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SUMMARY

This work describes the synthesis of a new polymeric material suitable for loading and
controlled release of nistatyn and natamicyn, a group of antifungal agents to
treat infections associated to the fungi Candida albicans. To design this
material, first glycidilmethacrylate (GMA) was grafted onto silicone rubber
(SR) by using the gamma-ray pre-irradiation method and then ergosterol was

covalently immobilized to the copolymer.

Attenuated total reflectance Fourier transform infrared (IR-ATR) and
scanning electron microscopy (SEM) showed that the surface of SR was
uniformly grafted and electron scattering (EDS) analysis of the cross-section
of the graft copolymer revealed that grafting occurred in the bulk and on the
surface of the polymeric matrix and suggested that grafting proceeded by a
grafting front mechanism. In this work the effect of preirradiation dose,
temperature, time reaction, and monomer concentration on the degree of
grafting was also investigated, it was found that these factors strongly

influence on the degree of grafting.

The loading test showed that SR and the graft copolymer without ergosterol had
very limited ability to uptake nystatin and natamycin. However, the loading of these
antifungal drugs was notably improved when the graft copolymer was modified with
ergosterol. On the other hand, the samples modified with ergosterol were able to
release nystatin and natamycin in a medium that simulate an environment
contaminated by fungi. These results suggest that ergosterol had an important role

in the load and release of the antifungal drugs nystatin and natamycin.
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RESUMEN

Este trabajo describe la sintesis de un nuevo material para la carga y liberacion
controlada de nistatina y natamicina, un grupo de farmacos antifingicos utilizados en el
tratamiento de infecciones ocasionadas por el hongo Candida albicans. Para disenar
este material, primero el glicidilmetacrilato fue injertado en hule de silicona,
mediante el método de preirradiacién oxidativa y posteriormente se llevd a

cabo la inmovilizacién covalente de ergosterol en el copolimero de injerto.

Mediante espectroscopia de infrarrojo de reflectancia total atenuada (IR-
ATR) y microscopia electrénica de barrido (SEM), se logré determinar que la
superficie del hule de silicona fue injertada. El analisis de dispersién de
electrones (EDS) de la seccién transversal del copolimero, revelé que el
injerto ocurrié en masa y en la superficie de la matriz polimérica por lo tanto
el injerto procedié mediante un mecanismo tipo “grafting from”. En este
trabajo también se estudio el efecto de la dosis de preirradiacion,
temperatura, tiempo de reaccién y concentracion de monémero sobre el grado
de injerto, encontrando que estos factores influyen fuertemente en el grado

de injerto.

Las pruebas de carga mostraron que el hule de silicona y el copolimero de
injerto tuvieron una capacidad muy limitada para incorporar nistatina y
natamicina. Sin embargo, la carga de estos farmacos antifingicos mejord
notablemente cuando el copolimero de injerto fue modificado con ergosterol.
Por otro lado, el copolimero de injerto modificado con ergosterol fue capaz de
liberar nistatina y natamicina en un medio que simulé un ambiente
contaminado con hongos. Estos resultados sugieren que el ergosterol tiene un
importante papel en la carga y liberacién de los farmacos antifingicos

nistatina and natamicina.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos anos, el uso de dispositivos médicos implantables se ha
incrementado exponencialmente proporcionando una mejor calidad de vida a
las personas y en algunos casos aumentando su supervivencia. Sin embargo,
estos cuerpos extranos una vez implantados, son sitios apropiados para que
los microorganismos se adhieran y crezcan sobre su superficie (Reid, 1999).
Estos microorganismos establecen comunidades bien estructuradas conocidas
como biofilms, los cuales son la principal fuente de infecciones locales o
incluso sistémicas (Padera, 2006). Desafortunadamente, los biofilms son
dificiles de erradicar porque suelen ser resistentes a los agentes
antimicrobianos, asi que la Unica via para erradicarlos suele ser la remocion
completa del dispositivo médico implantable. Sin embargo, esta medida tan
radical conlleva altos riesgos y costos para el paciente, por lo que es necesario
implementar mejores estrategias para prevenir la adhesion y proliferaciéon de

microorganismos en la superficie de estos dispositivos.

La solucion mas prometedora hasta este momento ha sido dotar a estos
dispositivos de agentes antimicrobianos (Murnoz-Bonilla y Fernandez-Garcia,
2012) que pueden ser incorporados mediante unién covalente (De Prejick et
al, 2010), interacciones electrostaticas o adsorcién dentro de las superficies
de los dispositivos implantables (Bayston et al, 2009). En esta intensa tarea,
se ha recurrido a la modificacién estructural de una amplia gama de
polimeros empleados en la produccién de dispositivos médicos implantables,
utilizando técnicas como la copolimerizacién de injerto. A través de ésta
técnica, se ha logrado el injerto en superficies poliméricas de polimeros de
naturaleza antimicrobiana o polimeros con respuesta a estimulos externos
como el pH o la temperatura, permitiendo cargar y liberar farmacos en forma

controlada (Curcio et al, 2010). Ademés se han injertado polimeros que
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evitan la adhesién de proteinas a la superficie del material (Liu et al, 2010) y
la funcionalizacion de superficies poliméricas, mediante el injerto de
polimeros que poseen grupos funcionales reactivos y que permiten la

posterior incorporacién de farmacos (Nava-Ortiz et al, 2009).

Considerando la necesidad de nuevas metodologias y farmacos para hacer
frente al problema de las infecciones causadas por dispositivos médicos
implantables, el presente trabajo propone el disefio y obtencién de un
material a base de hule de silicona que sea capaz de cargar y liberar
farmacos antifingicos de naturaleza poliénica, con el objetivo de prevenir la
formacién de biofilms en dispositivos médicos implantables a causa del hongo

Candida albicans.

El nuevo material polimérico desarrollado, comprende un elastémero
conocido como hule de silicona, cuya superficie es injertada con
glicidilmetacrilato via radicales libres utilizando radiacién gamma. El
copolimero de injerto obtenido SR-g-GMA, conserva las propiedades del hule
de silicona pero contiene en su superficie los grupos epodxido del
glicidilmetacrilato, los cuales son clave para que moléculas de ergosterol se
unan al copolimero mediante enlaces covalentes. La presencia de ergosterol
en el copolimero, facilita la carga de farmacos como natamicina y nistatina,

debido a la alta afinidad que estos farmacos muestran por el ergosterol.

Para el diseno de este material, nosotros concentramos nuestra atencion
en el mecanismo de accion de farmacos de naturaleza poliénica como
natamicina, anfotericina B y nistatina sobre la célula del hongo. Estos
farmacos actian enlazandose al ergosterol, un componente esencial de la
célula del hongo. Esta interacciéon causa alteraciones en la permeabilidad de

la membrana celular debido a la formacién de poros o canales a través de los
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cuales el contenido citoplasmatico escapa, provocando eventualmente la

muerte celular.

En la sintesis del copolimero de injerto se hizo uso de radiacién gamma,
aplicando el método de preirradiaciéon oxidativa. La alta penetracién de los
rayos gamma en la matriz polimérica, permite la rapida creacién de radicales
libres en el polimero sin el uso de iniciadores. Este, es un método limpio y
rapido en donde el copolimero puede ser facilmente aislado. Finalmente, la
inmovilizacién de ergosterol en el copolimero de injerto, fue lograda
utilizando trifluoroboroeterato, un acido de Lewis que cataliza la apertura del

anillo por parte del ergosterol.

El nuevo sistema desarrollado (figura 1) permite que la liberacién del
farmaco se produzca mediante un mecanismo competitivo en donde el
ergosterol presente en el copolimero y el que se encuentra en la membrana

celular del hongo, compiten por el farmaco antifingico.

Los resultados de carga y liberacion muestran que la presencia de
ergosterol en el copolimero de injerto de glicidilmetacrilato en hule de
silicona SR-g-GMA incrementé notablemente la carga de los farmacos
natamicina y nistatina. Sin embargo, la nistatina parece tener una mejor

afinidad por el sistema desarrollado.
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Figura 1. Sistema para carga y liberaciéon de farmacos antifingicos.
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2. GENERALIDADES

2.1. POLIMERIZACION VIA RADICALES LIBRES

La polimerizacién via radicales libres, es una técnica versatil ampliamente
usada en la polimerizacién de monémeros insaturados. Este, es un proceso en
cadena en donde las especies activas son radicales libres y se caracteriza por
formar polimeros de alto peso molecular, inmediatamente después de que la
reaccion comienza. La polimerizacién via radicales libres, involucra un
mecanismo de tres pasos: Iniciacion, propagacion y terminacion y durante
este proceso se observa poca variacion en la longitud promedio de las cadenas
y una disminucién continua de la concentracién de monémero (Young et al,

2011, Painter et al, 1997).

La iniciacion (figura 2) comprende la formacién de una especie radical
producto de la descomposicion térmica, fotoquimica o quimica de una
molécula denominada iniciador (figura 2a) (Tabla 1) y la consecuente
obtencion de un centro activo cuando el iniciador reacciona con una molécula

de monémero (figura 2b).

K,
I—1 —_— 21 (a)
i
Io + H(|3=(|)H —_— 1—?—?'1{ ®)
R R R R

Figura 2. Etapa de iniciacidon
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Tabla 1. Ejemplos de iniciadores empleados en la polimerizacién via radicales libres

INICIADORES

tipo ejemplo
peréxidos perdxido de benzoilo
compuestos azo azobisisobutironitrilo
sistemas redox persulfato+bisulfito

fotoquimico luz UV

radiacién ionizante rayos gamma o electrones
acelerados

La etapa de propagacion (figura 3) ocurre a través de una larga secuencia
de eventos idénticos en donde las unidades de mondémero se adicionan de
manera consecutiva una tras de otra al centro activo, generando asi el

crecimiento de las cadenas.

I |
([ ]
I—(I')—(IJH + H(|3=(|3H — I—(Ij—
R

(I'JH—(IIH—(IIH
R R R R R R R
H ~ r\ H
| ° 7~ | °
I—(IJ (IEH—(IJH (IIH + H(|3=(|)‘H—> I—(IJ (IZH—(IJH (IJH—(IjH—(IJH
R\R R /R R R R\R R /R R R
X X

Figura 3. Propagacién

La etapa de terminacion puede ocurrir mediante dos diferentes
mecanismos, recombinacion (figura 4) o desproporcién (figura 5). El maés
importante es la recombinacién, que implica una interaccién bimolecular
entre dos centros activos, generando la formaciéon de un enlace covalente
entre dos cadenas en crecimiento. En la desproporcién, un protén en la

posicion B al sitio activo de una cadena en crecimiento, es transferido a otra
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cadena en crecimiento generando al final dos cadenas terminadas. En este

caso una cadena terminada tendra un carbono insaturado y la otra cadena

serd saturada.

i ION i
) [ )
I—(I) (I3H—C|)H (I‘,H—(IJH + H(ID—(II (IDH—(IJH (I‘,—I —_—
R \R R R R R R R R /R
X y

i i
—? CH— CH CH— CH— CH— (I3H (IZH— (IlH (IE—I
R R R R R \R R R

Figura 4. Terminacién por recombinacién

En el proceso de terminacién la reaccién de desproporcién compite con la
recombinacién. Pero la desproporcién se prefiere cuando los sustituyentes son
voluminosos porque las olefinas estdan menos impedidas que los

correspondientes compuestos saturados.

L

H >:II-I H
| ° o\ |
I—(IJ (IJH—(IJH (IJH—(IJH + H—?_? (IJH— (EH (IJ—I E——
R\R R . R R R R \R R /R
y
T i i
I—(|3 (I:H_ (|3H (IJH_?H + H(I)=(I3 (IJH— (IJH (IJ—I
R\R R /R R R R \R R/R
X

y

Figura 5. Terminacién por desproporcion
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Durante el proceso de polimerizacién puede ocurrir una etapa de
terminacién previa denominada transferencia de cadena, que conlleva a la
formacién de un polimero de cadena mas corta de lo que se esperaba o con
bajo peso molecular. Este proceso es caracteristico de la polimerizacién en
solucién y se produce por la transferencia del centro activo de una cadena en
crecimiento a otra molécula que puede ser el iniciador, el mondémero, el
polimero o bien el disolvente. La molécula entonces produce un nuevo radical

y s1 es suficientemente activa generara una nueva cadena.

La polimerizaciéon via radicales libres que se lleva a cabo en masa o en
soluciones concentradas se caracteriza por presentar un efecto de
autoaceleracion conocido como efecto Trommsdorff o efecto gel Este efecto se
distingue por presentar un marcado incremento en la velocidad de
polimerizacién hacia el final de la reaccién, en lugar de la reduccién gradual
esperada causada por la disminucién en la concentraciéon del monémero y el
iniciador. Este efecto de autoaceleracién, es un resultado directo del
incremento de la viscosidad del medio que limita la difusién, impidiendo el
paso de terminacion, causando un aumento en el peso molecular de las
cadenas que aun no han sido terminadas y provocando alta polidispersidad

de los productos finales (Cowie y Arrighi, 2001).
2.2. RADIACION GAMMA Y POLIMERIZACION

La irradiacion de mondémeros y de materiales poliméricos ha sido un
campo de extensa investigacién debido a las modificaciones tutiles que la
radiacién gamma puede inducir en ellos. La polimerizacion via radicales
libres inducida por rayos gamma difiere significativamente de aquellas
efectuadas por iniciacién térmica, quimica o fotoquimica. Con la radiacién
gamma la polimerizacién se puede realizar a temperatura ambiente y sin la

presencia de un iniciador, incluso se puede llevar a cabo a bajas
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temperaturas sin necesidad de adicionar sustancias extrafnas a la mezcla de
polimerizacién, ademaéas algunos mondémeros sensibles pueden ser
polimerizados sin efectos térmicos adversos (Makuchi et al, 2012, Ivanov,

1992).

Los principales cambios quimicos observados durante la irradiacién de
polimeros son el proceso de degradacién y el entrecruzamiento. El primero es
ocasionado por la ruptura homolitica de los enlaces C-C, resultando en
compuestos de bajo peso molecular, mientras que el entrecruzamiento se da
por la recombinacién de macroradicales (figura 6). Otros procesos como la
evolucion de ciertos gases y la creacién de dobles enlaces también llegan a

estar presentes.

Y degradacién
0000000000 "N

entrecruzamiento

Figura 6. Procesos de degradacién y entrecruzamiento

Los procesos de degradacién y entrecruzamiento a menudo se presentan de
forma simultdnea en un polimero. Sin embargo, dependiendo de las
condiciones de irradiacién y la naturaleza quimica del polimero, uno de estos
procesos puede ser predominante. Por ejemplo, se ha observado que los

polimeros vinilicos que presentan un carbono tetrasustituido en alguna
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unidad monomérica, experimentan degradacién mientras que los polimeros
cuya cadena principal contiene atomos de carbono sustituidos con al menos
un 4tomo de hidrégeno, son susceptibles al entrecruzamiento (Chapiro,

1962).

2.3. INTERACCION DE LA RADIACION CON LA MATERIA.
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Figura 7. Espectro electromagnético

Los rayos gamma son un tipo de radiacién ionizante emitidos por fuentes
radioactivas, con longitudes de onda corta en la regién del espectro
electromagnético de 3x109 cm a 3x10'1! cm, en términos de energia (E=hc/A)

este intervalo llega a ser de aproximadamente 40 keV a 4 MeV (figura 7). Las
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principales fuentes de rayos gamma comerciales son los is6topos Cobalto 60 y
Cesio 137 (figura 8). El Cobalto 60 se obtiene a partir del isotopo estable Co
59 al ser expuesto a un flujo de neutrones, tiene una vida media de 5.24 afios
y decae a Niquel 60, esencialmente por la emision de particulas B~ de 0.314
MeV emitidos por mas del 99% de los atomos mientras que el 0.01% restante,
emite particulas B~ de 1.488 MeV. El Niquel excitado alcanza su estado basal

por emisién de rayos gamma de 1.173 MeV y 1.33 MeV.

El Cesio-137 se produce mediante fision nuclear, tiene una vida media de
33 anos y el 92% de sus atomos decaen a Bario 137, emitiendo particulas ~
de 0.514 MeV. El Bario 137 excitado o metaestable tiene una vida media de
2.6 minutos y experimenta una transicién isomérica alcanzando su estado
estable, al emitir un rayo gamma de 0.66 MeV. El 8% de los atomos de Cesio
137 restantes emiten particulas B~ de 1.17 MeV, cayendo directamente a

Bario 137 estable. (Navarrete y Cabrera, 1995

Co 60 Cs 137
99% = 0.314 MeV

92% B-=0.514 MeV

——  Ni %% excitado
v=1.173 MeV
—_— 8% p~=1.17 MeV v=0.661 MeV
v=1.332 MeV
—NV____ Bg137
_V __ NiS

Figura. 8. Diagrama de decaimiento radioactivo de Co%0 y Cs!37,

Cuando los rayos gamma u otro tipo de radiacién ionizante interaccionan
con las moléculas, aquellos pierden su energia por la interaccién con los

electrones, los cuales son expulsados de su 6rbita mediante un proceso
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conocido como ionizacion o bien, pasan a un nivel de energia superior,

fenémeno conocido como excitacion (Chapiro, 1962).

La ionizacién de moléculas puede generar iones positivos (1) si la energia
que es liberada en la interacciéon es mas grande que la energia de enlace del
electron que se va a expulsar. Estos iones positivos pueden o no llevar un
exceso de energia, por lo tanto son a menudo inestables y pueden
experimentar procesos de disociacién, generando radicales (2a) o moléculas

estables (2b).

AB nw— AB*+e (D

— > A*+ B (2a)
ABt —
L s A*+B (2b)

La interaccién de la radiacién ionizante con una molécula puede también
permitir un proceso de ionizacién disociativa, en el cual las reacciones

primarias 1, 2ay 2b ocurren casi simultdneamente (3).

AB "Ww—> A*+B+e (8

La radiacién ionizante puede producir moléculas excitadas directa (4) o
indirectamente, mediante la neutralizacién de los iones formados por la

ionizacién de la molécula (5).

AB nw—> AB* (@)

AB /W™ AB*+e
6))

AB*+e —— AB** —> AB*
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Las moléculas altamente excitadas (AB**) pierden rapidamente parte de
su energia a través de colisiones con otras moléculas, cayendo a estados
excitados de menor energia (AB*) similares a aquellos que se forman en
procesos fotoquimicos, pero ambas especies pueden dar lugar a la formacién

de radicales libres (6).

AB* —> A-+B-
AB** —> A. +B-

(6)

Los posibles mecanismos que tienen lugar cuando la radiacién ionizante
disipa su energia sobre la materia son el efecto fotoeléctrico, el efecto

Compton y la produccion de pares (Spinks et al, 1976).

El efecto fotoeléctrico (figura 9) tiene lugar cuando un fotén de baja
energia E, (< 0.1 MeV) transfiere toda su energia, a un electrén que se
encuentra en una de las capas internas del atomo. El electrén es expulsado
del atomo con una energia igual a la diferencia entre la energia del fotén y la

energia de enlace Es del electron en el atomo.
Ee: EO - Es

La vacante creada por el electron expulsado sera cubierta por un electrén
proveniente de una capa externa con la emisiéon de radiaciéon X o un electrén

de baja energia conocido como electron Auger.
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Foton
incidente '”

Figura 9. Efecto fotoeléctrico.

El efecto Compton (figura 10) ocurre cuando un fotén cuya energia es >1
MeV interactia con un electrén, el electron es acelerado y expulsado
mientras que el fotén es desviado llevando menor energia y acaba siendo

absorbido mediante el efecto fotoeléctrico.

El efecto Compton predomina para fotones cuya energia se encuentra
entre 1 MeV y 5 MeV en materiales de alto nimero atémico (alto valor de Z)
y en un intervalo mas amplio en materiales de bajo nimero atémico (bajo

valor de Z).

Foton
Incidente

Figura 10 Efecto Compton.
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La produccién de pares (figura 11) involucra la absorcién completa de un
fotén en la vecindad del ntcleo atomico, con la produccion de dos particulas:
un electron y un positrén. El electron causa ionizaciéon, mientras que el
positréon se aniquila cuando interacciona con un electrén, produciéndose dos

rayos gamma cuya energia es de 0.51 MeV.

La produccion de pares solo pude ocurrir en fotones con una energia > 1.02
MeV ya que para que este fenémeno tenga lugar, se requiere al menos una
energia equivalente a la suma de las energias de las particulas formadas

(0.51 MeV+ 0.51 MeV = 1.02 MeV).

= 0.51MeV

Foton
Incidente et

= 0.51MeV

Figura 11. Produccién de pares

En la figura 12 se resumen los efectos anteriormente explicados y que
predominan cuando los rayos gamma inciden sobre la materia en funcién de
la energia del foton incidente. Como se observa en el grafico, estos efectos se

van a presentar dependiendo de la energia del fotén incidente y el valor de Z.
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Figura 12. Regiones de predominio de los tres principales mecanismos que se presentan
cuando la radiacién ionizante interacttia con la materia. (Tomado de tesis doctoral de Susana

Castillo UNAM, 2003).

Un parametro de suma importancia para cuantificar los cambios quimicos
que experimenta la materia por efecto de la radiacién, es el rendimiento
radioquimico G. El valor de G indica el nuimero de eventos quimicos

individuales que se producen por cada 100 eV de energia absorbida.
G(X)= No. de eventos quimicos/ 100 eV

Estos eventos pueden referirse al nimero de moléculas, radicales o iones
producidos o destruidos. El valor de G comprende valores de 0.1 hasta 10 y
mas adelante sera abordado nuevamente para mostrar su utilidad en la

irradiacién de polimeros y monémeros.
2.4. COPOLIMERIZACION

Este proceso permite obtener un nuevo material que combina las
propiedades fisicas y quimicas de dos o mas polimeros. Dependiendo del
proceso de copolimerizacién, se pueden obtener diferentes arquitecturas como

copolimeros de injerto, de bloque, alternados o al azar (Figura 13).
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Figura 13. Copolimeros y sus diferentes arquitecturas

En este trabajo nuestro interés se centrara en los copolimeros de injerto,
una clase de heteropolimeros ramificados que se construyen principalmente a
partir de una cadena polimérica a la cual varias unidades de un mon6émero
de naturaleza quimica diferente a la cadena polimérica principal, se unen de
manera sucesiva mediante enlaces covalentes, formando ramificaciones.
Cuando los centros reactivos se generan en el polimero y a partir de estos las
cadenas pueden crecer se dice que el injerto es “grafting from” pero si las
cadenas en crecimiento se unen a un polimero conteniendo centros activos se

dice que el injerto es “grafting onto” (figura 14)
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Figura 14. Mecanismos mediante los cuales puede proceder el injerto
2.5. COPOLIMERIZACION DE INJERTO

En los ultimos anos, la técnica de copolimerizacién de injerto ha cobrado
gran relevancia en la funcionalizacién de superficies poliméricas debido a las
interesantes propiedades que pueden ser incorporadas a un polimero
mediante esta técnica. Actualmente se conocen y se encuentran descritos en
la literatura diversos métodos para llevar a cabo procesos de copolimerizacién
de injerto, tales como: ozonizacién, radiacién-UV, plasma, métodos quimicos o
radiacién ionizante como pueden ser rayos gamma o electrones acelerados.

(Batthacharya et al, 2004; Kato et al, 20053; Batacharya et al, 2009).

2.6. COPOLIMERIZACION DE INJERTO MEDIANTE RADIACION
GAMMA

Como ya fue descrito anteriormente, la radiacién gamma puede causar la
ruptura homolitica de los enlaces covalentes que conforman un polimero
generando macroradicales. Este fendmeno quimico ha sido ampliamente
aprovechado para llevar a cabo procesos de copolimerizacion de injerto con

una inmensa variedad de polimeros y monémeros. El uso de radiacion
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lonizante en la sintesis de copolimeros de injerto fue introducido durante la
segunda mitad de los afios 50, por Adolph Chapiro y Arthur Charlesby
quienes habian estado estudiando previamente la irradiacion de algunos
polimeros. Ambos investigadores lograron llevar a cabo el injerto de
acrilonitrilo en polietileno y establecer los métodos de injerto que hasta hoy
siguen siendo utilizados en la modificacién de polimeros (Chapiro, 1998),
estos métodos son conocidos como: pre-irradiacién, peroxidacién o

preirradiacién oxidativa y método directo (Stannet et al, 1959).
(a) Método directo

P+M Mm»> P-+M-—> P(M),

(b) Método de peroxidacién
0,
P Av> P-0-0-H+P-0-0-P
A
P-O-O-H+P-O-O-P —— 3P-O0-+ *OH
P-0-+ M——> P-0-(M),
(c) Método de preirradiacién

P ~~ P-
P- +M—> P(M),

Figura 15. Métodos de irradiacién de polimeros

En el método directo o método simultdneo el polimero y una solucién de
monoémero se irradian al mismo tiempo preferentemente a vacio, generandose
radicales libres en ambos, el polimero y el monémero los cuales reaccionan
inmediatamente, iniciando el crecimiento de las cadenas injertadas. La

reaccién puede ocurrir a temperatura ambiente o baja temperatura. Una de
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las complicaciones de este método es que el monémero puede reaccionar entre
si generando homopolimero, provocando que el injerto disminuya. Para evitar
esta reaccion secundaria en ocasiones se utiliza un inhibidor que retarda la
homopolimerizacién, como la sales de hierro (Nasef y Hagazy, 2004 Hegazy

et al, 1985).

FEn el método de peroxidacion o preirradiacion oxidativa, el polimero es
irradiado en la presencia de aire u oxigeno. Bajo tales condiciones se forman
en el polimero peréxidos e hidroperédxidos. El paso de injerto es llevado a cabo
mas tarde, cuando estas especies son activadas mediante calentamiento
térmico para formar radicales que reaccionan en ausencia de oxigeno, con
una soluciéon de monémero presente en él medio. Mediante éste método, el
polimero irradiado puede ser almacenado por largos periodos de tiempo a
bajas temperaturas antes de llevar a cabo el paso de injerto, otra de las
ventajas de este método es que el monémero no es expuesto a la radiacién,
con lo cual se minimiza la formacién de homopolimero, aunque éste no puede
ser erradicado completamente debido a la formacién durante la
descomposicion térmica del radical OH encargado de activar la

homopolimerizacién (Enomoto et al, 2010)

En el método de preirradiacion el polimero se irradia en vacio o en la
presencia de un gas inerte para formar radicales libres y posteriormente es
puesto en contacto con el mondémero en fase vapor o en fase liquida. Los
radicales formados en el polimero inician la polimerizacién. Como el
mondémero no se irradia junto con el polimero la formacién de homopolimero
no es factible, a diferencia del método de peroxidacion, en donde la presencia
del radical OH pudiera favorecer la formacién de homopolimero. Sin
embargo, la técnica tiene baja eficiencia ya que durante y después de la

irradiacién muchos de los radicales formados se recombinan antes de que el
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mondémero pueda reaccionar con estos, ademas mantener condiciones libres

de oxigeno durante el proceso llega a ser complicado (Wojnarovits et al, 2010)

Los parametros que se deben considerar cuando se desea hacer uso de
cualquiera de los métodos arriba mencionados son: /a razon de dosis, la dosis
de irradiacion, la temperatura, la concentracion de monomero y el disolvente,
puesto que se ha comprobado que estos parametros influyen directamente
sobre el proceso de injerto (Battacharya y Misra, 2004). Ademas, al
seleccionar el método de irradiacién y las condiciones de reaccién, es
indispensable tomar en cuenta la naturaleza del monémero y de la matriz
polimérica. En este sentido el concepto de rendimiento radioquimico resulta
util ya que conociendo los valores de G para ambos polimero y mondémero se
puede seleccionar el método de irradiacién adecuado para llevar a cabo el
injerto. El rendimiento radioquimico, permite predecir y establecer si
durante el proceso se va a favorecer la formacién del copolimero o la del
homopolimero. La copolimerizacién se favorece cuando el rendimiento
radioquimico del polimero es mas grande que la del monémero. En contraste
la homopolimerizacion se incrementa cuando el rendimiento radioquimico del

monémero es mas grande que él del polimero (Chapiro, 2002)
2.6.1. PARAMETROS QUE INFLUYEN EN EL INJERTO
2.6.1.1. DOSIS

La cantidad de energia que absorbe un material cuando este se irradia, se
conoce como dosis D y se expresa en términos de Grays, (1 Gray equivale a 1
J/kg) o rads (1 rad es igual a 100 erg/g o 0.01 Gray). La dosis es una medida
directa de la transferencia de energia al material irradiado, capaz de
producir cambios quimicos y fisicos en este. En el proceso de copolimerizacion
de injerto conforme aumenta la dosis de irradiacién se produce una mayor

cantidad de radicales libres en la matriz polimerica, lo que conlleva
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directamente a un aumento en el grado de injerto. Sin embargo, el grado de
injerto puede decaer conforme aumenta la dosis, debido a diferentes factores
tales como: la recombinacion de los macroradicales formados, la degradacion
de la matriz polimérica o bien en el caso del método simultaneo una
disminucién en la concentracion de monémero debido a que la
homopolimerizacién se ve igualmente favorecida porque el mondémero esta

directamente expuesto a la radiacién.
2.6.1.2. RAZON DE DOSIS

La razén de dosis I, representa la dosis absorbida por unidad de tiempo y
tiene las unidades Gray/h o rad/h. Este parametro determina la velocidad de
iniciacion de polimerizacion, controla la cinética de polimerizacion y a
consecuencia de ello controla el numero y el tamaiio de las cadenas
injertadas. Si se emplea una razén de dosis baja entonces se da suficiente
tiempo para que los radicales libres sobrevivan y las cadenas de polimero
crezcan. Sin embargo, a una razén de dosis alta los radicales libres tienden a
decaer mas rapidamente por recombinacién y en consecuencia hay menos
sitios activos para el crecimiento de las cadenas. En algunos casos cuando se
utiliza el método directo se puede observar una disminucién en el grado de
injerto cuando se incrementa la razén de dosis debido a la gran densidad de

radicales que favorecen la homopolimerizacion y la gelaciéon del medio.
2.6.1.3. TEMPERATURA

La temperatura es considerada uno de los factores importantes que
influyen en el proceso de injerto, principalmente en el método de
preirradiacion oxidativa. Esto debido a que es responsable de la disociacion
de los radicales peroxi, necesarios para iniciar la reacciéon de injerto.
Temperaturas muy altas pueden ocasionar una rapida difusiéon de las

moléculas de mondémero causando muy altas velocidades de injerto
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obteniendo un grado de injerto alto. Sin embargo, a altas temperaturas
también se puede dar el decaimiento de los radicales libres atrapados en la

matriz polimérica, generando entonces un bajo grado de injerto.
2.6.1.4. MONOMERO

Un incremento en la concentracién de monémero involucra a menudo un
aumento en el grado de injerto. Sin embargo, la disminucién en el grado de
injerto se puede deber a la formacién de homopolimero en la solucién, lo que
permite un incremento en la viscosidad del medio provocando la retardacion
de la difusiéon del monémero a través de la matriz polimérica. El monémero
también puede actuar como agente de transferencia de cadena favoreciendo

la etapa de terminacién.
2.6.1.5. DISOLVENTE

El disolvente es responsable del hinchamiento del polimero y de la difusién
del mondémero a través del polimero. Si el disolvente hincha el polimero
eficientemente, el monémero difundira facilmente a través de este, llegando a
los sitios activos favoreciendo el injerto. Si el disolvente tiene una constante
de transferencia de cadena alta, el paso de terminacién se llevara a cabo
rapidamente permitiendo un grado de injerto bajo. Sin embargo, si la
constante de transferencia de cadena es baja se favorece el paso de

propagacién permitiendo grados de injerto altos.
2.7. SILICONAS

Las siliconas o polisiloxanos son una clase de polimeros sintéticos
compuestos de una cadena principal de atomos alternados de silicio y oxigeno
S1-0-Si. Los atomos de silicio que conforman la cadena principal suelen estar
unidos a grupos organicos, por ejemplo, grupos metilo. A esta clase de

polisiloxanos se les conoce como polidimetilsiloxanos PDMS.
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La estructura de los polisiloxanos se presentan en tres diferentes formas:
lineales, entrecruzados y ciclicos (figura 16). Los polisiloxanos lineales son
fluidos y su viscosidad depende de su peso molecular, los polisiloxanos
entrecruzados son redes tridimensionales y son mejor conocidos como
elastémeros mientras que los polisiloxanos ciclicos son utilizados para la

sintesis de polisiloxanos lineales (Colas et al, 1996).
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Figura 16. Diferentes arquitecturas de PDMS

Los polisiloxanos exhiben una serie de propiedades excepcionales que no se
encuentran en otra clase de polimeros, tales como: estabilidad térmica, una
temperatura de transicién vitrea muy baja, alta hidrofobicidad y baja tensién
superficial solo por mencionar algunas. Ciertas propiedades de estos
polimeros pueden llegar a explicarse observando las interacciones entre las
unidades y los enlaces quimicos que conforman su estructura. La excelente
estabilidad térmica se debe principalmente a que el enlace Si-O tiene una
energia de enlace muy alta alrededor de 110 kcal/mol (ver tabla 2) y presenta
una alta tendencia a la ionizacién, aproximadamente 50%. Los polisiloxanos

ademas se caracterizan por tener una temperatura de transicién vitrea Tg
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baja, por ejemplo el hule de silicona, un PDMS entrecruzado, exhibe una Tg
de -123°C, esto debido al valor tan alto del dngulo Si-O-Si (140°) y a la
longitud del enlace Si-O 1.64 A +0.03 que le permite al polimero tener
cadenas flexibles y libre rotacién alrededor del enlace Si-O. Por otro lado la
presencia de grupos alquilo alrededor de la cadena principal Si-O-Si explica

su caracter hidrofébico y su baja tensién superficial.

Tabla 2. Energias de enlace

Enlace Energias de enlace kcal/mol
Si-0 110
C-0 85.5
C-C 82.6
Si-C 76

2.7.1 EFECTO DE LA RADIACION IONIZANTE EN PDMS

Los principales enlaces que pueden llegar a romperse cuando el PDMS es
expuesto a la radiacién de alta energia son Si-O, a causa de la ruptura de la
cadena principal o C-H y Si-CH3s debido a la abstraccién de hidrogeno o del
grupo metilo respectivamente (figura 17). Los macroradicales libres que se
forman pueden experimentar entrecruzamiento, mientras que los pequenos
radicales producen algunos gases tales como: hidrégeno, metano y etano.
Pero, en presencia de oxigeno se producen especies inactivas que no
contribuyen al entrecruzamiento. La presencia de grupos aromaticos en la
estructura de los PDMS ha mostrado una resistencia a la radiacion. Este
incremento en estabilidad se atribuye a la deslocalizaciéon de los electrones
del enlace p dentro del anillo aromatico, este fendmeno permite que el anillo
aromatico pueda absorber grandes cantidades de energia antes de que se

rompa el enlace. (Palsule et al, 2008; Sati et al, 2008
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Figura 17. Principales rupturas de enlace en el PDMS, debido a la exposicién a la radiaciéon

ionizante.

2.8 GLICIDILMETACRILATO

O/V

0)

Figura18. Glicidilmetacrilato

El glicidilmetacrilato GMA (figura 18) es un éster vinilico derivado del
acido metacrilico. Este compuesto tiene una doble funcionalidad, ya que su
estructura posee un doble enlace capaz de reaccionar via radicales libres
consigo mismo 0 con una matriz polimérica mediante copolimerizacién, a su
vez contiene un grupo epéxido el cual puede reaccionar con moléculas de
naturaleza nucleofilica. Debido a las interesantes caracteristicas que
presenta el glicidilmetacrilato, este ha sido utilizado para funcionalizar
superficies poliméricas inertes, mediante el proceso de copolimerizacion de

injerto (Takdcs et al, 2012, Sekine et al; Sokker et al, 2009), ademias la
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apertura del grupo epoéxido presente en su estructura, ha dado lugar a la
inmovilizacién covalente de diversas moléculas de importancia biolégica

(Nava-Ortiz et al, 2009 Kartal et al, 2009; Baran-Teke et al, 2007).

2.9. ANTECEDENTES DE LA SINTESIS DEL COPOLIMERO SR-g-GMA

El primero y tunico reporte de un injerto de glicidilmetacrilato en hule de
silicona (SR) del que se tiene conocimiento, se publicé en 2001. En este se
describe el uso de plasma para obtener el injerto, el cual es posteriormente
utilizado para la inmovilizacién de una proteina en su superficie (Volker et
al, 2001). Las imagenes de microscopia electrénica de barrido SEM (Figura
19) muestran las limitaciones de la técnica de plasma ya que se puede
observar claramente que el injerto se limita exclusivamente a la superficie

sin cubrir completamente esta de manera homogénea.

Figura 19. Imagen SEM del copolimero SR-g-GMA sintetizado con la técnica plasma.
(Tomado de Journal of Materials Science Materials Medicine 12, 2001, 111)
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2.10. LIBERACION DE FARMACOS EN MATERIALES POLIMERICOS.

La wutilizacién de materiales poliméricos como soportes de principios
activos para regular y dosificar su liberacién ha cobrado gran relevancia.
Estos materiales tienen la capacidad de liberar farmacos de forma
modificada, es decir mediante la liberaciéon no inmediata del farmaco. Los
sistemas de liberacion modificada, intentan desarrollar un esquema de
entrega de farmacos al organismo que produzca un nivel terapéutico efectivo,
de la manera mas rapida posible y que luego esta concentraciéon se mantenga
durante un tiempo prolongado (figura 20) (Saez, 2004, Remington, 2002).
Existen diferentes sistemas que son clasificados como de liberacion

modificada y algunos de estos son descritos en la tabla 3.

Tabla 3. Algunos tipos de sistemas de liberacién modificada

Liberacion sostenida El farmaco es liberado lentamente a una velocidad
o prolongada regulada por el sistema. Desde el punto de vista de
biodisponibilidad tiene como finalidad la prolongacién

de la duracién de absorcién del principio activo.

Liberacion controlada | El farmaco se libera a una tasa constante y las
concentraciones plasmaticas después de la
administracién no varian de forma significativa con el

tiempo.

Liberacion acelerada La velocidad de liberacion del farmaco es mas rapida
que la de una forma de liberacién convencional

destinada a la misma via

Liberacién retardada | La liberacién del farmaco en el organismo no es
Inmediata ya que estos sistemas buscan mantener el
farmaco dentro de su dosificacién por algin tiempo

antes de liberarlo.
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Figura 20. Perfiles de liberacién de firmacos para diferentes sistemas. (A) Liberacién

convencional, (B) liberacién prolongada, (C) liberacién controlada.

Un buen ejemplo de sistemas de liberacién modificada, lo comprenden los
sistemas Implantables de Iiberacion de firmacos. lLos cuales han sido
desarrollados principalmente bajo un esquema de liberacién controlada
(Hoffman, 2008). Las ventajas de estos sistemas son multiples, por ejemplo:
la liberacion local del farmaco se realiza a una velocidad constante, menos
farmaco es requerido para tratar la enfermedad, ciertos efectos colaterales
pueden ser minimizados y un incremento en la eficacia del tratamiento puede
ser observado. Ademads, estos sistemas pueden ser capaces de proteger
farmacos los cuales son inestables in vivo y que a su vez podrian requerir

varios intervalos de dosificacién (Alekha et al, 1998).
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Los sistemas implantables de liberaciéon de farmacos pueden ser puestos

en dos categorias pasivos y activos (Stevenson et al, 2012):

Pasivos: un sistema en donde la liberacién del farmaco es predeterminada
por los materiales, métodos de formulacion o formulacién del farmaco y no
puede ser controlada después de la implantacién. Este tipo de sistemas
utilizan como fuerza motriz la difusién, un potencial osmoético o gradientes de

concentracion.

Activos: Un sistema donde la liberacién del farmaco es controlada después

de la implantacién mediante un efecto mecanico, eléctrico, laser u otros.

La efectividad de estos sistemas implantables de liberacion de farmacos
dependera fuertemente de la forma y velocidad en la que el farmaco es
liberado y esto vendra determinado por el tipo de matriz polimérica dentro de
la cual el farmaco es cargado, el tipo de farmaco utilizado (Hupzey et al,

2007).

Debido a la alta incidencia de infecciones a causa del uso de dispositivos
médicos implantables se han llevado a cabo mejoramientos en estos sistemas
bajo la combinacién dispositivo implantable-antibiotico (Wu et al, 2006). Esto
con la finalidad de crear sistemas implantables de liberacion de antibi6ticos
que puedan evitar la falla del dispositivo implantable a causa de la infeccién.
Sin embargo, muchos de estos sistemas no son exitosos ya que no logran la
cinética de liberacion ideal. Una liberacion 1ideal, deberia asegurar
concentraciones del antibiético en el tejido blanco superior al valor de la
concentracién minima inhibitoria in vitro, en un plazo lo suficientemente
amplio para cubrir el periodo critico que viene después de la implantacién del
dispositivo. Pero ademads, el antibiético deberia alcanzar una velocidad de
liberacion inicial alta bajo un perfil de liberacion sostenida a fin de responder

al elevado riesgo de infeccién (Zilberman et al, 2008, Kwok et al, 1999)

45



|
2.11. Candida. albicans

Candida albicans es uno de los principales hongos causantes de infecciones
asociadas a dispositivos implantables (Leenders et al, 2011, Bouza et al,
2008). Este hongo oportunista es parte de la microflora del tracto intestinal,
regioén genital, uretra, piel y boca. Sin embargo, cuando se debilita el sistema
inmune C. albicans toma ventaja del huésped e invade rapidamente
causando candidiasis invasiva (Sims et al, 2005). Los tratamientos implican
la administracién de farmacos de naturaleza poliénica como anfotericina B,
Pero debido a la baja solubilidad de este farmaco y su toxicidad cuando se
administra en altas dosis y durante periodos de tiempo prolongados, se han
tenido que desarrollar formas farmacéuticas adecuadas para su
administracién (Antoniadou et al 2005) o utilizar otros farmacos

pertenecientes a la misma familia como la nistatina (Semis et al, 2011).

2.12. NATAMICINA
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Figura 21. Natamicina

Es un antibiético antifingico de naturaleza poliénica, utilizado para
prevenir el crecimiento de levaduras e inhibir la formacién de aflatoxinas. Ha

sido recomendado por la FDA (Food and Drug Administration) como aditivo
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en la comida y clasificado como un compuesto GRAS (Generally Regarded As
Safe). Asi, la natamicina es usada en la industria alimentaria como
preservativo de alimentos, en la prevencion de contaminacion de bebidas,
quesos, frutas, carnes curadas y salchichas, extendiendo la vida de anaquel
de estos productos. Debido a su baja toxicidad hacia las células de los
mamiferos, la natamicina ha desempeniado un importante papel en la terapia
antifingica, trabajando en forma sinérgica con otros antifingicos o

compuestos antitumorales (Bierhalz et al, 2010, Thomas et al, 2003)

Como la mayoria de los antibidticos de naturaleza poliénica la estabilidad de
la natamicina es afectada por la luz ultravioleta, pero también por
condiciones de pH extremas, exposicion al calor y oxidacién. A valores de pH
bajos, la natamicina se degrada produciendo micosamina por la hidrélisis del
enlace glicosidico. Mientras que a valores de pH altos la lactona es
rapidamente saponificada formando el acido natamicoico, una molécula

biolégicamente inactiva.

2.13. NISTATINA
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Figura 22. Nistatina

Al igual que la natamicina, la nistatina (figura 22) es un antibiético,

antifingico aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para el
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tratamiento de infecciones en la piel, la boca o de la vagina causadas por
algunas especies del hongo Candida. Sin embargo, la estructura de nistatina
por ser anfifilica y anfotérica, contribuye a la incompatibilidad con muchos
otros farmacos y a una pobre solubilidad en medio acuoso (Hac-Wydro et al,

2006).

El mecanismo de accion de los antibiéticos de naturaleza poliénica se
deriva de los trabajos de De Kruijff y Demel sobre la interaccién de algunos
esteroles con la membrana celular. El mecanismo propone que los farmacos
de naturaleza poliénica, forman complejos especificos con los esteroles de la
membrana principalmente el ergosterol, generando canales
transmembranales y poros que permiten una pérdida de iones y pequenas
moléculas de la célula, causandoles dafio y finalmente la muerte al hongo.

(De Kruijiffy Demel, 1974).
2.14. ERGOSTEROL

El ergosterol (figura 23) es un compuesto de tipo esteroidal, componente de
la membrana celular de los hongos. Ademas es un precursor de la vitamina
D, se transforma a viosterol por accién de la luz ultravioleta y posteriormente

en ergocalciferol que es una forma de la vitamina D (Jusinghe et al, 2005)
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Figura 23. Ergosterol
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3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un nuevo sistema que permita la carga y liberacién controlada

de farmacos antifingicos de naturaleza poliénica, mediante la sintesis y

posterior modificacién quimica, del copolimero de injerto SR-g-GMA.
3.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Llevar a cabo la sintesis del copolimero SR-g-GMA utilizando radiacion

gamma a través del método de pre-irradiacién oxidativa.

Evaluar cémo influyen los parametros: dosis de irradiacién, tiempo de
reacciéon, concentracion de mondémero y temperatura de reaccién en el

porcentaje de injerto.
Inmovilizar ergosterol en el copolimero SR-g-GMA.

Llevar a cabo la caracterizacién del hule de silicona y de los sistemas

obtenidos SR-g-GMA y (SR-g-GMA)-ergosterol.

Llevar a cabo las pruebas de carga y liberacién de los farmacos

antifingicos: natamicina y nistatina.
4. HIPOTESIS

Si los farmacos antifingicos de naturaleza poliénica tienen una alta
afinidad por el ergosterol, entonces sera posible desarrollar un sistema de
carga y liberacién controlada de farmacos antifingicos, mediante la

inmovilizacién covalente de ergosterol a un copolimero SR-g-GMA.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. METODOLOGIA
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Figura 24. Diagrama de procedimiento

5.2. MATERIALES

El hule de silicona de 1 mm de espesor y una densidad de 1.1-1.5 g cm3, fue
provisto por la compafia Goodfellow. El glicidilmetacrilato, el
trifluoroboroeterato de etilo, el ergosterol, el HEPES (4-(2-hidroxietil)-
piperazina 1-4cido etansulfénico y DOPC (1,2 diolil-sn-glicerol-3-fosfocolina)
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co, (St. Louis MO, USA). El cloruro de
sodio fue provisto por Panreac (Barcelona, Espafia). La natamicina USP se

obtuvo de AK Scientific (Union City CA, USA) y la nistatina de Alfa Aesar
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(Karsruhe, Alemania). E1 GMA se destilé a presién reducida antes de usarse.
Los disolventes como alcohol isopropilico, metanol, diclorometano y
tetrahidrofurano, todos ellos grado analitico, se obtuvieron de Mallinckrodt
Baker, México. El tetrahidrofurano fue secado con sodio metalico antes de su

uso.
5.3. FUENTE DE RAYOS GAMMA

Para llevar a cabo la irradiacion de las muestras se utilizé una fuente de
60Co del irradiador GAMMABEAM 651-PT (Nordion International) ubicado
en el Instituto de Ciencias Nucleares, UNAM (figura 25).
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Figura 25. Irradiador gamma beam (651 PT, Nordion International)
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5.4. METODOLOGIA DE INJERTO
5.4.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PREVIO A LA IRRADIACION.

El hule de silicona fue recortado en laminas de 1.1x5 cm. Las laminas
fueron colocadas bajo agitacién con alcohol isopropilico durante 24 h y
posteriormente con diclorometano por 2 h para remover los aditivos que
pudieran estar presentes. Después de terminar los lavados, las laminas
fueron puestas a vacio para eliminar completamente el disolvente y para
completar su secado, se colocaron en una estufa con vacio a 60 °C hasta

obtener peso constante.
5.4.2. IRRADIACION DE LAS MUESTRAS

Las laminas secas y previamente pesadas fueron irradiadas en aire,
utilizando una razén de dosis promedio de 13.5 kGy h'! con dosis de pre-

irradiacién entre 10 kGy a 120 kGy.
5.4.3. INJERTO

Las laminas pre-irradiadas fueron colocadas en ampolletas de vidrio con
junta esmerilada 14/23, conteniendo diferentes concentraciones de una
solucién de glicidilmetacrilato/metanol (8 mL). Posteriormente, se colocaron
en una linea de vacio para eliminar el oxigeno presente dentro de estas. Para
ello, el contenido de las ampolletas se congelé con nitrégeno liquido y
entonces se abrid el vacié durante 5 minutos, posteriormente el vaci6 se cerrd
y se procedié a descongelar. El procedimiento (congelar-descongelar) se
repitié 7 veces, tiempo suficiente para expulsar completamente el oxigeno del
interior de las ampolletas. Finalizado este proceso, las ampolletas se sellaron,
manteniendo el vacio abierto y permaneciendo sumergidas en N2 liquido. Las

ampolletas selladas, se colocaron en un bafio de agua a la temperatura y
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tiempo de reaccién establecido en cada experimento, dando paso a la reaccién

de copolimerizacién.

5.4.4. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL COPOLIMERO DE
INJERTO.

Terminado el tiempo de reaccién, las laminas injertadas se retiraron de las
ampolletas, se colocaron en recipientes con tapa conteniendo diclorometano y
se mantuvieron en agitaciéon durante 8 h. A continuacién, se colocaron a
reflujo en diclorometano durante 24 h, a fin de eliminar completamente el
homopolimero y el monémero que hubiera quedado ocluido en su interior.
Finalmente, las laminas injertadas se colocaron a vaci6 para retirar el

disolvente y se secaron en una estufa a 60 °C hasta obtener peso constante.
5.4.5. CUANTIFICACION DEL INJERTO

El porcentaje de injerto fue calculado aplicando la siguiente ecuacion

0
% de injerto = leoo

Donde Wo y W representan los pesos de la pelicula de hule de silicona antes y

después del injerto respectivamente (Lazo-Jiménez, 2010).
5.5. INMOVILIZACION DE ERGOSTEROL

En un matraz equipado con un refrigerante en posiciéon de reflujo y una
barra de agitacion magnética se colocaron laminas injertadas de hule de
silicona con porcentajes de injerto entre 10 y 20% las cuales fueron hinchadas
en tetrahidrofurano (THF) seco por 2 h. A continuacién se adicioné una
cantidad equimolar de ergosterol y el matraz fue evacuado con argén para
entonces adicionar BFs-EtoO mediante una jeringa. La reaccién se mantuvo

en agitaciéon a reflujo durante 24 h. Inmediatamente después, las laminas
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injertadas fueron retiradas del medio de reaccién, lavadas varias veces con
tolueno y colocadas a reflujo en tolueno durante 4 h a fin de eliminar el
ergosterol que no reacciond. Las laminas fueron colocadas a vacio y
finalmente en una estufa a 60 °C hasta obtener peso constante. Finalmente
los miligramos de ergosterol inmovilizado se calcularon mediante diferencia

de peso.

5.6. CARGA DEL FARMACO EN EL COPOLIMERO DE INJERTO
MODIFICADO CON ERGOSTEROL

Laminas de SR-g-GMA con diferentes cantidades de ergosterol
inmovilizado, se colocaron en frascos ambar conteniendo disoluciones de
natamicina (25 mg/L, 10 mL) y nistatina (20 mg/L, 10 mL) respectivamente.
A tiempos prestablecidos y en ausencia de luz, se cuantificé la cantidad de
natamicina y nistatina remanente en el medio a partir de medidas de
absorbancia a 319 nm y 321 nm respectivamente. Como control en el proceso
de carga de natamicina y nistatina se utilizaron laminas de SR y SR-g-GMA.
La cantidad de farmaco cargado se estimd a partir de la diferencia de

concentraciones inicial y final en las disoluciones de carga.

5.7. LIBERACION DEL FARMACO

Liberacién de natamicina y nistatina: Laminas cargadas con farmaco se
extrajeron de las disoluciones de carga, se lavaron con agua, se secaron y se
transfirieron individualmente a viales ambar con 5 mL de medio de
liberacion. En este estudio se usaron dos medios de liberacién diferentes: el
primer medio consisti6 de una solucién amortiguadora de (HEPES 10 mM,-
NaCl 100 mM, pH 7). El segundo medio se preparé a partir de una dispersién
coloidal de liposomas conteniendo ergosterol (DOPC 0.5 mM, ergosterol 0.125
mM) en una solucién amortiguadora de HEPES pH 7. A tiempos
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predeterminados, se midié la absorbancia de la disolucién a 319 nm y 321 nm
para natamicina y nistatina respectivamente, las mediciones se realizaron en
ausencia de luz. Con los resultados obtenidos se estim6 el porcentaje de
farmaco cedido y se elaboraron perfiles de liberacién ajustados a cinéticas de
orden cero y raiz cuadrada (ecuacién de Higuchi).

El medio de liberacion se reemplazé diariamente para evitar cambios en la
cinética de liberacién e interferencias en la cuantificacién del farmaco cedido,
causadas por la desestabilizaciéon/agregacion de los liposomas que se produce

cuando interaccionan con el farmaco.

5.8. PREPARACION DE LOS LIPOSOMAS

Los liposomas se prepararon a partir de una disoluciéon de 63 mg de DOPC
y 7.9 mg de ergosterol, los cuales se disolvieron en 3 mL de cloroformo. El
disolvente se evapord bajo flujo de nitréogeno y el residuo se desecé a vacio. El
film lipidico formado se calenté a 50 °C y se hidraté con 10 mL de (HEPES 10
mM,-NaCl 100 mM, pH 7) posteriormente se agité en un vortex hasta que
todos los lipidos se removieron de las paredes del vial. La dispersion de
liposomas se someti6 a 8 ciclos de congelacién-descongelacién, utilizando
nitréogeno liquido y un bano de aceite a 50 °C. Finalmente, los liposomas
fueron extruidos 12 veces a través de filtros de membrana de policarbonato
con una talla de poro de 0.2 pm, (Whatman International). La dispersién

coloidal de liposomas se mantuvo a 4 °C hasta su uso.

5.9. METODOS DE CARACTERIZACION.

Los grupos funcionales que conforman las estructura de los materiales
obtenidos y de las materias primas utilizadas, se identificaron mediante la

técnica de IR-ATR en un espectrémetro Perkin—Elmer spectrum 100 (Perkin
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Elmer CETUS Instrument Norwalk, CT) con 16 scans. El intervalo de trabajo
fue de 4000 a 600 cm™

Las transiciones de fase de las muestras como punto de fusién y
temperatura de transicién vitrea, se determinaron por calorimetria
diferencial de barrido en un DSC TA Instruments Model 2010 (TA
instruments, New Castle, DE). Dentro de un intervalo de temperatura de 25
a 400 °C bajo atmésfera de nitrégeno, a una velocidad de flujo de 60 mL min!

y a una velocidad de calentamiento de 10 °C min™!

La estabilidad térmica fue determinada por andalisis termogravimétrico,
utilizando un TGA Q50 (TA instruments, New Castle, DE) con una velocidad
de calentamiento de 5 °C min!, dentro de un intervalo de temperatura de 25

a 700 °C bajo atmosfera de nitrégeno.

La morfologia de las muestras fue analizada mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM). Las muestras fueron recubiertas con oro para

su posterior andlisis en un equipo LS15 (Seis Oberkochen, Alemania).

El analisis de la composicién elemental de la seccién transversal se realizé
mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X, empleando un
EDS (FESEM ULTRA Plus). Los espectros de EDS fueron obtenidos

aplicando una aceleracién de voltaje de 4 keV.

La cuantificacién del farmaco incorporado y liberado en el sistema se
realiz6 mediante UV-visible en un espectrofotometro (Agilent 8453,

Alemania).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. INJERTO

El injerto de glicidilmetacrilato en hule de silicona se llevé a cabo
utilizando radiacién gamma con una razoén de dosis promedio de 13.5 kGy/h,
mediante el método de pre-irradiacion oxidativa. Durante la fase
experimental se evaluaron los parametros que afectan directamente el
proceso de copolimerizacion, tales como: dosis de preirradiacién, tiempo de

reaccibén, concentracién de monémero y temperatura de reacciéon.
6.1.1. EFECTO DE LA DOSIS DE PREIRRADIACION.

El efecto de la dosis sobre el porcentaje de injerto, se estudié en el
intervalo de dosis de 10 al20 kGy. El proceso de copolimerizacion se realizo
en laminas de hule de silicona preirradiadas las cuales se colocaron en una
solucién de glicidilmetacrilato/metanol (2:8) a una temperatura de 60 °C,
estableciendo como tiempo de reaccién 12 h. Los valores de porcentaje de
injerto obtenidos fueron graficados contra la dosis de preirradiacion

establecida.
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Figura 26. Efecto de la dosis de preirradiacion sobre el porcentaje de injerto. Razén de dosis:

13.5 kGy h'l. GMA/metanol 20/80% v/v, T=60 °C, t=12 h.
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La tendencia observada en la figura 26 muestra que el porcentaje de
injerto se incrementa conforme aumenta la dosis. Este comportamiento nos
esta indicando que un incremento en la dosis de irradiacién provoca una
mayor producciéon de radicales libres en el polimero, los cuales pueden
reaccionar con el oxigeno presente en el aire, formando una gran cantidad de
peréxidos dentro de la matriz polimérica. La formacion de perdxidos es clave,
ya que mas tarde estos experimentan descomposicién térmica, dando lugar a
la formacién de los macroradicales que inician el proceso de injerto. Un punto
importante de resaltar es que si bien, aumentando la dosis de preirradiacion
se logra obtener un mayor porcentaje de injerto, notamos que a partir de 60
kGy obtenemos un copolimero de injerto rigido y quebradizo que no es apto
para el uso que se le pretende dar al material, por lo tanto no es conveniente

utilizar dosis de preirradiacién muy altas en la sintesis de este sistema.
6.1.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE MONOMERO

El efecto de la concentracion de monémero en el porcentaje de injerto, fue
estudiado a diferentes concentraciones de GMA en metanol, en laminas de
hule de silicona irradiadas a una dosis de 20 kGy. Las laminas pre-irradiadas
se sometieron al proceso de copolimerizaciéon, a una temperatura de 60 °C y a
un tiempo de reaccién de 12 h. Con los resultados obtenidos se construyé una

grafica la cual se discute a continuacion.
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Figura 27. Porcentaje de injerto en funcién de la concentracién de monémero. Razén de dosis:

13.5 kGy h'.. Dosis 20 kGy, T=60 °C, t=12 h.

En la figura 27 se observa que a medida que aumenta la concentracién de
GMA aumenta el porcentaje de injerto. Sin embargo, a partir de una
concentracion de 40% de mondémero las variaciones en el porcentaje de injerto
ya no son tan notorias y la forma que adopta la linea de tendencia indicaria
que el injerto tiende a disminuir gradualmente. Esto pude deberse a que
conforme la concentracién de mondémero aumenta, el medio de reacciéon es
mas viscoso dificultando la difusién del monémero a través de la matriz

polimérica, lo que provoca que la reaccién de injerto no se vea favorecida.
6.1.3. EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION

El estudio del efecto del tiempo de reacciéon en el porcentaje de injerto, se
realizé con peliculas de hule de silicona preirradiadas a una dosis de 20 kGy,
las cuales se sometieron al proceso de copolimerizacién a una temperatura de
60 °C, utilizando diferentes concentraciones de GMA en metanol. Los tiempos

de reaccion evaluados fueron de 8 h hasta 14 h.
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Figura 28. Porcentaje de injerto en funcién del tiempo para diferentes concentraciones de

mondémero. Razon de dosis: 13.5 kGy h'l. Dosis 20 kGy, T=60 °C.

Cuando se analizé la variacién en el porcentaje de injerto con respecto al
tiempo de reaccién a diferentes concentraciones de monémero (figura 28), se
observ6 que el porcentaje de injerto incrementa gradualmente con el tiempo
de reaccién para todas las concentraciones. Sin embargo, cuando se utilizan
concentraciones de 20% y 30% de GMA en metanol, el injerto incrementa con
el tiempo de reaccién y alcanza el equilibrio dentro de 10 h. Estos resultados
se pueden deber a que a bajas concentraciones de mondémero, este se consume
mas rapido y conforme el tiempo de reaccion avanza, menos mondémero se
encuentra disponible para llevar a cabo la reaccion de injerto, en

consecuencia el porcentaje de injerto se mantiene invariable.
6.1.4. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE REACCION

En el método de preirradiacién oxidativa, la temperatura es un factor muy
importante que influye en el porcentaje de injerto, debido a que ésta es
responsable de la descomposicién térmica de los perdxidos e hidroperdxidos,

los cuales son formados en el polimero durante el proceso de preirradiacion
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en aire. Cuando los perédxidos e hidroperéxidos se someten a calentamiento
térmico, dos diferentes especies son creadas: radicales RO" y radicales ‘OH.
Los primeros son capaces de iniciar la reaccion de injerto, mientras que los
ultimos son responsables de iniciar el proceso de homopolimerizacién. A fin
de investigar el efecto de la temperatura sobre el porcentaje de injerto,
peliculas de hule de silicona fueron irradiadas a una dosis de 20 kGy. El
intervalo de temperatura estudiado para llevar a cabo la copolimerizacion fue

de 40 °C a 70 °C, con un tiempo de reacciéon de 12 h, empleando una solucién

de glicidilmetacrilato en metanol (2:8).
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Figura 29. Porcentaje de injerto en funcién de la temperatura. Razon de dosis: 13.5 kGy hl.

Dosis 20 kGy, GMA/metanol 20/80%v/v, t=12 h.

La tendencia del gréfico (figura 29) nos indica que a medida que aumenta la
temperatura de reaccién, se incrementa el porcentaje de injerto. Se observa
que por debajo de 50 °C el porcentaje de injerto disminuye gradualmente, por
lo que a esa temperatura no hay suficiente energia de activacion que permita
la ruptura de los enlaces O-O, necesarios para iniciar la reaccién de injerto.
Estudios previos sobre injertos de GMA en matrices poliméricas diferentes al

SR, muestran que la temperatura a la cual se favorece el injerto se encuentra
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entre 60 °C y 70 °C, por lo que nuestros resultados estan en concordancia con

estas aseveraciones (Bondar et al, 2004).

6.1.5. MECANISMO DE REACCION PROPUESTO PARA LA SINTESIS
DEL COPOLIMERO SR-g-GMA.

El mecanismo de reaccién propuesto mediante el cual podria haberse
llevado a cabo el injerto, es ilustrado en las figuras 30 y 30a-30e. De acuerdo
a los antecedentes revisados sobre radiacién de siliconas y copolimerizacion
de injerto via radicales libres, se propone como primer paso la ruptura
homolitica de los enlaces Si-CH3y C-H en el hule de silicona por efecto de la
radiacién gamma. Los radicales formados en este primer paso, reaccionan
con el oxigeno en su forma biradical formando peréxido radicales que pueden
recombinarse con pequenas fragmentos radicalarios como *H o * CHjs. (figura

30)

En un segundo paso se produce la ruptura homolitica de los enlaces O-O
por efecto del tratamiento térmico. Los macroradicales que se forman,
reaccionan con el GMA presente en el medio, dando paso a una reaccién en
cadena que permite el crecimiento de las cadenas de poliglicidilmetacrilato
en el hule de silicona (figura 30a). Finalmente, se lleva a cabo un proceso de
terminacién que puede ocurrir mediante desproporcién (figura 30b y figura

30c) o recombinacién (figura 30d y figura 30e).
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PREIRRADIACION OXIDATIVA (INICIACION)
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Figura 30. Mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis del copolimero SR-g-GMA

(preirradiacién oxidativa)
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Figura 30a. Mecanismo de reacciéon propuesto para la sintesis del copolimero SR-g-GMA

(iniciacién y propagacién)
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TERMINACION POR DESPROPORCION
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Figura 30b. Mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis del copolimero SR-g-GMA

(terminacién por desproporcién)
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Figura 30c. Posible producto obtenido mediante la terminacién por desproporcion
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TERMINACION POR RECOMBINACION
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Figura 30d. Mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis del copolimero SR-g-GMA

(terminacién por recombinacién)
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Figura 30e. Posible producto obtenido mediante la terminacién por recombinacién

El aspecto fisico de las laminas antes y después del injerto se puede
observar en la figura 31. En injertos < 20% se observan pequefios puntos
blancos recubriendo toda la lamina mientras que en injertos >20% las
laminas son completamente blancas y pierden su flexibilidad volviéndose
muy rigidas. A raiz de estos resultados, las condiciones de reaccién que
fueron seleccionadas para desarrollar el nuevo sistema de carga y liberacion

fueron: razon de dosis 13.5 kGy/h, dosis 20 kGy, temperatura 60 °C y tiempo
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de reacciéon comprendido entre 10 y 14 h. Bajo estas condiciones se obtiene un

copolimero con porcentajes de injerto < 20%.

Figura 31. Laminas de hule de silicona y copolimero SR-g-GMA con diferentes porcentajes de

injerto.
6.2. INMOVILIZACION DE ERGOSTEROL

Después de funcionalizar el hule de silicona con glicidilmetacrilato
mediante el proceso de injerto, se procedié a realizar la inmovilizacién
covalente de ergosterol en aquellos copolimeros que presentaban porcentajes
de injerto entre 10 y 20%. En el proceso de inmovilizacién, los grupos epéxido
reaccionan con el ergosterol mediante una reaccién de sustitucién
nucleofilica. La reaccién es catalizada con BFs-Et2O, el cual se coordina al
oxigeno del grupo epoxi y facilita la apertura del anillo por el ergosterol

(figura 32 y 32a).
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Figura 32. Mecanismo de reaccién propuesto para la inmovilizacién covalente de ergosterol
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Figura 32a. Mecanismo de reaccién propuesto para la inmovilizacién covalente de ergosterol

En esta reaccion el disolvente juega un papel importante ya que este es
responsable del hinchamiento del copolimero y promueve la difusién del
ergosterol dentro de él. Sin embargo, a pesar de que la difusién del ergosterol
se ve favorecida en el copolimero por el disolvente, las cadenas injertadas
ejercen impedimento estérico y bloquean el acercamiento del ergosterol a los
grupos epoéxido. Debido a ello, solo se logré inmovilizar entre 10% y 3% del

ergosterol presente en el medio de reaccién.
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6.3. CARACTERIZACION
6.3.1. IR-ATR (Infrarrojo de Reflectancia Total Atenuada)

Con la técnica de IR-ATR se lograron caracterizar las materias primas y
los sistemas que fueron sintetizados SR-g-GMA y (SR-g-GMA)-ergosterol. La
figura 33 muestra los diferentes espectros de IR-ATR de los sistemas
estudiados. El espectro de SR mostro las siguientes bandas de absorcion: en
994 cm! 1a vibracién de estiramiento —SI-O-Si-, en 1089 cm! la vibracién de
estiramiento Si-O-C, en 71259 cm la vibracién de flexion del enlace Si-CHsy
en 864 cm? la vibracion tipo rocking del enlace Si-CH; Otras bandas
adicionales que se lograron observar, son las del acoplamiento entre los
modos vibracionales de estiramiento del enlace -Si-C'y rocking del grupo CHs
en 785 cml. La banda de absorcién en 1472 ecm™ debido a la vibracién rocking
de -CH2- como parte del dominio entrecruzado y las bandas de absorcion
presentes en 668 cm?y 2963 cm! correspondientes a la vibracion del enlace
C-H de los grupos metilo que conforman el polimero. El espectro de IR del
copolimero de injerto muestra dos nuevas bandas de absorciéon una de ellas
en 1728 cm, la cual fue asignada a la vibracién de estiramiento del enlace
C=0 indicando la presencia del grupo éster y las otra banda de absorcion en
907 em, correspondiente a la vibracion de estiramiento asimétrico del enlace
C-0O-C del grupo epoxido. Comparando el espectro de SR con el del copolimero
de injerto se puede observar que cuando se injerta él GMA, la intensidad de
la banda de absorcién en 7083 cm I aumenta, esto debido a la presencia del
grupo éster en el copolimero, esta senal esta relacionada a la vibracion del

enlace C-O-C del grupo éster.

Cuando se lleva a cabo la unién covalente del ergosterol en el copolimero
de injerto, el espectro de IR-ATR del nuevo material, presenta una banda de

absorcién en 3426 cm debida a la tension del enlace O-H del grupo hidroéxilo
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que se forma por la apertura del epéxido. Se observan ademas dos bandas de
absorcion en 2963 cm'y 2863 cm respectivamente, la primera producto de
la vibracion de estiramiento simétrico del enlace C-H de los grupos metilo
que conforman la molécula de ergosterol y la segunda debida a la vibracion
de estiramiento asimétrico del enlace C-H. Adicionalmente se observé que la
banda de absorcion en 907 cml, que habia sido asignada previamente a la
vibraciéon del grupo epodxido desaparece, con lo que se confirma asi la

apertura del epoxido.
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Figura 33. Espectros de IR-ATR. De arriba hacia abajo: hule de silicona SR,
poliglicidilmetacrilato pGMA, copolimero SE-g-GMA (15% injerto), copolimero con ergosterol
(SR-g-GMA)-ergosterol y ergosterol.
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6.3.2. TGA (ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO)

El andlisis termogravimétrico nos permitié conocer el proceso de
descomposicion térmica de los sistemas SR, SR-g-GMA, y del
poliglicidilmetacrilato (figura 34). De los polimeros evaluados, el SR fue el
material que presenta mayor resistencia térmica ya que la descomposicién de
la matriz polimérica inicia en 516 °C. El copolimero SR-g-GMA presenté dos
pasos de degradaciéon en 291 °C y 431 °C respectivamente. El primero se
atribuye a la descomposicién del poliglicidilmetacrilato injertado en el hule
de silicona y el segundo a la descomposiciéon de la matriz polimérica.
Claramente se puede observar que cuando el hule de silicona es injertado, su
resistencia térmica disminuye. Por otro lado, el poliglicidilmetacrilato puro

mostr6 un solo paso de degradaciéon en 251 °C y mostro, la menor resistencia

térmica.
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Figura 34. Termogramas de los sistemas SR. p-GMA y SR-g-GMA
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El analisis termogravimétrico, también nos permitié confirmar Ila
inmovilizaciéon de ergosterol en el copolimero. En la figura 35 se muestra los
termogramas del ergosterol, del SR-g-GMA (15% injerto) y del copolimero con
ergosterol (58 mg de ergosterol inmovilizado). Si bien los cambios pueden no
ser tan claros en el termograma convencional, la curva derivada proporciond
mejor claridad del proceso de descomposiciéon térmica de los sistemas
estudiados (figuras 36, 37 y 38). El ergosterol presenta un paso de
descomposicién en 277 °C, mientras que el copolimero mostré dos pasos de
descomposicién en 546 °C y 322 °C. Finalmente el sistema (SR-g-GMA)-
ergosterol presenta tres pasos de descomposicién el primero en 570 °C, el

segundo en 389 °C y el tercero en 280 °C.
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Figura 35. Termogramas de los sistemas estudiados
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Figura 38. Termograma y curva derivada de SR-g-GMA modificado con ergosterol
6.3.3. DSC (CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO)

Las transiciones que aparecen en el diagrama DSC (figura 39) del
copolimero SR-g-GMA en 267 °C y 87 °C, fueron asociadas con el punto de
fusion y la temperatura de transiciéon vitrea del poliglicidilmetacrilato
respectivamente y confirman que el injerto se llevd a cabo. No fue posible
observar las transiciones de fase del hule de silicona, debido a que el

intervalo de temperatura de trabajo estd muy por arriba de su Tg (-120 °C).
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Figura 39. DSC de los sistemas hule de silicona SR, poliglicidilmetacrilato-p-GMA y del
copolimero SR-g-GMA.

6.3.4. SEM (Microscopia Electrénica de Barrido)

Los cambios en la estructura de la superficie inducidos por el injerto se
investigaron mediante SEM. La figura 40 muestra las micrografias
correspondientes al SR y al copolimero SR-g-GMA. Al estudiar las
micrografias, podemos observar diferencias en la superficie del hule de
silicona y en la superficie del copolimero de injerto, principalmente en las
micrografias de 300 um. La superficie del hule de silicona no es homogénea
pero cuando esta es injertada con GMA la superficie es completamente
homogénea lo que indica que el injerto cubrié completamente toda la

superficie.

79



300 um

Figura 40. Imagenes SEM de las muestras (A) hule de silicona, (B) SR-g-GMA (15%injerto)

con dos diferentes aumentos (300um y 50um).
6.3.5. EDS (Anélisis de Energia Dispersiva de Rayos X)

Se deseaba conocer hasta donde habia logrado penetrar el injerto en el
hule de silicona. Para ello, se le realiz6 un corte transversal a la lamina
injertada y se estudio mediante la técnica de EDS la composicion quimica en
tres puntos diferentes (Figura 41). El analisis de cada punto, presenté
senales correspondientes a los elementos silicio, oxigeno y carbono. La
composiciéon porcentual de los elementos encontrados en cada punto
analizado, se muestra en la tabla 4. Al comparar los valores obtenidos, se
puede inferir que el injerto ocurrié tanto en la superficie como en masa
porque no se observdé una variacién importante en la composiciéon de la

pelicula, en los tres puntos analizados.
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Figura 41. Corte transversal de una lamina del SR-g-GMA mostrando los puntos
analizados por EDS-

Composicién

Elemento C 0] Si
Punto 1 25.08 40.60 34.32
Punto 2 26.08 37.85 36.06
Punto 3 26.15 39.25 34.60

Tabla 4. Composicién porcentual de los puntos analizados mediante EDS en el copolimero
SR-g-GMA

Para los fines que se requieren dar al nuevo material sintetizado, se
deseaba que el injerto ocurriera preferentemente en la superficie de la matriz
polimérica. Asi que el disolvente seleccionado para llevar a cabo la reaccion
fue metanol, un disolvente miscible con el GMA pero que provoca muy poco
hinchamiento en el hule de silicona. Por tanto, con el uso de metanol
esperabamos que la difusién del monémero dentro de la matriz polimérica no
ocurriera. Sin embargo, los resultados del andalisis EDS muestran lo opuesto
y sugleren que el proceso de copolimerizacién se llevdé a cabo mediante un
mecanismo tipo “grafting from”. Mediante éste mecanismo el injerto inicia en
la superficie del polimero, pero las cadenas de poliglicidilmetacrilato que se
encuentran en crecimiento empiezan a modificar la superficie del SR,
haciéndola hidrofilica. Este cambio en la composicién de la superficie del SR,
promueve el hinchamiento de la matriz polimérica, con lo que se facilita la

difusién del GMA a través del polimero. (figura 42). Cabe sefialar que estos
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resultados no afectaron la inmovilizacién de ergosterol en el copolimero, pero
confirman lo observado en algunos trabajos previos que publican el mismo

comportamiento con otros sistemas (Kimura et al, 2008 Nasef. 2001).

Monémero

®
I Sitios activos

“’:. ”.'...
oo* 200

Figura 42. Representacién esquematica de la difusion del monémero a través del hule de

silicona.

6.4. CARGA Y LIBERACION DE LOS FARMACOS NATAMICINA Y
NISTATINA

Una vez inmovilizado el ergosterol en el copolimero de injerto, se procedi
a llevar a cabo el estudio de carga y liberacién de los farmacos natamicina y
nistatina. La carga de los farmacos se realiz6 sumergiendo las laminas en
soluciones acuosas que contenian el farmaco antifingico. Como controles se
utilizaron el hule de silicona sin modificar y el copolimero de injerto. Las
laminas utilizadas en estos experimentos contenian diferentes cantidades de

ergosterol.

Dentro de los resultados, se observé que las laminas de SR y del SR-g-
GMA que no contenian ergosterol, presentaban una capacidad muy limitada
para incorporar cualquiera de los dos farmacos. Por otro lado, las laminas
modificadas con ergosterol cargaron de manera notable el farmaco nistatina
(Tabla 6 y figura 44), esto nos indicé que la carga de nistatina en las ldminas
esta condicionada a la presencia del ergosterol. Sin embargo, al comparar los
resultados obtenidos para la carga de ambos farmacos, observamos que la
presencia de ergosterol en las lAminas no tuvo el mismo efecto en la carga de

natamicina (Tabla 5 y figura 43). La carga de este fArmaco en las ldminas
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conteniendo ergosterol estuvo muy por debajo de los valores obtenidos con

nistatina. (la carga de nistatina fue de dos a cuatro veces mas alta comparado

con la carga de natamicina). Estos resultados sugieren que la nistastina

podria tener una mayor afinidad por el ergosterol que la natamicina.

Tabla 5. Datos de las muestras utilizadas para la carga de natamicina.

clave de la lamina | porcentaje de Ergosterol natamicina
injerto mg/g lamina mg/g lamina
SR Control X X 0.167+ 0.05
TAS 156 Control 21% X 0.156+0.019
TAS 285 Control 10% X 0.169+0.008
TAS 188 10% 45 0.232+0.052
TAS 219 14% 70 0.247+0.023
TAS 253 17% 101 0.496+0.072
TAS 159 15% 110 0.350+0.048
by =o=rry
—4i- TAS 158 I
0.5 -7 TAS 285
—8—TAS 188
a4 A TAS 219
—y— TAS 253

3

natamicina mg/g lamina

Figura 43. Perfil de carga del farmaco natamicina

tiempo (horas)
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Tabla 6. Datos de las muestras utilizadas para la carga de nistatina.

clave de la lAmina | porcentaje de ergosterol nistatina
injerto mg/g lamina mg/g lamina
SR Control X 0.223+0.053
TAS 287 Control 18% X 0.228+0.045
TAS 113 18% 15 0.490+0.028
TAS 251 10% 53 0.706+0.005
TAS 203 15% 75 0.871+0.013
TAS 217 16% 101 0.862+0.058

nistatina mg/g lamina

tiempo (horas)

Figura 44. Perfil de carga del farmaco nistatina

Para llevar a cabo los estudios de liberacion de los farmacos natamicina y
nistatina se trabajé en dos medios diferentes, el primero una solucién
amortuguadora de HEPES pH 7, el segundo una soluciéon amortiguadora de
HEPES, pH 7 en una dispersién coloidal de liposomas conteniendo ergosterol.
Esta medio, mimetiza la membrana celular del hongo y pretende simular un

ambiente contaminado por hongos. El medio de liposomas fue utilizado
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porque es un modelo bien establecido para estudiar las interacciones de los

antibiéticos con la membrana celular del hongo. (Silva L et al, 2006)

En la solucion amortiguadora de HEPES, sin liposomas, las laminas de SR
y SR-g-GMA al dia 7 ya habian cedido el 20% del farmaco natamicina y mas
del 10% del farmaco nistatina, mientras que las laminas modificadas con
ergosterol retuvieron eficazmente el farmaco y fue hasta el dia 14, cuando se
observo la liberacién de menos del 15% de la natamicina y menos del 6% de la
nistatina. (Figuras 45A y 46A). Estos resultados sugieren que efectivamente
existe una interaccién entre el ergosterol inmovilizado en las laminas con los
farmacos nistatina y natamicina que no permite que el farmaco se libere al
medio, no obstante dicha interaccién parece ser més fuerte entre la nistatina
y el ergosterol que entre la natamicina y el ergosterol.
Por otro lado, cuando se llevé a cabo la liberacion de los farmacos en la
solucion amortiguadora de HEPES con liposomas, se observé que las laminas
modificadas con ergosterol eran capaces de liberar el farmaco al medio y en el
dia 8 se habia logrado liberar entre el 50 y 60% de la nistatina y entre el 50 y
80% de natamicina. Este comportamiento hace suponer que la liberacién del
farmaco en las lJaminas modificadas, se regula por la presencia del ergosterol
y pudiera ocurrir a través de un mecanismo en el cual el ergosterol
inmovilizado en la lamina y el que se encuentra contenido en los liposomas

compiten por el farmaco.
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Figura 45. Perfil de liberacién del farmaco natamicina en medio sin liposomas (A) y en medio

con liposomas (B).
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Figura 46. Perfil de liberacién del fArmaco nistatina en medio sin liposomas (A) y en medio

con liposomas (B).
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Para determinar el mecanismo por el cual el farmaco fue liberado, se utilizd
el modelo semi-empirico de Ritger-Peppas que se describe mediante la
siguiente ecuacién:
L

Este modelo se ajusta al 60% del farmaco liberado y permite estimar el
mecanismo de liberacion de un farmaco mediante la determinacion del valor
del exponente difusional “n.” La tabla 7 muestra los valores de n asignados
para diferentes sistemas de liberacion. Para determinar el valor de n se
graficé In(Mt/Mow) en funcién de In t, donde Mt es la cantidad de farmaco
liberado a un tiempo t y Mw es la cantidad méxima liberada (Sieepmann y
Peppas, 2001, Ritger y Peppas, 1987). Los graficos obtenidos para cada

farmaco son mostrados a continuacion en las figuras 47, 48, 49 y 50.

Tabla 7. Valores de n para sistemas de liberacién con diferentes geometrias.

exponente n mecanismo de dependencia
liberacion con el tiempo
pelicula cilindro Esfera
delgada
0.5 0.45 0.43 difusion Fickiana t12
0.5<n<1 | 0.45<n<0.89 | 0.43<n<0.85 transporte tnl
an6malo
1 0.89 0.85 transporte caso II | independiente
del tiempo
n>1 n>0.89 n>0.85 transporte super tnl
caso II
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Figura 47. Modelo de Ritger- Peppas aplicado a la liberacién de natamicina, medio sin

liposomas.
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Figura 48. Modelo de Ritger-Peppas aplicado a la liberacién de natamicina, medio con

liposomas.



Tabla 8. Valores de n y R2 obtenidos aplicando el modelo de Ritger-Peppas, para la liberacién

de natamicina.

medio sin liposomas medio con liposomas
Muestra N R2 n R2
Silicona 0.97 0.9821 0.48 0.9575
Control
TAS 156 0.7 0.9821 0.5 0.9906
Control
TAS 188 0.7 0.9893 0.8 0.9437
TAS 219 0.8 0.994 0.6 0.9931
TAS 253 0.7 0.9803 1.01 0.9936
TAS 259 0.8 0.9886 1.01 0.9902
Int
0 .
3
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_1 | ./
8 1.5 A
E ® silicona
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o TAS 198
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Figura 49. Modelo de Ritger-Peppas aplicado a la liberacién de nistatina, medio sin

liposomas.
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Figura 50. Modelo de Ritger-Peppas aplicado a la liberacién de nistatina, medio con

liposomas.

Tabla 9. Valores de n y R2obtenidos aplicando el modelo de Ritger-Peppas, para la liberaciéon

de nistatina.

medio sin liposomas medio con liposomas
Muestra N R2 n R2
Silicona 1.3 0.9811 0.99 0.9978
Control
TAS 277 1.3 0.9925 0.80 0.9939
Control
TAS 198 0.3 0.9866 1 0.9971
TAS 213 0.4 0.9806 0.99 0.9978
TAS 210 0.4 0.9919 1 0.9980
TAS 160 0.4 0.9907 1 0.9905

91



7

Los resultados obtenidos con el modelo de Ritger-Peppas para ambos
medios con y sin liposomas se presentan en las tablas 8 y 9.

Al analizar los resultados obtenidos para el proceso de liberacién en el
medio que simulé la contaminacién por hongos (medio con liposomas),
observamos que los valores de n para las laminas modificadas con ergosterol
conteniendo natamicina y nistatina, se encontraron dentro del intervalo de
0.5 a 1. Estos valores corresponden a un transporte caso II por lo que la
liberacion de los farmacos no ocurre mediante difusion Fickiana.

Por otro lado, al analizar los resultados obtenidos en el medio sin
liposomas para el caso de nistatina se observan valores de n por debajo de 0.5
y el de natamicina entre 0.7 y 0.8. Sin embargo, estos resultados deben
tomarse con cautela ya que no todos los perfiles de liberacién alcanzaron el
60% de liberacién en el medio sin liposomas. Cabe recordar que la liberacion
de nistatina fue menor al 6% y la liberacién de natamicina menor al 15% (ver
figura 45 y 46).

Debido a que el modelo de Ritger-Peppas no permite obtener conclusiones
definitivas sobre el tipo de liberacién, se decidi6 utilizar los modelos de
cinética de orden cero y modelo de Higuchi con los que se determiné la
velocidad de liberacién de los farmacos nistatina y natamicina.

El modelo de Higuchi describe la liberacién del farmaco como un proceso
de difusién simple que sigue la ley de Fick y que depende de la raiz cuadrada
del tiempo (Sieepmann y Peppas, 2011). La ecuacién que describe este

proceso se ilustra a continuacién:

ﬂ: kt05

Moo
Mientras tanto, una cinética de orden cero, describe un proceso ideal en
donde la liberacién del farmaco es constante durante todo el proceso (Costa y

Sousa, 2001). Este modelo viene expresado por la siguiente ecuacién
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Los graficos obtenidos mediante ajustes a cinética de orden cero y raiz

cuadrada (ecuaciéon Higuchi) se presentan a continuacién.

70 .
@ silicona
60 4 4 TAS 156
® TAS 188

=
S 50 A A TAS 219
<
:'g ¢ TAS 253
2 40
oy = TAS 159
<
=]
§ 30 A
g
<
w® 20 1
=]

10 1

0 T T T |

0 1 2 3 4

t 0.5

Figura 51. Determinacién de la velocidad de liberacién de natamicina, mediante modelo de

Higuchi (cinética de raiz cuadrada), medio sin liposomas.
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Figura 52. Determinacion de la velocidad de liberacién de natamicina, mediante la ecuacién

de cinética de orden cero, medio sin liposomas.
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Figura 53. Determinacién de la velocidad de liberacién de natamicina, mediante modelo de

Higuchi, medio con liposomas.
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Figura 54. Determinaciéon de la velocidad de liberacién de natamicina, mediante la ecuaciéon

de cinética de orden cero, medio con liposomas.
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Tabla 10 Velocidad de liberacién de natamicina. Datos obtenidos mediante ajustes a

cinéticas de raiz cuadrada (modelo de Higuchi) (ku; % h©3) y de orden cero (ko; %h?). Las

desviaciones estandar fueron en todos los casos por debajo del 10% (n=3).

clave de la| solucién amortiguadora de | solucion amortiguadora de
muestra HEPES sin liposomas HEPES con liposomas
ki (% h05); R2 ko (% h'1); R2 ki (% h5); R2 ko (% h'1); R2
SR 14.64; 0.9811 | 6.03; 0.9705 | 29.51; 0.9565 9,75; 0.9469
Control
TAS 156 14.93; 0.9360 | 7.42;0.9738 | 25.57; 0.9557 8.85; 0.9738
Control
TAS 188 3.43; 0.9783 0.62; 0.9684 | 43.65;0.9565 | 10.85; 0.9706
TAS 219 3.58; 0.9491 0.50; 0.9184 34.48; 0.944 9.78; 0.961
TAS 253 1.85; 0.9440 0.21; 0.9552 39.3; 0.9964 7.00; 0.9942
TAS 159 3.75; 0.9385 0.39; 0.9343 | 31.33;0.9832 5.75;0.9793
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Figura 55. Determinacion de la velocidad de liberacién de nistatina, mediante modelo de

Higuchi, medio sin liposomas.
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Figura 56. Determinacién de la velocidad de liberacién de nistatina, mediante la ecuacién de

cinética de orden cero, medio sin liposomas.

100 4
[
*
80 - 4
<
3\/
<
=] |
% 60 " e silicona
13}
g A TAS 277
g w0 ® TAS 198
]
o ATAS 213
‘g
¢ TAS 210
20 A
A = TAS 160
»
0 T T T |
0 1 2 3 4

t 0.5

Figura 57. Determinacion de la velocidad de liberacién de nistatina, mediante el modelo de

Higuchi, medio con liposomas.

96



nistatina cedida (%)

120 4

100 1

80 A

60 -

® silicona
40 A A TAS 277
® TAS 198
A TAS 213
20 A * TAS 210
u TAS 160

0 T

15

Figura 58. Determinacién de la velocidad de liberacién de nistatina, mediante la ecuacién de

cinética de orden cero, medio con liposomas.

Tabla 11 Velocidad de liberacién de nistatina de los sistemas estudiados. Datos obtenidos

mediante ajustes a cinéticas de raiz cuadrada (modelo de Higuchi) (km; % h©5) y de orden

cero (ko; % h'1). Las desviaciones estandar fueron en todos los casos por debajo del 10% (n=3)

Clave de la

muestra

Solucién amortiguadora de

HEPES sin liposomas

Solucién

amortiguadora  de

HEPES con liposomas

ku (% h09); R2

ko (% h'1); R2

ku (%h05); R2

ko (%h1); R2

SR 17.40; 0.9805 2.61; 0.9877 30.16; 0.9306 7.38; 0.9900
Control
TAS 277 23.5; 0.969 4.68; 0.9844 33.54; 0.9697 4.74; 0.9832
Control
TAS 198 2.16; 0.9675 0.44; 0.919 31.19; 0.9926 6.20; 0.9905
TAS 213 1.99; 0.9775 0.49; 0.9402 29.31; 0.9845 6.89; 0.9872
TAS 210 2.49; 0.9615 0.51;0.9116 31.72; 0.9908 6.15; 0.9947
TAS 160 1.46; 0.97976 0.28; 0.952 25.26; 0.9876 5.15; 0.97
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Los resultados obtenidos revelaron que en el medio sin liposomas, la
velocidad de liberacién de ambos farmacos a partir de las laminas no
modificadas, fue considerablemente mayor que la velocidad de liberacion a
partir de las laminas modificadas con ergosterol. Esta tendencia fue
completamente inversa en el medio con liposomas, en donde se observé un
marcado incremento en la velocidad de liberacién de ambos farmacos a partir
de las ldminas modificadas con ergosterol (tabla 10 y tabla 11). Dentro de los
resultados también se observé que la velocidad de liberacién del farmaco
natamicina fue ligeramente mayor que la del farmaco nistatina, confirmando
que la interaccion del ergosterol presente en la lamina modificada, es mas

fuerte con la nistatina que con la natamicina.

De acuerdo a los valores de R2 expresados en las tablas 10 y 11 la
liberaciéon de nistatina y natamicina en el medio con liposomas, se ajusta
mejor a una cinética de orden cero, estos resultados estan de acuerdo a los
obtenidos cuando se aplic6 el modelo de Ritger-Peppas para las laminas

modificadas con ergosterol en el medio con liposomas..
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7. CONCLUSIONES

Fue posible llevar a cabo el injerto de glicidilmetacrilato en hule de
silicona utilizando radiacién gamma mediante el método de pre-irradiacién
oxidativa.

El analisis del copolimero de SR-g-GMA por microscopia electrénica de
barrido y de energia dispersiva de rayos X, muestran que el injerto cubri6
completamente la superficie del hule de silicona y ademaés ocurrié en masa.

Los resultados anteriores sugieren que el injerto procedié mediante un
mecanismo “grafting from”.

Este trabajo confirma que los parametros como dosis de preirradiacion,
temperatura, concentracién de mondémero y tiempo de reaccién influyen
directamente sobre el porcentaje de injerto.

Se lograron establecer los parametros apropiados para la sintesis del
copolimero de injerto los cuales fueron: razén de dosis 13.5 kGy/h, dosis 20
kGy, temperatura 60 °C y tiempo de reaccion comprendido entre 10y 14 h

Se logro6 llevar a cabo la inmovilizacién de la molécula de ergosterol en el
copolimero de injerto SR-g-GMA confirmando su inmovilizacién mediante las
técnicas de IR-ATR y TGA.

Los estudios de carga y liberacion, demostraron que el ergosterol
inmovilizado en el copolimero de injerto incrementa notablemente la carga de
los fArmacos nistatina y natamicina pero ademads, controla la liberaciéon de
estos farmacos.

Se logré desarrollar un nuevo sistema adecuado para cargar farmacos
antifingicos como la nistatina y natamicina, mediante la modificacion
estructural del polimero hule de silicona. El nuevo sistema fue capaz de
liberar el farmaco antifingico en un medio que simul6 un ambiente
contaminado con hongos. Sin embargo, este sistema tuvo una mejor
respuesta para la carga y liberacién del farmaco nistatina
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8. PERSPECTIVAS

Funcionalizar el hule de silicona con otro tipo de mondémeros a fin de
obtener un copolimero que permita inmovilizar la molécula de ergosterol de

manera mas eficiente.

Llevar a cabo pruebas de estabilidad del farmaco natamicina, a fin de
evaluar las posibles causas que pudieran haber afectado su baja respuesta

con el sistema desarrollado.

Realizar pruebas microbiolégicas con diferentes especies de hongos
sensibles a natamicina y nistatina ya que hasta el momento las pruebas

realizadas con Candida albicans no logran ser concluyentes.
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HIGHLIGHTS

e A graft copolymer with silicone rubber was synthesized by gamma pre-irradiation method.
e SEM-EDS analysis showed that the surface and the bulk of the new copolymer were grafted.
e The thermal properties of the silicone rubber used were modified with grafting.

e The new copolymer could be used to immobilize nucleophilic biomolecules.
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The grafting of glycidilmethacrylate(GMA) was grafted onto silicone rubber (SR) by using the y-ray
pre-irradiation grafting method under different conditions. The effect of reaction time, total dose,
reaction temperature and monomer concentration on the graft yield was studied. It was found that the
degree of grafting can be controlled by adjusting these parameters. The chemical structure of SR before
and after grafting was characterized using FTIR-ATR and SEM-EDS. The analysis revealed that the surface
of the SR was uniformly covered by GMA and the cross-section analysis indicated that the grafting
occurred in the bulk. Thermogravimetric analysis (TGA) showed that the graft copolymer was more
thermally stable than polyglycidylmethacrylate but less stable than SR, and the DSC confirmed that the
GMA was grafting onto silicone rubber.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Polymeric structures are frequently modified by grafting
(Zhu et al., 2012; Deng et al., 2009). Such graftings can be initiated
by different methods widely described in the literature (Battacharya
and Misra, 2004; Nasef and Hagazy, 2004.). Because gamma
radiation has high penetrability and does not require chemical
radical initiators, it has gained popularity over other grafting
techniques (Park et al., 2005, Hasegawa et al., 2011). Moreover,
gamma irradiation offers the ability to select from three irradiation
methods available for grafting, depending on polymeric matrix type
and monomer reactivity, the direct method, the simultaneous
irradiation method and the pre-irradiation method (Stannett
et al., 1989). Therefore, grafting by gamma radiation has been a
powerful tool for modifying polymeric surfaces that can be applied
in the biomedical field. In this field, the inert surface of silicone
rubber, polyethylene or polypropylene has been modified to
improve their biocompatibility (Cho et al., 2005) and hemocompat-
ibility (Chapiro et al., 1981) or to prevent microbial adhesion and

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56224674; fax: +52 55 56224707.
E-mail address: burillo@nucleares.unam.mx (G. Burillo).

0969-806X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.radphyschem.2013.06.011

biofilm formation (Contreras-Garcia et al., 2011). Meanwhile glyci-
dylmethacrylate is one of the most useful monomers with which to
functionalize polymers through grafting (Kunita et al., 2005, Sekine
et al.,, 2010, Takacs et al., 2012), because it contains a reactive epoxy
group that can be used to react with different nucleophilic func-
tions, such as carboxylic, hydroxyl and amine groups (Kim and
Saito, 2000, Sokker et al., 2009) or to provide sites for immobiliza-
tion of biomolecules such as enzymes (Kartal et al, 2009) or
cyclodextrins (Desmet et al., 2011). These changes have allowed
the resulting polymers to be applied in the preparation of drug
delivery systems (Nava-Ortiz et al., 2009), ion-exchange membranes
(Choi et al., 2001), biosensors (Hervas-Pérez et al., 2006) and other
uses. In recent years our laboratory has been involved in several
projects pertaining to the functionalization of several inert poly-
meric structures to immobilize biomolecules through grafting by
gamma radiation (Nava-Ortiz et al., 2010, Garcia-Uriostegui et al.,
2012). In this context, silicone rubber, an elastomer which belongs
to polydimethylsiloxane family has occupied much of our attention.
This polymer is one of the commonest biomaterial used in implan-
table medical devices due to its biocompatibility, low toxicity and
good mechanical properties (Rochow, 1946). A variety of techniques
have been proposed to functionalize the surface of silicone rubber
with the aim of incorporating biologically important molecules
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Scheme 1. Graft copolymerization of GMA onto silicone rubber by pre-irradiation oxidative method.

(Volcker et al., 2001, Chen et al., 2005, Yang and Park, 2006). This
approach has been extensively investigated and nowadays we
continue to explore some techniques to incorporate new biomole-
cules to silicone rubber surface. The aim of the present study was to
functionalize silicone rubber with glycidylmethacrylate using the
pre-irradiation grafting method to obtain a polymeric material that
could potentially be used to immobilize nucleophilic biomolecules.
In this work also the effect of pre-irradiation dose, temperature,
time reaction, and monomer concentration on the degree of
grafting was also investigated (Scheme 1).

2. Materials and methods
2.1. Materials and reagents

SR of density 1.1-1.5 g cm™ and thickness 1 mm was provided
by GoodFellow, England. It was extracted with isopropyl alcohol
for 24h and then with dichloromethane for 2h to remove
impurities from its surface and finally dried in vacuum at 60 °C
before being used. Glycidylmethacrylate (GMA) was obtained from
Aldrich Co, USA and was vacuum-distilled before it was used.
Isopropyl alcohol, methanol and dichloromethane all of analytical
grade were purchased from Baker Mexico, and were used without
any further purification.

2.2. Irradiation

Silicone rubber films (1 x 5 cm) were irradiated with a 5°Co
gamma source (Gamma Beam 651 PT from Nordion Co., Canada) in

air, with doses between 10 kGy and 120 kGy, at a dose rate of
13.5 kGy h™™.

2.3. Grafting procedure

The pre-irradiated SR films were placed into glass ampoules
containing different concentrations of GMA/methanol solution
(8 mL) and degassed in a vacuum line by repeated freeze-thaw
cycles for 1 h. Then, the glass ampoules were sealed and placed in
a water bath at constant temperature, for different time periods.
After a prescribed reaction time, the grafted films were taken out
of the glass ampoules, washed with dichloromethane at room
temperature (8 h) and then refluxed for 24 h with dichloro-
methane to remove ungrafted homopolymer and residual mono-
mer occluded in the grafting system. Finally, the graft films were
dried under vacuum and then placed in an oven at 60 °C until
reaching constant weight.

The degree of grafting was calculated by gravimetry using the
following equation:

W-W,

o

Ygrafting = 1)

where W, and W are the weights of a SR film before and after
grafting, respectively.

24. Characterization of SR film and SR graft film

24.1. FTIR-ATR

The attenuated total reflectance Fourier transform infrared
(ATR-FTIR) spectra of SR film and SR-g-GMA were recorded with
a Perkin-Elmer Spectrum 100 spectrometer (Perkin Elmer Cetus
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Instruments, Norwalk, CT) with 16 scans, taken over the range of
4000 to 600 cm™.

24.2. DSC

The thermal properties of SR-g-GMA and polyglycidilmetha-
crylate were determined by differential scanning calorimetry DSC
TA Instruments Model 2010 (TA Instruments, New Castle, DE) over
the temperature interval from 25 °C to 400 °C, under nitrogen
atmosphere at a flow rate of 60 mL min™! and a heating rate of
10 °C min™..

24.3. TGA

The thermal stability of the SR, SR-g-GMA, and polyglicidyl-
methacrylate was determined by thermogravimetric analyses
(TGA) using a TGA Q50 (TA Instruments, New Castle, DE) at a
heating rate of 10 Cmin™! in the temperature interval from
25 °C to 800 °C under nitrogen atmosphere.

2.4.4. SEM-EDS microscopy

The morphology of the original SR film and SR grafted was
observed using a scanning electron microscope SEM operated at
1.5 kV (EVO LS 15), and energy distribution X-ray spectroscopy of
the transversal sides was carried out using an EDS (FESEM ULTRA
Plus). For the SEM analysis, small pieces of each sample were
mounted on metal studs and were then observed under high
vacuum. EDS spectra were obtained applying and acceleration
voltage of 4 kV.

2.4.5. Contact angle

To confirm the surface modification of silicone rubber after
grafting, contact angle was recorded using a drop shape analyzer
Kruss DSA 100 apparatus (Matthews NC, USA). Small drops of
bidistilled water were deposited onto dry films and the contact
angle was measured after 1 min.

3. Results and discussion

High-energy radiation from gamma rays initiates ionization
and free radical formation in polymer structures. This process may
result in chain scission or crosslinking depending on the dose and
the polymer structure (Chapiro, 1995). It is well known that
polydimethylsiloxane undergoes mainly crosslinking when it is
exposed to high-energy radiation and hydrocarbons such as
ethane and methane are formed as a result of this radiation
damages (Palsule et al., 2008). The high-energy radiation has the
ability to break bonds in the polydimethysiloxane structure such
as Si-0O due to chain scission or Si-C and C-H due to methyl or
hydrogen abstraction respectively. The free radicals that are
formed can react to produce crosslinking or some small molecules
like ethane and methane however during irradiation in the
presence of oxygen, inactive species are produced and do not
contribute to the crosslinking (Satti et al., 2008).

3.1. Effect of the pre-irradiated dose

The influence of pre-irradiation dose on the degree of grafting
was investigated in the irradiation range from 10 to 120 kGy and is
illustrated in Fig. 1. As shown, the grafting percentage increases
with the dose, which is expected because as the pre-irradiation
dose increases, more free radicals are produced, which can react
with oxygen in the air and generate peroxides within the polymer
matrix(Menhofer et al., 1987, Chapiro, 1977). These peroxides later
form macroradicals to initiate the grafting process upon heating.
The formation of peroxides on irradiated silicone rubber in the
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Fig. 1. Effect of the dose on the graft copolymerization. Dose rate: 13.5 kGy h™},
GMA/MeOH 20/80 vol%, T=60 °C, and t=12 h.
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Fig. 2. Effect of the monomer concentration on the graft copolymerization.
Dose rate: 13.5 kGy h™", dose 20 kGy, T=60 °C, and t=12 h.

presence of oxygen by the pre-irradiation method had been
confirmed and reported previously (Li et al., 1999).

3.2. Effect of monomer concentration

Fig. 2 shows the effect of monomer concentration on the
degree of grafting. The grafting yield increased with the monomer
concentration up to a maximum and then decreased. The sudden
drop can be explained as follows. Because the viscosity increases
with monomer concentration, the grafting solution is very viscous;
as a result, the diffusion of monomer into the polymer matrix is
hindered, and homopolymer formation is enhanced. In this study,
the enhancement in homopolymer formation was accompanied by
insolubility of the polyglicidylmetacrylate homopolymer in
methanol, which led to an increase in the viscosity of the grafting
mixture as well.

3.3. Effect of reaction time

The variation in the degree of grafting with the reaction time
for different monomer concentrations is shown in Fig. 3. The
grafting yield increases gradually with the reaction time for all
concentrations. However with 20% and 30% of GMA in methanol
the degree of grafting increases with the reaction time and reaches
equilibrium within 10 h. This behavior may be due to the fact that
at low concentrations, the monomer is consumed more quickly,
and with time, less monomer is available for the grafting reaction.

3.4. Effect of the reaction temperature
In the pre-irradiation method the temperature is a very

important factor that affects the grafting reaction because it is
responsible for the thermal decomposition of peroxides and
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Fig. 3. Effect of the reaction time on the graft copolymerization at different
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Fig. 4. Effect of the reaction temperature on the graft copolymerization. Dose rate:
13.5 kGy h™?, dose 20 kGy, GMA/MeOH 20/80 vol%, t=12 h.

hydroperoxides that are formed on the backbone of the polymer
during pre-irradiation in air. When peroxides and hydroperoxides
are heated, two different species are created an RO radical and an
OH radical; the former is capable of initiating the grafting reaction,
whereas the latter is responsible for the homopolymerization.
Previous studies have shown that the temperature that favors
grafting is between 60 and 70 °C (Bondar et al., 2004), as was
clearly demonstrated by studying the effect of the temperature on
the degree of grafting. Fig. 4 shows that almost no grafting was
detected below 50 °C. However in the range of 60-70 °C, the
degree of grafting increased considerably.

3.5. FTIR-ATR analysis

FTIR-ATR technique was used to confirm the incorporation of
GMA onto SR. Fig. 5 shows IR spectra of the SR and SR-g-GMA
films. The spectrum of the SR film shows an absorption band at
1000 cm™! which corresponds to -Si-O-Si- stretching vibration,
furthermore, an absorption band occurs at 1263 cm™!, which was
assigned to the -Si-CH3 deformation vibration, and the absorption
band at 2978 cm™! was assigned to the —-C-H bond of the CHs;
groups. By comparing the spectra of the grafted and non-grafted
SR films, it can be noticed that after grafting, two new absorption
bands appear, indicating the presence of the ester group: one at
1735 cm™!, which was assigned to the C=0 stretching vibration,
and the other at 1167 cm™', which was due to the -C-0-O
stretching asymmetric vibration. Absorption bands corresponding
to epoxy ring appear at 917 cm™'and 826 cm™! respectively.

3.6. TGA analysis

TGA analysis (Fig. 6) was performed to investigate and compare
the thermal degradation behavior of the SR, the grafted SR and
polyglicidylmethacrylate. The virgin SR film showed one degradation
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Fig. 5. FTIR-ATR spectrum of SR (a) and SR-g-GMA (b).
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Fig. 7. DSC spectra of (a) SR-g-GMA and (b) pGMA.

step at 516 °C, ascribed to the decomposition of the polymer main
chain. Meanwhile, the SR-g-GMA film showed two degradation steps
at 291 °C and 431 °C. The first was attributed to the decomposition of
polyglicidylmetracrylate and the second to the thermal degradation of
the polymeric matrix. On the other hand, the pure polyglicidylmetha-
crylate showed one degradation step at 251 °C. As can be seen in the
thermogram, thermal stability followed the trend SR film > SR-g-
GMA > pure polyglicidylmethacrylate.

3.7. DSC

The DSC thermograms of the grafted SR and polyglycidyl-
methacrylate are presented in the Fig. 7. We used this technique
to confirm the grafting of glycidylmethacrylate onto silicone
rubber. The polyglicidylmethacrylate presented a melting point
of 253 °C and a glass transition temperature of 85 °C. The transi-
tions present in the DSC diagram of SR-g-GMA at 267 °C and 87 °C
are associated with the melting point and the glass transition
temperature of the pGMA, respectively, and confirm that grafting
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was carried out, with an increase of 14 °C due to the formation of a
new system.

3.8. SEM

The changes in the surface structure induced by grafting were
investigated by SEM. Fig. 8 shows SEM micrographs of the SR and
SR-g-GMA films. Compared with the virgin film, obvious changes
can be observed in the grafting samples, which suggest that
grafting occurred over the entire surface, On the other hand, the
data obtained by EDS for an SR-g-GMA cross-section show signals
corresponding to silicon, carbon, and oxygen. As shown in Table 1,
there is no significant difference between the three analyzed
points; these results confirm that grafting occurred over the
surface and in the bulk of the polymer film.

We expected grafting to occur preferentially on the SR surface.
Therefore, methanol was chosen as a solvent for the grafting
reaction. Methanol is a good solvent for the monomer but is a bad
swelling agent for SR; thus, we expected that monomer diffusion

EHT = 1.50 kV
WD = 23mm

Signal A= SE2
Mag= 1.00KX

into the polymer matrix would not occur. However, the results
show the opposite. GMA may have diffused through the SR matrix
because the graft chains on the surface promote the diffusion GMA
through the polymer; thus, grafting would be initiated at the
surface of the polymer and occur continuously through the film.
These results are in agreement with those reported in previous
studies which suggest that grafting proceeds by a front mechanism
(Nasef, 2001; Kimura et al., 2008).

Table 1
Results of the three-points analysis by EDS.

Element Composition

C o Si
Point 1 4.86 18.53 24.25
Point 2 4.87 16.57 25.72
Point 3 527 18.23 25.61

Brightness = 50.6 %
Contrast = 52.7 %

EHT = 1.50 kV
WD = 2.6 mm

Signal A = SE2
Mag= 1.00 KX

Brightness = 50.6 %
Contrast = 52.7 %

Fig. 8. SEM micrographs of (a)SR and (b)SR-g-GMA.
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Fig. 9. Contact angle images of (a)SR and (b)SR-g-GMA.

3.9. Contact angle

Contact angle of SR film and SR-g-GMA was measured to
determinate the changes in the surface after grafting. Fig. 9 shows
that the contact angle value of SR-g-GMA was lower than SR. It is
well know that the surface of SR is hydrophobic due to the
presence of apolar methyl groups around the Si-O-Si polymer
backbone but when GMA is grafted on silicone rubber surface,
methyl groups are replaced and the polar groups present in the
GMA such as carbonyl and epoxy promote the hydrogen bounding
interactions and therefore the contact angle decreases.

4. Conclusion

The grafting of glycidylmethacrylate onto silicone rubber was
achieved by the gamma pre-irradiation method. IR-ATR and SEM
showed that the surface of SR was uniformly grafted. EDS analysis
of the cross-section of SR-g-GMA film revealed that grafting
occurred in the bulk and on the surface of the polymeric matrix
and suggested that grafting proceded by a front mechanism. The
decrease of the contact angle on the SR-g-GMA was directly
related to the presence of carbonyl and epoxy groups of GMA.
Several factors such as the pre-irradiation dose, temperature,
monomer concentration, and time of reaction were found to
strongly influence the degree of grafting. The functionalization of

SR with GMA opens the possibility of immobilizing nucleophilic
molecules on the surface of the copolymer synthesized.
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