygen interacts with
the radicals produced by gamma radiation (Figure 2), forming peroxide and hydroperoxide
bonds that later break with temperature and give rise to a chain reaction to form the graft.
The 4VP has a higher radiation resistance than PVC owing to its aromaticity, which suggests
that, even in the modified PVC-g-4VP catheter, mainly radical (I) will be formed. The small
influence of the 4VP grafting percentage in the SMBA grafting is another indication that
radicals were mainly formed on the PVC (Figure 4).

Figure 5b shows the SBMA grafting behavior on a sample of PVC-g-4VP (4%) when
irradiated with different doses—0.5, 1, 2, 5, 10, 15, and 20 kGy. A constant behavior was
observed, which indicated that, in this dose range, the dose did not have a significant effect
on the SBMA graft percentage.
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Figure 5. The reaction parameter effects on the SBMA grafting percentage on PVC-g-4VP catheters:
(a) 4VP grafting percentage (Conditions: 1 kGy, 0.25 M, 75% MeOH, 60 °C, and 12 h); (b) Doses (Con-
ditions: PVC-g-4VP (4%), 0.25 M, 75% MeOH, 60 °C, and 12 h); (c) Dose rate (Conditions: PVC-g-4VP
(4%), 1 kGy, 0.25 M, 75% MeOH, 60 °C, and 12 h); (d) SBMA concentration (Conditions: PVC-g-4VP
(4%), 1 kGy, 75% MeOH, 60 °C, and 12 h); (e) MeOH percentage in the solvent mixture (Conditions:
PVC-g-4VP (4%), 1 kGy, 0.25 M, 60 °C, and 12 h); (f) Temperature (Conditions: PVC-g-4VP (4%),
1 kGy, 0.25 M, 75% MeOH, and 12 h); and (g) Reaction time (Conditions: PVC-¢g-4VP (4%), 1 kGy,
0.25M, 75% MeOH, and 60 °C). Reported: the mean =+ standard error of the mean, n = 3.
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The dose rate is the dose absorbed by a sample per unit of time. This parameter affects
the radical formation rate at the beginning of the reaction, which is very relevant in the
direct irradiation method, in which simultaneous formation of the homopolymer and the
graft takes place [33]. To determine the effect associated with the dose rate, SBMA was
grafted onto PVC-g-4VP (4%), varying only the dose rate at 5.4 and 13 kGy/h. Figure 5c
compares the SBMA grafting percentages for these dose rates; the results did not show a
significant difference between them, which was confirmed by the t-significance contrast
test [34]; see the Supplementary Materials. The results indicated that the dose rate is not
a relevant parameter in the SBMA grafting; thus, the grafting will not be affected by the
change in the dose rate due to ®*Co source attrition.

The monomer concentration influences the diffusion of the monomer on the surface to
be grafted and the homopolymer formation since, at high concentrations, the Trammsdorff
effect occurs, which favors gel formation instead of grafting. In the case of zwitterionic
monomers, their agglomeration occurs even at relatively low concentrations. The SBMA
concentration effect on the synthesis of (PVC-g-4VP)-g-SBMA was studied by grafting
SBMA onto PVC-g-4VP (4%), Figure 5d shows the results, which presented a bell behavior
with the maximum grafting at a concentration of 0.5 M. The 0.25 M SBMA concentration
was chosen for analysis since it allows a wide range of grafting.

The solvent was essential to achieve the grafting of SBMA on the PVC-g-4VP (4%)
catheters since it must allow for the dissolution of the monomer and for the monomer-
surface interaction. Figure 5e shows a graph of the SBMA grafting percentage as a function
of the methanol percentage in the solvent that consisted of a mixture of methanol and
water. When pure water or low percentages of MeOH were used as the solvent, SBMA
grafting did not occur, which was attributed to the monomer stabilization by solvation,
which prevents interaction with the surface. The highest MeOH content mixtures (75 and
90%) showed the highest percentage of grafting; however, with 90% MeOH, a complete
dissolution of the SBMA was not achieved.

The temperature triggers the homolytic cleavage of the peroxides and hydroperoxides
on the surface, leading to grafting formation. Figure 5f shows the SBMA grafting percent-
ages obtained at different temperatures; temperatures below 60 °C showed few differences
in the modification degree, while at 70 °C, the grafting percentage significantly increased.
Finally, the effect of the reaction time on the SBMA graft percentage is shown in Figure 5g
with a proportional increase between the two parameters.

3.3. FT-IR and Thermal Characterization

The grafted catheters were analyzed by infrared spectroscopy (ATR-FTIR) for each
grafted polymer characteristic functional group identification, Figure 6. The FI-IR spectrum
of the pristine PVC catheter showed bands at 2992 cm~! that correspond to C-H stretching
of -CH, groups and at 1267 cm ™! of the C-H bending, and bands at 1745 and 1459 cm ™!
characteristic of the plasticizer.

The PVC-g-4VP spectrum, apart from the previous bands, showed C=C stretching
signals at 1597 and 1557 cm~! and a band at 830 cm~! from C-H bending out of the plane
of the aromatic amine. Finally, the (PVC-g-4VP)-g-SBMA spectrum showed, in addition
to all the above bands, bands at 1039 and 1265 cm ! corresponding to the symmetric and
asymmetric stretching of the sulfonate group (-SO37), a band from the stretching of the
carboxylic group at 1736 cm ™!, and at 1440 cm ! from the quaternary amine [35]. Higher
SBMA grafted percentages presented the same bands but were more pronounced.

TGA thermic analysis showed that the PVC matrix determines the thermal stability of
PVC-g-4VP and (PVC-g-4VP)-g-SBMA catheters since they lost 10% of weight at approxi-
mately the same temperature (238 £ 2 °C). The 4VP and SBMA homopolymers showed
higher stability with losses of 10% in weight at 362 and 310 °C, respectively. (PVC-g-4VP)-g-
SBMA catheters presented three decomposition temperatures. The first was at 266 °C due
to PVC dehydrochlorination [36], which occurred at temperatures that were close in both
PVC and PVC-g-4VP; the second was at 328 °C, which agrees with the first decomposition
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of polySBMA at 341 °C (due to the degradation of the quaternary anima [37]) and the
second decomposition of PVC at 288 °C; and the third was at 451 °C, which corresponds to
the carbon chain decomposition. Figure 7 shows the thermograms of each sample.
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Figure 6. FI-IR spectrums.
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Figure 7. Thermograms (a) PVC, (b) 4VP homopolymer, (c) SBMA homopolymer, (d) PVC-¢g-4VP
(12%), and (e) [PVC-g-4VP (12%)]-g-SBMA (25%).

3.4. Wettability
3.4.1. Dynamic Contact Angle

The contact angle allows measuring the interaction between a liquid and a solid in a
three-phase system (solid, liquid, and gas), depending on the angle formed by the liquid
into contact with the solid surface. When a surface strongly attracts liquid molecules, the
liquid drop spreads over it, leading to contact angles of less than 90°; on the contrary, if the
cohesive forces are higher, the angle will have a value greater than 90° [38]. Figure 8 shows
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the contact angles with water for the samples of (PVC-g-4VP)-g-SBMA and compared with
PVC-g-4VP and PVC.
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Figure 8. Dynamic contact angles for catheters (a) PVC, (b) PVC-g-4VP (4%), (c) PVC-g-4VP (12%),
(d) [PVC-g-4VP (12%)]-g-SBMA (12%), (e) [PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA (13%), (f) [PVC-g-4VP (12%)]-g-
SBMA (25%), and (g) [PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA (23%). Reported: the mean =+ standard error of the
mean, n = 4.

The pristine PVC is a hydrophobic material with a contact angle greater than 90°,
around 100°; 4VP modified PVC angles decrease proportionally to the modification to 55°
for 12 and 65° for 4%; finally, the second graft with SBMA showed the angles close to 30°
for 10% graft and 20° for 23% graft at 5 min of interaction. The PVC and PVC-¢-4VP contact
angles remained constant, while the SBMA grafted catheters showed contact angles that
decreased with time until the water drop adsorbed at 10 min.

3.4.2. Swelling

Swelling in water is an indication of the hydrophilicity of the material. Figure 9a,b
shows the swelling profiles for the (PVC-g-4VP)-g-SBMA samples based on PVC-g-4VP (4%)
and PVC-g-4VP (12%), respectively, and different contents of SBMA and their comparison
with the pristine PVC swelling profile. In both cases, unlike pristine PVC, the modified
materials had a greater water affinity and, therefore, presented a higher swelling percentage.
The hydrophilicity was significantly higher for the SBMA grafted samples, where the
swelling was twice that shown by 4VP-only grafted catheters. Comparing the catheters
with the same SBMA content but different 4VP contents (4 and 12%), there were no relevant
differences among the swellings, which indicates that the SBMA percentage dominated the
interaction water/material. For all samples, the limit of the swelling time was 2 h.

On the other hand, Figure 9¢,d shows the swelling profiles in PBS buffer solution for
[PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA and [(PVC-¢-4VP (12%)]-g-SBMA catheters. PBS is a solution
based on phosphate salts, which allows a constant pH at 7.4 and ionic strength of 0.14 M,
which are conditions similar to human blood. PBS solution is widely used to evaluate
materials with biomedical applications. The assays were performed at 37 °C to analyze the
material behavior in conditions that are similar to physiological. As in the case of water, a
significant increase in the swelling percentage for SBMA grafted materials was observed,
and the SBMA percentage determined the material behavior.

Figure 9c shows that the [PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA samples with 13 and 23% of
SBMA grafting presented a singular behavior, with a maximum swelling at 30 min that
later stabilized at 2 h, which was due to an ionic effect; in the case of samples with 12% 4VP,
this percentage allowed higher stabilization. Finally, no significant difference was observed
when comparing the swelling in water and PBS.
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Figure 9. Swelling profiles: (a,b) in water and (c,d) in PBS solution. Reported: mean =+ standard error
of the mean, n = 3.

3.5. pH Responsiveness

The pH responsiveness is a characteristic of polymers whose structure contains ion-
izable groups, which present charges depending on the pH of the medium; when these
groups ionize, a repulsion force is generated, and the materials attract more water to sta-
bilize, thus, increasing the swelling. In this case, poly(4VP) is a pH-responsive polymer
whose critical pH is around 5.4 [39,40]; 4VP protonates at a pH less than the critical pH,
and the swelling increases. Figure 10a,b shows the swelling curves as a function of pH for
the PVC, PVC-¢-4VP, and PVC-g-4VP-g-SBMA catheters with different graft percentages.

All 4VP grafting materials showed pH-responsive behavior with a critical pH of
around 7. The test showed that SBMA grafting did not significantly alter the critical pH of
the materials, and the 4VP that was covalently bound to PVC displaced its critical pH, vary-
ing from 6.6 to 7 in the different samples. In addition, the pH sensitivity remained constant
for all the materials, in the range of 1.43 & 0.08. However, SBMA grafting considerably
increased the swelling concerning the base PVC-g-4VP.
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Figure 10. pH responsiveness profiles: (a) A: PVC-g-4VP (4%), B: [PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA (13%),
and C: [PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA (23%) and (b) D: PVC-g-4VP (12%), E: [PVC-g-4VP (12%)]-g-SBMA
(12%), and F: [PVC-g-4VP (12%)]-g-SBMA (25%). Reported: the mean =+ standard error of the mean,
n=23.

The temperature responsiveness test showed that none of the materials had sensitivity
to the temperature in water or buffer solution at pH 4. On the other hand, the PVC grafted
with 4 and 12% of 4VP showed a decrease in swelling when the temperature changed from
5 to 37 °C at pH 10; this behavior corresponds to materials with a low critical solution
temperature (LCST) [24]; Figure 11 shows the results. However, grafted catheters (PVC-g-
4VP)-g-SBMA did not present this property due to the SBMA influence.

VA PVC-g-4VD(4%)

81 PVC-g-4VP(12%)
Els
T4
0
.
L1

0 10 20 30 40 50
Temperature (°C)

Figure 11. The thermo-responsiveness test. Reported: the mean =+ standard error of the mean, n = 3.

3.6. Protein Adsorption

Figure 12 shows the amount of BSA protein adsorbed on the surface when interacting
with a solution that contains the BSA plasma concentration (30 mg/mL). The pristine PVC
adsorbed around 5.14 pug BSA /cm?; this protein adsorption decreased 35 and 58% for the
samples modified with 4VP grafting at 4 and 12%; however, the sample with 21% grafting
of 4VP showed an increase of 12% in the protein adsorption.
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Figure 12. BSA adsorption on PVC catheters grafted with 4VP and SBMA; [A]: PVC-¢-4VP (4%),
[B]: PVC-g-4VP (12%), and [C]: PVC-g-4VP (21%). Reported: the mean =+ standard error of the mean,
n=23.

On the other hand, the materials modified with 4VP and SBMA showed a significant
decrease in the amount of protein adsorbed at 88, 68, 78, and 89% for [PVC-g-4VP (4%)]-g-
SBMA (13%), [PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA (23%), [PVC-g-4VP (12%)]-g-SBMA (12%), and
[PVC-g-4VP (12%)]-g-SBMA (25%) catheters, respectively. The results showed that the
zwitterionic polymer grafted by this method maintained its antifouling character and
provided the modified surfaces with an antifouling capacity for BSA protein, which is a
promising result in the development of antimicrobial and hemocompatible surfaces.

4. Discussion

PolySBMA has been shown to have high functionality as an antifouling coating. Nev-
ertheless, polySBMA covalent grafting on surfaces is limited since polySBMA is insoluble
in virtually all solvents, except for aqueous electrolyte solutions and polar protic solvents,
such as trifluoroethanol and hexafluoroisopropanol, which are typically not compatible
with the conventional polymerization methods. Gamma radiation is a type of high-energy
ionizing radiation, which excites the matter and gives rise to the formation of free radi-
cals. In the oxidative pre-irradiation method, radicals are generated on the surface, which
favors grafting.

This method allowed SBMA grafting onto PVC surfaces in the range of 10 to 50% using
methanol:water as the dissolvent. This grafting degree was higher than those obtained
by other methods, such as plasma modification [41] or electrochemical surface-initiated
atomic transfer radical polymerization [42,43]. In addition, the grafting was conducted
at low temperatures and without external agents, such as catalysts or initiators. The
grafted materials acquired the antifouling activity of the zwitterionic polymer, reducing
protein adsorption on the surface by up to 89%. These materials are promising for the
manufacture of catheters with longer useful life and less prone to bacterial adhesion than
the currently available.

Figure 13 shows the main characteristics of the synthesized grafted materials: swelling
in body conditions (pH 7.4 and T 37 °C), contact angle, pH sensitivity, and protein adhesion.
The SBMA grafted materials presented similar characteristics depending on the percentage
of grafting, with the materials with approximately 23% SBMA being the ones that showed
less protein absorption and higher hydrophilicity. The [PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA (13%)
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catheters represent the best option as antifouling materials since they demonstrated less
protein absorption and a lower grafted percentage.

Contac angle (°) Contac angle (°)

—=—PVC

—+—[B]
—s—[Bl-g-SBMA(12%)
—4— [B]-g-SBMA(25%)
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BSA adsorption (mg/cmz)

Figure 13. The main properties of SBMA-grafted PVC catheters: (a) comparison of the 4% 4VP grafted
catheters, [A]: PVC-¢-4VP (4%) and (b) comparison of the 12% 4VP grafted catheters, [B]: PVC-g-4VP (12%).

Furthermore, they have the potential to form an antifouling system with an antimi-
crobial effect due to the release of active agents, such as antibiotics or antiseptics, since
they showed a high pH sensitivity, which could favor the release of an active agent in
response to changes in the external pH. Currently, most preventing microbial infection
products are based on the release of active agents, such as silver and antibiotics, adsorbed
or impregnated in the materials [44,45]. Therefore, materials that can achieve a combination
of antimicrobial and antifouling properties to reinforce their prophylactic potential or even
help in infection treatments are of great interest.

5. Conclusions

SBMA was successfully grafted onto PVC-g-4VP catheters using the oxidative pre-
irradiation method with a grafting range of 10% to 50%. The results showed that the
SBMA concentration, MeOH percentage in the solvent, temperature, and reaction time
had the most significant influences on the grafting percentage. In addition, the 4VP
modification was essential to obtain zwitterionic grafts. Of the synthesized materials,
the [PVC-g-4VP (4%)]-g-SBMA (13%) catheters presented the highest antifouling effects,
decreasing the BSA adsorption on the surface by 88% regarding pristine PVC. Additionally,
they showed high hydrophilicity, with a contact angle of 28° and PBS swelling of 16% as
well as pH-responsive behavior. These materials have the potential for use in systems
that are resistant to biofouling and could also act as carriers of antimicrobial agents for
biomedical applications.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
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