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RESUMEN

El excesivo uso de materiales poliméricos durante las ultimas décadas, provenientes
de fuentes petroquimicas, ha provocado que el mundo cientifico centre su atencién en
el uso de fuentes renovables como punto de partida para la preparacion de éstos. Los
aceites naturales son un recurso sustentable, de amplia disponibilidad, de bajo costo
y considerados biodegradables y/o biocompatibles. Dentro de la gran diversidad de
aceites naturales existentes, el mas utilizado en la produccién de nuevos materiales
poliméricos es el aceite de ricino y sus derivados. El undec-10-enoato de metilo es
uno de ellos y dentro de sus aplicaciones esta la obtencion de poliésteres, uno de los
materiales de mayor relevancia en la industria textil, plasticos, surfactantes y en
aplicaciones biomédicas. Los poliésteres se obtienen mediante reacciones de

policondensacién, empleando principalmente la reaccion de politransesterificacion.

Teniendo en cuenta lo anterior, en esta tesis doctoral se obtuvieron poliésteres,
mediante policondensacion, tanto lineales como reticulados, a partir de derivados
sililados del aceite natural undec-10-enoato de metilo. Los poliésteres obtenidos
presentaron propiedades anfifilicas y fueron caracterizados mediante: i) resonancia
magnética nuclear, para confirmar su estructura polimérica, y ii) andlisis térmicos,
obteniendo, en todos los casos, altas temperaturas de degradacion, y temperaturas

de fusion en el rango -26 a 60 °C.

Los poliésteres lineales formaron fibras (confirmadas mediante microscopia de luz
polarizada) y los poliésteres entrecruzados crearon geles (ratificados mediante
microscopia electrénica de barrido). Los poliésteres lineales, al ser anfifilicos,
presentaron la habilidad de autoensamblaje tanto en medio acuoso como en medio
apolar, obteniéndose bajas concentraciones micelares criticas y tamafios de
particulas a escala nanométrica. Los poliésteres entrecruzados resultaron
biocompatibles segun la norma ISO 10993-5, y presentaron la capacidad de hincharse
en medio acuoso, encapsular y liberar rodamina. Por Uultimo, los poliésteres
fluorescentes fueron caracterizados mediante microscopia confocal, confirmando la

presencia de la sonda cumarina como parte de su estructura.



ABSTRACT

The excessive use of polymeric materials during the last decades, coming from
petrochemical sources, has caused that researchers focus their attention on the use
of renewable sources as a starting point for their preparation. Natural oils are a
sustainable resource, widely available, low cost and considered to be biodegradable
and / or biocompatible. Within the great diversity of existing natural oils, the most used
in the production of new polymeric materials is castor oil and its derivatives. Methyl
undec-10-enoate is one of them and among its applications is obtaining polyesters,
one of the most relevant materials in the textile industry, plastics, surfactants and in
biomedical applications. Polyesters are obtained by polycondensation reactions, using

mostly polytransesterificacion reaction.

Considering the above information, in this doctoral thesis linear and crosslinked
polyesters were synthetized from silylated derivatives of the natural oil undec-10-
enoate methyl by polycondensation reactions. The polyesters obtained had
amphiphilic properties and were characterized by: i) nuclear magnetic resonance, to

confirm their polymeric structure, and ii) thermogravimetric analysis.

Our results show for the synthetized polyesters high degradation (400°C) and melting
(-26 to 60°C) temperatures. The linear polyesters formed fibers (confirmed by polarized
light microscopy) and the crosslinked polyesters created gels (confirmed by scanning
electron microscopy). The linear polyesters, being amphiphilic, showed self-assembly
capability in both aqueous and non-polar media, with low critical micellar
concentrations and nanoscale particle sizes. The cross-linked polyesters were
biocompatible according to ISO 10993-5, and had the ability to swell, encapsulate and
release rhodamine in aqueous medium. Finally, the fluorescent polyesters were
characterized by confocal microscopy, confirming the presence of the coumarin dye

as part of its structure.
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CAPITULO 1 — INTRODUCCION

1.1. Materiales derivados del petroleo

Desde sus inicios, la ciencia de las macromoléculas se ha dedicado a crear materiales
poliméricos de alta estabilidad y de bajo costo, que han facilitado la vida de diversas
maneras, ya sea a través de plasticos (envases, materiales biomédicos), fibras
(industria textil), resinas y/o cauchos. La mayoria de estos materiales son derivados
del petréleo cuyo principal problema, desde el punto de vista ambiental, es su alta
estabilidad[1]. Los productos obtenidos demoran entre 500 a 600 afios en degradarse,
lo que provoca un impacto negativo al medio ambiente. Esta situacién, en conjunto
con la sobreexplotacion de un recurso no renovable como es el petréleo ha llevado al
mundo cientifico a centrar sus esfuerzos en sintetizar materiales biocompatibles o

biodegradables a partir de fuentes renovables como los aceites naturales|2].

1.2. Aceites naturales

Una de las fuentes renovables méas estudiadas en los ultimos afios, para ser usada en
reemplazo de los productos petroquimicos, son los aceites naturales, ya que son una
materia prima de bajo costo, biodegradable y al ser un recurso renovable no téxico
puede ser considerado biocompatible[3],[4]. Los aceites naturales han sido utilizados
por décadas en la industria quimica y existe una gran diversidad de ellos. Entre los

mas conocidos se encuentran el aceite de linaza, canola, girasol y ricino[2].

La planta de donde se extrae el aceite de ricino recibe el nombre cientifico de Ricinus
communis (Figura 1.1), pertenece a la familia tartago (Euphorbiaceae), es originaria
de Asia tropical y Africa, y se ha naturalizado en numerosos paises. En Chile crece de

forma natural desde la zona central hacia el norte[5].

Figura 1.1.Ricinus communis. Fuente: web.



La quimica del aceite de ricino se centra en su alto contenido de &cido ricinoleico, el
cual presenta en su estructura tres grupos funcionales importantes: (i) un grupo
carboxilo que puede proporcionar una amplia gama de esterificaciones, (ii) un Unico
punto de insaturacién que puede ser modificado por hidrogenacién o epoxidacion, y
(iif) un grupo hidroxilo que puede ser acetilado, alcoxilado, o bien puede ser eliminado
por deshidratacion para aumentar el nUmero de insaturaciones del compuesto. Uno,
de los muchos derivados del aceite de ricino es el undec-10-enoato de metilo, un
compuesto comercial, cuya estructura se muestra en la siguiente figura[6],[7]:

SUSS

Figura 1.2. Estructura de undec-10-enoato de metilo. Fuente: Elaboracion propia.

Este derivado ha sido ampliamente utilizado para producir nuevos materiales
poliméricos como poliuretanos, poliamidas y poliésteres, lo cual lo hace apto para ser
usado como materia prima en la produccion de materiales poliméricos

biocompatibles[8—11].

1.3. Poliésteres

Los poliésteres son una categoria de polimeros que contienen en su estructura el
grupo funcional éster y fueron desarrollados previo a la segunda guerra mundial. Estos
materiales son uno de los primeros polimeros sintéticos en aparecer, debido a que su
sintesis se basa en la reaccion de esterificacion, la cual, era una de las méas estudiadas
de la época[l12]. Si bien, los poliésteres naturales son conocidos desde 1830, e;.
cutina[13], el término poliéster generalmente se refiere a los polimeros sintéticos. La
utilizacién de los poliésteres a nivel industrial ha alcanzado gran importancia debido a
la amplia variedad de productos obtenidos a partir de ellos, y a que estos presentan
propiedades, tales como: alta transparencia, alta elasticidad, resistencia al desgaste,
corrosion y a las arrugas, estabilidad quimica, térmica, dimensional y de
forma[14],[15].



1.3.1. Tipos de poliésteres.

Los poliésteres se clasifican de manera general como aromaticos o insaturados,
ademas, de acuerdo con su comportamiento térmico los poliésteres pueden ser

clasificados como polimeros termoplasticos o termofijos:

Los poliésteres termoplasticos son aquellos que tienen la propiedad de deformarse o
ser mas flexibles a temperaturas relativamente altas, y se endurecen en un estado de
transicion vitrea cuando se enfrian lo suficiente. La propiedad de los polimeros
termoplasticos de soportar altas temperaturas sin degradarse hace que éstos sean
considerados reciclables, caracteristica importante a nivel ambiental. Ademas, estos
polimeros después de moldearse pueden recalentarse y formar nuevos productos. Ej.
PET, PBT. Los poliésteres termofijos son aquellos que no se funden a elevadas
temperaturas, sino que se degradan, siendo imposible volver a moldearlos, como por

ejemplo la baquelita y caucho vulcanizado[16].

Considerando las propiedades de los monémeros que componen los poliésteres, se
puede hablar de poliésteres anfifilicos, son aquellos que poseen en su estructura un
segmento hidrofilico y un bloque hidrofobico. Estos compuestos muestran un
comportamiento de autoensamblaje molecular caracteristico en solucién, y generan
estructuras nanométricas (de diferentes formas) que determinan la mayoria de las
propiedades relevantes para su uso en materiales, productos farmaceéuticos y
tecnologias biomédicas. La habilidad que presentan estos polimeros de formar
diversas nano-morfologias genera un campo de investigacion muy versatil, debido a
gue los sistemas anfifilicos obtenidos pueden ser adaptados a diferentes aplicaciones.
Por tanto, es fundamental el desarrollo de conocimiento basico sobre la relacion

estructura molecular y comportamiento de autoensamblaje de estos polimeros[17].

Por otro lado, el uso de monémeros que presentan la capacidad de emitir luz permite
obtener poliésteres fluorescentes. Hoy en dia, el interés en el disefio de polimeros
fluorescentes se ha impulsado por la creciente demanda de analisis de
biomoléculas[18], seguimiento de procesos bioldgicos[19], visualizacion de tejidos

bioldgicos y eficacia terapéutica (liberacion de farmacos)[20].

Otro tipo de poliésteres se basa en las diferentes estructuras tridimensionales que
puedan formar, ya sea fibras o bien geles, las cuales, se forman dependiendo de la

topologia del polimero que se obtiene (Figura 1.3), y se clasifican[21],[22] en:



a) Polimeros lineales: Se forman cuando el mondmero que lo origina tiene dos puntos
de union, de modo que la polimerizacion ocurre en ambos sentidos. Esta clase de

polimeros suelen formar fibras, debido a que se alinean y se empaquetan fuertemente.

b) Polimeros ramificados: Son aquellos que presentan mas de dos puntos de uniény,
por tanto, presentan ramificaciones laterales. En este caso no hay formacion de fibras,
ya que son dificiles de empaquetar, sin embargo, podrian constituir geles debido a

gue las cadenas laterales pueden generar interacciones entre ellas, formando redes.

c) Polimeros reticulados: Son aquellos que poseen estructuras tridimensionales,
donde sus cadenas se encuentran unidas unas a otras por enlaces laterales. Estos
polimeros no se solubilizan, pero si son muy deseados para sintetizar geles debido a

su estructura de red y a su capacidad de hincharse en medio acuoso.
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Figura 1.3. Topologia de poliésteres. a) Polimero lineal; b) Polimero ramificado; c)

Polimero entrecruzado. Fuente: web.

1.3.2. Obtencién de Poliésteres

Existen dos rutas sintéticas a nivel industrial para la obtencion de poliésteres, ambas
son reacciones de policondensacion a altas temperaturas que involucran monémeros
multifuncionales, es decir, aquellos que en su estructura deben exhibir al menos dos
grupos funcionales. La primera ruta es por esterificacion, donde el proceso sintético
involucra la utilizacién de un compuesto que presenta en su estructura dos acidos
carboxilicos, los cuales reaccionan frente a un diol. La segunda ruta es por
transesterificacion, que involucra la reaccion entre un diéster frente a un diol, en
presencia de un catalizador metalico como el 6xido de titanio. Esta ultima ruta sintética

es la mas utilizada, ya que presenta varias ventajas. Algunas de ellas son:



i- Los derivados de éster presentan bajos puntos de fusion en comparacion con
los &cidos carboxilicos, lo que permite realizar las reacciones a temperaturas
menores, sin utilizar solvente lo que permite obtener poliésteres de elevadas masas

molares.

ii- Los monomeros ésteres presentan mayor solubilidad en alcoholes

monoméricos.
iii- Los poliésteres obtenidos presentan mayor grado de pureza.

La reaccion de transesterificacion es un proceso de equilibrio donde su progreso y el
aumento en la masa molar del poliéster, depende de la eficiencia en la eliminacion de
una molécula pequefa del reactor, en el caso de una transesterificacién proveniente
de un éster metilico, metanol. Dependiendo del grado deseado de polimerizacién,
diferentes medidas deben tomarse para desplazar el equilibrio hacia la formacion de

los productos[23].

1.4. Modificacion del derivado de aceite de ricino (undec-10-enoato de metilo)
Para sintetizar poliésteres es necesario que los monémeros sean multifuncionales,
especificamente para la reaccion de transesterificacién se requieren dos grupos
ésteres. El derivado de aceite de ricino, undec-10-enoato de metilo, presenta en su
estructura dos grupos funcionales diferentes, un grupo éster y un doble enlace que
puede ser modificado mediante la reaccidn de hidrosililacion. La estrategia propuesta
por el grupo de Riviere para transformar el undec-10-enoato de metilo en un
monomero que presente grupos ésteres metilicos libres, consiste en asociar dos o
mas moléculas de este compuesto con un grupo siloxano que puede ser lineal o ciclico

como se muestra en la figura 1.4a[24,25].

Mediante la reaccion de hidrosililacion se produce la adicion de hidruros de silicio a
enlaces insaturados, un método eficiente para la formacion de compuestos
organosililados y representa una de las reacciones mas importantes en la quimica del
silicio[26]. Este proceso es muy utilizado en la industria para producir agentes de
acoplamiento de silano y polimeros de silicona tales como aceites, cauchos y resinas.
Esta reaccion se lleva a cabo mediante una adicion anti-Markovnikov, en presencia

del catalizador de platino llamado “catalizador Karstedt” (Figura 1.4 b), el cual, es un



complejo de platino (0) que contiene ligandos de vinilo-siloxano y exhibe alta actividad,

selectividad y, también, una excelente solubilidad en componentes sililados[27].

a) Me, o. Me b) Catalizador Karstedt
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Figura 1.4. a) Esquema de la reaccion de hidrosililacion del undec-10-enoato de metilo
usando un mondmero siloxano lineal y ciclico. b) Estructura del catalizador de
Karstedt. Fuente: Elaboracion propia.

El mecanismo de reaccién de hidrosililacion depende de la naturaleza del catalizador
utilizado. En el caso del catalizador de Karstedt, el ciclo catalitico, propuesto en 1965
por Chalk-Harrod[26] (Figura 1.5), consiste basicamente en una adicion oxidativa-
eliminacién reductiva convencional: primero la adicion oxidativa de silanos
trisustituidos HSiR3s al complejo metalico, seguido por la insercion migratoria del
alqueno al enlace M-H, para luego someter el complejo metal (silil) (alquilo) resultante
a una eliminacion reductora mediante la formacion del enlace Si-C y la regeneracion

del complejo metdélico.
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Figura 1.5. Mecanismo de Chalk Harrod para la hidrosililaciéon de un alqueno.
Fuente: Modificado de J. Matinson y colaboradores[26].

La modificacion del derivado de aceite de ricino (undec-10-enoato de metilo),
incorporando moléculas de siloxanos, le proporciona al mondémero nuevas
propiedades tales como: alta permeabilidad a gases, estabilidad térmica y quimica,
baja temperatura de transicién vitrea, baja tension superficial y una excelente
biocompatibilidad[28]. El origen de algunas de estas propiedades reside en la fuerza
y flexibilidad del enlace Si-O, la baja fuerza interactiva entre los grupos metilicos
geminales y el caracter i6nico del enlace de siloxano[28][29]. La distancia del enlace
Si-O es mas corta que la suma de los radios covalentes (1.64 A comparado con 1.76
A) lo que le concede un caracter parcial de doble enlace. Ademas, la barrera de
rotacion alrededor del eje Si-O es de 2.5 kJ/mol para (MesSi)20, y la barrera de
linealizacion del angulo Si-O-Si es de 1.3 kJ/mol, ambos muy bajos. Lo anterior, hace
que la cadena de siloxanos sea extraordinariamente flexible, tanto que el angulo Si-
O-Si (140°-180°), es mucho mas ancho que el angulo tetraédrico. Muchos autores
atribuyen estas caracteristicas al caracter fuertemente i6nico del enlace Si-O, y a la
hiperconjugacion negativa (p(O) > 0o*(Si-X))w, en la cual X es un &atomo
electronegativo (O, N, F, CI) [30],[31].

Es importante destacar que estos monomeros (diéster metilico y tetraéster metilico)

presentan comportamiento anfifilico y tienen la capacidad de formar nanoesferas o
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bien nanoparticulas en heptano o etanol, sin necesidad de formar un polimero (Figura
1.6). Donde la cadena del éster graso corresponde al segmento hidrofobico y el grupo

terminal éster atafie al bloque hidrofilico[24].

f Siloxano

Cadena hidrofébica

Grupo éster

Estructura propuesta en etanol Estructura propuesta en heptano

Figura 1.6. Comportamiento anfifilico de los monomeros ésteres sililados. Fuente:
Modificada de Riviere y colaboradores[24].

1.5. Obtencion de polimeros anfifiicos por policondensacién con
polietilenglicol.

Los polimeros anfifilicos se obtienen por policondensacion entre mondémeros
hidrofilicos e hidrofébicos. Los ésteres sililados descritos anteriormente (bloque
hidrofébico) condensan con dioles hidrofilicos para obtener poliésteres anfifilicos. El
polietilenglicol (PEG) es un diol comercial que se puede encontrar con diferentes
masas molares. Este polimero presenta caracteristicas y propiedades tales que se
encuentra aceptado por la administracion de alimentos y medicamentos de Estados
Unidos (FDA)[32]. Algunas de las caracteristicas son: buena solubilidad (medio
acuoso u organico), habilidad para formar complejos con metales catiénicos, no
toxicidad reportada y excelente biocompatibilidad[32,33]. Estas propiedades hacen
del PEG un excelente candidato para obtener poliésteres anfifilicos que puedan ser
usados en el area de biomedicina (liberacién de drogas, formacion de hidrogeles,
etc)[33-35].

Los poliésteres con propiedades anfifilicas, pueden organizarse (en medio acuoso) en

un nucleo hidrofébico y en una envoltura hidrofilica generando estructuras conocidas



como “micelas” (Figura 1.7 a)[36]. Esta capacidad de autoensamblaje presenta gran
relevancia en el area de los surfactantes y en biomedicina por su rol en la liberacion
de drogas[37],[38].

La formacién de micelas se da por encima de la concentracion micelar critica (CMC),
donde las moléculas se agregan espontaneamente en solucion acuosa[36]. La CMC
puede ser evaluada mediante espectroscopia de fluorescencia, utilizando una
molécula hidrofébica y fluorescente como pireno, que se posiciona en el centro de la
micela (Figura 1.7 b), sufriendo un cambio de polaridad, por lo tanto, un cambio en
sus propiedades fotoquimicas (corrimiento espectral). La capacidad de formar micelas
es relevante, ya que se podria albergar una molécula huésped o bien encapsular
analitos deseados para posteriormente ser liberados[39],[40].

Hidrofilico Hidrofébico
I\
r )

N\

Auto
ensamblaje

en agua

27 nm

b)

Figura 1.7.a) Ejemplo de formacién de micela. b) Encapsulacion de pireno en micela.
Fuente: modificada de Scott M. Grayson y colaboradores[36].

Laurent y Grayson han reportado[41] la sintesis de homopolimeros anfifilicos que
tienen la capacidad de formar estructuras micelares dinamicas, que presentan la
propiedad de encapsular y liberar selectivamente moléculas huéspedes, dependiendo
de la polaridad del disolvente. Si bien la estructura de los polimeros se ha dilucidado
a través de técnicas espectroscopicas, aun se estudia como se organizan las
moléculas al cambiar de un medio polar a uno no polar[42]. Existe, ademas, evidencia
de la dependencia entre el tamafio de los segmentos, tanto hidrofilicos como

hidrofobicos, y la organizacion molecular que presentan estas micelas[36],[43].



1.6. Obtencion de polimeros fluorescentes

Otro tipo de compuestos de interés en los ultimos aflos son dioles que posean la
capacidad de emitir luz, con el fin de obtener poliésteres fluorescentes[44]. La
fluorescencia es la luz emitida por un atomo o molécula, posterior a una absorcién de
energia electromagnética, la cual, surge de la transicion desde el estado fundamental

(sencillo) al primer singlete excitado[45].

En los ultimos 10 afios, los polimeros con propiedades fluorescentes han recibido
mucha atencion, debido a su importancia como biosensores o como materiales
fluorescentes. La incorporacion de moléculas fluorescentes a materiales poliméricos
se puede realizar basicamente por dos vias. Por unién covalente de una molécula
fluorescente a la cadena polimérica, o bien a través de encapsulacion fisica de
particulas fluorescentes. Cuando la incorporacion procede por union covalente se
pueden distinguir dos tipos de polimeros fluorescentes como se muestra en la

siguiente figura:

n

Figura 1.8. Tipos de polimeros fluorescentes. Fuente: Modificada de Yi Zhanga y Jian
Yang[18].

a. El fluor6foro es parte de la cadena principal, el cual puede sufrir apagamiento

durante la polimerizacion.

b. El grupo fluoroforo puede encontrarse como una ramificacion de la cadena

principal.

Este tipo de material fluorescente es utilizado como matriz para encapsular drogas
con el fin de poder realizar seguimientos de estas, estudiar su comportamiento y

visualizar en que 6rgano o célula se ha liberado[18].
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Existen variadas clases de materiales o compuestos que son utilizados como

emisores fluorescentes:

Emisores fluorescentes pequefios: Son sondas orgénicas u organometélicas
(Figura 1.9), que generalmente consisten en estructuras de anillo 1 conjugado
tal como xantenos, pirenos o cianinas. Estos fluoréforos estan disponibles
comercialmente y pueden ser adaptados a aplicaciones particulares cambiando
la quimica de sus grupos sustituyentes. El pequefio tamafio de la sonda (~1
nm) lo convierte en una excelente opcién para muchas aplicaciones, sobre todo

en biologia[46].

HO o} (0]
ee
! COOH

Figura 1.9. Fluoresceina, ejemplo de emisores fluorescentes pequefios. Fuente:
Modificado de Daniel C. Harris[47].

Proteinas fluorescentes: De gran interés para los biélogos por su capacidad
para indicar los niveles de expresion genética en los sistemas vivos. Aunque su
emision de fluorescencia es similar a las sondas organicas, las proteinas
fluorescentes son fundamentalmente diferentes de otros marcadores, debido a
gue el cromaoforo se forma al establecerse la estructura terciaria conocida como
barril beta. La proteina verde es un ejemplo de este tipo de marcador
fluorescente bioldgico (figura 1.10) [48].

Figura 1.10. Proteina verde fluorescente. Fuente: Modificado de Roger Y. Tsien[48].
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[ll. Quantum Dots (Puntos cuanticos) semiconductores coloidales (QDs). Estas
nanoparticulas (Figura 1.11) son generalmente fabricadas de PbS, CdSe, u
otros semiconductores, su dimension es entre 2-50 nm, y la emision que
presentan depende de su tamafio. Son usados en el area de optoelectronica,
biomedicina, paneles solares experimentales. etc. Sin embargo, su toxicidad

biologica ha restringido su utilizacion[49].

Figura 1.11. Imagen de Quantum Dots. Fuente: modificado de Medints y
colaboradores[49].

Cabe destacar que la principal ventaja de utilizar moléculas fluorescentes en la
preparacion de materiales poliméricos, reside en que tanto la molécula como la nano-
estructura que ellas formen (micelas o matrices etc.) estardn dotadas de las
caracteristicas propias de las moléculas fluorescentes, esto implica una alta
sensibilidad de deteccion (rango micro molar) para las moléculas solubles, y para
aquellas moléculas capaces de formar matrices tridimensionales, tienen la posibilidad
de ser estudiadas por técnicas de microscopia de fluorescencia[50-53]. La
microscopia de fluorescencia permite la obtencién de imagenes de alta nitidez y
contraste, y en su modalidad confocal es posible obtener "secciones épticas" de la
muestra, permitiendo estudios estructurales tridimensionales. Esta técnica ademas de
ser no invasiva, requiere un minimo de preparacién previa en comparacion con otras

técnicas existentes[54—-56].

Algunas de las moléculas que se han utilizado para obtener poliésteres fluorescentes,
donde las sondas se encuentran presentes en la cadena principal del polimero se

muestra en la figura 1.12.
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Figura 1.12. Estructura de los fluor6foros a)  4-(hidroximetil)-7-(3-
hidroxipropoxi)cumarina b) 2,2'-(1,4-fenilenbis(oxi))dietanol. Fuente: Elaboracion
propia

a)

La estructura de la molécula 4-(hidroximetil)-7-hidroxicumarina (Figura 1.12a), es
conocida como cumarina diol (CUD), pertenece a la familia de las cumarinas (2H-1-
benzopiran-2-ona) que constan de una amplia clase de sustancias fendlicas que se
encuentran en plantas y estan conformados por un anillo de benceno y a-pirona
fusionados[57]. Esta clase de compuestos presentan diversas ventajas entre los
fluoréforos ya existentes: su rendimiento cuantico es relativamente alto, su estructura
permite, al sufrir reacciones de policondensacion, formar parte de la cadena central y
no pierde la habilidad de emitir luz[58]. Ademas, esta molécula no ha sido reportada
como toxica[59] y es considerada biocompatible, lo que la hace de gran interés como
sonda fluorescente[60].

Por otro lado, la 2,2'-(1,4-fenilenbis(oxi)) dietanol (Figura 1.12 b), pertenece a la familia
de las hidroquinonas, la cual, es un producto comercial que presenta propiedades de
biocompatibilidad similares a CUD. Esta hidroquinona ha sido utilizada por el grupo
de Abraham Joy para sintetizar poliésteres, en copolimerizacién con CUD, con el fin
de ayudar a aumentar las propiedades fotoquimicas del poliéster y mejorar sus

propiedades mecanicas[58].
1.7. Formacion de fibras y geles

Los poliésteres se pueden encontrar en diferentes estructuras tridimensionales, tales
como fibras (aplicables en textiles, envases, tecnologia médica, etc[61]) asi como
también geles o hidrogeles, (Utiles como dispositivos para la liberacion controlada de

sustancias farmacolégicas, o como biomateriales en ingenieria de tejidos[62]).

Existe una amplia variedad de materiales clasificados como fibras, donde se incluyen
productos tanto naturales como sintéticos, de origen organicos e inorganicos. La

clasificacion de una sustancia como fibra, depende mas de su forma que de cualquier
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otra propiedad. Una definicion corriente exige que su longitud sea al menos 100 veces
mas que su didmetro. Entre las fibras naturales se encuentran el algodoén, la lana y el

lino, y algunas fibras sintéticas son el nylon y el tereftalato de polietileno[63].

Por otro lado, con el nombre de gel se designa a un gran namero de sistemas
coloidales dispares cuyo punto en comun es el de poseer, bajo determinadas
condiciones, un comportamiento analogo al de los sdélidos. Ello implica que los geles
poseen una estructura continua a escala macroscépica y presenta cierto grado de
permanencia. Ademas, un gel presenta la propiedad Unica de incorporar y retener
cantidades de disolvente que sobrepasan la proporcion del componente basico. Por
todo ello, la definicién topoldgica implica que un gel debe comportarse mecanicamente
como un sélido cuando se aplica una tension, en determinado periodo de tiempo[64].

Cuando un gel incorpora en su estructura un disolvente como agua pasa a llamarse
hidrogel, y cuando el disolvente utilizado es organico lleva el nombre de organogel. La
habilidad de incorporar y retener agua en su estructura surge por la presencia de
segmentos o grupos funcionales hidrofilicos unidos a la red polimérica, mientras que
su resistencia a disolverse surge por la presencia de puntos de entrecruzamiento, o
bien de interacciones, dependiendo si es un gel quimico (presencia de enlaces
covalentes) o fisico (interacciones de Van der Waals)[65],[64].

El contenido de agua de un hidrogel determina sus caracteristicas fisicoquimicas
Unicas, que pueden asemejarse a las de los tejidos vivos mas que cualquier otra clase
de biomateriales sintéticos, sus caracteristicas son: consistencia suave, elastica, y
baja tension interfacial cuando entran en contacto con agua o fluidos biologicos. La
estructura porosa del hidrogel permite la carga de analitos (farmacos, fertilizantes,
etc.) en su matriz y los protege de entornos hostiles, como la presencia de enzimas o
un bajo pH. Ademas, los hidrogeles pueden controlar la liberacion del analito debido
a cambios (hinchamiento o degradacion) en la estructura del gel en respuesta a
estimulos internos o externos[66],[67]. Por esta razon es importante realizar estudios
tales como: grado de entrecruzamiento, encapsulacion y liberacion de analitos, de
modo que permita visualizar el porcentaje de liberacion. Ademas, es importante
realizar ensayos de grado de hinchamiento para caracterizar de mejor manera los

polimeros que formen geles.
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El propésito final de esta Tesis Doctoral es la obtencion de poliésteres tanto lineales
como reticulados a partir de derivados sililados del aceite natural undec-10-enoato de
metilo de modo de obtener poliésteres biocompatibles. Se plantea preparar poliésteres
anfifilicos o fluorescentes. Los polimeros al ser sintetizados con PEG de diferentes
masas molares, se espera sea un polimero con propiedades anfifilicas. En segunda
instancia se obtendran polimeros fluorescentes, con el fin de ayudar a dilucidar la
estructura y organizacion de los nuevos polimeros. Ademas, ambos tipos de

poliésteres seran clasificados como fibras o geles, mediante las técnicas adecuadas.

Finalmente, la primera parte de esta tesis consistira en la preparacion de mondémeros
sililados derivados del undec-10-enoato de metilo (mondémero lineal y ciclico), los
cuales poseen propiedades de biocompatibilidad, la capacidad de organizarse en
forma de nanoesferas o nanoparticulas, con caracteristicas hidrofébicas cuando se
incorporan en una estructura polimérica. Posteriormente la asociacion de estos
monomeros por policondensacion con PEG, permitiria la formacién de polimeros
anfifilicos, con estructuras tanto lineales como entrecruzadas, donde se espera
obtener fibras cuando sean polimeros lineales y geles cuando sean polimeros
reticulados. Sus morfologias seran confirmadas mediante microscopia electrénica de

barrido (SEM) o por microscopia de luz polarizada (MOP).

La segunda parte del proyecto consistira en sintetizar poliésteres fluorescentes, a
partir de los mondmeros antes descritos mediante policondensacién con moléculas
fluorescente como la hidroquinona y cumarina diol. Los poliésteres resultantes seran
caracterizados por microscopia de fluorescencia confocal, para obtener informacion
acerca de la insercion de la molécula fluorescente en la red polimérica, ademas de

informacion estructural de los nuevos polimeros.

1.8. Hipotesis

La transformacién quimica del undec-10-enoato de metilo, derivado del aceite natural
ricino, permite obtener monémeros multifuncionales via reaccién de hidrosililacion.
Estos monomeros diéster y tetraéster ciclico presentan caracteristicas hidrofobicas,

gque debieran poder condensar con:
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l. Dioles hidrofilicos como polietilenglicol de diferentes masas molares, para
sintetizar y estudiar poliésteres sililados con propiedades anfifilicas, que sean tanto

lineales como reticulados.

Il. Dioles fluorescentes como cumarina diol (CUD) e hidroquinonas, para sintetizar
nuevos poliésteres sililados con la propiedad de emitir luz, que permitirian determinar
Su organizacion estructural con técnicas de alta sensibilidad, como la microscopia de

fluorescencia confocal.

Estos polimeros podrian ser un punto de partida para la generacion de nuevos
poliésteres con caracteristicas biocompatibles deseables en biomateriales.

1.9. Objetivos
1.9.1. Objetivo general

Obtener nuevos poliésteres lineales y reticulados con propiedades anfifilicas y/o
fluorescentes, a partir del derivado de aceite de ricino undec-10-enoato de metilo,
mediante reacciones de policondensacion entre ésteres sililados y diferentes

alcoholes (polietilenglicol y cumarina diol).

1.9.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar tanto el monémero di-éster sililado (MDS) como el monémero ciclico tetra-
ester sililado (MCTS) a partir de undec-10-enoato de metilo y caracterizarlos mediante

técnicas espectroscopicas. (FT-IR, H y 3C RMN).

2. Sintetizar polimeros anfifilicos por policondensacion de monémeros sililados tanto
lineal como ciclico, con la serie de dioles de polietilenglicol de diferentes largos de
cadena (PEG 400; PEG1000; PEG1500; PEG 2000; PEG3000).

3. Caracterizar cada polimero obtenido en el punto 2, con técnicas espectroscopicas
adecuadas tales como FT-IR, TH-RMN, ¥C-RMN. Otros estudios fisicoquimicos tales
como cromatografia de exclusion molecular (GPC); analisis calorimétrico (TGA y
DSC); microscopia electronica de transmision (TEM); microscopia de barrido
electronica (SEM).
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4. Realizar estudios de concentracion micelar critica, en agua y en cloroformo, y

estudios de tamafio de particula (DSL).

5. Sintetizar cumarina diol (CUD) vy caracterizacibn mediante técnicas
espectroscopicas. (FT-IR, 'H y 13C-RMN).

6. Sintetizar polimeros fluorescentes por policondensacion de monémeros sililados
tanto lineales como ramificados con moléculas organicas fluorescentes, tales como la
cumarina diol (CUD), hidroquinona, y la combinacion de estas en diferentes

proporciones.

7. Caracterizar cada polimero obtenido en el punto 6, por técnicas espectroscépicas
tales como FT-IR, RMN 'H, RMN 13C. Ademas, estudios fisicoquimicos tales como;

analisis calorimétrico (TGA y DSC); microscopia de barrido electrénica (SEM).

8. Preparar fibras y geles, segun corresponda, los cuales seran analizados mediante
SEM, microscopia Optica (MOP). Los polimeros resultantes del punto 6 seran

analizados a través de microscopia confocal de fluorescencia.
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CAPITULO 2 — METODOLOGIA

2.1. Obtencion y caracterizacion de mondémeros sililados

2.1.1. Obtencion y caracterizacién del monémero di-éster sililado (MDS)

La sintesis se llevé a cabo mediante la reaccion de hidrosililacion (Figura 2.1) entre
0.68 g de 1,1,3,3-tetrametildisiloxano (CAS 3277-26-7, Merck) y 2.0 g de undec-10-
enoato de metilo (CAS 111-81-9, Merck), utilizando 0.03 mmol del catalizador Karstedt
1% (platino (0)-1,3-divinil-1,1,3,3-tetrametildisiloxano, CAS 68478-92-2 Sigma
Aldrich), en presencia de 4 mL de tolueno (CAS 108-88-3, Merck) seco a 80°C por 4
h, luego se destilé el solvente y purifico en una columna flash con una mezcla de
hexano/acetato de etilo 7:3, obteniéndose, previa evaporacion del solvente el producto
puro 2.36 g, obteniendo un 88% de rendimiento. La estructura de este monémero se

confirmé por andlisis espectroscépicos FT-IR, *H-RMN y 3C-RMN.[24]

Me Me

HSi—O—SiH

Me Me
Me Me
[Pd] MeOOC (H,C)19—Si—0—Si—(CH,)1o COOMe
o
+ 8PS Me Me
o)

| MDS
2 HC=C—(CHy)g-C—O—Me

Figura 2.1. Esquema de la reaccién de hidrosililaciéon para la formacion del monémero
lineal sililado. Fuente: Modificado de Riviere y colaboradores[24].

Caracterizacion de MDS: FT-IR (KBr) cm™: 1743 (CO), 1253 (SiMe), 1067-1172
(SiOSi). TH NMR (CDCls) & (ppm): 0.05 (s, 12H, CHsSi); 0.51 (t, 4H, CH2Si); 1.28 (s,
28H, (CH2)7); 1.64 (m, 4H, CH2CH2CO); 2.32 (t, 4H, CH2CO); 3.69 (s, 6H, CHz0). 13C-
RMN (CDCls) & (ppm): 0.38 (CHsSi); 18.4 (CH2Si); 21.0, 22.6, 23.3, 24.9, 29.3, 29.4,
29.5, 33.4 ((CH2)s); 34.1 (CH2-CO); 51.5 (OCHs); 174 (CO).
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2.1.2. Obtencion y caracterizacion del mondmero ciclico tetra-éster sililado
(MCTS)

La sintesis se llevé a cabo mediante la reaccion de hidrosililacion (Figura 2.2) entre
0.6 g de 2,4,6,8-tetrametilciclotetrasiloxano (CAS 2370-88-9, Merck) y 2.0 g de undec-
10-enoato de metilo (CAS 111-81-9, Merck), utilizando el catalizador Karstedt 1%
(platino (0)-1,3-divinil-1,1,3,3-tetrametildisiloxano, CAS 68478-92-2 Sigma Aldrich), en
presencia de 2 mL tolueno (CAS 108-88-3, Merck) seco, a 40°C por 6 h,
posteriormente se destilo el solvente y el crudo se purific6 mediante una columna
flash, usando una mezcla de hexano/acetato de etilo 7:3, obteniéndose, previa
evaporacion del solvente, 2.1 g de producto puro, que corresponde a un 89% de
rendimiento [24].

Me o Me
i msil
\ MCTS
o o
\ / (CHy)1o COOMe

HSi HSi (CH5);0 COOMe
i\ — l\

o | 2 3
Me Me Me_Si/ \SI—Me

[Pt]
40°C

Me —Si Si—(CHy)10 COOMe
o |\0/ |
(CHy)10 COOMe Me

4 H,C=C—(CHp)g-C—0—Me

Figura 2.2. Esquema de la reaccién de hidrosililacion para la formacion del monémero
ciclico sililado. Fuente: Modificado de Riviere y colaboradores[24].

Las estructuras de ambos mondmeros fueron confirmadas por andlisis
espectroscopico FT-IR usando un espectrometro Nicolet Magna 550, en tanto, los
espectros de RMN *H y 3C se obtuvieron usando un Bruker Avance 400 MHz con

CDCls como solvente y tetrametilsilano como referencia interna.

Caracterizacion de MCTS: FT-IR (KBr) cm?: 1742 (CO), 1257 (SiMe), 1079-1172
(SiOSi). H NMR (CDCIls) & (ppm): 0.08 (s, 12H, CHsSi); 0.53 (t, 8H, CH2Si); 1.28 (s.
56H, (CH2)7); 1.64 (m, 8H, CH2CH2CO); 2.32 (t, 8H, CH2CO); 3.69 (s, 12H, CHz0).
13C-RMN (CDCIs) & (ppm): 0.60 (CHsSi); 17.2 (CH2Si); 23.0, 25.0, 29.2, 29.3, 29.4,
29.5, 29.6, 33.2 (CH2)s); 34.1 (CH2-CO); 51.6 (OCHs3); 175 (CO).
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2.2. Obtencion de poliésteres anfifilicos

2.2.1. Obtencion y caracterizacidon de poliésteres anfifilicos lineales

Se sintetizaron a partir de la reaccion de transesterificacion entre el monémero MDS
y polietilenglicol con diferentes largos de cadena 400, 1000, 1500, 2000 y 3000 g/mol
(CAS 25322-68-3, Merck), los cuales, fueron adquiridos en Merck, de igual forma que
el catalizador tetrabutoxido de titanio Ti(OBu)4 (CAS 5593-70-4, Merck)

El procedimiento utilizado fue el mismo para todos los polimeros lineales obtenidos
(Figura 2.3), el cual consisti6 en afiadir 0.94 mmol de PEG con 0.03 mmol de Ti(OBu)4
a 0.94 mmol del mondémero diéster (MDS) en agitacion. La mezcla se calenté a 180°C
y la presion se redujo a 0.66 mbar. Cuando se alcanzé la temperatura, esta se
mantuvo constante, y se empezd a contabilizar el tiempo de polimerizacion. La
reaccion se realiz0 a tres tiempos diferentes, con el fin de obtener la masa molar mayor
(1, 2, 3 h), la polimerizacion es interrumpida disminuyendo la temperatura, hasta llegar
a temperatura ambiente, ademas, el poliéster no recibe ningun tratamiento posterior.
Cabe sefialar que, todos los poliésteres presentaron un caracter sélido de aspecto
eslastémerico, excepto el poliéster sintetizado con PEG 400, que resulto ser liquido.

La nomenclatura utilizada para nombrar los diferentes poliésteres lineales (PEL)
presenta la masa molar de PEG de partida, seguido del tiempo de polimerizacién: por
ejemplo, PEL400-1, corresponde, al poliéster procedente de polietilenglicol con masa
molar de 400 g/mol obtenido después de una hora de polimerizacion. El rendimiento
para cada polimero se presenta en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Rendimientos de polimeros lineales a las dos h de reaccién. Fuente:
Elaboracion propia.

Poliéster PEL400 PEL1000 PEL1500 PEL2000 PEL3000
Rendimiento (%) 78 75 72 76 74

20



Me Me

o
MeOOC (Hzc)10_s:i_o_%i_(cH2)1o COOMe + H% \/1\0H

Me Me

180°C

cat: Ti

- CH;0H
o} Me Me o)
| ] [ 0
C'(H2c)1O_Sll_o_Tl—(CHz)m—C—O

Me Me n

X

Figura 2.3. Esquema de la ruta sintética para la obtencion de poliésteres anfifilicos

lineales. Fuente: Elaboracion propia.

La caracterizacion se llevo a cabo mediante *H-RMN y 13C usando un espectrometro
Bruker Avance de 400 MHz, con CDCIs como disolvente y tetrametilsilano como patrén
interno. Los analisis espectroscopico FT-IR se determinaron utilizando un
espectrometro Nicolet Magna 550 y los analisis elementales se realizaron usando un
analizador elemental Perkin-Elmer 240C.

Caracterizacion de PEL400-2 (X = 18): FT-IR (KBr) cm: 3506 (OH grupo terminal),
2922-2860 (C—H sp?), 1736 (C=0), 1113 (C-0). *H-RMN (CDCI3): 8 0.03 (SiCHs), 0.5
(SiCH2), 1.27-1.63 ((CH2)s), 2.27 (CH2CO), 3.67 (OCH2CH20), 4.22 (COCH2CH-0).
13C-RMN(CDCI3): 8 0.40 (SiCHs), 18.4 (CH2Si), 23.3, 24.9, 29.1, 29.2, 29.3, 29.4, 29.5,
33.5,34.2 ((CH2)9), 69.2 (OCH2CH20CO0), 70.6 (OCH2CH-0), 174 (C=0), 70.3,72.6
(HOCH2CH20, OCH2CH20CO). Andlisis elemental (%) para (Ca4HgsO13Si2)x, tedrico:
C 60.00, H 10.00; experimental: C 59.55, H 10.37.

Caracterizacion de PEL1000-2 (X = 21): FT-IR (KBr) cm: 3450 (OH grupo terminal),
2922-2863 (C—H sp?), 1735 (C=0), 1111 (C-0). H-RMN (CDCls): & 0.04 (SiCHs),
0.46 (SiCHz), 1.23-1.58 ((CHz2)s), 2.27 (CH2C0O), 3.61 (OCH2CH:0), 4.2
(COCH2CH:0). 13C-RMN (CDCls): 5 0.62 (SiCHs), 18.0 (CH2Si), 22.9, 24.5, 28.7, 28.9,
29.0, 29.1, 29.6, 33.1,33.8 ((CHz2)9), 68.9 (OCH2CH>0CO), 70.1 (OCH2CH-0), 173
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(C=0), 69.8,72.2 (HOCH2CH20, OCH2CH20CO). Analisis elemental (%) para
(C70H140026Si2)x tedrico: C 57.85, H 9.64; experimental: C 57.11, H 9.94.

Caracterizacion de PEL1500-2 (X = 14): FT-IR (KBr) cm: 3453 (OH grupo terminal),
2886 (C-H sp?), 1737 (C=0), 1112 (C-0). H-NMR (CDClIz): & 0.00 (SiCHs), 0.46
(SiCH2), 1.23 —1.59 ((CH2)s), 2.30 (CH2CO), 3.62 (OCH2CH20), 4.18 (COCH2CH20.
13C-NMR (CDCI3): 8 0.3 (SiCHs3),18.4 (CH2Si), 23.3, 24.9, 29.2, 29.3, 29.4, 29.5, 29.6,
33.5, 34.2 ((CHz2)9), 68.8 (OCH2CH20CO), 70.1 (OCH2CH20), 173.4 (C=0), 69.9,72.2
(HOCH2CH20, OCH2CH20CO). Anélisis elemental (%) para (Co4H188038Si2)x, tedrico:
C 56.97, H 9.49; experimental: C 56.22, H 10.01.

Caracterizacion de PEL2000-2 (X = 12): FT-IR (KBr) cm: 3451 (OH grupo terminal),
2887 (C—H sp?3), 1738 (C=0), 1111(C-0). H-NMR (CDCI3): & 0.03 (SiCHs), 0.48
(SiCH2), 1.27-1.63 ((CH2)s), 2.33 (CH2CO), 3.66 (OCH2CH20), 4.22 (COCH2CH20).
13C-RMN (CDCI3): 8 0.4 (SiCHs),18.4 (CH2Si), 23.2, 24.9, 29.1, 29.3, 29.4, 29.5, 29.6,
33.4, 34.2 ((CH2)9), 69.2 (OCH2CH20CO0), 70.5 (OCH2CH20), 173.4 (C=0), 71.9,72.6
(HOCH2CH20, OCH2CH20CO). Andlisis elemental (%) para (C116H232049Si2)x, tedrico:
C 56.49, H 9.42; experimental: C 55.98, H 10.07.

Caracterizacion de PEL3000-2 (X = 9): FT-IR (KBr) cm: 3495 (OH grupo terminal),
2888 (C—H sp?3), 1739 (C=0), 1111(C-0). 'H-RMN (CDCI3): & 0.01 (SiCHs), 0.47
(SiCH2), 1.24-1.58 ((CH2)s), 2.31 (CH2CO), 3.63 (OCH2CH20), 4.22 (COCH2CH20).
13C-NMR (CDCI3): 8 0.4 (SiCHs),18.5 (CH2Si), 23.4, 24.5, 29.0, 29.2, 29.3, 29.4, 29.5,
33.5, 34.3((CH2)9), 63.4 (OCH2CH20CO0), 70.6 (OCH2CH20), 173.6 (C=0). Analisis
elemental (%) para (C162H324072Si2)x, tedrico: C 55.93, H 9.32; experimental: C 55.25,
H 9.76.

La cromatografia de permeacién en gel (GPC) se realiz6 usando un instrumento
Perkin Elmer Series 200 a 20 °C con un detector de indice de refraccion. Todas las
pruebas se realizaron con tetrahidrofurano (THF) como eluyente a una velocidad de
flujo de 0.5 mL mint. Se obtuvo una curva de calibracién de masa molecular con
estandares de poli (estireno) en un intervalo de masa molecular de 580 a 3 200 000
g/mol. La masa promedio en numero (Mn) y la masa promedio en masa (Mw) fueron

evaluados a partir de estas mediciones.

Los analisis termogravimétricos (TGA) se realizaron usando un instrumento Netzsch

TG209 F1 IRIS en capsulas de platino a velocidades de calentamiento prescritas de
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10°Cmint en un rango entre 20 a 500°C bajo un flujo constante de nitrégeno de 20

mL min-1.

El comportamiento calorimétrico se estudio mediante DSC utilizando un calorimetro
de barrido diferencial Netzsch DSC 204 F1 Phoenix. Las muestras (aproximadamente
6-9 mg) se colocaron dentro de capsulas de aluminio y se calentaron bajo un flujo de
nitrégeno a 20 mL min-t, variando de 50 a 300°C, a una velocidad de calentamiento
de 20°C min,

Con el objetivo de minimizar las diferencias en el historial térmico de las muestras, se
obtuvieron los termogramas correspondientes, considerando las temperaturas de
descomposicion detectadas en TGA, de acuerdo con el siguiente programa de
temperatura: calentamiento desde 50 hasta 300°C (etapa dinamica), etapa isotérmica
a 300°C (estética), enfriamiento hasta — 50°C (etapa de enfriamiento dinamico), etapa
isotérmica a -50°C (estatica) y calentamiento hasta 300°C (dinamico).

Por otro lado, la preparacion de las fibras se realizo segun el siguiente procedimiento:
el polimero se coloc6 en una placa de vidrio y luego se calentd hasta su fusion. Una
vez el polimero estaba en su punto de fusion se retir6 la placa del calentador y se
sumergio un capilar de vidrio cerrado. Posteriormente, se extrajo el capilar para formar
la fibra, que se deposit6é en otra placa de vidrio, las cuales fueron caracterizadas por
MOP (microscopia Optica polarizada) utilizando un microscopio éptico Olympus BX51
equipado con un polarizador Olympus U-TV0.5XC-3 y un controlador de temperatura
LinkamT95-PE.

Formacion de micelas
a) Formacion de micelas directas

El valor de la concentracion micelar critica (CMC) de los poliésteres anfifilicos lineales
se determind mediante espectroscopia de fluorescencia en estado estacionario,
usando como sonda fluorescente pireno (129-00-0, Merck). Se us6 una solucion
acuosa saturada de pireno para preparar soluciones de poliésteres entre 0.001 a 0.1
mg mL:. Los espectros de excitacion de pireno se adquirieron usando el
espectrometro de fluorescencia QuantaMaster de Photon Technology International

Inc, en el rango de 300 a 370 nm, con una longitud de onda de emision de 383 nm. La
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CMC de la serie se obtuvo a partir del grafico relacion de intensidad de fluorescencia

337/334 nm frente al logaritmo de la concentracion de poliéster[68].
b) Formacion de micelas inversas

El valor de la concentracion micelar critica (CMC) de los poliésteres anfifilicos lineales
se logré6 mediante espectroscopia de fluorescencia en estado estacionario usando
piranina (8-hidroxipireno-1, 3, 6-trisulfonato de sodio) como sonda fluorescente (6358-
69-6, Sigma Aldrich). Se us6 una solucion cloroformo/metanol 9:1 (67-66-3; 67-56-1,
Merck), respectivamente, con una cantidad micrométrica de la sonda, para preparar
soluciones de poliésteres entre 0.005 a 0.9 mg mL™. Los espectros de emision de
piranina se adquirieron usando el espectrometro de fluorescencia QuantaMaster de
Photon Technology International Inc. en el rango de 410 a 460 nm, con una longitud
de onda de excitacion de 406 nm. La CMC de la serie se obtuvo a partir del gréfico
relacion de intensidad de fluorescencia 430/424 nm frente a la concentracion de

poliéster.

Ambas micelas fueron estudiadas mediante microscopia electronica de transmision
(TEM) la cual se llevé a cabo utilizando un instrumento JEOL 1200EXII con un voltaje
de activacion de 120 kV. Para la preparacion de la muestra, se colocé una gota de
cada solucion de polimero sobre una rejilla de cobre revestida con carbono, seguido
de tincién con solucién de acetato de uranilo al 2% (p/v) y secado a temperatura
ambiente. El didmetro hidrodindmico de las particulas micelares se obtuvo mediante
dispersiéon dinamica de la luz (DLS) usando un instrumento Brookhaven 90Plus. Se

aplicé un laser de 35 mW a 532 nm.

2.2.2 Obtencion y caracterizaciéon de poliésteres anfifilicos entrecruzados

Se sintetizaron a partir de la reaccion de transesterificacion entre el monémero MCTS
y polietilenglicol con diferentes largos de cadena 400, 1000,1500, 2000, 3000,
6000g/mol (CAS 25322-68-3, Merck) los cuales fueron adquiridos en Merck, de igual
forma que el catalizador tetrabutoxido de titanio de titanio Ti(OBu)4 (CAS 5593-70-4,
Merck)

El procedimiento utilizado fue el mismo para todos los polimeros entrecruzados

obtenidos (Figura 2.4). Este consistio en afiadir 1.88 mmol de PEG con 0.03 mmol de
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Ti(OBu)4 a 0.94 mmol del monémero de tetraéster (MCTS) en agitacion. La mezcla se
calenté a 180°C y la presién se redujo a 3.0x102 mbar. Cuando la temperatura se
alcanzd, se mantuvo a este valor por 1 h, pasado este tiempo la polimerizacion es
interrumpida disminuyendo la temperatura, para luego lavar los poliésteres con
cloroformo. Estos polimeros seran designados con la abreviatura de “PEE”, que indica
gue es un poliéster entrecruzado, seguido de la masa molecular de PEG utilizado,

ejemplo PEE400. El rendimiento para cada polimero se presenta en la tabla 2.2.

Tabla 2.2. Rendimientos de polimeros entrecruzados. Fuente: Elaboracion propia.

Poliéster PEE400 PEE1000 PEE1500 PEE2000 PEE3000 PEE6000

Rendimiento(%) 80 81 87 90 97 89
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Figura 2.4. Esquema
entrecruzados. Fuente:

ruta sintética para la obtencion de poliésteres anfifilicos
Elaboracion propia.

La caracterizacion de 'H-RMN se llevé a cabo mediante HR-MAS utilizando un
espectrometro Bruker Avance de 400 MHz, con D20 como disolvente y tetrametilsilano
como patrén interno. Por otro lado, 13C y 29Si, se llevaron a cabo mediante CP-MAS,
utilizando un espectrometro Bruker Avance 400 MHz equipado con un iman

superconductor de 89 mm de diametro y 9.4 T de diametro (Larmor frecuencias para
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13C y 29Si con frecuencias de resonancia de 100.62 y 79.49 MHz, respectivamente).
El ancho de pulso de 90° fue de 3.5-4.5 ps y, en todos los casos, se usé un
desacoplamiento de protones de alta potencia. Todos los decaimientos de libre
induccion se sometieron a transformacién de Fourier estdndar. Los cambios quimicos
se referenciaron externamente a TMS. Los espectros 3C CP-MAS RMN se
adquirieron con un tiempo de contacto de CP de 1 msy un retardo de reciclado de 4
s y los espectros de RMN de ?°Si CP-MAS se obtuvieron con un tiempo de contacto
de CP de 4 ms y un retardo de reciclaje de 3 s. La velocidad de rotacion (MAS) fue de
9 kHz y NS = 2000 en todos los casos. Por otra parte, los analisis espectroscopicos
FT-IR se determinaron utilizando un espectrometro Nicolet Magna 550, y los andlisis

elementales se realizaron usando un analizador elemental Perkin-Elmer 240C.

Caracterizacion de PEE400: FT-IR (KBr) cm™: 3435 (OH grupo terminal), 2861 (C-H
sp?), 1739 (C=0), 1093 (C-0). HR-MAS 'H (D20): d 0.03 (Si-CHs), 0.41 (Si-CH2-),
0.90 (-CH2-), 1.64 (O-CO-CH2-CH), 2.58 (O-CO-CH2), 3.96 (OCH2CH20), 4.91
(COOCH2CHz). CP-MAS 3 C: & 0.52 (Si-CHzs), 18.2 (Si-CHz2-), 26.1 (-CH2-), 30.7 (O-
CO-CH2-CHy), 64.3 (O-CO-CH>), 71.6 (OCH2CH20), 172 (CO), ?°Si -20.4. Andlisis
elemental (%) para (CsaH164028Si4), tedrico: C 58.20, H 9.500; experimental: C 55.85,
H 9.820.

Caracterizacion de PEE1000: FT-IR (KBr) cm™: 3433 (OH grupo terminal), 2865 (C—
H sp3), 1736 (C=0), 1105 (C-0). HR-MAS *H (D20): d 0.09 (Si-CHz), 0.58 (Si-CH>-),
1.34 (-CHz-), 1.59 (O-CO-CH2-CH2), 2.36 (O-CO-CHz), 3.72 (OCH2CH20), 4.77
(COOCH2CHz). CP-MAS 3 C: 6 0.54 (Si-CHzs), 18.2 (Si-CHz2-), 26.1 (-CH2-), 30.7 (O-
CO-CH2-CHy), 64.4 (O-CO-CH>), 71.6 (OCH2CH20), 174 (CO), ?°Si -20.4. Andlisis
elemental (%) para (C13sH268054Si4), tedrico: C 56.70, H 9.300; experimental: C 52.01,
H 9.390.

Caracterizacion de PEE 1500: FT-IR (KBr) cm™: 3442 (OH grupo terminal), 2884 (C—
H sp?), 1739 (C=0), 1110(C-0). HR-MAS *H (D20): 5 0.12 (Si-CHs), 0.62 (Si-CH2-),
1.37 (-CH2-), 1.65 (O-CO-CH2-CH2), 2.40 (O-CO-CH), 3.76 (OCH2CH20), 4.83
(COOCH2CHz). CP-MAS 2 C: & 0.53 (Si-CHs), 18.3 (Si-CH2-), 26.0 (-CH2-), 30.7 (O-
CO-CH2-CHy), 64.4 (O-CO-CH>), 72.9 (OCH2CH20), 174 (CO), ?°Si -20.4. Andlisis
elemental (%) para (C1ssH364078Sis), tedrico: C 56.20, H 9.250; experimental: C 51.02,
H 9.200.
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Caracterizacion de PEE2000: FT-IR (KBr) cm™: 3442 (OH grupo terminal), 2885 (C—
H sp?®), 1738 (C=0), 1110 (C-0). HR-MAS H (D20): 5 0.02 (Si-CHs), 0.49 (Si-CH2-),
1.25 (-CHz-), 1.53 (O-CO-CH2-CH2), 2.23 (O-CO-CHz), 3.64 (OCH2CH20), 4.91
(COOCH2CHz). CP-MAS 13 C: & 0.47 (Si-CHg), 18.2 (Si-CH2-), 26.0 (-CH2-), 30.7 (O-
CO-CH2-CHy), 64.4 (O-CO-CH>), 71.6 (OCH2CH20), 174 (CO), ?°Si -20.3. Andlisis
elemental (%) para (C228H4520100Si4), tedrico: C 55.80, H 9.200; experimental: C 54.21,
H 9.420.

Caracterizacion de PEE3000: FT-IR (KBr) cm™: 3441 (OH grupo terminal), 2886 (C—
H sp?), 1738 (C=0), 1110 (C-0). HR-MAS !H (D20): d 0.03 (Si-CHz), 0.50 (Si-CH2-),
1.26 (-CHz-), 1.54 (O-CO-CH2-CH2), 2.25 (O-CO-CH2), 3.65 (OCH2CH20), 4.73
(COOCH2CHz). CP-MAS 3 C: 8 0.52 (Si-CHz), 18.3 (Si-CH2-), 26.0 (-CH2-), 30.7 (O-
CO-CH2-CHy), 64.4 (O-CO-CH>), 71.6 (OCH2CH20), 174 (CO), ?°Si -20.4. Andlisis
elemental (%) para (Cs20He360146Sl4), teorico: C 55.55, H 9.20; experimental: C 53.98,
H 9.580.

Caracterizacion PEE6000: FT-IR (KBr) cm™: 3434 (OH grupo terminal), 2888 (C-H
sp3), 1739 (C=0), 1111(C-0). HR-MAS *H (D20): & 0.04 (Si-CHz), 0.52 (Si-CH2-), 1.27
(-CHz2-), 1.55 (O-CO-CH2-CH2), 2.26 (O-CO-CH2), 3.67 (OCH2CH20), 4.73
(COOCH2CHz). CP-MAS 3 C: & 0.41 (Si-CHgs), 18.3 (Si-CH2-), 25.9 (-CH2-), 30.6 (O-
CO-CH2-CHy), 64.2 (O-CO-CH>), 71.4 (OCH2CH20), 174 (CO), ?°Si -20.3. Andlisis
elemental (%) para (Cso2H11800282Si4), tedrico: C 55.00, H 9.14; experimental: C 54.33,
H 9.00.

Los analisis termogravimétricos (TGA) se realizaron usando un instrumento
TGA/SDTA 851e METTLER TOLEDO en cépsulas de platino a velocidades de
calentamiento prescritas de 10°C min* en un rango de 20 a 500°C con un flujo

constante de N2 (20 mL mint).

El comportamiento calorimétrico se estudié mediante DSC utilizando un calorimetro
de barrido diferencial METTLER TOLEDO modelo DSC822e. Las muestras
(aproximadamente 10-12 mg) se colocaron dentro de capsulas de aluminio y se

calentaron bajo un flujo de nitrégeno a 20 mL min-.
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Con el objetivo de minimizar las diferencias en el historial térmico de las muestras, se
obtuvieron los termogramas correspondientes, considerando las temperaturas de
descomposicion detectadas en TGA, de acuerdo con el siguiente programa de
temperatura: calentamiento desde -90°C hasta 100°C (etapa dinamica), etapa
isotérmica a 100°C (estatica), enfriamiento hasta -90°C (etapa de enfriamiento
dindmico), etapa isotérmica a -90°C (estatica) y calentamiento hasta 100°C

(dindmico).

La densidad de entrecruzamiento se determiné mediante experimentos basados en
resonancia magnética nuclear de protones, que permite obtener la densidad de
entrecruzamiento a partir de la constante de acoplamiento dipolar. Las mediciones de
'H-RMN en el dominio del tiempo se realizaron en un espectrometro Bruker Minispec
mqg20 de campo bajo a una frecuencia de resonancia de protones de 20 MHz (0.5 T)
con pulsos de 90° de 3 us de longitud y un tiempo muerto de 12 us. La temperatura
de la muestra se controlé con un calentador BVT3000. Para evitar la degradacion, las
muestras fueron selladas a la llama en tubos de RMN de 8 mm en condiciones de
vacio. Se realizaron experimentos de RMN de doble cuantificacion a 80°C para
asegurar una dinamica lo suficientemente rapida como para completar el promedio
segmentario sobre todas las conformaciones de cadena posibles en la escala de
tiempo impuesta por el experimento de RMN[69].

La superficie de los poliésteres fue determinada mediante microscopia electronica de
barrido usando un equipo HITACHI SU800 Scaning electron microscope, previo
hinchamiento de cada poliéster y posterior liofilizacién de las muestras. Las muestras
fueron montadas en soportes de aluminio con cinta de doble cara adhesiva y luego
recubiertas con una capa metélica con oro. La morfologia de los poliésteres fue

eximida a una emisién de campo de 3 kV y a magnificaciones de 50 a 500x.

Para verificar el grado de toxicidad de los poliésteres entrecruzados se realizé un
ensayo indirecto con el reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio), conocido como ensayo de citotoxicidad MTT, el procedimiento fue el
siguiente: se dispuso de 5 mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium) y se
colocaron en un mezclador de rodillos a 37 ° C. El medio se retir6 en diferentes
periodos de tiempo (1, 2, 7, 14 y 21 dias) y se sustituyeron por otros 5 mL de medio

nuevo. Todos los extractos se obtuvieron en condiciones estériles. Se sembraron
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células de fibroblastos dérmicos humanos con una densidad de 9104 células/mL en
medio completo en una placa de cultivo estéril de 96 pocillos y se incubaron hasta la
confluencia. Luego, el medio se reemplazé con el extracto eluido correspondiente y
se incubd a 37°C durante 24 h. Se preparé una solucion de MTT en DMEN caliente
(0.5 mg/mL) y las placas se incubaron a 37°C durante 4 h. Se elimin6 el exceso de
medio y MTT, y se afiadio dimetilsulféxido (DMSO) a todos los pocillos para solubilizar
el MTT absorbido por las células. Esto se mezclé durante 10 minutos y la absorbancia
se midié con un detector BIOTEK HT SYNERGY usando una longitud de onda de

prueba de 570 nm y una longitud de onda de referencia de 630 nm{[70].

Los andlisis termogravimétricos (TGA y DSC), experimentos de resonancia nuclear
(CP-MAS) y resonancia magnética de bajo campo, se llevaron a cabo en el grupo de
elastomeros, en cuanto al ensayo de citotoxicidad se realizaron en el laboratorio de
biomateriales, ambos pertenecientes al Instituto de Ciencias y Tecnologia de
Polimeros (ICTP), Madrid, Espafia.

Grado de hinchamiento- Encapsulacion y liberacion de Rodamina

Con el fin de tener una caracterizacion completa y conocer mejor las propiedades de
estos nuevos poliésteres, se realizaron los siguientes experimentos: Grado de

hinchamiento, encapsulacion y liberacion de rodamina.

El estudio de grado hinchamiento se llevé a cabo en medio acuoso. Para cada
poliéster entrecruzado se pesaron 50 mg por triplicado, y se colocaron en un exceso
de disolvente durante 24 horas en agitacién a 130 rpm, luego, se eliminé el exceso de
disolvente y se registro el peso de hinchamiento. El grado de hinchamiento se calculd

mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1. Sw: grado de hinchamiento, Ws: peso del polimero hinchado, Wd: peso
del polimero seco

_Ws—Wd

S
w wd

Por otra parte, para los experimentos de encapsulacién usando rodamina, se utilizé el
siguiente protocolo experimental: Se afiadieron 50 mg de cada PEE se adiciono 1.2

mL de solucion de rodamina con una concentracion conocida y se incubaron a 25°C
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durante 24 horas con agitacién constante a 130 rpm. La liberacion de rodamina de
PEE se llevé a cabo utilizando bolsas de dialisis que retienen Mw 12.000 o mas
(D9652-100FT Sigma Aldrich). La solucion de didlisis utilizada fue PBS (P4417 Sigma)
a pH 7.4 y la liberacién se siguié durante 100 horas, midiendo la absorbancia cada

hora usando un coeficiente de extinciéon de 10.1x10* (M-1cm1)[71],[72].

2.2.3. Poliésteres fluorescentes

2.2.3.1. Sintesis y caracterizacion de poliésteres a partir de hidroquinona

a) Poliéster lineal a partir del derivado de hidroquinona

El poliéster lineal a base del derivado de hidroquinona (PLHQ) se sintetizé a partir de
la reaccion de transesterificacion (Figura 2.5) entre el monémero MDS y 2,2’-(1,4-
fenilenbis(oxi))dietanol (CAS 104-38-1 Sigma Aldrich), el catalizador tetrabutoxido de
titanioTi(OBu)4 (CAS 5593-70-4), el procedimiento consistié en afiadir 0.94 mmol de
hidroquinona con 0.03 mmol de Ti(OBu)4 a 0.94 mmol del monomero diéster (MDS)
en agitacion. La mezcla fue calentada a 180°C y la presion se redujo a 0.66 mbar.
Cuando la temperatura fue alcanzada, se mantuvo en este valor, y el tiempo de
polimerizacion comenz@, la polimerizacion es interrumpida disminuyendo la
temperatura y el poliéster no recibe tratamiento posterior. La reaccion se dejo por 2 h

y se obtuvo un rendimiento de 75%.

La caracterizacion se llevd a cabo mediante 'H-RMN y '3C-RMN usando un
espectrometro Bruker Avance de 400 MHz, con CDCIlz como disolvente y
tetrametilsilano como patrén interno. Y los analisis espectroscopico FT-IR se

determinaron mediante un espectrometro Nicolet Magna 550.

Caracterizacion de PLHQ (X = 41). FT-IR (KBr) cm™: 3448 (OH grupo terminal), 2856
(C—H sp?), 1736 (C=0), 1065 (C-0). RMN H (CDCls): & 0.05 (Si-CHs3), 0.52 (Si-CH>-
), 1.28 (-CHz2-), 1.67 (O-CO-CH2-CHy), 2.37 (O-CO-CH) 4.13 (COOCH2CH20) 4.43
(COOCH2CH20) 6.87 (ar). RMN 2 C(CDClz): d 0.44 (Si-CHa), 18.5 (Si-CH2-), 23.3,
25.0, 29.2, 29.3, 29.4, 29.6, 33.5, 34.2 (-CH2), 62.7 (COOCH2CH20), 66.7
(COOCH2CH20), 115 (ar o,m), 153(ar, p) 174 (CO).
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La cromatografia de permeacion en gel (GPC) se realiz6 usando un instrumento
Perkin Elmer Series 200, a 20°C con un detector de indice de refraccion, usando
tetrahidrofurano (THF) como eluyente a una velocidad de flujo de 0.5 mL mint. La
masa en numero promedio (Mn) y la masa promedio en masa (Mw) fueron
determinados a partir de esta medicion. Los analisis termogravimétricos (TGA) se
realizaron usando un instrumento Netzsch TG209 F1 IRIS en capsulas de platino a
velocidades de calentamiento prescritas de 10°C mint en un rango de 20 a 500°C
bajo un flujo constante de nitrégeno (20 mL min?).
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Figura 2.5. Esquema de sintesis de polimero lineal a base del derivado de
hidroquinona. Fuente: Elaboracién propia.

b) Poliéster entrecruzado a base del derivado de hidroquinona

El poliéster entrecruzado a base de hidroquinona (PEHQ) se sintetizé a partir de la
reaccion de transesterificacion (Figura 2.6) entre el monémero MCTS, 2,2’-(1,4-
fenilenbis(oxi))dietanol (CAS 104-38-1 Sigma Aldrich), y el catalizador tetrabutéxido
de titanio Ti(OBu)4 (CAS 5593-70-4 Merck), el procedimiento fue el siguiente: se
afiadié 1.88 mmol del derivado de hidroquinona con 0.03 mmol de Ti(OBu)4 a 0.94
mmol del mondmero tetraéster (MCTS) en agitacion. La mezcla fue calentada a 180°C
y la presion se redujo a 0.66 mbar. Cuando la temperatura se alcanzé, se mantuvo, y
el tiempo de polimerizacibn comenzé, hasta gelificacién, la polimerizacion es
interrumpida disminuyendo la temperatura, para luego ser lavado con cloroformo. El

rendimiento obtenido fue de 79%.
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El espectrograma de 3C se llevé a cabo mediante CP-MAS utilizando un
espectrometro Bruker Avance 400 MHz equipado con un iman superconductor de 89
mm de diametro y 9.4 T de diametro (*3C con frecuencias de resonancia de 100.62)
El ancho de pulso de 90° fue de 3.5-4.5 ps y, en todos los casos, se usé un
desacoplamiento de protones de alta potencia. Todos los decaimientos de libre
induccion se sometieron a transformacion de Fourier estandar. Los cambios quimicos
se referenciaron externamente a TMS. Los espectros *C CP-MAS RMN se
adquirieron con un tiempo de contacto de CP de 1 ms y un retardo de reciclado de 4
s. La velocidad de rotacion (MAS) fue de 9 kHz y NS = 2000. Los analisis
espectroscopico FT-IR se determinaron utilizando un espectrometro Nicolet Magna
550.

Caracterizacion de PEHQ: FT-IR (KBr) cm™: 3461 (OH grupo terminal), 2926—2858
(C—H sp?), 1742 (C=0),1092 (C-0). CP-MAS 3 C: &6 0.57 (Si-CHzs), 18.3 (Si-CH2-),
25.9, 30.7, 34.6 (-CH2-), 63.8 (COO-CH2-CH2-0), 67.0 (COO-CH2-CH2-0), 116 (ar, m,
0) 153 (ar, p), 174 (CO).

Los analisis termogravimétricos (TGA) se realizaron usando un instrumento Netzsch
TG209 F1 IRIS en capsulas de platino a velocidades de calentamiento prescritas de
10°C min't en un rango de 20 a 500°C bajo un flujo constante de nitrégeno (20 mL
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Figura 2.6. Esquema de sintesis de polimero entrecruzado a base del derivado de
hidroguinona. Fuente: Elaboracién propia.
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2.2.3.2. Sintesis y caracterizacion de poliésteres a partir de cumarina diol
Sintesis y caracterizacion de cumarina diol

La sintesis del monémero cumarina diol se llevd a cabo, mediante la ruta sintética
mostrada en la figura 2.7, siguiendo el protocolo de Abraham Joy[58], y modificando

el primer y tercer paso de la reaccion[73].
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Figura 2.7. Esquema de la ruta sintética de la formacion de cumarina diol. Fuente:
Modificado de Abraham Joy y colaboradores[58].

El primer paso de reaccion consistié en adicionar un equivalente de resorcinol (CAS
108-46-3, Merck) en 45 mL de acido sulfarico previamente enfriado, una vez disuelto
el resorcinol se adicion6 lentamente 1.2 equivalentes de 4-cloroacetoacetato de etilo
(CAS 638-07-3, Sigma Aldrich), procurando que la temperatura se mantenga entre 0-
4°C. Una vez terminada la adicion se dejo por 5 h en agitacién, posteriormente se
vierte en 350 g de agua hielo en constante agitacion, el producto se filtr6 y se lavé con
abundante agua fria. El crudo se seco y recristalizé con una solucién de etanol/agua
1:9, respectivamente. El rendimiento obtenido fue de 79.5%, esta molécula fue

caracterizada mediante 'H y 13C-RMN.

Caracterizacion de 4-(clorometil)-7-hidroxicumarina: *H-NMR (DMSO-ds) & (ppm):
4.93 (d, 2H, CH2Cl); 6.40 (s, 1H); 6.74 (d, 1H); 6.81 (dd, 1H); 7.65 (d, 1H,); 10.7 (s,1H).
13C NMR (DMSO) d (ppm): 41.8,103,110,112,114,127,151,156,161,162 (CO).
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Para la obtencibn de 7-hidroxi-4-(hidroximetil)cumarina (segundo paso) se
adicionaron 2.0 g del producto obtenido en el primer paso a 200 mL de agua, este se
dej6 a reflujo por 3 dias en constante agitacion. Una vez transcurrido este tiempo se
llevé a temperatura ambiente, donde se observo la formacién de agujas blanquecinas.
El rendimiento fue del 83% de rendimiento. Este producto se caracterizé6 mediante *H-
RMN y 13C-RMN.

Caracterizacion de 7-hidroxi-4-(hidroximetil)cumarina: *H NMR (DMSO-de) d (ppm):
4.69 (d, 2H, CH2Cl); 6.23 (s, 1H); 6.72 (d,1H); 7.49 (dd, 1H); 7.52 (d, 1H); 10.5 (s,1H).
13C NMR (DMSO) & (ppm): 59.5,103,107,110,113,126,155,157,161,161 (CO).

Finalmente, para obtener la cumarina diol deseada se sometié el producto obtenido
del paso 2 a una reaccion de Williamson, segun el siguiente procedimiento: se tomé
un equivalente de 7-hidroxi-4-(hidroximetil)cumarina y se solubiliz6 en 10 mL de
butanona (CAS 78-93-3) y se dejé en agitacion por 2 h con 2 equivalentes de K2CO3
(CAS: 584-08-7, Merck) y de KI (CAS: 7681-11-0, Merck) en presencia de éter corona.
Una vez transcurrido el tiempo se adicionaron 2 equivalentes de bromopropanol (CAS
627-18-9, Sigma Aldrich) gota a gota. Terminada la adicion, se dej6 a reflujo por 24 h.
el producto final se recristalizé en hexano/acetato de etilo 1:4, obteniéndose asi un
s6lido blanco con un rendimiento del 32%, el producto se caracteriz6 mediante ‘H-
RMN y 13C-RMN.

Caracterizacion de 4-(hidroximetil)-7-(3-hidroxipropoxi)cumarina: *H NMR (DMSO-de)
5 (ppm): 1.88 (M, 2H); 3.55 (c, 2H); 4.14 (t, 2H); 4.58 (t, 1H, OH); 4.71 (d, 2H, CH2CI);
5.61 (t, 1H, OH); 6.29 (s, 1H); 6.94 (d, 1H); 6.97 (dd, 1H); 7.59 (d, 1H); 10.5 (s, 1H).13C
NMR (DMSO) 5 (ppm): 32.3,57.6, 59.5, 65.8, 102, 108, 111, 113, 126, 155, 157, 161,
162 (CO).

Sintesis y caracterizacion de poliésteres entrecruzados a partir de cumarina diol

Los poliésteres entrecruzados fluorescentes (PEEF) se sintetizaron a partir de la
reaccion de transesterificacion (Figura 2.8) entre el monomero MCTS, cumarina diol y
polietilenglicol con diferentes largos de cadena 400,1500,3000, g/mol (CAS 25322-68-
3, Merck), los cuales fueron adquiridos en Merck, de igual forma que el catalizador
tetrabutoxido de titanio Ti(OBu)4 (CAS 5593-70-4, Merck)
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El procedimiento consisti6 en afadir 0.5 equivalentes de cumarina diol, 1.5
equivalentes de PEGn con 1 equivalente de monémero de tetraéster (MCTS) y luego
dos gotas del catalizador Ti(OBu)4 en constante agitacion. Posteriormente se calentd
el sistema a 180°C y la presion se redujo a 0.66 mbar. Cuando se alcanzé la
temperatura, esta fue mantenida por 2 h. La polimerizacion se interrumpe una vez
transcurrido el tiempo disminuyendo la temperatura, para luego ser lavado con
cloroformo en primera instancia, y luego con acetato de sodio. El rendimiento de estos
poliésteres se muestra en la tabla 2.3.

Tabla 2.3. Rendimiento de polimeros entrecruzados fluorescentes. Fuente:
Elaboracion propia.

Poliéster PEEF400 PEEF1500 PEEF3000
Rendimiento % 83 85 86

La caracterizacion estructural se llevd a cabo mediante CP-MAS 13C utilizando un
espectrometro Bruker Avance 400 MHz. Y los andlisis espectroscopicoS FT-IR se

determinaron utilizando un espectrémetro Nicolet Magna 550.

Caracterizacion de PEEF400: FT-IR (KBr) cm™: 3434 (OH grupo terminal), 2859 (C—
H sp?), 1740 (C=0),1086 (C-O) CP-MAS 3C: d 26.7, 32.6, 34.5,39.1, 43.3, 72.7,
78.5,80.0, 80.4, 100, 181.

Caracterizacion de PEEF1500: FT-IR (KBr) cm™: 3444 (OH grupo terminal), 2884 (C—
H sp%), 1736 (C=0), 1112 (C-0). CP-MAS 13C: & 26.8, 32.7, 34.6,39.2, 42.8, 73.0,
80.0, 100, 179.

Caracterizacion de PEEF3000: FT-IR (KBr) cm™: 3444 (OH grupo terminal), 2884 (C—
H sp3), 1736 (C=0),1112 (C-0). CP-MAS 13C: & 26.6, 32.6, 34.5, 39.1, 43.2, 73.7,
79.9, 100, 159, 181.
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Los analisis termogravimétricos (TGA) se realizaron usando un instrumento Netzsch
TG209 F1 IRIS en capsulas de platino a velocidades de calentamiento prescritas de
10°C mint, en un rango de 20 a 500°C, bajo un flujo constante de nitrégeno (20 mL
min1). El comportamiento calorimétrico se estudi6 mediante DSC utilizando un
calorimetro de barrido diferencial Netzsch DSC 204 F1 Phoenix. Las muestras
(aproximadamente 6-9 mg) se colocaron dentro de capsulas de aluminio y se
calentaron bajo un flujo de nitrégeno a 20 mL min, variando de -50 a 100°C, a una
velocidad de calentamiento de 20°C minL. Por otro lado, el grado de hinchamiento de
estos polimeros se realiz6 usando la metodologia presentada en la seccién 2.2.2,
ademas, se utilizé microscopia electronica de barrido para visualizar los poros de las
redes formadas cuando se encuentran hinchados. Para ello se hincharon los
materiales y posteriormente se liofilizaron, para luego ser vistos a través de

espectrometro de barrido electrénico JEOL modelo JSH 6380LV.

Me (CHz)10 COOMe D o
| o | H OH
\ n
OH

MeOOC (H,C);o—Si Si—Me

\

MeOOC (H,C);o—Si Si—(CH,)1o COOMe
| 0/ | /\/\
Me Me o) o o OH

0.5
=

180°C
cat: Ti
-CH;0H

(0] Me l\llle ﬁ
o o
WH'(Hzc)m—Sli/ \Si_‘(CHz)m—C—o/k\/ %
/ \ "
ﬁ 0
W C-(HpC)go—Si Si— (CHp)1p—C——0
| o= |
Me Me

0/\/\04\!\"

Figura 2.8. Esquema de la sintesis de poliésteres fluorescentes a partir de cumarina.
Fuente: Elaboracion propia.
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Estudios de microscopia de fluorescencia confocal

Para la caracterizacion de las propiedades fluorescentes de los polimeros se midio el
espectro de emision (utilizando imagenes espectrales) y el tiempo de vida de
fluorescencia (utilizando imagenes de tiempo de vida de fluorescencia). Ambos

parametros fueron comparados con la sonda (cumarina diol) en solucion.

Las imagenes espectrales y los datos de tiempo de vida fueron adquiridos en el
Laboratorio de Fluorescencia Dinamica de la Universidad de California, USA. Se utilizd
un microscopio espectral Zeiss LSM 710 NLO y como fuente de excitacién un laser
titaniun-zafiro (Coherent, Chameleon Ultra Il, 80 MHz) sintonizado a 780 nm para la
excitacion de dos fotones. Un objetivo de 40X de inmersion de agua fue usado en
todos los casos. Para la adquisicion de las imagenes espectrales se utilizo el software
del instrumento Zeiss Zen 2011 y para las imagenes de tiempo de vida, ademas se
utilizé software SIMFCS (Laboratorio de Fluorescencia Dinamica, Irvine, CA) y una
tarjeta de adquisicion FLIM Box (ISS, Illinois, USA).

Las imagenes espectrales estan formadas por 32 imagenes en el rango de emision
(415-727 nm) en bandas de 9.75 nm. Las imagenes de 1024x1024 y el espectro de la
muestra se obtuvo utilizando el software Sim FCS desarrollado en el Laboratorio de
Dinamica de Fluorescencia (Irvine, CA, EUA), que, para el caso de muestras
homogéneas, normaliza y promedia el espectro de cada pixel. El andlisis de las
imagenes FLIM se realiz6 utilizando la representacién de fasores y el software

SImFCS (Laboratorio de Fluorescencia Dinamica, Irvine, CA).

La preparacion de la muestra consistio en hidratar una muestra de cada polimero
(PEEF400, PEEF1500, PEEF3000) con tampo6n PBS pH 7.4 durante toda la noche en

cubetas de microscopia para luego ser medidos a temperatura ambiente.
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CAPITULO 3 — RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion de mondmeros sililados

Los monomeros sililados fueron sintetizados segun lo reportado por el grupo de
Riviere[24]. La caracterizacion mediante RMN permite confirmar la estructura de los
monomeros lineal y ciclico, ambos espectros presentan las mismas sefales
caracteristicas: la sefial en 17.22 ppm en el RMN de carbono 13, la cual, corresponde
al enlace Si-CHz, sefial que confirma la reaccion de hidrosililacion, la sefial a 51.44
ppm atribuida al metoxilo terminal, la cual, sera de importancia en las reacciones de
policondensacion. A modo de ejemplo, se presenta en la figura 3.1 el espectro de

resonancia magnética nuclear de carbono 13 del monémero MCTS.
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Figura 3.1. Espectro de resonancia magnética nuclear de *C del monémero MCTS.
Fuente: Elaboracion propia.
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3.2. Caracterizacion de poliésteres anfifilicos lineales

Los poliésteres anfifilicos lineales se sintetizaron mediante una reaccion de
policondensacién entre mondmero disiloxano (MDS) y polietilenglicol de diferentes
masas molares, obteniéndose 5 polimeros con rendimientos entre 74-78%. Los cuales
se caracterizaron estructuralmente por resonancia magnética nuclear, estos espectros
presentan sefales similares para los 5 polimeros, debido a que solo se diferencian en
el largo del segmento hidrofilico correspondiente a PEG. La figura 3.2 A, muestra el
espectro de proton *H del poliéster lineal obtenido a partir de polietilenglicol con masa
molar 2000 g/mol luego de 2 h de reaccién (PEL2000-2) donde, se observan dos
sefales caracteristicas del polimero, la primera a 3.66 ppm, que corresponde a la
sefial de la unidad repetitiva del segmento hidrofilico (-CH2CH20-) y la segunda a 4.23
ppm que se aduce a la unién entre el éster del monémero MDS y el alcohol
perteneciente a PEG (-COOCHz2-).

(¢] Me Me b o c
Il | | I o
C'(Hzc)m—sli—o—Ti —(CH2)10—%—0
Me Me "
2 X

A)

—4.23
366
—234
—2.18
—1.81
127
050
—0.04

-
L

N

-
—

B) 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0
(ppm)

173.88
72.62
L37as
705
69.20
~63.34
\g1.70
—0.40

(1]

. | I VT [T T |
:

170 160 150 140 130 120 110 100 ?o lsm 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura 3.2. Espectros de resonancia magnética nuclear *H,*3C del poliéster PEL2000-
2. Fuente: D. Andrade, M. Dahrouch, S. Sanchez y colaboradores[74].
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Por otra parte, en el espectro de carbono 13 (figura 3.2 B) se observa que desaparece
la sefal correspondiente al metoxilo terminal (51.44 ppm), indicativo de la union entre
el mondmero diéster sililado y el alcohol polietilenglicol, mediante policondensacion,
formando el poliéster deseado.

3.2.1. Caracterizacién mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC)

La policondensacion necesita mayores tiempos de reaccion para obtener altas masas
molares[75], para visualizar o controlar el crecimiento de las cadenas poliméricas se
realizaron estudios de cromatografia de permeacion en gel, durante el tiempo de

polimerizacion.

En la figura 3.3 se observa la gréfica del tiempo de polimerizacién (1-3 h) versus masa
molar. Inicialmente se aprecia un aumento en los valores de Mw, sin embargo,
después de las dos horas de reaccion, se aprecia una disminucion. Este
comportamiento se puede explicar por la diferencia de polaridad entre los monémeros,
donde PEG es el segmento hidrofilico, y MDS es el bloque hidrofébico. A medida que
avanza la reaccion de polimerizacion, es de esperar que cambie la polaridad del
polimero en crecimiento, y afecte la adicion del siguiente mondémero. Esta baja
miscibilidad resultante entre los reactivos interfiere en la interaccién entre los grupos
reaccionantes, afectando el crecimiento del polimero y la consecuente disminucién en

la masa molar.

Otra posible explicacion de este resultado esta relacionada con la temperatura de
trabajo (180°C), que puede producir una ruptura térmica de los poliésteres e inducir la
formacién de oligbmeros, como se puede apreciar en la figura 3.3 a. Los
cromatogramas de GPC presentan los mismos perfiles y la misma tendencia para los
diferentes polimeros, a modo de ejemplo se muestran los cromatogramas del poliéster
PEL1000 (Figura 3.3 b).

De este estudio se determind que el tiempo de reaccion 6ptimo es de 2 h, ya que se
obtienen las mayores masas molares para cada poliéster sintetizado. Ademas, todos
los resultados obtenidos a partir de este ensayo (Mn y Mw) se encuentran tabulados

en la tabla 3.1.
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Figura 3.3. a) Masa molar (Mw) versus tiempo de polimerizacion (h), b)
Cromatogramas de PEL1000 a diferentes tiempos (1,2,3 h). Fuente: D. Andrade, M.

Dahrouch, S. Sanchez y colaboradores[74].

Por otra parte, en la figura 3.3 también se puede apreciar que, a cualquier tiempo de
reaccion, no existe correlacién entre la masa molar del monémero PEG vy el poliéster
en crecimiento. Por lo tanto, en lugar de usar el parametro de masa molar para
comparar los diferentes poliésteres, se utilizé el grado de polimerizacion (Xw) (Tabla
3.1), ya que indica cuantas unidades repetitivas se encuentran en el polimero y se

calcula mediante la siguiente ecuacion:

Mw

Xw = —
W= uu

Donde Mw corresponde a la masa molar promedio en masa y Mu es la masa molar

de la unidad repetitiva aproximada.

El mayor valor del grado de polimerizacion (Xw) se encontrd para los poliésteres
PEL400-2 y PEL1000-2 (tabla 3.1). Para los poliésteres derivados de los monomeros
PEG 1500, 2000 y 3000, se observdé una caida significativa en el grado de
polimerizacién, este comportamiento podria explicarse por la razén mencionada
anteriormente, es decir, el aumento simultaneo en la masa molar y la polaridad de los
mondmeros PEG, que provoca una disminucion en la miscibilidad con el monomero

hidrofébico MDS. Por otro lado, la dispersidad, indica que todos los poliésteres
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obtenidos presentan una amplia dispersion en la distribucion de masa molares de los

polimeros.

Tabla 3.1. Masa molar de la unidad repetitiva aproximada (MU), masa molar promedio
en masa (Mw), masa molar promedio en numero (Mn), grado de polimerizacion
promedio en peso (Xw), y grado de polimerizacién promedio numero (Xn), dispersidad
(P). Fuente: Elaboracion propia.

Poliéster  gimol)  (gimol) :'\;'(l‘jvvv’ M (gimo)  =Mn/MU M
PEL400-2 900 15900  17.7 6800 7.6 2.3
PEL1000-2 1500 31800 212 19300  12.9 16
PEL1500-2 2000 28500 143 10500 5.3 2.7
PEL2000-2 2500 31000 124 13000 52 2.4
PEL3000-2 3500 31000 89 17300 4.9 18

3.2.2. Caracterizacién mediante analisis termogravimétricos

Las propiedades de estabilidad térmica de los poliésteres se determinaron por
termogravimetria, este analisis se realizé para los poliésteres que presentaron mayor
masa molar. La serie en general presenta una alta estabilidad térmica, en
comparaciéon con el monémero di-siloxano (MDS), ya que poseen temperaturas de
descomposicién por sobre 400°C (ver figura 3.4 y anexo A-2).

Los poliésteres PEL1500-2, PEL2000-2 y PEL3000-2 presentan una leve disminucion
en su temperatura de descomposicibn con respecto al monémero PEG
correspondiente, a modo de ejemplo se presenta en la figura 3.4 (a), el perfil de
descomposicion del poliester PEL2000-2. En contraste, los poliésteres PEL400-2 y
PEL1000-2 presentaron una estabilidad mayor o igual que su respectivo monémero
PEG, a modo de ejemplo se presenta en la Figura 3.4 b el perfil de PEL400-2. Este
comportamiento se podria deber a que PEL400-2 y PEL1000-2 presentan el segmento
hidrofilico de menor masa molar. Ademas, es importante destacar que todos los

perfiles muestran una pérdida de masa Unica para todos los poliésteres (anexoA-2).
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Figura 3.4. a) Perfil termogravimétrico PEL2000-2 b) Perfil termogravimétrico PEL400-
2. Fuente: D. Andrade, M. Dahrouch, S. Sanchez y colaboradores[74].

Asimismo, de las graficas se determinan las masas residuales que estan alrededor del
5%, cuando la degradacién de los poliésteres alcanza aproximadamente 400°C. Es
sabido, que en reacciones de materiales hibridos organico-inorganicos con siloxano,
los productos obtenidos a alta temperatura son silice inorganica (SiOz) y oxicarburos
de silicio (SiCx0as-x), debido a la escision de enlaces Si-C y C-C y un proceso de

mineralizacion[76,77].

Los datos de estabilidad térmica indican que la incorporacion del éster graso en el
poliéster no perturbo las propiedades térmicas de PEG. Por lo tanto, estos nuevos
poliésteres pueden ser usados en aplicaciones que requieran el uso de altas

temperaturas.

El analisis de calorimetria de barrido diferencial (DSC) es la técnica mas usada para
detectar transiciones endotérmicas y exotérmicas en materiales poliméricos. La figura
3.5 muestra los termogramas obtenidos para la serie PEL. En ella se pueden observar
sefales endotérmicas claras, que representan la fusién del polimero. A partir de estos
termogramas, se determinaron los valores de calor de fusion (AHfus), temperatura de
fusion (Tf) y grado de cristalinidad (Xc) para cada polimero. Cabe sefialar que este

altimo se determiné segun la siguiente ecuacion:

., AH i
Ecuacion 2 Xc = —pelmere 100
AHpEg

Donde el valor AHpeG fue de 197 J/g[78]
Los valores se presentan en la tabla 3.2 junto con la temperatura de descomposicion
(DTG) de los experimentos de TGA.
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Los parametros, AHfus y Tf, aumentan a medida que la masa molar del segmento
hidrofilico es mayor. Estos resultados son consistentes con un aumento de la
cristalinidad del polimero, es decir, se necesita mayor energia para romper el orden
de los cristales de los nuevos polimeros, a medida que crece la longitud del bloque
hidrofilico. La cristalinidad de los nuevos poliésteres se puede explicar por la presencia
de dipolos permanentes generados por el segmento hidrofilico, el cual, aumenta en
una cadena mas larga[79]. Ademas, del elevado numero de conformaciones posibles,
produce una gran cantidad de dipolos inducidos. Por lo tanto, las interacciones
dipolares estan involucradas en diferentes segmentos de la cadena, causando la
formacion de cristales y su agregacion.

El comportamiento calorimétrico, descrito anteriormente, es concordante con la
textura y la solubilidad obtenida para los poliésteres sintetizados: El poliéster PEL400-
2 es un liquido viscoso soluble en n-hexano, mientras que PEL1000-2, PEL1500-2,
PEL2000-2 y PEL3000-2 son polimeros solidos de aspecto eslastomerico solubles en
agua y etanol. Estas observaciones se pueden considerar como consecuencias
directas de la mayor polaridad del segmento de PEG a medida que aumentan sus

sas molares.
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Figura 3.5. Termogramas obtenidos por DSC de PEL400-2 (—), PEL1000-2 (—),
PEL1500-2 (—), PEL2000-2 (—) y PEL3000-2 (—) para: a) Rango de temperatura
entre - 50 y 150 °C. b) Rango de temperatura entre -50 y -10 °C. Fuente: D. Andrade,
M. Dahrouch, S. Sanchez y colaboradores[74].

Para detectar otros procesos de transicion en los poliésteres y considerando el tamafio

de las sefales de fusion, se analizaron los termogramas entre -50°C y 10°C, (figura
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3.5 b). Se obtuvo curvas planas y no se observaron picos de transicion vitrea en este
rango de temperatura. Esto puede deberse a que la Tg de los poliésteres se encuentre
a temperaturas menores a -50°C, considerando que el polietilenglicol, dependiendo
de su masa molar puede tener una Tg en un rango entre -98°C a -17°C[80,81].

Por otro lado, como la transicion vitrea es el resultado de movimientos moleculares
tales como rotaciones internas y deslizamiento molecular. Las cadenas
macromoleculares en los poliésteres PEL se encuentran empaquetadas, lo que podria
impedir los movimientos moleculares[64]. La ausencia de grupos laterales
voluminosos y los atomos de oxigeno electronegativos presentes en los grupos
SiO(Me)2, COO y (CH2CH20-)n, favoreceria las interacciones intermoleculares y
disminuiria el volumen libre de las cadenas de poliésteres, impidiendo asi una
transicion vitrea.

Tabla 3.2. Temperatura de descomposicion (DTG), entalpia de fusion (AHzus),

temperatura de fusion (Tf), grado de cristalinidad (Xc)[78]. Fuente: Elaboracion
propia.

Polimero DTg (°C) AHrsus (J/9) Tf (°C) Xc
PEL400-2 415 43.9 16.0 22.3
PEL1000-2 401 166.9 43.2 84.7
PEL1500-2 400 167.7 53.9 85.2
PEL2000-2 403 171.9 59.1 87.3
PEL3000-2 402 1941 62.8 98.5

3.2.3. Formacion de fibras

Los polimeros anfifilicos al ser lineales pueden formar fibras que podrian tener varias
aplicaciones en ingenieria de tejidos[82—84]. Las fibras se obtuvieron con los
polimeros PEL1500-2, PEL2000-2 y PEL3000-2, las cuales fueron estudiadas
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mediante imagenes de microscopia éptica como se muestran en la figura 3.6. El
poliéster PEL 1000-2 no formo fibra, por su baja temperatura de fusion (43°C) y a su
baja cristalinidad, (tabla 3.2).

Los poliésteres PEL2000-2 (figura 3.6 b) y PEL3000-2 (figura 3.6c) mostraron fibras
con forma y diametro uniformes de 70 y 200 um, respectivamente. Sin embargo, en el
caso de PEL1500-2 (Figura 3.6 a), las fibras formadas son de diametro y forma
irregulares, probablemente debido a un punto de fusion aun bastante bajo. Por otro
lado, es interesante analizar la diferencia de grosor entre las fibras obtenidas de los
poliésteres PEL2000-2 y PEL3000-2, ya que, las masas molares son similares. Una
posible explicacién puede ser que la longitud de PEG en el poliéster PEL3000-2 es
mayor que la del poliéster PE2000-2, por ende, los dipolos permanentes deberian

aumentar y favorecer un mejor empaquetamiento.

Figura 3.6. Microfotografias Opticas de fibras observadas mediante microscopia éptica
a) PEL1500-2, b) PEL2000-2 y c¢) PEL3000-2. Fuente: D. Andrade, M. Dahrouch, S.

Sanchez y colaboradores[74].

3.2.4. Formacion de micelas directas e inversas

El estudio de formacion de micelas directas se realizé con los poliésteres PEL1000-2,
PEL1500-2, PEL2000-2 y PEL3000-2. El poliéster PEL400-2 no se pudo analizar
debido a su insolubilidad en agua. La metodologia utilizada para estudiar el
comportamiento anfifilico de los poliésteres en agua es conocida y radica en la
incorporacion de una sonda fluorescente apolar (como el pireno) en el nacleo de las
micelas a medida que se forman. Una vez incorporada, se busca detectar un cambio

espectral que permita determinar la concentracion micelar critica[40,85,86].
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Tal concentracion micelar critica (CMC) se hallé utilizando la relacion de longitud de
onda de excitacion a 337 y 334 nm (1337 / 1334), y a una longitud de onda de emision
de 390 nm del pireno [24,68], versus el logaritmo de la concentracién de polimero. En
la figura 3.7 a se muestra el espectro de excitacion de pireno en soluciones que
contienen concentraciones crecientes de PEL1000-2. A medida que aumenta la
concentracion de polimero, se observa un desplazamiento en la longitud de onda del
pico mayor desde 334 nm a 337 nm. Por otro lado, en la figura 3.7 b se puede observar
el punto de interseccion que determina la concentracion micelar critica. Los poliésteres
PEL1500-2, PEL2000-2 y PEL3000-2 exhiben un comportamiento similar, y sus
espectros se pueden ver en el anexo A-3.

La CMC obtenida para cada polimero se muestra en la tabla 3.3. En ella se aprecia
un rango de concentraciones entre 0.0062 y 0.0094 mg/mL, lo que indica que las
micelas directas se forman a bajas concentraciones de polimero. Los valores de la
CMC obtenidos se incrementan a medida que el largo de cadena del monémero PEG
aumenta. En efecto, datos bibliograficos indican que a medida que aumenta la
hidrofobicidad, la CMC disminuye[68,82,87]. En concordancia con esto, el poliéster
PEL1000-2 presenta el mayor porcentaje de hidrofobicidad y el menor valor de CMC
en toda la serie. Este comportamiento sugiere que la interaccion entre el poliéster y el
medio acuoso es baja, lo que provoca la formacion de un centro apolar y, por lo tanto,

la formacion de micelas.
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Figura 3.7. a) Espectros de excitacion con A emision a 383 nm de solucion acuosa
saturada de pireno en presencia de PEL1000-2 a diferentes concentraciones (mg/mL).
b) Dependencia de la relacion de intensidad (1337/ 1334) de pireno sobre el logaritmo
de concentracién de PEL1000-2. Fuente: D. Andrade, M. Dahrouch, S. Sanchez y
colaboradores[74].
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Tabla 3.3. Concentracidon micelar critica de micelas directas con su respectivo tamafio

de particula. Fuente: Elaboracion propia.

Micelas directas Micelas inversas
] o Tamano Tamano
3 Hidrofobicidad & CMC de CMC de
POLIESTER ; ;
(%) (mg/mL) particula (mg/mL) particula
(nm) (nm)
PEL1000-2 33 0.0062 70+04 0.087 116 +5
PEL1500-2 25 0.0064 125 +4 0.057 85+3
PEL2000-2 20 0.0070 150+ 8 0.033 61+2
PEL3000-2 14 0.0094 190 +4 0.012 52 +5

a. Porcentaje de hidrofobicidad calculado teéricamente considerando masa molar del
poliéster y masa molar del segmento hidrofébico.

Por otro lado, el tamafio de las micelas se determiné utilizando la técnica de dispersion
dinamica de la luz (DLS), usando concentraciones por sobre la CMC respectiva de
cada polimero. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.3. En ella se puede
apreciar un incremento del diametro de las micelas a medida que la masa molar de
PEG es mayor. Una posible explicacion para esta tendencia es que la conformacion
del polimero depende significativamente de las interacciones polimero-disolvente, es
decir, a medida que aumenta la masa molar del PEG, la afinidad intermolecular entre
el agua y los segmentos hidrofilicos de los polimeros se ve favorecida[88], lo que
promueve la movilidad de las cadenas de los poliésteres, y provoca un mayor tamafio
de la micela.

Para visualizar la forma de los agregados micelares se utilizd la microscopia
electronica de transmision (TEM). En la figura 3.8 se muestran los resultados de TEM
para esta serie de poliésteres. En ella se observan agregados esféricos para todos los
poliésteres en estudio, lo cual, era esperable segun la literatura[25,89], debido a que
las micelas esféricas presentan mayor superficie de contacto con el medio, de modo
qgue el segmento hidrofilico interacciona con las moléculas de agua, protegiendo al
segmento hidrofébico[90], la esfericidad también depende de la concentracion[88] y

del procedimiento realizado a las muestras para tomar las imagenes TEM[68,91].
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Figura 3.8. Imdgenes TEM a) PEL1000-2, b) PEL1500-2, c) PEL2000-2, d) PEL3000-
2. Fuente: D. Andrade, M. Dahrouch, S. Sanchez y colaboradores[74].

Una vez determinada la CMC en medio polar, se procedié a realizar estudios en
solventes apolares, con el fin de caracterizar y determinar su comportamiento en la
formacion de micelas inversas. Para ello, se utilizé la misma serie de polimeros, con
el fin de corroborar el comportamiento anfifilico de esta serie de poliésteres. Si bien
existe una amplia gama de estudios de micelas inversas[92—-96], la metodologia no
esta descrita en detalle en la literatura. Teniendo en cuenta esto, se procedio a realizar
un estudio de micelas inversas utilizando una metodologia similar a la antes descrita
para micelas directas, es decir, ocupando la sonda fluorescente piranina. Esta sonda
polar se incorpora en el centro de la micela inversa, generando un corrimiento del

espectro de emisién hacia el azul.

La eleccion del solvente se realizdé considerando que este debe ser miscible con
pequefias cantidades de solvente polar, de tal manera que se promueva la formacién
de micelas inversas[93,96]. Esto debido a la existencia de los segmentos hidrofilicos
en los polimeros en estudio que representan la mayor proporcion en la serie PEL. Por
lo anterior, se determiné la CMC usando una mezcla de cloroformo/metanol en una

proporcién 9:1, respectivamente[88].

La concentracion micelar critica se determiné mediante la relacion de intensidad de
emision a longitudes de onda 430/424 nm utilizando una longitud de excitacion a 406
nm, en funcién de la concentracién de poliéster. A diferencia de las micelas directas,
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las cuales, presentaban un desplazamiento hacia el rojo, en las micelas inversas el
corrimiento se visualiza hacia el azul (Figura 3.9 a). En la figura 3.9 b se puede
apreciar el punto de interseccion que permitid determinar la concentracion micelar
critica. Estos valores se encuentran tabulados en la tabla 3.3 (columna 4) donde el
rango encontrado para la formacion de micelas inversas fue entre 0.087 y 0.012

mg/mL.
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Figura 3.9. a) Espectros de emision de una solucion cloroformo/metanol insaturado de
piranina en presencia de PEL1000-2 a diferentes concentraciones (mg/mL). b)
Dependencia de la relacion de intensidad (1430 / 1424) de piranina sobre la
concentracion de polimero PEL1000-2 (mg / mL). Fuente: Elaboracién propia.

En la tabla 3.3 se puede observar que a medida que aumenta la masa molar del
segmento hidrofilico, disminuyen los valores de la CMC inversa. Esta tendencia puede
deberse a la baja afinidad entre el segmento PEG y el solvente apolar, lo que
implicaria que, a menor porcentaje de segmento hidrofébico, menor sera el valor de
la CMC inversa (tabla 3.3 columna 4). Este efecto se ve reflejado en una disminucion
en el tamafio de particula de la micela con respecto a la masa molar del segmento
PEG (Tabla 3.3 columna 5). La disminucién del tamafio de particula va desde 116 nm
a 52 nm para las masas molares de PEG 1000 y 3000, respectivamente. Por otro lado,
no se logroé visualizar las micelas inversas mediante estudios de TEM, posiblemente

debido a la preparacion de la muestra.
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Por otra parte, la figura 3.10 muestra a modo de comparacion los resultados de
micelas directas e inversas. En ella se graficé la CMC en ambos casos con respecto
a cada polimero. Se puede ver, que la CMC de micelas directas aumenta levemente
a medida que se incrementa la masa molar del segmento hidrofilico, a diferencia de
las micelas inversas, donde la CMC presenta una disminucibn marcada. Estos
resultados se pueden explicar mediante la relacién polimero solvente. En el caso de
micelas inversas la relacion polimero/solvente apolar genera un mayor efecto
solvofébico, atribuida al aumento en la masa molar del segmento PEG, provocando
una disminucion marcada en la CMC inversa, en cambio, en las micelas directas el
porcentaje de hidrofobia disminuye en la serie, por ende, no hay un incremento

pronunciado en la CMC directa.
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Figura 3.10. Comparacion de la CMC entre micelas directas e inversas, usando las
condiciones descritas en metodologia. Fuente: Elaboracion propia.

Ademas, en la grafica se puede observar que en el caso del poliéster PEL3000-2 la
CMC directa e inversa son similares. Esto puede deberse a que este es un polimero
con relacion hidrofilica/hidrofébica de 86/14% respectivamente, lo que implicaria la
mayor CMC directa y la menor CMC inversa. En cuanto al tamafio de micela, existe
una diferencia marcada, donde las directas presentan un tamafio de 190 nm vy las
inversas de 52 nm. El mayor tamafio de las micelas directas sugiere que el segmento
hidrofilico (PEG) tiene libertad de movimiento (puede expandirse), y generar una
micela de mayor didmetro. Por otro lado, al formarse la micela en medio apolar, el

blogue de PEG se encuentra en el centro de la micela sin libertad de movimiento y
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probablemente formando un ovillo, y por lo tanto es de esperarse una micela de menor

tamanfo (Figura 3.11).

Inversion

———————————

Q Segmento Hidrofilico

. Segmento Hidrofobico

Figura 3.11. Diagrama propuesto para la inversion de micela de un medio polar a uno
apolar. Fuente: Elaboracion propia.

3.3. Caracterizacién de poliésteres anfifilicos entrecruzados

Los poliésteres anfifilicos entrecruzados (PEE) se sintetizaron mediante
policondensacion entre el monémero MCTS y PEG con diferentes masas molares,
obteniéndose 6 polimeros con rendimientos entre 80-97%. Estos poliésteres fueron
caracterizados mediante resonancia magnética nuclear de giro de dngulo magico de
alta resolucion (HR-MAS) y polarizacion cruzada de giro de angulo magico (CP-MAS),
ya que son entrecruzados (insolubles), para obtener el espectro de proton se utilizé la
sonda HR-MAS y CP-MAS para los espectros de carbono y silicio. Debido a que todos
los espectros presentan las mismas sefales, ejemplificaremos los resultados con el
poliéster PEE2000.

En la figura 3.12 en el espectro de proton del poliéster PEE2000, dos sefiales indican
la formacion del poliéster, i) la sefial a 4.72 ppm que indica la formacion del enlace -
COOCHe:-. ii) la sefal a 3.65 ppm corresponde al bloque de PEG (-CH2CH20-).
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También se pueden observar las sefiales caracteristicas de la cadena carbonada del

monomero MCTS en el rango 0.02-2.23 ppm.
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Figura 3.12. Espectro de resonancia magnética nuclear de proton del poliéster
PEE2000. El espectro se obtuvo mediante la sonda HR-MAS. Fuente: Elaboracion

propia.

En la figura 3.13 se presentan los espectros de 3C y 32Si del poliéster PEE2000,
donde se confirma la reaccion de transesterificacion, por la desaparicion de la sefial a
51.44 ppm (*3C), correspondiente al metoxilo terminal del monémero sililado. Ademas,
se observan las sefales caracteristicas del poliéster: 64.38 ppm correspondiente a
COOCH2CHg, y la sefial intensa a 71.63 ppm aportada por los carbonos del bloque de
PEG (-CH2CH20-). Por otro lado, el espectro de silicio muestra una uUnica sefal a -

20.34 ppm caracteristica de los grupos siloxanos.
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Figura 3.13. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono del PEE2000. El

espectro fue tomado usando una sonda de CP-MAS. Fuente: Elaboracién propia.
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3.3.1. Caracterizacion mediante andlisis termogravimeétrico

El andlisis termogravimétrico de los poliésteres anfifilicos entrecruzados (Figura 3.14)
muestra que las temperaturas de descomposicion, si bien no siguen una clara
tendencia, presentan una temperatura de degradacién promedio por sobre los 400°C.
Si se compara con los polimeros lineales esta temperatura de degradacion promedio
es mayor en unos 10 a 15°C aproximadamente (tabla 3.4). Esta mayor estabilidad
térmica de los poliésteres anfifilicos entrecruzados, puede deberse a la reticulacion de
las cadenas poliméricas. Cabe sefalar que dicha estabilidad comparada con los

monomeros iniciales se mantiene en el caso de PEG y aumenta levemente en
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comparaciéon a MCTS después de la reaccion de policondensacién, ademas, el

porcentaje de masa residual es de un 5 a 15%, cuando la degradacion de los

poliésteres alcanza aproximadamente 400 °C.

Figura 3.14. Perfiles termogravimétricos para la serie PEE. Fuente: Elaboracion
propia.

Para la deteccion de las transiciones endotérmicas se realizaron analisis mediante
DSC, en un rango de temperatura entre -90°C a 100°C (Figura 3.15 a). Se determiné
el punto de fusion (Tf), la temperatura de transicion vitrea (Tg), la entalpia de fusion
(AHrs), y se calculd el grado de cristalinidad (Xc) para cada poliéster. Estos valores

muestran el comportamiento térmico de estos polimeros, los cuales, presentan un
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estado semi-cristalino. La presencia del segmento PEG contribuye al polimero un
comportamiento cristalino, que se ve reflejado en el aumento del punto de fusion a
medida que aumenta la masa molar de PEG. Esto provoca un incremento en el grado
de cristalinidad. PEE6000 y PEE400 corresponde a los poliésteres con mayor y menor
grado de cristalinidad respectivamente. El poliéster PEE400 presenta un intervalo de
reblandecimiento, ya que, a temperatura ambiente se encuentra en un estado de
aspecto eslastdbmerico y no liquido, como se esperaria por su Tf de -27°C, (Figura
3.15 b) [64,97].
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Figura 3.15. Termogramas obtenidos por DSC para a) la serie PEE en el rango entre
0-100°C b) para PEE400 con un rango vertical ampliado. Fuente: Elaboracion propia.

La zona amorfa de estos poliésteres se ve reflejada en las temperaturas de transiciéon
vitrea (Tg), que se encuentran en el rango entre — 51 a — 54.91°C, que se mantiene
practicamente constante. Estos valores de Tg son un poco mas altos en comparacion
a los reportados para PEG[81] y mas bajos que el monémero MCTS (-2.6°C). Cabe
sefalar que este tipo de poliésteres presenta un comportamiento elastico o un estado
elastico, debido a la alta masa molar entre nudos, establecida por el largo de cadena
de PEG[64].

A continuacion, se muestra una tabla resumen con los datos obtenidos, a partir de los
analisis de TGA y DSC, donde el grado de cristalinidad se calculé segun la ecuacion

2 de la secciéon 3.2.2
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Tabla 3.4. Temperatura de descomposicion (DTG), entalpia de fusion (AHzus),
temperatura de fusion (Tf), grado de cristalinidad (Xc)[78] y temperatura de transicién
vitrea (Tg). Fuente: Elaboracion propia.

Polimero DTG (°C)  AHrus (J/9) Tf (°C) Xc Tg

PEE400 434 57.4 -27.4 29.2 -51.78
PEE1000 409 60.9 23.9 31.0 -52.78
PEE1500 410 85.1 40.8 43.2 -5491
PEE2000 412 86.0 44.0 43.6 -54.54
PEE3000 411 92.0 55.1 46.7 -52.04
PEEG00O 411 133 56.8 67.8 -51.48

3.3.2. Determinacion del grado de entrecruzamiento

Una de las propiedades mas importantes en los poliésteres reticulados, es el grado
de entrecruzamiento. Para determinar esta propiedad los modelos mas usados son
los de Frendel-Flory-Rehner[98-102], y el de Mooney Rivlin[103]. Sin embargo, en los
ultimos afios se han desarrollado experimentos de protén de doble coherencia
cuantica (DQ), que permiten la determinacion de la densidad de entrecruzamiento a
partir del parametro “Constante de acoplamiento dipolar residual ”, sin necesidad de
asumir ningin modelo estructural o dinamico[104-107]. En polimeros lineales y en
ausencia de restricciones topoldgicas, el movimiento de las cadenas es isotropico, por
lo que la constante de acoplamiento dipolar es nula. La presencia de restricciones
topoldgicas (entrecruzamientos o entrelazamientos) produce una cierta anisotropia en
el movimiento de las cadenas que causan acoplamientos dipolares residuales (Dres).
Utilizando el valor Dres es posible obtener el parametro de orden (Sb) que se relaciona

directamente con la densidad de entrecruzamiento segun la siguiente ecuacion:
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Dres
~ 7 Dstat

Donde: Dstat: Constante de acoplamiento dipolar estético: K: Factor que depende de

los movimientos y acoplamientos intra-segmentales[69].

El cociente k/Dstat €s posible obtenerlo mediante simulaciones atomisticas, que a la
fecha solo se han realizado para estructuras sencillas como el caucho natural. Asi, el
parametro de orden Sh, solo es posible relacionarlo cualitativamente con la densidad
de entrecruzamiento mediante Dres, independientemente de la dinamica segmental y
sin necesidad de asumir un modelo en especifico. Cabe sefialar que al comparar
polimeros con igual estructura quimica, la diferencia en las distribucion de Dres Se debe
a la estructura de la red[107,108].

Para medir Dres se utiliza el experimento de doble coherencia cuantica (DQ), que nos
entrega dos sefales: Intensidad de referencia (lrer), € intensidad de doble cuanto (Ipg).
Ambas sefales contienen informacion estructural y dinamica[109]. A tiempos de
excitacion cortos (o), la intensidad de doble cuanto es creciente, debido a que
contiene la informacién de la mitad de los 6rdenes quanticos excitados, provenientes
de los segmentos acoplados dipolarmente (segmentos elasticamente activos
pertenecientes a la red). A tiempos de excitacion (tog) mayores se observa el
decaimiento de dicha sefial, debido a factores dinamicos. Por otra parte, Iret contiene
la informacion de la otra mitad de los érdenes cuanticos excitados, relacionados tanto
con los segmentos de cadena acoplados como con los no acoplados dipolarmente, y
que se relacionan con los defectos de la red eldsticamente no activos (cadenas

colgantes o lazos que poseen un movimiento isotrépico).

Para el estudio del entrecruzamiento de las redes es necesario obtener la informacion
estructural, y eliminar la dinamica (dada por la estructura y concentracion de defectos
en estas redes), pues esta ultima no da informacion alguna sobre la estructura y

distribuciéon de masas molares entre nudos.

La separacion de la informacion estructural y dinamica requiere de un proceso de
normalizacion, por el que se identifican y se sustraen todos aquellos segmentos no
acoplados dipolarmente. La intensidad de DQ normalizada, Inpg, €s el cociente entre

Inq y la intensidad total de todos los segmentos acoplados, 1XMQ
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Para obtener IZMQ se debe sumar la intensidad de los segmentos acoplados, la cual,
se encuentra repartida entre las dos componentes obtenidas experimentalmente, Ipg
e lref, y restar la intensidad de los segmentos no acoplados dipolarmente. La fraccion
de polimero no acoplada (defectos de la red), presenta una relajacién exponencial
mucho mas lenta que los segmentos acoplados dipolarmente y por ello es facilmente
reconocible. En la representacion grafica de It —lpg versus o, la parte final de la
curva se ajusta a una exponencial, que representa la fraccion de defectos de la

intensidad total. Una vez obtenida la fraccion de defectos se puede calcular IZMQ:

o)
IZMQ = IDQ+ Iref_me Ty

donde m es la fraccién de defectos no acoplados dipolarmente y T*2 su tiempo de
relajacion caracteristico. Mediante este procesamiento matematico se puede obtener
la grafica Inpg versus t, que es una curva creciente, totalmente independiente de los
movimientos segméntales (dinamica segmental) y que depende exclusivamente de la
constante de acoplamiento dipolar, relacionada directamente con entrecruzamiento
de la red. Inbg es una funcion independiente de la temperatura, Unicamente contiene
informacion codificada de la estructura de red. Esta funcion creciente debe alcanzar
un valor constante de 0.5, puesto que Ibg solo contiene informacién de la mitad de los
ordenes cuanticos excitados. Por tanto, Inbqg estd dominada por las interacciones
dipolares relacionadas con la estructura de red, es decir, es proporcional a Sb. A partir
de la gréfica Inpg V/s t(ms) se puede evaluar las interacciones dipolares ajustandola a

una funcién de distribucién tipica (distribucién gaussiana o gamma)[106—-109].

La figura 3.16 muestra los resultados de los experimentos de doble coherencia
cuantica para la serie PEE. La figura 3.16 a muestra, a modo de ejemplo, el
experimento de doble coherencia cuantica del poliéster PEE400, en ella se observa

las sefiales de Intensidad de referencia (lref), € intensidad de doble cuanto (Ipg).
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Figura 3.16. a) Experimento de doble coherencia cuantica (DQ), del polimero PEE400
con su intensidad de referencia (Iref), y de doble cuanto (Iog), b) Fraccién de polimero
no acoplada, defectos de la red, para la serie PEE, c¢) Inpg para la serie PEE que
entrega informacion de la estructura de red, es decir, es proporcional a Sb y su
respectivo ajuste. Fuente: Elaboracion propia.
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De la figura 3.16 b se determin6 el porcentaje de defectos presentes en la red
polimérica de cada poliéster, obteniéndose valores en el rango de 0 — 0.7%. Los
poliésteres que presentan mayor y menor porcentaje de grupos terminales son
PEEG6000 y PEE400 respectivamente. Este parametro tiene directa relacion con el
grado de entrecruzamiento que presenta esta serie de polimeros, y confirma la
presencia de una red tridimensional en cada polimero. Para las curvas Inpg V/s t (ms)
(Figura 3.16 c), se realizé un ajuste gaussiano segmentado para determinar Dres, €l
cual, es directamente proporcional a la densidad de entrecruzamiento, e inversamente
proporcional a la masa molar entre nudos. En la figura 3.17 se grafican los valores Dres
para la serie de polimeros entrecruzados. Donde el poliéster que presenta mayor
grado de entrecruzamiento es PEE400, un resultado esperable considerando que es
el poliéster que presenta el menor largo de cadena de PEG, y por lo tanto genera una
menor masa molecular entre nudos (Mc)[107]. A medida que aumenta la masa molar
del segmento hidrofilico, la masa molar entre nudos va aumentando, y como
consecuencia, el grado de entrecruzamiento va disminuyendo generando poliésteres

elasticos. Por lo tanto, el poliéster con menor grado de entrecruzamiento es PEE6000.

Cabe sefalar que esta técnica permite conocer como se cambia la densidad de
entrecruzamiento cuando se tiene una serie con la misma estructura quimica. Otro
punto a destacar, es que a diferencia de otros polimeros entrecruzados, éstos
presentan altas masas molares entre nudos, lo cual da a lugar a materiales muy

elasticos, incluso sin forma definida[110].
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Figura 3.17. Densidad de entrecruzamiento para la serie PEE. Fuente: Elaboracion
propia.
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Esta técnica no solo determina la densidad de entrecruzamiento de una serie de
polimeros, sino que también permite realizar experimentos de cinética, para evaluar
el tiempo de reaccion, y la influencia de la presion en la generacion de la red (en el
caso de transesterificaciones). Lo anterior, permite obtener el grado de

entrecruzamiento deseado.

Utilizando la ecuacion de Carothers, es posible calcular un valor teérico del punto gel
para un determinado polimero[75]. El valor calculado para toda la serie fue de 75%.
Esto significa que el cambio de estado provocado por la gelificacién ocurre cuando la
reaccion a llegado al 75% de conversion. Sin embargo, en el punto gel la reaccion no
necesariamente a finalizado, lo cual fue corroborado mediante estudios de cinéticas
de reaccion[64,75,108,111].

En la figura 3.18 se muestran las cinéticas de conversion para PEE400, bajo diferentes
condiciones de presion, a temperatura constante de 185°C. Cuando la reaccion
procede sin vacio no se alcanza el equilibrio en el tiempo de estudio (6 h). La
aplicacion de vacio medio no cambio significativamente en el perfil, por lo que se
disminuyo la presiéon del sistema después de las 3 h de reaccion, hasta llegar a
equilibrio. El ultimo experimento se realizé con alto vacio llegando al equilibrio y
generando la red mas entrecruzada para este poliéster. A partir de este experimento
se determind que el tiempo de reaccion necesario para obtener la red mas
entrecruzada corresponde a 1 h después de apreciar el “punto gel” a una presion de
0.03 mbar. Por esta razén todos los poliésteres fueron sintetizados bajo estas

condiciones.
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Figura 3.18. Perfiles de cinética a diferentes presiones de la policondensacién para el

polimero PEE400, la flecha indica el punto gel te6rico[75]. Fuente: Elaboracion propia.
3.3.3. Caracterizacién morfolégica de la serie PEE

Para caracterizar la morfologia de los poliésteres sintetizados, se tomaron imagenes
de microscopia electronica de barrido, la preparacion de la muestra consistié en
hinchar un trozo de poliéster en agua para luego liofilizarlo. Con esta metodologia se
espera que la estructura del hidrogel hinchado se mantenga una vez liofilizado. Para
PEE400 se observ6 una morfologia lisa y compacta (Figura 3.19 a). A medida que se
aumento el largo de la cadena del segmento hidrofilico se observé remanentes de
poros, esto se puede deber a que la presion de liofilizacién fue muy baja, y el material,
cerrd parcialmente sus poros. El Unico poliéster en el cual se logré visualizar poros
bien definidos fue PEE6000. Con poros de diferentes tamafos, entre 40-400 um
(Figura 3.19 d).
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Figura 3.19. Imagenes tomadas mediante SEM a) PEE400, b) PEE1500, ¢) PEE3000
y d) PEE6000. Fuente: Elaboracioén propia.

En la muestra de PEE6000 hinchado en agua, también se puede apreciar cavidades
interconectadas producto del hinchamiento (Figura 3.20). A diferencia de otros
hidrogeles encontrados en literatura este material se ve completamente poroso, y no
presenta zonas compactas o lisas como se muestra en los poliésteres PEE400,
PEE1500[112,113].

Figura 3.20. Imagenes de microscopia de barrido de poros interconectados del
polimero PEE6000. Fuente: Elaboracion propia.
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3.3.4. Grado de hinchamiento- encapsulacion y liberacion de Rodamina

Las posibles aplicaciones que presentan esta clase de poliésteres pueden ser muy
variadas, por ello se caracterizd la capacidad de hinchamiento en medio acuoso
durante 24 h. Cabe sefialar que esta clase de polimeros puede hincharse tanto en
medio acuoso como en medio organico apolar, debido a su propiedad anfifilica, sin
embargo, ya que se espera que sean biocompatibles, se enfocé el estudio en medio
acuoso con el fin de un posible uso biomédico. La capacidad de hinchamiento se
relaciona con la densidad de entrecruzamiento, ya que, mientras mayor sea el grado
de entrecruzamiento menor sera la capacidad de retener agua, y por ende menor
tamafio de poro tendré la red. Por otro lado, a medida que aumenta la masa molar
entre nudos el grado de entrecruzamiento es menor[114,115]. En la figura 3.21 se
puede apreciar como el poliéster PEE400 es el polimero con menor grado de
hinchamiento y PEE6000 es el que presenta mayor capacidad para retener agua. El

rango del grado de hinchamiento en 24 h es entre 2-12 g de agua/g de polimero.

Una vez determinado el grado de hinchamiento, se procedio a estimar la capacidad
de encapsulacion, utilizando rodamina B. Esta molécula es muy utilizada en ensayos
de liberacién[71], por su pequefio tamafio (Mn: 479.02 g/mol), alta solubilidad, y por
ser un compuesto coloreado (rojo), esta propiedad permite seguirla facilmente
mediante espectroscopia de UV- visible[71]. La capacidad de encapsulamiento
determinada fue de 74% para PEE400, siendo el polimero con menor capacidad de
encapsulacién, 83% para PEE1500, 90 % para PEE3000 y PEE6000 es el poliéster
de mayor capacidad de encapsulacién con un 100%. Cabe sefialar que este ensayo
se realiz6 solo para los poliésteres PEE400, PEE1500, PEE3000 y PEE6000.
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Figura 3.21. Grado de hinchamiento en medio acuoso, en 24 h a 25°C. Fuente:
Elaboracion propia.

Una vez encapsulada la rodamina se procedio a realizar la liberacion de esta durante
100 h. La absorbancia se midié en un intervalo de tiempo de 30 min al inicio de la
liberacién, para luego medir cada 1h (los primeros dias) y finalmente se midi6é cada 4
h. Para asi obtener el porcentaje de liberacion acumulado de rodamina. En la figura
3.22 se puede apreciar una clara tendencia con respecto al grado de
entrecruzamiento, y por ende con la masa molar del segmento hidrofilico (PEG). Los
polimeros que presentan mayor grado de entrecruzamiento (PEE400, PEE1500)
exhiben bajas velocidades de liberacién con alrededor de un 15% de rodamina
liberada. Lo anterior, podria deberse al tamafio de poro, ya que es menor en
comparacion a los demas polimeros, provocando que la zona de contacto sea minima,
lo que implicaria una importante interaccion entre el analito y la red, induciendo una
lenta liberacion. Para los poliésteres con menor grado de entrecruzamiento presentan
porcentajes de liberacion considerables, donde PEE6000 es el Unico que llega a
equilibrio. Es importante sefialar que, este tipo de experimento se podria ajustar a un
modelo de difusion, sin embargo, no es posible debido a que estos polimeros no
presentan geometria determinada, ademas, no existe la suficiente informacion para
aplicar un modelo de sistemas portadores (carriers) como éstos[116,117]. Sin
embargo, suponiendo que las muestras presentan una geometria esférica se puede

ajustar a la siguiente ecuacion desarrollada por Peppas[118].
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IR
Moo kt

Donde Mt corresponde a lasa masa de rodamina liberada en un tiempo t, M es la
masa de rodamina en tiempo infinito, k es la constante de difusion, y n es el exponente
difusional. Ajustando los datos a esta ecuacion se determind los exponentes

difusionales, mediante la pendiente, para cada poliéster, los cuales se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 3.5. Exponentes difusionales, para cada poliéster. Fuente: Elaboracion propia.

Poliéster n Mecanismos de liberaciéon
PEE400 0.457 anomalo
PEE1500 0.653 anomalo
PEE3000 0.847 anomalo
PEE6000 0.433 Difusion

Estos resultados indican que los poliésteres PEE400, PEE1500 y PEE3000 presentan
mecanismos de difusion anémalos, es decir, hay contribucidn tanto de la relajacion de
las cadenas poliméricas como del mecanismo de difusién de Fick. Por otra parte, si
se ajustan los datos de las cinéticas a una ecuacion que no considere la geometria de
las muestras, se puede obtener el porcentaje de difusién por el mecanismo de Fick.
Para ello, los datos se deben ajustar a la siguiente ecuacion[119]:

M _ jaen + k2o
Moo

Donde el primer término de la ecuacion corresponde a la contribucion del mecanismo
de difusion de Fick y el segundo término indica el aporte de la relajacion de las
cadenas. Si se utiliza un valor de n = 0.43 (valor determinado mediante el didmetro y
el espesor de la muestra) se puede calcular el porcentaje en el cual contribuye el
mecanismo de difusion de Fick (Tabla 3.6), usando la siguiente ecuacion:

1

K2
1+ gt

F =
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Tabla 3.6. Porcentaje difusion por mecanismo de Fick (F). Fuente: Elaboracién propia.

Poliéster % mecanismo de difusion
PEE400 84.5
PEE1500 11.9
PEE3000 0.03
PEE6000 100

Los datos obtenidos son concordantes con el ajuste anterior, siendo el poliéster
PEE6000 el unico polimero que se ajusta a un mecanismo de difusion de Fick. Cabe
sefalar, que estos resultados no son definitivos y que hace falta experimentar y

ahondar mas en las cinéticas de liberacion.
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Figura 3.22. Porcentaje de liberacion de rodamina con respecto al tiempo. Fuente:
Elaboracion propia.

3.3.5. Estudio de citotoxicidad para la serie PEE

Uno de los propdositos de sintetizar poliésteres que sean derivados de acidos grasos
y de polietilenglicol es mantener una propiedad muy importante, como la
biocompatibilidad. Para demostrar que esta propiedad, se realiz6 el ensayo de
citotoxicidad ISO 10993-5[120]. Este ensayo conocido como MTT consiste en un

estudio indirecto donde el reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
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difenil-2H-tetrazolio), es transformado a violeta formazan por la deshidrogenasa
mitocondrial. Esta enzima solamente esta presente en células vivas, por lo tanto, el
color violeta es proporcional al nimero de células viables. En la figura 3.23 se muestra
la estructura de MTT y la via de transformacion de éste compuesto a violeta de
formazan[70,121].
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Figura 3.23. Ensayo de citotoxicidad transformando MTT a violeta formazan. Fuente:
modificada de Fernandez y colaboradores[121].

El estudio se llevo a cabo durante 21 dias y se utilizaron los poliésteres PEE400,
PEE1500, PEE3000 y PEE6000. Los resultados se muestran en la figura 3.24, en ella
se puede apreciar el control (células fibroblastos dérmicos humanos) con respecto a
cada polimero, donde se observa que no hay efecto citotoxico significativo en las
células. Para los polimeros PEE3000 y PEE6000, presentan porcentajes por sobre el
100% (se encuentran marcados con asteriscos *P<0.05 Test de estadistica Anova).
Estos resultados, estadisticamente significativos, indican que las muestras tienen la
capacidad de favorecer el crecimiento celular. Los poliésteres PEE400 y PEE1500,
presentan viabilidad celular por sobre el 80%, lo que implica que estos materiales son

biocompatibles en células fibroblastos dérmicos humanos usadas en este ensayo.
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Figura 3.24. Ensayo de citotoxicidad usando el método MTT. Fuente: Elaboracion
propia.
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3.4. Caracterizacion de poliésteres fluorescentes

3.4.1. Sintesis de poliésteres a partir de hidroquinona

3.4.1.1. Poliéster lineal a partir del derivado de hidroquinona (PLHQ)

El poliéster (PLHQ) se sintetiz6 mediante policondensacion entre el monémero MDS

y la molécula 2,2’-(1,4-fenilenbis(oxi))dietanol, obteniéndose un 75% de rendimiento.

El poliéster fue caracterizado mediante resonancia magnética nuclear de 'H y 13C

(Figura 3.25). Donde en el espectro de protoén se distinguen cercano a 7 ppm los picos

correspondientes a las sefiales arométicas. Ademas, entre 0-2.6 ppm se encuentran

las sefales de los protones de la cadena carbonada del acido graso, asimismo la

ausencia de la sefial a 3.62 ppm, correspondiente al grupo metoxilo terminal del

mondmero MDS, confirma que hubo reaccion y la estructura del polimero.
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Figura 3.25. Espectro de resonancia magnética de 'H y 13C del polimero PLHQ.
Fuente: Elaboracion propia.
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En cuanto al espectro de carbono 13 (Figura 3.25 b) se observa las sefales
caracteristicas de los carbonos aromaticos (115.5 y 153 ppm), ademas del grupo
carbonilo caracteristico del derivado del acido graso (173.8 ppm), al igual que las
demas reacciones de policondensacion con el monémero MDS, se confirma que hubo
reaccion de policondensacién, debido a la ausencia de la sefial a 51.44 ppm aducida

al grupo metoxilo perteneciente al monémero MDS.
Determinacion de la masa molar

Mediante la técnica de cromatografia de permeacién en gel (GPC) se determiné la
masa molar promedio en peso de 27080.7 g/mol, y masa molar promedio en numero
de 13362.4 g/mol. Con estos valores se calcul6 la dispersidad, obteniéndose un valor
de 2, indicativo de que existe una amplia distribucion de tamafos. Por otra parte, se
obtuvo el grado de polimerizacion (masa molar de la unidad repetitiva 665.15 g/mol)
indicando que la unidad repetitiva es Xw = 41.

Andlisis termogravimétricos

El andlisis termogravimétrico (Figura 3.26 a) muestra que la temperatura de
degradacion es de 440 °C con un porcentaje residual del 4.63% a 549°C, ademas
mediante DSC (Figura 3.26 b) se determiné la temperatura de fusion a 64.4°C con
una entalpia de 51.86 J/g. Por otro lado, se puede ver una sefial a 30°C que
corresponde al pico de cristalizacion de este polimero.

100 2

80

60

Masa %

40

Flujo de calor (mW/mg)
o

204

T T T T T T -3 T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 50 100 150

Temperatura °C Temperatura °C

Figura 3.26. Grafica de estudios calorimétricos a) analisis TGA y b) analisis DSC.
Fuente: Elaboracion propia.
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3.4.1.2. Poliéster entrecruzado a partir del derivado de hidroquinona (PEHQ)

El poliéster (PEHQ) se sintetiz6 mediante policondensacion entre el monémero MCTS
y 2,2’-(1,4-fenilenbis(oxi))dietanol, obteniéndose un rendimiento de 79%. Este
poliéster fue caracterizado mediante resonancia magnética nuclear en estado solido
de carbono 13. En la figura 3.27 se pueden apreciar las sefiales caracteristicas de los
carbonos arométicos (116 y 153 ppm), ademas del grupo carbonilo caracteristico del
derivado del &cido graso (174 ppm). Se confirma que hubo reaccion de
policondensacion, debido a la ausencia de la sefial a 51.44 ppm aducida al grupo

metoxilo perteneciente al monémero MCTS.
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Figura 3.27. Espectro para PEHQ tomado mediante CP-MAS. Fuente: Elaboracion

propia.
Andlisis termogravimétricos

El analisis termogravimétrico indica que la temperatura de degradacion es de 455°C
con un 6.54 % de masa residual a 549°C (Figura 3.28). Con respecto al polimero lineal
se puede apreciar un aumento en 10°C, esto podria ser provocado por el
entrecruzamiento generado en este poliéster, ademas, analizando los datos de
calorimetria diferencial de barrido, no se logra apreciar picos de fusion o de
cristalizacion, lo cual, podria deberse al alto grado de entrecruzamiento, ya que el alto

grado de restricciones disminuirian movimientos elasticos[64].
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Figura 3.28. Gréfica del termograma del poliéster PEHQ. Fuente: Elaboracion propia.

Cabe destacar que los poliésteres obtenidos a partir del derivado de hidroquinona no
presentan la propiedad de emitir luz, por lo que su caracterizacion solo se centré en

analisis estructurales y termogravimétricos.

3.4.2. Sintesis de poliésteres a partir de cumarina
3.4.2.1. Sintesis del mondémero cumarina diol

La sintesis del mondémero cumarina diol se llevé a cabo segun el procedimiento
publicado por Abraham Joy[58], con algunas modificaciones en el primer paso de
sintesis, donde se considero la publicacién de Jiangyun Wang[73], para aumentar el
rendimiento. El tercer paso se modifico el solvente usado, de acetona a butanona, con
el fin de realizar la reaccién a mayor temperatura (86°C). La secuencia sintética se
muestra en la figura 2.7 de la seccién 2.2.3.2. Cada una de estas moléculas se
caracteriz6 mediante resonancia magnética nuclear de proton y carbono. En la figura
3.29 se puede apreciar ambos espectros de la molécula 4-(clorometil)-7-

hidroxicumarina.

73



10.65
—6.84
6.81
6.74
~6.40
—4.93
—3.38
2.49

} .

767
765

Cl

i L .

110 105 100 95 90 85 8D 7.5 7.0 6.5 60 55 50 45 40 35 30 25 2]

b)

161.93

160.62
~-155.75
15144
—127.00
_~113.54
—11151
~-109.80
—102.98

X

—41.83
= =~=30.96

L - Il

|
T T T T T T T T T ; T - T v T 5 T G T T T T T T T —
170 160 150 140 130 120 110 100 an0 a0 70 60 50 40

Figura 3.29. Espectros de resonancia magnética a) de proton y b) carbono para 4-
(clorometil)-7-hidroxicumarina. Fuente: Elaboracion propia.

En el espectro de resonancia magnética de protéon (Figura 3.29 a) se observan las
sefales que caracterizan este compuesto, entre 6.40-7.67 ppm se muestran los picos
aromaticos, y la sefal correspondiente al proton -CH2Cl se observa a 4.93 ppm, y en
el espectro de carbono a 41.83 ppm (Figura 3.29 b). Estas sefiales seran importantes
para diferenciar esta molécula del siguiente paso.

El segundo paso consistio en una sustituciéon nucleofilica Sn2 usando agua como
solvente y nucledfilo, donde el grupo saliente es el ion cloruro. Este cambio en la
estructura de la cumarina, no se evidencia en el espectro de proton ya que la sefal -
CH2Cl (4.93 ppm) pasa a -CH20H (4.69 ppm) (Figura 3.30 a). Sin embargo, el espectro
de carbono (Figura 3.30 b) al ser mas sensible a los cambios quimicos de una
estructura, muestra un desplazamiento a campo bajo desde 41.83 ppm a 59.54 ppm,

confirmando asi la estructura de 7-hidroxi-4-(hidroximetil)cumarina.
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Figura 3.30. Espectros de resonancia magnética de a) protén y b) carbono para 7-
hidroxi- 4-(hidroximetil)cumarina. Fuente: Elaboracion propia.

El producto de la segunda etapa es un diol que podria ser usado para policondensar,
sin embargo, debido a que uno de los alcoholes es fendlico, presenta menor
reactividad y, por lo tanto, se modific6 mediante una reaccién de Williamson. Esta
reaccion es conocida por tener buenos rendimientos cuando se utiliza en condiciones
convencionales (Solvente DMF y posterior precipitacion en agua)[122], pero en este
caso el rendimiento obtenido es bajo. Una posible explicacion es que la reaccion se

llevo a cabo en butanona, ya que el producto no precipitd en agua.

La 4-(hidroximetil)-7-(3-hidroxipropoxi)cumarina fue caracterizada mediante
resonancia magneética de proton y carbono, como se muestra en la figura 3.31. En ella
se puede apreciar las sefiales caracteristicas de la cumarina diol deseada, donde se
destaca las sefiales 1.88, 3.55 y 4.58 ppm, correspondientes a la cadena que

conforman el éter, las sefales 4.14 y 5.61 ppm corresponden a los protones de los
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alcoholes (Figura 3.31 a), por otro lado, los carbono correspondientes a la cadena que

forman el éter se aprecian en 32.3, 57.5, 59.4 ppm (Figura 3.31 b)
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Figura 3.31. Espectros de resonancia magnética de a) protén y b) carbono para 4-
(hidroximetil)-7-(3-hidroxipropoxi)cumarina. Fuente: Elaboracion propia.

Debido a los interesantes resultados (biocompatibles, encapsulacion y liberacién de
analitos) obtenidos para la serie de poliésteres entrecruzados (PEE), se decidio
realizar una modificacion en los objetivos especificos, de modo de cumplir con la
formacion de polimeros con la habilidad de emitir luz. Por lo tanto, los poliésteres
fluorescentes se obtendran mediante copolimerizacion entre los monémeros MCTS,
PEGnh y la cumarina obtenida, para asi poder comparar la influencia de la cumarina

en la estructura de los poliésteres entrecruzados.
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3.4.2.2. Sintesis de poliésteres entrecruzados fluorescentes (PEEF)

La sintesis de poliésteres entrecruzados fluorescentes se llevd a cabo mediante
copolimerizacion entre el monémero MCTS, PEGn (400, 1500, 3000 g/mol) y cumarina
diol, con la siguiente equivalencia 1: 1.5: 0.5, respectivamente, obteniéndose 3
poliésteres, con rendimientos entre 83-86%. La proporcion, por la cual se llevé a cabo
la reaccion de copolimerizacion se eligié con el fin de evidenciar el efecto de la
cumarina diol, cuando se encuentra en baja proporcion en la estructura de los
polimeros entrecruzados. La caracterizacion se llevo a cabo mediante CP-MAS de
carbono 13, debido a que los tres espectros presentan las mismas sefiales, solo se
mostrara el correspondiente al poliéster PEEF3000 (Figura 3.32). En ella se puede
apreciar las sefiales caracteristicas de este tipo de polimero: los picos entre 26.0, 43.0
y 183 ppm corresponden al monémero MCTS, asi como las sefiales cercanas a 70
ppm pertenecen al monémero PEGn. Los picos 100 y 159 ppm son atribuidos al
monomero cumarina diol. Es importante sefialar que la técnica CP-MAS permitio ver
dos carbonos cuaternarios caracteristicos de la sonda fluorescente (ver espectro rmn

cumarina diol), a pesar de la anisotropia generada en estado sdlido.
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Figura 3.32. Espectro de resonancia magnética nuclear (CP-MAS) carbono 13 para
PEEF3000. Fuente: Elaboracion propia.
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Analisis termogravimeétricos

El andlisis termogravimétrico de los poliésteres obtenidos (Figura 3.33) muestra
temperaturas de degradacion altas, cercanas a los 400°C, las cuales son 10 grados
centigrados menores en comparacion a los polimeros entrecruzados(PEE), sin
embargo, para esta serie de poliésteres presenta una segunda temperatura de
descomposicion cercana a los 480°C, la cual, refleja la presencia de un tercer
mondmero que se encuentra en baja proporcion correspondiente a cumarina diol,
ademas, se puede apreciar que la segunda DTG es pronunciada en el caso de
PEEF400, esto debido a que presenta el largo de cadena de PEG menor,
apreciandose por sobre el 40% en masa. Esto podria indicar que primero se degrada
PEG y luego la cumarina. Por otro lado, para los poliésteres PEEF1500 y PEEF3000,
al tener largos de cadena de PEG mayores, se aprecia la segunda DTG bajo el 30 %
en masa, en este caso es posible que se esté degradando parte de la cumarina en
conjunto con PEG, por lo tanto, no se aprecia una curva marcada. La masa residual

para esta serie se encuentra en un rango entre el 5-13 % a 548°C.

100 H~———

80

60

% Masa

20 1 —— PEEF400
—— PEEF1500
PEEF3000

T T T T T
100 200 300 400 500 600
Temperatura °C

Figura 3.33. Grafica de los termogramas de la serie PEEF. Fuente: Elaboracion
propia.

El analisis calorimétrico, (Figura 3.34) muestra que el poliéster PEEF400 posee una
mayor contribucion del monémero cumarina diol, ya que aumenta su temperatura de
fusién, su grado de cristalinidad y a su vez la energia necesaria para cambiar de
estado es mayor, en comparacion a PEE400. Por otra parte, los poliésteres PEEF1500

y PEEF3000 no presentan variacion con respecto a sus similes, PEE1500 y PEE3000,
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gue muestran valores cercanos, esto se puede deber, a que presentan largos de
cadena mayores de PEG, por tanto, la incorporacion del monémero cumarina no
presenta gran contribucion en comparacion a cuando la cadena de PEG es menor. En

la tabla 3.5 se muestran los resultados de la serie PEEF.
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Figura 3.34. Analisis calorimétrico para la serie PEEF. Fuente: Elaboracién propia

Del andlisis calorimétrico se esperaba visualizar la temperatura de transicién vitrea
por sobre los -50°C, y un aumento el grado de cristalinidad, debido a la incorporacion
de la molécula cumarina diol, sin embargo, puesto que la temperatura minima que se
puede tener en el programa de DSC es -50°C, aparentemente el valor de Tg deberia

estar cercana a esta temperatura y no se alcanza a apreciar definidamente.

A continuacion, se presenta una tabla resumen con todos los datos obtenidos por los

ensayos TGA y DSC para la seria PEEF.
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Tabla 3.7. Temperatura de descomposicion (DTG), entalpia de fusion (AHzus),
temperatura de fusion (Tf), grado de cristalinidad (Xc)[78] de la serie PEEF. Fuente:
Elaboracion propia.

Polimero DTG:1 (°C) DTGz (°C) AHfus (J/g) Tf (°C) Xc

PEEF400 400 481 74.5 -12.1 37.8
PEEF1500 398 481 79.1 37.5 40.1
PEEF3000 400 477 91.0 53.3 46.2

Grado de hinchamiento

Para el estudio de grado de hinchamiento se utilizé el mismo protocolo experimental
usado para los poliésteres PEE, para asi comparar los resultados y evidenciar la
presencia de cumarina diol el grado de hinchamiento. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 3.35, donde se puede apreciar los valores de Sw en un rango
entre 3 — 9 g H20/g polimero. Comparando estos valores con los obtenidos por los
poliésteres correspondientes de PEE (2 — 5 H20g/g polimero), se aprecia un aumento
en la capacidad de hinchamiento en agua para los poliésteres entrecruzados
fluorescentes. Esto puede deberse a la estructura de cumarina diol, que presenta
cinco atomos de oxigeno, y esto conjugado con el grupo éster son responsables de

una alta polaridad que facilita la interaccién con moléculas de agua en el medio.
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Polimeros

Figura 3.35. Grafica de la capacidad de hinchamiento para la serie PEEF. Fuente:
Elaboracion propia.

Caracterizacion morfoldgica

La superficie de los poliésteres se observé mediante SEM. Se tomo un trozo de cada
uno de ellos, se hinchd en agua y luego se liofilizd. Las imagenes de la serie PEEF se
presentan en la figura 3.36. El polimero PEEF400 no se distingue un poro bien
definido, sin embargo, a medida que aumenta la masa molar del segmento de
polietilenglicol se consigue visualizar los poros formados por la red. Cabe sefialar que
mediante este procedimiento no se puede determinar el tamafio de poro de la red, ya
gue el tratamiento de liofilizacion puede causar el cierre de estos, debido a la presion
ejercida. Por otro lado, el hecho que en el poliéster PEEF3000 se logre apreciar poros,
puede deberse a que el material obtenido presenta mayor rigidez que los demas,

resistiendo mejor el vacio generado en la liofilizacién.

! N 4 .
Figura 3.36. Imagenes de poro de la serie PEEF mediante SEM a) PEEF400 b)
PEEF1500 c) PEEF3000. Fuente: Elaboracion propia.

81



Estudios mediante microscopia confocal

Las propiedades fluorescentes de los PEEFs permiten su caracterizacion mediante
microscopia de fluorescencia. Esta técnica, no invasiva, faculta la observacion de la
estructura de los polimeros hinchados. Ademdas, es posible medir algunas
propiedades nuevas de los PEEFs que les fueron conferidas por la molécula cumarina
diol que forma parte de su estructura, como el espectro de emisioén y tiempo de vida
de fluorescencia. Los espectros de emision se obtienen de imagenes espectrales y
los tiempos de vida de imagenes de tiempo de vida. Es importante sefialar que una
imagen espectral o de tiempo de vida de fluorescencia contiene en cada uno de sus
pixeles, el parametro medido en una posicién especifica. Esta herramienta es muy
valiosa en el caso de muestras heterogéneas, por ejemplo, en imagenes de
células[123]. En el caso de sustancias puras, como las muestras examinadas en este
trabajo, el espectro de emision y el valor de tiempo de vida es homogéneo y se obtiene
como un promedio de todos los pixeles[124]. Para las muestras analizadas en este
estudio, y para obtener todo el espectro de emision, se utilizé excitacién de dos fotones
(780 nm)[125], sin embargo, ninguno de los dos parametros medidos cambia con

respecto a la excitacion por un foton[44,126].

Adquisicién de pardmetros de fluorescencia por microscopia confocal

La adquisicibn de espectros de emision en estado soélido se realizé utilizando
microscopia confocal con deteccion espectral. Una imagen espectral es la
superposicion de un set de imagenes del mismo objeto obtenidas, cada una de ellas,
en diferentes rangos de longitudes de onda de emision. De esta manera la imagen
espectral contiene en cada pixel el espectro de emision en una localizacion especifica
en la imagen. La Figura 3.37 (a) muestra un diagrama que explica la metodologia
utilizada para la adquisicion del espectro de emisién de una muestra. Después de la
excitacion, la luz de emisién proveniente de la muestra se descompone y sus
componentes espectrales son registrados por un detector espectral en 32 bandas de
longitud de onda. Se obtienen 32 imagenes en las bandas preseleccionadas y la
superposicion de ellas da origen a la imagen espectral que contiene en cada pixel

todo el espectro de emisiéon en el rango seleccionado. En el caso de muestras
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homogéneas, el espectro de la muestra se obtiene haciendo un promedio de todos los

pixeles en la imagen espectral.

Para la determinacion de tiempo de vida de fluorescencia a partir de imagenes, se
utilizé el método de andlisis de fasores[123]. Esta técnica se ha utilizado en varias y
diferentes aplicaciones; determinacion de iones[127], conformacién de proteinas in
vitro[128] y biologia cuantitativa[129] etc. En la representacion de fasores cada
decaimiento de fluorescencia, independientemente del numero de exponenciales
necesarios para determinar los valores de tiempo de vida que lo componen, esta
representada por un punto (fasor) con coordenadas (s, g)[123]. La Figura 3.37 b
muestra una representacién esquematica del analisis: una imagen de tiempo de vida
de fluorescencia contiene en cada pixel la curva de decaimiento de fluorescencia en
el tiempo, | (t), correspondiente a la localizacion dentro de la imagen. En el andlisis de
fasores, cada decaimiento es transformado a un fasor usando transformadas de
Fourier. Cada fasor tiene coordenadas polares G = M sin ¢, S = M cos ¢, siendo ¢ el
retraso de fase entre la excitacion y la emision, y M la modulacién. El retardo de fase
y la modulacion estan relacionados con el tiempo de vida de fluorescencia (t), donde
Tan ¢ = Wty M = (1 + w 2wm )2 donde, w es la frecuencia de modulacién angular
(igual a 211f, donde f es la modulacion frecuencia)[130,131]. Las coordenadas polares
G y S corresponden a los ejes X e Y en un grafico 2D de coordenadas polares
denominado grafico de fasores. Este grafico esta compuesto por un circulo universal
y los tiempos de vida disminuyen en la direccién del movimiento de las manecillas del
reloj. Cada pixel de la imagen de tiempo de vida origina un unico punto (fasor). Asi, el
grafico de fasores contiene tantos fasores como numero de pixeles contenga la
imagen, por ejemplo, el diagrama de fasores de una imagen de 3 x 3 pixeles

contendran 9 fasores (Figura 3.37 b).
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Para decaimientos de tiempo de vida mono exponenciales el fasor se ubicara sobre
el circulo universal, y decaimientos multi exponenciales se ubicaran dentro del circulo
universal y corresponden a la combinacion de diferentes pares de fasores posibles. El
andlisis de fasores no requiere una determinacion precisa de los tiempos de vida, la
ubicacion y la relacion entre los fasores proporciona informacion sobre el
sistema[123]. Cuando el analisis se utiliza en modo reciproco, los pixeles en laimagen
pueden resaltar ubicando un cursor en el grupo de fasores correspondiente en el

grafico de fasores[123,132].
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Figura 3.37. Métodos para analisis de fluorescencia. (a) Método espectral de
formacion de imagenes para emision espectral en estado solido. (b) Imagen de vida
de fluorescencia (FLIM) y método de Fasor. Fuente: Modificada de Felipe A. Olate y
colaboradores[124].

Propiedades fluorescentes de la serie PEEF

La Figura 3.38 muestra las imagenes espectrales (Figura 3.38 a) de los tres PEEFs
analizados y los correspondientes espectros de emisiéon (promedio de todos los
pixeles en la imagen) (Figura 3.38 b). Se incluye en esta figura, a modo de
comparacion, el espectro de la molécula utilizada en la sintesis, cumarina diol. Se
puede apreciar que el maximo de emision de la cumarina diol es alrededor 460 nm.
Para la serie PEEF se observa un leve desplazamiento hacia el rojo, excepto para
PEEF400 que mantiene un comportamiento muy similar al monémero cumarina diol.

Estos analisis demuestran que la cumarina diol es parte de la estructura del polimero
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final. Es importante destacar que los polimeros se encuentran en solucidon y que no

hay deteccion de cumarina libre en ella.

a) b)
PEEF400

Intensidad normalizada

T T T T
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Longitud de onda

Figura 3.38. a) Imagenes espectrales para la serie PEEF, con una excitacién a 780
nm, tamafio figura 84.94 x84.94 um, resolucion 1024x1024 pixeles. b) Espectros de
emision obtenidos de imagenes espectrales, cumarina diol (—) PEEF400 (—),
PEEF1500 (—), PEEF3000 (—). Fuente: Elaboracion propia.

Las imégenes de fluorescencia permiten apreciar la morfologia del material hinchado
en medio acuoso. La figura 3.39 muestra varias areas de 353.90x353.90 um con el
mismo plano z, de los diferentes polimeros, donde se puede apreciar que el material
es homogéneo y liso, sin presencia de poros, para PEEF1500 y PEEF3000. En el caso
de PEEF400 se consiguen ver poros (con un diametro aproximado de 17.8 um), los
cuales, pueden ser producto del vacio generado durante la polimerizacion, la cual
provoca burbujas y posteriormente poros macroscopicos en el material final. Es
importante mencionar en este punto que, estos experimentos no son comparables con
las imagenes de SEM. En microscopia confocal se tiene el material hidratado,
embebido en la soluciébn y en SEM los polimeros son hidratados y sometidos a
liofilizacién. Por otro lado, la microscopia confocal permitié observar la estructura del
material con una profundidad de 48 um (Figura 3.39 b). Las imagenes de los planos
correspondientes 0, 15, 30 y 45 um muestran que el material en su interior también es

homogéneo sin la presencia de poros, dentro una resolucién de un micréometro.
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Figura 3.39. a) Imagenes de intensidad de la serie PEEF, excitacién 780 nm, emision
415-735, tamafo imagen 353.90x353.90 pm, resolucion 1024x1024 pixeles. b)

Imagen 3D del poliéster PEEF3000 (izquierda), reconstruida a partir de 45 imagenes

a distintos Z se muestra el plano 0,15,30 y 45 um (derecha) Fuente: Elaboracion
propia.

Para las mediciones de tiempo de vida, se utiliz6 como estandar una solucion de
cumarina 6 en etanol para la calibracion del instrumento, el tiempo de vida de cumarina
6 es mono exponencial con un valor de 2.402 ns[123]. La Figura 3.40 muestra los
andlisis de fasores para el estandar, la cumarina diol y los tres PEEFs. la imagen de

intensidad (3.40 a) se aprecian materiales relativamente homogéneos.

La Figura 3.40 b muestra el grafico de fasores para cada una de las muestras. Los
fasores de la estdndar cumarina 6 estan agrupados sobre el circulo universal,
indicando un decaimiento mono exponencial de este tiempo de vida segun reportado
para este estandar[133]. Para las otras muestras los fasores se encuentran dentro del
circulo universal, lo que indica la naturaleza multi exponencial de sus respectivos
tiempos de vida. La ubicacion de los fasores agrupados en la misma zona del gréafico
(Figura 3.40 b) con una distribucion gaussiana perfecta es indicativa de la pureza de
la muestra. Mas aun, se localizé un cursor cuadrado de color que contiene todos los
fasores de la muestra correspondiente y en la figura 3.40 c es posible observar la

ubicacion de esos fasores en la imagen, todos homogéneamente distribuidos.
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Para dar un valor numérico del tiempo de vida, se calculé el tiempo de vida promedio

(Figura 3.40 d) que corresponde al promedio matematico entre t fase y t modulacion;

sin embargo, este valor es solo comparativo, para un valor preciso de tiempo de vida

se necesitan todos componentes de los decaimientos y la fraccion de luz de cada

componente, un analisis fuera de los objetivos de este trabajo[134]. Es importante

mencionar que el tiempo de vida de fluorescencia es un pardmetro intensivo para

compuestos fluorescentes; por lo tanto, en una mezcla de poliésteres los

componentes se pueden distinguir facilmente por su ubicacion fasorial.

Cum diol

a) Imagende
intensidad

b) Diagrama de

PEEF400

PEEF3000 | PEEF1500

fasores
c) Imagen de
intensidad con pixeles
resaltados del
diagrama de fasores
t fase (ns) 2.474 2.962 2.356 2.879 2.356
T modulacion 2.330 3.559 3.372 4.136 3.372
d) | (ns)
Promedio (ns) 2.402 3.261 2.864 3.508 2.864

Figura 3.40. Imagenes de intensidad. (a) diagrama de fasor (b) imagen de intensidad
con pixeles resaltados (c). tiempo de vida de fluorescencia de fase, modular y el
promedio de ambos (d). Fuente: Elaboracién propia.
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CAPITULO 4 — CONCLUSIONES

En esta Tesis Doctoral se sintetizaron y caracterizaron los siguientes polimeros:

poliésteres anfifilicos lineales (PEL), poliésteres anfifilicos entrecruzados (PEE) y
poliésteres fluorescentes (PLHQ, PEHQ, PEEF).

Las reacciones de transesterificacion entre PEG y di-éster graso sililado (MDS),
permitio la sintesis de una clase muy atractiva de poliésteres anfifilicos con un alto
grado de pureza. Su preparacion puede seguirse a través de analisis
espectroscopicos, que confirman su estructura. Los poliésteres anfifilicos lineales
presentaron alta masa molar a las dos horas de reaccion, con buen comportamiento
térmico a temperatura ambiente. Sus temperaturas de degradacién estan por sobre
los 400°C, y sus temperaturas de fusion son crecientes a medida que aumenta la
masa molar del segmento correspondiente a polietilenglicol, en un rango de 20 a
65°C. No se observo transicion vitrea en el rango de temperatura estudiado, y se
espera esté por debajo de los -50°C. Por otro lado, su comportamiento anfifilico se
demostré mediante la formacion de agregados micelares, tanto en medio acuoso
como en medio apolar. Para las micelas directas se obtuvieron concentraciones
micelares criticas (CMC) en un rango de 0.0062 - 0.0094 mg/mL, y tamafios de
particulas entre 70 a 190 nm. Para micelas inversas los valores de CMC se
encontraron entre 0.087 — 0.012 mg/mL, y sus tamafios de particulas fueron en un

rango de 52 - 116 nm.

Las diferencias encontradas entre los dos tipos de micelas pueden deberse al
segmento de polietilenglicol; en las micelas directas el aumento del tamafio micelar
depende de la masa molar de este segmento, y para micelas inversas, al ser
polietilenglicol el segmento hidrofilico, la interaccion con el medio apolar conduce a
la disminucion del tamafio de los agregados. Estos resultados implican que es
posible manejar el tamafio de particula variando la masa molar de polietilenglicol,
ofreciendo la posibilidad de encapsulacion de analitos. Por otra parte, estos
poliésteres mostraron la capacidad de formar fibras cuando sus puntos de fusiéon
fueron por sobre 50°C. El grosor de las fibras puede ser modificado de acuerdo con
la longitud PEG, relacion que abre las puertas para futuros estudios acerca del uso

de estas fibras.
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Los poliésteres anfifilicos entrecruzados fueron caracterizados estructuralmente
mediante RMN, con altos rendimientos de sintesis, ademds, presentaron
temperaturas de degradacion por sobre 400°C en todos los casos. Los polimeros
exhibieron puntos de fusion entre -27 y 57°C, y sus temperaturas de transicion
vitrea fueron cercanas a -54°C, por lo que esta clase de poliésteres presentan un
comportamientos elastico, amorfo y cristalino. La optimizacion del tiempo de
reaccion a 3.0 x102 mbar y 185°C se realiz6 mediante resonancia magnética de
campo bajo y fue de una hora de reaccion después del punto gel. Bajo estas
condiciones se forma la red con mayor grado de entrecruzamiento posible para
cada polimero. El poliéster con mayor grado de entrecruzamiento de la serie es
PEE400, y el polimero con menor grado de reticulacion es PEE6000. Estos
materiales tienen la propiedad de hincharse tanto en medio acuoso como en
cloroformo, donde el poliéster con mayor grado de hinchamiento en medio acuoso
fue PEE6000 con 13 g H20/g de polimero y, por otro lado, PEE400 es el polimero
con menor capacidad de hinchamiento. Esta serie mostr6é capacidad de encapsular
y liberar controladamente rodamina. El polimero con mayor grado de hinchamiento
exhibe un porcentaje de liberacion mayor a 100 h, a su vez el poliéster con menor
grado de hinchamiento presenta el minimo porcentaje de liberacién en el mismo
tiempo. Estos resultados indican que es posible controlar el porcentaje de liberacion
eligiendo el poliéster con el grado de entrecruzamiento apropiado, propiedad que
puede ser atractiva para estudios de liberacion controlada de drogas. Por otra parte,
los resultados de citotoxicidad determinaron que estos polimeros son
biocompatibles segun la norma ISO 10993-5. Debido a que las estructuras de las
tres clases de poliésteres obtenidos son similares, se espera que todos los
polimeros sean biocompatibles, haciéndolos buenos candidatos para estudios en
biolégicos.

En cuanto a los polimeros fluorescentes se usaron dos dioles diferentes. Los
polimeros preparados mediante hidroquinona dieron buenos rendimientos de
sintesis y excelentes parametros térmicos, sin embargo, no presentaron la habilidad
de emitir luz. A su vez, los polimeros sintetizados usando la cumarina diol,
preparados en copolimerizacion con polietilenglicol, presentaron buenos
rendimiento de sintesis, y la habilidad de emitir luz. Las temperaturas de
degradacion se mantuvieron en comparacion a la de la serie PEE, sin embargo, la

presencia de cumarina diol origind una segunda temperatura de degradacion
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cercana a los 480°C. Los puntos de fusion estuvieron en el rango de -12 - 53°C, y
las temperaturas de transicion vitrea no fueron observadas en el rango evaluado.
Estos polimeros, al igual que la serie PEE, presentan capacidad de hinchamiento
tanto en agua como en cloroformo, una propiedad importante para un posible uso
biomédico. Finalmente, los estudios de microscopia confocal confirmaron la
presencia de cumarina diol en la estructura de los polimeros. Las pequefas
diferencias en tiempo de vida de fluorescencia encontradas entre los diferentes
polimeros permiten diferenciar su ubicacion espacial en una mezcla de ellos,
abriendo el camino para futuros estudios para su uso en aplicaciones

bioldgicas/biomédicas.
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ANEXQOS
A. Poliésteres anfifilicos lineales

1. Espectros de resonancia magnética nuclear para la serie PEL

Los espectros mostrados a continuacion corresponden a los polimeros formados en
dos horas de reaccion.
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2.Termogramas para la serie PEL.

A continuacién, se mostraran los termogramas obtenidos para la serie PEL
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0 100 200 300 400 500 600
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Termograma del poliéster PEL1000 en comparacion con sus respectivos mondémeros.
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Termograma del poliéster PEL1500 en comparacion con sus respectivos monémeros.
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3. Determinacion de concentracion micelar critica en agua para la serie PEL.
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4. Determinaciéon de concentracién micelar critica en medio a polar para la

serie PEL.
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B. Poliésteres anfifilicos entrecruzados

1. Espectros de resonancia magnética nuclear para la serie PEE

A continuacién, se mostraran los espectros de resonancia magnética nuclear de los

poliésteres obtenidos mediante mondmero ciclico sililado y PEG (serie PEE).
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C. Poliésteres fluorescentes

1. Espectros de resonancia magnética nuclear para la serie PEEF
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