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Resumen

En este trabajo de Tesis se abordaron diferentes estrategias de sintesis y
modificacion de materiales poliméricos altamente novedosos, como asi
también su caracterizacién y posibles aplicaciones en campos
relacionados con la biomedicina.

En primera instancia se sintetizaron polimeros dendronizados a partir de
la modificacion de polimeros naturales o mediante la sintesis y posterior
polimerizacidon de un mondmero dendritico del Tipo Newkome.

Ademas, se prepararon redes poliméricas expandibles mediante dos
metodologias diferentes. Por un lado se evalud el entrecruzamiento
covalente de polimeros lineales, mientras que la otra via consistio en la
polimerizacidn y entrecruzamiento de mondémeros vinilicos comerciales o
previamente sintetizados. Asi, diversos hidrogeles fueron obtenidos,
destacandose entre ellos hidrogeles sensibles a estimulos, tales como el
cambio de temperatura o el valor de pH del medio.

En tercer punto, se evalud la incorporacién de polimeros dendronizados
dentro de hidrogeles sensibles a estimulos, a fin de obtener materiales
del tipo interpenetrados dendronizados altamente novedosos.

Por ultimo, la obtencidon de nuevos sistemas en escala manométrica fue
realizada tomando como base los materiales que mejores caracteristicas
presentaron a escala macrométrica. De esta manera, se prepararon
nanogeles interpenetrados dendronizados con multifuncionalidad
regulada, y también nanogeles dendronizados con respuesta dual a
estimulos. Estos ultimos fueron evaluados como sistemas de liberacion
controlada de un farmaco antineopldsico modelo como lo es el cis-Pt,
obteniéndose resultados prometedores que indican que podria ser
utilizado de manera eficiente en aplicaciones biomédicas.
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Introduccion General

Para establecer un marco introductorio a los temas que se desarrollan, se
analizaran, de manera breve y concisa, dos aspectos fundamentales
discutidos en los diferentes Capitulos de este trabajo. Los dos pilares que
formaron el sustento de este trabajo de Tesis Doctoral son, a entender, el
empleo de moléculas dendriticas, con las cuales se realizé la obtencién y/o
modificacion de polimeros, y la preparacion de diversas redes poliméricas
expandibles.

Moléculas dendriticas

Hablar de arquitecturas dendriticas refiere directamente a una de las
topologias mas difundidas a lo largo de la evolucién. Innumerables ejemplos
pueden ser citados en este caso, tales como cristales de hielo, sistemas
fractales naturales, arboles, sistemas vasculares, neuronas, y tantos otros.
Sin duda, existen razones mas que validas para suponer que estos sistemas
fueron perfeccionados a lo largo de millones de afios para poder, quizas,
maximizar u optimizar aspectos energéticos, nutricionales o los referidos al
transporte de informacién?.

En el afio 1941, Flory y colaboradores mostraron evidencia tedrica y
experimental de la existencia de sistemas poliméricos tridimensionales
ramificados?. Este estudio fue la primera aproximacion que traté de imitar
a los sistemas dendriticos naturales a nivel de laboratorio. Algunas otras
consideraciones sobre las propiedades de estos sistemas poliméricos se
realizaron, pero no fue hasta un par de décadas atrds, que el estudio
sistematico de este tipo de arquitecturas tuvo su auge.

Recién en 1978, Vogtle y colaboradores presentaron la primera sintesis de
una macromolécula ramificada a la que llamaron “tipo pulpo™. La
obtencidn vy caracterizacion de un material monodisperso y de

3
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conformacion en capas repetitivas o generaciones se realiz6 mediante una
sintesis en cascada o de pasos iterativos. El método sintético viable,
empleado para la construccién de una macromolécula polifuncional, resulté
ser el ensamble de estructuras a un centro multifuncional, mediante
repeticidon de pasos similares, dando lugar a lo que se conoce como sintesis
divergente, tal como muestra el Esquema I.

CN

1) Co(I)/NaBH, 2) ZCN o Dy2) N
RRCN ——> R™NH, ——> RN > ——SR7TN>">"CN

2 \ \
NCJ/ ICN

CN
Esquema I: Sintesis divergente o en cascada presentada por Végtle y
colaboradores.

Este trabajo sirvié de base para que Tomalia y Newkome, ambos en el afio
1985, abordaran la sintesis divergente de nuevas moléculas dendriticas,
cada uno por estrategias diferentes.

George Newkome presenté la metodologia sintética y el estudio espectral
de polioles esféricos, a los que denomind arboroles®. Estas estructuras
macromoleculares se lograron a partir de una secuencia de amidacién de
un triéster, generando arquitecturas tridimensionales que crean
microambientes interiores y ademads ubican los mencionados grupos
alcohol en la superficie de la macromolécula.

Por su parte, Donald Tomalia reporté la sintesis secuencial de la primera
familia completa de dendrimeros del tipo poli(amidoamina) en
conformacién “tipo estrella” de tamafios controlados, a partir de N-(2-
aminoetil)acrilamida®. Tal fue el alcance de estas estructuras y la facilidad
que presentd su preparacion, que hasta el dia de hoy es uno de los
dendrimeros mas ampliamente estudiados, a la vez que fue la primera
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familia de este tipo de polimeros en ser comercializada bajo la
denominacién PAMAMS,

La Figura | muestra las estructuras quimicas de los arboroles y de PAMAM.

H
NH OH OH_OH

HO o) HZN/\/NW/\/N
NH T HN \P 0 O NH
HO OH OH NH
O NH
0 OH b O%\L o ;
OH\P\OH oy o HN{\ N/\AHNN\/YN\/\N/\AH/\/NHZ
NH

HO” OH O” "NH 0”7 NH
HN" S0
Ho% HZN/\/NY\/N NH,
HO™ OH o]
HN\L
NH,
Arborol PAMAM

Figura I: Estructura quimica de las moléculas dendriticas presentadas por
Newkome y Tomalia.

Cinco afos mas tarde en 1990, Fréchet y Hawker presentaron una
metodologia de ensamble de macromoléculas para la obtencién de poli(aril
éteres)’. Este hecho significd el primer reporte de sintesis de moléculas
dendriticas por una metodologia convergente, en la cual, pre-ensambles se
unen a una molécula polifuncional a la que se denomina corazon
multifuncional. De esta manera, se aumenta el control sintético en relacion
a la metodologia de sintesis divergente, minimizando los defectos en la
arquitectura molecular. El Esquema Il muestra una representacion de lo
publicado por los autores.
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Esquema lI: Sintesis convergente de poli(aril éteres) publicada por Fréchet
y Hawker.

Probablemente, estos antecedentes implicaron la base de la quimica de
dendrimeros, siendo el punto de partida de innumerables trabajos referidos
a la sintesis, caracterizacion vy aplicaciones de estas estructuras
peculiarmente interesantes.

Hoy en dia, los polimeros dendriticos son reconocidos como una de las
cuatro clases principales de arquitecturas macromoleculares?, junto a los
polimeros lineales, los ramificados y los entrecruzados. Ademads, las
moléculas dendriticas, en general, pueden ser subclasificadas en polimeros
hiperramificados®, los denominados dendrigraft’, dendrimeros o
dendrones. Una representacidn de esta subclasificacién se puede apreciar
en la Figura Il.
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Wl e s »

Dendrigraft Hiperramificados = Dendrimeros  Dendrones

Figura Il: Representacion de la subclasificacion de las moléculas
dendriticas.

Si bien todas las subclases comparten su alta densidad de ramificacién, solo
los dendrimeros y los dendrones tienen un estricto control estructural,
dando como consecuencia macromoléculas de pesos moleculares definidos
y la consecuente baja polidispersidad.

En particular, y debido a que fueron los materiales mayoritariamente
empleados en este trabajo, podemos definir a los dendrones como una
seccion constituyente de un dendrimero, por lo que comparte muchas de
sus caracteristicas. De esta manera, en ambas arquitecturas podemos
destacar la presencia de tres tipos de regiones claramente definidas®. La
Figura Ill muestra las diferentes regiones encontradas para dendrimeros y
dendrones.
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<«——— Periferia —

Interior
Corazén o
<———— Punto —>
focal g9: 9, 93
Dendrimero Dendron

Figura Ill: Representacion de los componentes estructurales principales de
un dendrimero y un dendron.

En el centro del dendrimero se ubica el corazon polifuncional, desde donde
nacen todas las ramificaciones y es quien orienta la forma, tamafio,
direccionalidad y multiplicidad de las capas siguientes. Dado que un
dendrdn representa solo una fraccién conformacional de un dendrimero,
no se obtiene multifuncionalidad desde este punto sino que encontramos
un punto focal desde donde crece la macromolécula. Entre este punto focal
y la periferia o superficie externa, se encuentra el interior, en donde las
multiples ramificaciones amplifican la estructura. El numero de
ramificaciones que existen desde el corazén hacia el exterior define la
generacion (g) de la molécula. Por ultimo, se tiene la superficie o periferia,
en donde se encuentran los grupos funcionales que se exponen al medio,

definiendo las propiedades macroscépicas de la molécula dendritica*2,

A medida que un dendrimero aumenta en generacion, es decir el nimero
de ramificaciones desde el centro a la periferia, la morfologia del mismo
comienza a tornarse globular!. Ademas, la disposicién espacial de los grupos
funcionales en la periferia de la macromolécula da lugar a la aparicion
nuevos efectos sinérgicos.
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El concepto de polivalencia o multivalencia, es decir la interaccién
simultdnea entre multiples funcionalidades como un todo, provocando
propiedades Unicas y diferentes a las que se obtienen mediante
interacciones monovalentes, cobra mayor importancia en moléculas
dendriticas, las que pueden establecer mds efectivamente este tipo de
interacciones'4, La Figura IV muestra una representacion de los diferentes
tipos de interacciones anteriormente descriptas.

3
! }

Interaccion Interaccion
monovalente multivalente

/ /
¥ !

Figura IV: comparacion entre interacciones monovalentes y multivalentes.

El fendmeno de multivalencia gobierna muchas de las interacciones
bioldgicas, como por ejemplo la de un virus con membranas celulares o
eventos de reconocimiento de proteinas o material genético por parte de
la misma membrana®®.

Todas las caracteristicas mencionadas con anterioridad, brindan acceso a
una quimica fascinante, con posibilidad de modificar las propiedades o las
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posibles aplicaciones de estas estructuras modificando una o varias de las
partes constituyentes mencionadas.

Dadas las particularidades de estos materiales, nuevas estructuras
dendriticas han sido preparadas a partir de diversos precursores®%°, tal
como se puede observar en la Figura V.

e
O

o”\(“g
2

N

P

N

SO i
Y e

o
I

NC

O,N NO O,N NO
NCLN 2 2 2 2
NC ; E
NC\_\N 07 NH HN"SO
ne~/ N < > OH O,N N 0o N NO,
NCJ_/ H HN NH H

NO, \9/ NO,
07 0H

NCJ_\N

NC

Figura V: ejemplos de diferentes estructuras dendriticas sintetizadas en los
ultimos afios.

Dada la variedad de estructuras disefiadas, de modificacion de sus grupos
periféricos, o bien la combinacidon de dos o mas estructuras en una misma
macromolécula???, la posibilidad de dirigir estos materiales a diversos
campos de aplicacién resulta muy variada.

Principalmente en los ultimos afios, se han utilizado moléculas dendriticas

como sistemas de liberacion controlada de farmacos o moléculas de

23-26

interés?>2®, agentes teragndsticos?’, sistemas dirigidos a la terapia

10
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génical#?1282% entre otras aplicaciones. El marcado aumento en el uso de
estos materiales en los campos mencionados ha permitido obtener
importantes beneficios frente a sistemas convencionales.

Redes Poliméricas Expandibles

Por otro lado, el segundo pilar tedérico de este trabajo fueron la redes
poliméricas expandibles. Los geles son definidos como redes poliméricas
tridimensionales, formadas a partir de compuestos de origen natural o
sintético. Las mismas son capaces de conferir un alto grado de flexibilidad
dado principalmente por la presencia de una gran cantidad de solvente de
hinchamiento presente en sus intersticios o poros. Particularmente, los
materiales del tipo gel capaces de hincharse y retener agua o fluidos
biolégicos, son denominados como hidrogeles. Estos materiales que se
caracterizan por su elasticidad y ser suaves al tacto en estado hinchado,
presentan gran similitud a los tejidos vivos, convirtiéndolos en excelentes
candidatos para su uso en gran cantidad de aplicaciones®*3, La Figura VI
muestra una representacion esquematica del equilibro entre el estado
colapsado y el estado hinchado o expandido que se presenta en la mayoria
de los hidrogeles.

Estado colapsado Estado hinchado

Figura VI: representacion esquemadtica del equilibrio entre fases de un
hidrogel.

11



Guido Noé Rimondino. Tesis Doctoral

A partir de diversos tipos de modificaciones quimicas o fisicas, las
propiedades de estas estructuras que presentan alta porosidad, pueden ser
facilmente controladas por ejemplo aumentado la densidad de
entrecruzamiento entre las cadenas poliméricas o la afinidad de la matriz
polimérica con el solvente en la que es hinchada.

La clasificacion de los hidrogeles puede realizarse teniendo en cuenta
diversos parametros3%323%, Una de las mas basicas es clasificar a estos
materiales considerando la naturaleza de sus componentes. Asi se puede
diferenciar entre hidrogeles naturales, obtenidos por polimerizacion y/o
entrecruzamiento de biomoléculas; e hidrogeles sintéticos, que abarcan
una amplia variedad de materiales sintetizados en el laboratorio.

También, se pueden clasificar teniendo en cuenta el tipo de uniones que
mantiene la conformacién del material. Por un lado, se tiene hidrogeles
fisicamente entrecruzados en donde la red polimérica se genera a partir de
interacciones débiles entre las cadenas de polimero, dando como resultado
un material que puede captar y retener agua, pero al no existir
interacciones covalentes entre sus componentes, pueden llegar a disolverse
en el solvente de hinchamiento. Varios ejemplos de este tipo de
entrecruzamientos pueden encontrarse en redes mantenidas por
interacciones puente hidrégeno, interacciones hidrofébicas, coordinacion
de iones o quimica supramolecular. Por otro lado, los hidrogeles con
uniones quimicas o covalentes presentan la ventaja de poseer puntos de
entrecruzamiento permanentes, que solo en algunos casos pueden ser
revertidos por reacciones quimicas.

Por ultimo, otra de las clasificaciones que se puede mencionar es segln su
carga eléctrica que posee el material. De este modo existen geles neutros o
no idnicos; materiales iénicos, los que segun la naturaleza quimica de sus
componentes pueden ser catidnicos o anidnicos; geles anféteros que
presentan dualidad entre grupos acidos y bdasicos; y geles zwitteridnicos,
gue presentan simultdneamente grupos anidnicos y catidnicos en su
estructura.

12
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Con respecto a las metodologias de polimerizacién para la obtencién de
estos productos, se puede mencionar que la técnica mds frecuentemente
empleada es la polimerizacion de mondmeros hidrofilicos y un
entrecruzante o molécula al menos bifuncional, via radicales libres en
solucidn acuosa®>°, La otra via consiste en el entrecruzamiento de cadenas
de polimeros lineales. Para este propdsito, existen tres alternativas
principales: el entrecruzamiento de cadenas lineales a partir de reacciones

[4041. o] uso de radiacién

quimicas con un entrecruzante polifunciona
ionizante que genera radicales en las cadenas poliméricas, que luego se
recombinan para dar el gel deseado3"3342; y por ultimo el empleo de iones
metdlicos polivalentes o diversas estructuras que funcionen como

entrecruzantes fisicos o quimicos®™.

La Figura VIl muestra una
representaciéon esquemadtica de las posibles vias de obtencién de redes

poliméricas expandibles.

& oo
Polimerizacion de "o m, Mg o U\Sb
mondmeros y ““;9 o, “‘;g % ¢ ;
entrecruzante «? o \e‘” recruzante
monomeros

Activacion por § —\- gf}

. 3 * b —

radiacion % E
ionizante -

polimero lineal

Entrecruzamiento M 3
de cadenas b entrecruzante

lineales R

Hidrogel

.4 ;M
5

polimero lineal
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Figura VII: posibles vias de obtencion de hidrogeles.

Dada la gran versatilidad de estos materiales, como las posibilidades de
cambiar o modificar sus propiedades macroscdpicas a partir del control de
su estructura quimica, es que se han analizado innumerables aplicaciones
para los mismos. En los Ultimos afios, han sido disefiados dispositivos para
su empleo en campos relacionados a la agricultura, como sistemas para
retencién de agua y/o nutrientes*44%8 o vdlvulas reguladores de riego®;
sistemas quelantes de metales o contaminantes en servicios de

remediacidn ambiental®®>!, entre otros.

Su uso como componentes para dispositivos en aplicaciones biomédicas es
sin duda la mayor implicancia de estos materiales. Entre ellas, se pueden
mencionar sistemas de transporte y/o liberacion controlada de farmacos o
compuestos de interés, sistemas de andamiaje bioldgico para crecimiento

o regeneracion tisular, o como sistemas barrera, entre otras313>°278,

Obijetivos de Trabajo

Basandonos en estos dos pilares fundamentales, en esta Tesis Doctoral se
planted el objetivo general de obtener materiales poliméricos novedosos
con potencial uso en la biomedicina, estudiando diversas metodologias de
sintesis o modificacién de los mismos. A fin de lograr este propdsito, se
abordd la obtencion de polimeros dendronizados, mediante sintesis total o
dendronizacion de polimeros naturales; y la preparacion de redes
poliméricas expandibles de diferentes caracteristicas y con la posibilidad de
incorporar moléculas dendriticas en su estructura. Ademas, se planteé la
preparacion de materiales nanoscépicos como alternativa viable hacia el
desarrollo de sistemas con potenciales aplicaciones en areas vinculadas a la
biomedicina, como por ejemplo en la retencidn y liberacién de moléculas
de interés. En este ultimo abordaje, se reunieron de manera sinérgica todos

14
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los aspectos estudiados anteriormente y los mds relevantes de este trabajo
de Tesis.

En este sentido, los objetivos especificos que se fueron cumpliendo,
correspondieron a la evaluaciéon de los procesos sintéticos necesarios para
la sintesis tanto de polimeros dendronizados como de redes poliméricas
expandibles, a la caracterizacidn de los materiales obtenidos y a la eleccidon
de aquellos con mejores propiedades y potenciales utilidades especificas.
Luego, la preparacion de redes interpenetradas a partir de los sistemas
elegidos con el criterio anterior, cumplié otro de los objetivos especificos
planteados. Por ultimo, la integracidn de los conocimientos adquiridos y su
extrapolacion a sistemas de tamafios nanoscdpicos centré los esfuerzos, a
fin de cumplimentar el Ultimo objetivo proyectado.
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Maleriales y
Equipamienios Generales




Materiales empleados

Compuesto

AA:

Acido acrilico

ABC:

Acido 4-acriloilamino
-4-(carboxietil)
heptanodioico

AcCl:

Cloruro de acriloilo

AEMA:

2-Aminoetil
metacrilato
clorhidrato

Alginato de sodio

Aminotriéster:

Di-ter-butil 4-amino-
4[(2-ter-
butoxicarbonil)etil]
1,7-heptanodioato

Materiales y Metodologias Generales

Estructura

H, HCl
O«_O"*Na
oH OH
Oﬁosﬂ:\\OHo
07 “O*Na

Origeny pureza

99%, BASF
Chemical
Company

sintetizado

sintetizado

90%, Sigma
Aldrich

Grado analitico,
Protanal TM

99,8%, Frontier
Scientific
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APS:

Persulfato de amonio

BIS:

N,N’-metilen
bisacrilamida

Ch:

Quitosan

cis-Pt:

cis-diamino platino (I1)
dicloruro

Cloruro de benzoilo

DAA:

Dihidrazida de acido
adipico

DAT:

(+)-N1NI'
dialiltartramida

Di-isopropiladipato

24

Cls, WNH,
CI¥ NH,

98%, Sigma
Aldrich

99%, Sigma
Aldrich

Grado analitico,

bajo peso
molecular, 85%
desacetilado,
Aldrich

99,9%, Sigma
Aldrich

97%, Fluka

sintetizado

99%, Sigma
Aldrich

96%, Quimica
Olivos S.A.



EDC:

Clorhidrato de 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida

Genipina

Glutaraldehido

GTMAC:

Cloruro de glicidil
trimetil amonio

HEMA:

2-Hidroxietil metacrilato

Hidrazina

Hidroquinona

IA:

Acido itacdnico

Materiales y Metodologias Generales

|
ANoAACN=C=N_~

HCI

H2N'NH2

HO
OH

OH
HO
0

e

98%, Sigma
Aldrich

98%, Wako
Chemicals
Inc.

Grado
Analitico,
Anedra

90%, Sigma
Aldrich

99%, Sigma
Aldrich

64-65%,
Sigma
Aldrich

99%, Sigma
Aldrich

99%, Sigma
Aldrich
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Laurato de dibutil estafio

NiPAmM:

N-isopropil acrilamida

SDS:

Dodecil sulfato de sodio

TEMED:

N,N,N’,N’-
tetrametilenetilen
diamina

TEOHA:

Trietanolamina

VA-086:

2,2'-azobis[2-metil-N-(2-
hidroxietil)
propionamidal

Weis:

Di-ter-butil 4-isocianato-
4[(2-ter-butoxi
carbonil)etil]-1,7-
heptanodioato

26

L o

9

O\(l)/O
2 85k

NCO

95%, Sigma
Aldrich

97%, Sigma
Aldrich

98%, Sigma

Aldrich

98%, Fluka

99%,
Anedra

98%, Wako
Ltd.

98%,
Frontier
Scientific
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Solventes, sales, acidos y bases

Compuesto

2-propanol

Acetona

Acido férmico

ACN:

Acetonitrilo

DCM:

Diclorometano

DMAc:

N,N’-dimetilacetamida

DMF:

N,N’-dimetilformamida

Etanol

Eter etilico

HCI

Origeny pureza
Grado Analitico, Carlo Erba

Grado Analitico, Acros
Organics/Sintorgan

90%, Acros Organics/ 85%, Anedra

Grado Analitico, Sintorgan, conservado
sobre tamices moleculares 4A

Grado HPLC, Acros Organics / Grado
Analitico, Sintorgan, destilado y
conservado sobre tamices moleculares

Grado HPLC, J. T. Baker, conservado
sobre tamices moleculares 4A

Grado HPLC, Acros Organics / Grado
Analitico, Sintorgan, destilado y
conservado sobre tamices moleculares
4A

Grado Analitico, Sintorgan

Grado Analitico, Acros
Organics/Sintorgan

35-36%, Cicarelli
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K2COs

MeNO;:

Nitrometano

Metanol

MgSO,

NaHCO3

Tolueno

Grado Analitico, Acros Organics/Cicarelli

Sigma Aldrich, 99,8%, conservado sobre
tamices moleculares 4A

Grado Analitico, Acros
Organics/Sintorgan

Grado Analitico, Acros Organics/Cicarelli
Grado Analitico, Acros Organics/Cicarelli

Grado Analitico, Acros Organics/Cicarelli
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Equipamientos y Metodologias

FT-IR: Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier. Los
espectros fueron obtenidos en los siguientes equipamientos: Nicolet
Avatar 360 con muestras sobre pasillas de KBr; Microscopio de infrarrojo
Nicolet iN 10, con muestras sobre pastillas de KBr o sobre espejos de
aluminio u oro (Departamento de Quimica Organica, Faculta de Ciencias
Quimicas, Universidad Nacional de Cordoba); o Nicolet iS10 con muestras
sobre ventana de diamante (Instituto de Quimica y Bioquimica, Freie
Universitat Berlin).

'Hy 3C RMN: Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de
protones o carbono. Las muestras fueron obtenidas utilizando un equipo
Bruker Avance Il 400 MHz NMR — Ultra Shield (Departamento de Quimica
Orgénica, Faculta de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de
Cordoba) o Jeol ECX-400 (Instituto de Quimica y Bioquimica, Freie
Universitat Berlin). Para ambos casos, las muestras se realizaron
utilizando solventes deuterados (D,0, DCI, CDCl; 0 DMSO-64).

CP-MAS: Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de carbono
en fase sélida de alta resolucidn. Las muestras se tomaron empleando un
equipo 7T Bruker Avance 11-300 con un cabezal de sélidos de 4 mm de
didmetro (Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios de
Resonancia Magnética en Sélidos, Facultad de Matematica, Astronomiay
Fisica, Universidad Nacional de Cordoba).

DLS: Dispersion de Luz Dindmica, empleada para medir tamafio,
polidispersidad y potencial Zeta en nanoparticulas, empleando un equipo
Malvern Zetasizer con laser de He-Ne (A = 633 nm) y angulo de dispersién
de 173° (Instituto de Quimica y Bioquimica, Freie Universitat Berlin). Las
muestras se prepararon en concentracion de 1 mg mL* en soluciones de
buffer citrato pH 3,0; buffer fosfato pH 7,4 o buffer fosfato pH 12,0.
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DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido, realizado utilizando un equipo
DSC 2010 Differential Scanning Calorimeter, TA Instruments, utilizando
rampas de temperatura de 10°C/min desde 40 a 360°C, empleando
capsulas de aluminio selladas y atmdsfera abierta (Departamento de
Quimica, Universidad Nacional de Rio Cuarto).

Estudios Reoldgicos: realizados utilizando un Redémetro Rheoplus Physica
MCR 301, Anton Paar. Los experimentos de barrido de amplitud vy
frecuencia angular se llevaron a cabo a temperaturas constantes de 20°C
para geles en equilibrio hidrodinamico en soluciones de buffer citrato pH
3,0; buffer fosfato pH 7,4 o buffer fosfato pH 12,0.

Titulaciones Potenciométricas: realizados empleando un titulador
Metrohm 905. (Departamento de Farmacia, Faculta de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cérdoba).

GPC: Cromatografia de Permeacién en Gel, realizada utilizando un
cromatégrafo Waters 1525 y columnas Ultrahydrogel (Waters, 7.8 mm x
300 mm) con tamafios de poro de 120, 250, 500, 1000 y 2000 A y limites
de fraccionamiento de 5x103, 8x10* 4x10°, 1x10°% y 7x10° g/mol
respectivamente. La deteccion se realiz6 mediante un refractémetro
diferencial Waters 2414-410 a una temperatura de trabajo de 30°C.
(Instituto de Desarrollo Tecnoldgico para la Industria Quimica,
Universidad Nacional del Litoral).

Determinacion de temperaturas de enturbiamiento (Tcp): realizadas
empleando un espectrometro UV-visible Cary 100 Bio, acoplado a un
bafio termostatizado (Instituto de Quimica y Bioquimica, Freie Universitat
Berlin). Las muestras se prepararon en concentracién de 5 mg mL? en
soluciones de buffer citrato pH 3,0; buffer acetato pH 5,0 o buffer fosfato
pH 7,4. Las mediciones se realizaron a A=500 nm en una celda de 1 cm de
paso dptico utilizando rampas de temperatura de 0,5°C/min desde 15 a
85°C. La determinacién del punto de infleccién en las curvas de % de
transmitancia vs. temperatura dio origen a los valores de Tcp.
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Determinaciones de indice de Hinchamiento en masa (qu): se tomaron las
masas de los geles analizados en equilibrio hidrodindmico en soluciones
de buffer citrato pH 3,0; buffer fosfato pH 7,4 o buffer fosfato pH 12,0y
sus respectivas masas en estado colapsado o seco segln el caso. La
relacidn entre la masa del estado hinchado y la masa del estado colapsado
o seco dio lugar a los valores de qu.
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Parte 1

Polimeroa dendronizadoa.
Sinlesis y caraclerizacion



Parte I: Polimeros Dendronizados. Sintesis y Caracterizacion

Antecedentes y Generalidades

En la Introduccion General fueron presentados los alcances y las ventajas
gue poseen las moléculas dendriticas. No obstante, la conocida
complejidad y alto costo econdmico en la sintesis de dendrimeros o
dendrones, ha sesgado su uso como materiales de uso comun en la
quimica de polimeros. Por otro lado, la necesidad creciente de sistemas
poliméricos de alta complejidad y alta especificidad, ha tornado el
proceso de funcionalizacién de polimeros cldsicos en un area desafiante
para los quimicos. Como consecuencia de esto, una de las posibilidades
gue se adapta de manera asombrosa a este hecho, es la combinacién de
estructuras dendriticas con polimeros clasicos, dando lugar a los hibridos
dendriticos®. La Figura I.I, muestra algunas de las posibles arquitecturas
macromoleculares logradas.

He 2 B

Copolimeros Copolimeros Copolimeros Polimeros
estrella en blogue collar dendronizados

Figura I.1: ejemplos de hibridos dendriticos.

Una de las herramientas utilizadas para combinar estructuras dendriticas
con una matriz polimérica es el proceso de dendronizacién. Esta accién
involucra la extension del concepto dendritico a todo el polimero,
mediante la interaccién covalente o supramolecular de dendrones con
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otras moléculas dendriticas o no-dendriticas para crear nanoestructuras
estables y bien definidas*®. Generalmente, los polimeros dendronizados
estan formados por un polimero lineal del cual penden grupos reactivos,
desde donde pueden unirse dendrones.

La primera aparicion de los polimeros dendronizados, primeramente
denominados como moléculas dendriticas cilindricas, fue a fines de la
década de 1980. Precisamente, Tomalia y colaboradores iniciaron sus
estudios como parte de un proyecto industrial de la Dow Chemical
Company en 1987%, presentando el detalle de sus resultados a finales de
la década de 1990°%. Por otro lado, Hawker y Fréchet presentaron en 1992
la sintesis y caracterizacién de un polimero dendronizado constituido por
estireno y poli(aril éteres) dendriticos’.

Las estrategias sintéticas mds reconocidas para la obtencién de estos
materiales involucran tres posibles metodologias®. En primer lugar, una
aproximacién convergente involucra la unién de dendrones preformados
a la estructura polimérica lineal ya existente. La estrategia divergente
consta de la activacion de grupos funcionales en el polimero lineal, desde
donde la estructura dendritica crece paso a paso, a partir de reacciones
repetitivas, aumentando la generacidn del dendrdn con sucesivas etapas
sintéticas. Por ultimo, la denominada estrategia del macromondmero,
supone la polimerizaciéon de moléculas dendriticas a las que previamente
se les ha unido un grupo polimerizable en su punto focal. La Figura LIl
resume las posibles vias de obtencidn para polimeros dendronizados.
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Estrategia W N MX\
divergente
N

Estrategia \)\/\/'\/\/1\ i
—_—
convergente ) 4

Polimero
/ dendronizado

. N
Estrategia del & . ,
macromonomero

Figura 1.1l: vias de obtencion para polimeros dendronizados.

Dadas las diversas metodologias sintéticas para las obtencion de
polimeros dendronizados, puede considerarse que la estrategia
divergente es la mds propensa a sufrir defectos conformacionales,
originando ramificaciones imperfectas en los dendrones crecientes?®. Por
otro lado, bajos porcentajes de dendronizacion en la via convergente,
pueden surgir como consecuencia de un elevado impedimento estérico
para dendrones de alta generacién. Si bien la estrategia del
macromondmero es la Unica que origina un polimero con 100% de
dendronizacidn, en este caso es el impedimento estérico quien juega un
papel importante en el tamafio o peso molecular del polimero formado,
resultando este generalmente bajo®*?,

A continuacion, se desarrollan algunos conceptos fundamentales que
sirvieron de base para la elaboracion de esta parte de la Tesis Doctoral,
como son las caracteristicas y propiedades, tanto del quitosdn como de
las moléculas dendriticas del tipo Newkome.

En primera instancia, se puede destacar que la quitina es uno de los
biopolimeros mds importantes a nivel mundial, junto con la celulosa, dada
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su amplia distribucién, abundancia y facil accesibilidad. La quitina se
encuentra principalmente como componente natural del exoesqueleto
de los artréopodos, encontrdandose también en otros organismos como
levaduras, hongos o plantas inferiores'?13,

El principal derivado de la quitina es el quitosan (Ch), obtenido por la
desacetilacién total o parcial de la misma. Este polisacarido esta
compuesto por unidades repetitivas de D-glucosamina y D-
acetilglucosamina. Al poseer grupos amino libres, este polimero es capaz
de presentar carga parcial positiva, lo que le otorga caracteristicas fisico-
quimicas y bioldgicas peculiares. La Figura LIl muestra la estructura
guimica de Ch parcialmente desacetilado.

O&I\NH NH,
AN AV AR AV
OH OH n
OH OH

Quitosan

Figura LIll: estructura quimica de Ch.

Desde hace varias décadas, Ch y sus derivados han recibido mucha
atencion por parte de los cientificos, ya que ha sido empleado para uso
biomédico gracias a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y no
toxicidad'**°. Sin embargo, su escasa densidad de carga a valores de pH
neutro o basico, disminuye abruptamente su solubilidad en agua,
ocasionando el agregado del polimero y reduciendo la estabilidad de

aquellas formulaciones basadas en Ch?17,

A fin de salvar las desventajas del Ch en su estado nativo, diferentes vias
de modificacidn han sido propuestas, teniendo en cuenta que cada anillo
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pirandsico exhibe tres sitios aptos para modificar: un grupo amino y dos
grupos hidroxilo, uno primario y otro secundario.

Gran variedad de reacciones han sido planteadas, principalmente para
mejorar la solubilidad de Ch. A modo de ejemplo, se puede mencionar
que la formacién o unién de una sal de amonio cuaternario, o la unién de
cadenas de poli(etilenglicol), estrategia conocida como pegilacion, han
sido empleadas como las principales vias para favorecer su solubilidad en
agua'®?°, La formacién de la correspondiente ftalimida aporta mayor
hidrofobicidad, resultando un producto soluble en solventes orgdnicos
cldsicos y apto para realizar reacciones en este tipo de medios*321-%5,

Por su parte, Aminotriéster o Amina de Behera (Di-ter-butil 4-amino-4-[2-
(ter-butoxicarbonil)etil]-heptanodioato) es un dendrén de primera
generacion, o bloque constructivo, de facil manejo y comercialmente
disponible. Es un sélido cristalino, soluble en la mayoria de los solventes
organicos clasicos, como acetona, diclorometano, dimetilformamida,
entre otros. La sintesis de esta molécula fue presentada por George
Newkome y colaboradores en 1991%, siendo uno de las estructuras base
de los dendrones del tipo Newkome. La reaccién entre nitrometano y ter-
butil acrilato en medio basico, y la posterior reduccidn del grupo nitro al
amino correspondiente, comprende la base para la obtencién de
Aminotriéster, tal como se muestra en el Esquema L.I.

OJ< 0 0.0
1) MO >LO OJ<
0

medio béasico

CH3NO,

2) NO, NH, NH

Esquema l.I: sintesis de Aminotriéster propuesta por Newkome.
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La presencia del grupo amino como punto focal y los grupos éster en la
periferia, posicionan a esta molécula dendritica como candidato
interesante para plantear modificaciones sobre su estructura. Las
siguientes, son algunas de las reacciones tipicas que emplean este bloque
constructor como base y que fueron tenidas en cuenta para la realizacién
de este trabajo.

La sintesis del derivado vinilico (Acril Behera) fue propuesta por el mismo
Newkome, y realizada con relativa facilidad mediante el empleo de
cloruro de acriloilo en un medio orgdnico en presencia de trietilamina?’
Andlogamente, el derivado con un grupo isocianato como punto focal,
denominado Weisocianato, o simplemente Weis, en honor a su creador
Claus Weis, fue logrado mediante el tratamiento de Aminotriéster con
trisfosgeno, para dar el isocianato cristalino y quimicamente estable en
condiciones de laboratorio®

Otro ejemplo de su uso como bloque constructivo, es la obtencion del
dendrén de segunda generacién?’. Partiendo de un derivado nitrado de
Amina de Behera, la sustitucion de los protones acidos ubicados en
posicidon a al grupo nitro, se realizé con dos equivalentes de Acril Behera.
La reduccién catalitica del grupo nitro da origen al dendrén de segunda
generacion, como se muestra en el Esquema LIl

~
O\C‘J/O >LOO ) OO/J<
\4/ 1)\/§ >L J<2qucr|I

O O J<
NU 0
H3N Behera
0 2 ¢ OZ HN._O
(6}
NH,

NO,

Esquema l.II: sintesis de dendrdn de tipo Newkome de segunda
generacion.
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Para cumplir con el objetivo de obtener polimeros dendronizados, en esta
parte de la Tesis es que se plantearon dos alternativas diferentes de
trabajo. Por un lado, se buscd la modificacion de Ch con moléculas
dendriticas por una metodologia convergente, para obtener el respectivo
biopolimero modificado. Por otro lado, se planted la sintesis de un
mondmero dendritico basado en Aminotriéster, para luego obtener el
correspondiente polimero dendronizado mediante la polimerizacién
radicalaria del mismo.

Cabe destacar, que para la seccion del trabajo desarrollado a
continuacién, el empleo de un biopolimero como Ch permitid, ademas,
realizar una aproximacién a los conceptos de Quimica Sustentable o
Quimica Verde, lo que dio lugar al desarrollo de metodologias alternativas
para la obtencidn de derivados de Ch con alto valor agregado.

En este sentido, la Quimica Verde basa sus principios en la maximizacion
de incorporacién de todos los materiales utilizados en un procedimiento
dentro del producto final, la minimizacion en la generacion de residuos,
el uso de materiales y condiciones menos perjudiciales para la salud
humana y el medio ambiente, como asi también el empleo de materias
primas renovables y no extinguibles?.
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Planteo Experimental

En este Capitulo se planted la modificacidon quimica de Ch con moléculas
dendriticas del tipo Newkome, particularmente Weis. El objetivo central
fue promover el acoplamiento del dendrén mediante el ataque a su punto
focal -N=C=0 por parte de los grupos nucleofilcos -NH; u -OH de Ch. Si
bien la modificacién fue posible, se empleéd el producto de
dendronizacién como base para dos tipos de modificaciones
subsecuentes, a fin de aportar mayor hidrofilicidad al producto final. Por
un lado, se modificé la identidad de los grupos periféricos del dendrén,
pasando de grupos éster ter-butilicos a acido carboxilico. La otra
modificacién consistio en el acople de una sal de amonio cuaternario,
conservando la hidrofobicidad propia de Weis.

Métodos

Sintesis de quitosan dendronizado (Ch-Weis)

Relaciones molares de Ch:Weis 1:1, 2:1y 3,5:1 fueron evaluadas a fin de
optimizar los parametros sintéticos. Los productos obtenidos en cada
caso se denominaron Ch-Weis 1, Ch-Weis 2 y Ch-Weis 3,5,
respectivamente, segin muestra la Tabla 1.1 en la seccidn de Resultados
y Discusion.

Para la totalidad de los casos, el procedimiento experimental fue el
mismo, tal como se detalla a continuacién. En un sistema para reflujo
previamente, se dispersé Ch en el solvente de trabajo (DMAc, MeNO,,
ACN o DMF). Luego, una soluciéon de Weis y laurato de dibutil estafio
como catalizador (2 mol % en relacion a Weis) realizada en el mismo
solvente de trabajo, se afiadio al equipo de reaccién mediante goteo con
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una jeringa. El sistema se mantuvo a 85°C por 8 horas, bajo atmosfera de
nitrégeno y con agitacion vigorosa. Luego del tiempo de reaccién, la
mezcla se filtré y se lavd con acetona. El producto se secé a 40°C hasta
peso constante, obteniéndose en todos los casos, un particulado de color
pardo claro.

Estimacion del grado de dendronizacion (%D)

La técnica se basoé en la titulacidon potenciométrica por retroceso de los
grupos amino libres del Ch en cada muestra y de Ch nativo sin modificar.

Para todos los experimentos, 50 mg de muestra se dispersaron en 10 mL
de una solucién de HCI 0,05M y se agitaron a temperatura ambiente por
48 horas. La solucidn resultante se titulé con NaOH 0,05M, utilizando un
electrodo de calomel saturado como electrodo de referencia. La relacién
entre grupos amino libres antes y después del proceso de dendronizacién
brindé la informacién correspondiente al grado de dendronizacion de la
muestra.

Sintesis de Ch-Weis hidrolizado (Ch-WeisCOOH)

Un total de 200 mg (9,07 x10* mol) de Ch-Weis 3,5 previamente
sintetizado se disolvieron en 15 mL (0,33 mol) de acido férmico. El sistema
de reaccion se dejo 48 horas a 45°C con agitacién vigorosa.

El exceso de acido férmico y el producto secundario de la reaccion se
eliminaron mediante vacio. Para eliminar la totalidad de acido férmico, se
emplearon tres alicuotas de 5 mL de tolueno, a fin de lograr el azedtropo
correspondiente y facilitar su eliminacion mediante vacio.

El producto final se obtuvo en forma de film, el cual se congelé con aire
liguido y luego se mortered hasta obtener un polvo fino de color pardo.
(Rendimiento cuantitativo)
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Sintesis de Ch-Weis cuaternarizado (Ch-Weis-GTMAC)

Un total de 155 mg (7,03 x10* mol) de Ch-Weis 3,5 previamente
sintetizado se dispersaron en 4 mL de una mezcla H,O:DMF (10:3)
empleando un equipo para reflujo. El sistema se llevd a 85°C y se
adicionaron 900 pL (6,03 x10° mol) de GTMAC, en tres alicuotas de 300
UL, cada intervalos de 2 horas. Se dejo la reaccién por un total de 7 horas,
desde el primer agregado de GTMAC, a 85°C y agitacidn vigorosa.

Transcurrido dicho periodo, el crudo de reaccién, de apariencia viscosa y
color amarillento, se precipitd en 10 mL de acetona fria y se llevd a -4°C
por una noche. La muestra se centrifugd y el sélido recuperado se
redisolviéd en 1 mL de H,0O. La solucién se precipitd nuevamente en una
solucidn acetona:etanol (4:1) y se centrifugd para recuperar el sélido. El
proceso de redisolucion en H,O y precipitacion en acetona:etanol se
repitié tres veces. Finalmente, el producto de sintesis se disolvié en 2 mL
de H,0, liofilizé y luego se mortered hasta obtener un particulado fino de
color blanquecino. (Rendimiento: 88%)
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Resultados y Discusion

Quitosan dendronizado (Ch-Weis)

El procedimiento experimental se disefié con el objetivo de modificar
guimicamente parte de los grupos funcionales presentes en Ch con
dendrones del tipo Newkome, empleando laurato de dibutil estafio como

catalizador3®32, Sj

bien la reaccidn entre grupos isocianato y amino u
hidroxilo es bien conocida y llevada a cabo en trabajos anteriores en el
grupo de investigacién3*34, se modificaron ciertos pardmetros sintéticos,
como relaciéon molar entre polimero y dendrén, y cantidad e identidad de
solvente de trabajo, con el objetivo de mejorar las condiciones de la

reaccion.

La optimizacidon del método de sintesis y recuperacion de los diversos
productos Ch-Weis sintetizados involucré el empleo de conceptos de la

72935 En este sentido, se evaluaron los

denominada “quimica verde
aspectos mencionados en el parrafo anterior a fin de minimizar los
subproductos residuales generados y evitar o minimizar impactos
negativos en el medio ambiente. Conocido esto, se planted el cambio del
solvente de reaccién, en el solvente de lavado y en la relaciéon molar entre

reactivos, a fin de obtener buenos resultados ambientalmente amigables.

En una primera instancia, se evaluaron como solventes de trabajo DMACc,
MeNO;, ACN y DMF, todos debidamente destilados y secos. El
procedimiento fue similar en todos los casos, empleando la relacién molar
1:1 entre Ch y Weis y condiciones de reaccion de 85°C por 8 horas, tal
como se detallé en la seccion experimental.

Los productos obtenidos fueron analizados mediante técnicas
espectroscopicas, mostrando que soélo para DMAc y DMF se logré el
acoplamiento del dendrén al polimero. En base a estos resultados y
considerando la similitud en las propiedades de ambos solventes, se
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seleccioné DMF como solvente de trabajo por su accesibilidad y menor
coste frente a DMAc.

Empleando las condiciones sintéticas seleccionadas con anterioridad
(DMF, 85°C, 8h), se realizd la modificacién en las relacion molar entre
reactivos y cantidad de solvente de reaccién empleada, a fin de minimizar
los residuos y beneficiar parametros relacionados a la quimica verde. La
reaccion quimica que tiene lugar se muestra en el Esquema 1.1.

%m *{gﬁ

NCO

DI\/IF/85 c/8h
OH OH

Quitosan Ch—We|s

Esquema 1.1: condiciones de sintesis para la obtencion de Ch-Weis.

De esta manera, se llevaron a cabo las reacciones necesarias para obtener
los productos Ch-Weis 1, Ch-Weis 2 y Ch-Weis 3,5 tal como se detalla en
la Tabla 1.1. Para cada muestra, se calculd el rendimiento porcentual
(%R), teniendo en cuenta los moles de Ch empleados y los moles de
producto recuperado.
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Tabla 1.1: condiciones de sintesis para la obtencion de Ch-Weis.

Ch-Weis 1 200 527 7 [35] 1:1 88
Ch-Weis 2 200 265 5 [25] 2:1 93
Ch-Weis 3,5 500 370 10 [20] 3,5:1 75

2 PM de Ch fue calculado usando la siguiente estimacién considerando el 85% de
desacetilaciéon calculado por H-RMN: [85%(PMb-glucosamina)] + [15%(PMop-aceti
glucosamina)].

b Los valores entre corchetes [ ] muestran la cantidad de solvente (mL) por gramo
de Ch.

¢ El PM de cada producto fue estimado utilizando la siguiente ecuacidn:
[15%(PMD-acetiI glucosamina)] + [D%(PMD-glucosamina dendronizada)] + [(85% -
%D)(PMD-glucosamina)].

Tal como puede observarse en los resultados presentados en la Tabla 1.1,
se lograron buenos porcentajes de recuperacién en todas las reacciones
evaluadas en este punto.

Para confirmar la obtencién de cada uno de los productos fue usada la
espectroscopia FT-IR. La Figura 1.1 muestra los espectros FT-IR de Weis,
Ch, y Ch-Weis 3,5 como representativo de los productos de
dendronizacién, dada la similitud en los espectros de los productos
obtenidos.
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Figura 1.1: espectros FT-IR de los reactivos empleados y el producto Ch-
Weis 3,5.

Tal como puede observarse en el espectro del producto dendronizado, la
apariciéon de una nueva banda a 1729 cm™, atribuida al estiramiento del
enlace C=0 del grupo carbonilo de los ésteres dendriticos y/o del grupo
urea formado. Esta dicotomia se debe a la superposicion de seiales en la
zona analizada. Se observé también que la intensidad de la sefial de
deformacién de los grupos amino libres a 1599 cm™ presentd una
disminucidn relativa en el espectro de Ch-Weis 3,5, mientras que la sefial
de los grupos hidroxilo a 1159 cm™ practicamente no presentd cambios,
demostrando que la unidn del dendrdn se lleva a cabo mayoritariamente
por los grupos amino libres de Ch'. La ausencia de las sefiales
caracteristicas del dendrdn libre o sin reaccionar en el producto final
corrobord la efectividad del proceso de purificacion empleado.
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Dado que estos productos resultaron poco solubles en soluciones acuosas
o solventes organicos clasicos como acetona, DMF, DCM, cloroformo o
metanol, se utilizd espectrometria de resonancia magnética nuclear de
13C en fase sélida para confirmar los analisis de FT-IR. Los espectros se
tomaron empleando la secuencia de pulsos denominada CP-MAS®. La
Figura 1.2 muestra los espectros CP-MAS-13C obtenidos para Ch, Ch-Weis
1, Ch-Weis 2 y Ch-Weis 3,5.

Ch- A ﬁ" M'J‘ \
Weis 2 j‘l ‘J \ f‘ﬂ
e d R NP Y L N N iy rw”

ch-
Weis 3,5

Ch

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
ppm
Figura 1.2: espectros CP-MAS-13C de Ch y de las muestras obtenidas en
diferentes condiciones sintéticas.

Dadas las caracteristicas de la técnica, estos espectros son
semicuantitativos, por lo que no fue posible realizar cdlculos a partir de
las areas de integracion de las sefiales en el espectro. Sin embargo, fue
posible comparar la intensidad relativa entre el pico a 28 ppm,
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correspondiente a los &tomos de carbono de los grupos metilo de los ter-
butilo del dendrdn, con respecto a los picos entre 100 y 110 ppm del
carbono anomérico del anillo glucopiranosico de Ch, observdndose esta
relacién como indicio de %D.

El estudio semicuantitativo dado por la técnica CP-MAS-33C se
complementd con los andlisis de las titulaciones potenciométricas de los
grupos amino libre de la matriz polimérica, antes y después de la
modificacién con dendrones. Los resultados de esta técnica analitica se
muestran en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2: %D determinados para las muestras Ch-Weis sintetizadas.

Ch-Weis 1 (11,2 +0,3)
Ch-Weis 2 (19,91 0,5)
Ch-Weis3,5 | (11,8+0,3)

Tanto el andlisis por CP-MAS-3C como los valores de las titulaciones
condujeron a la misma conclusién, mostrando la misma tendencia y
demostrando una dendronizacidn efectiva. De acuerdo a esto, pudo
verificarse que Ch-Weis 2 presenté el mayor %D, en comparacion a Ch-
Weis 1y Ch-Weis 3,5.

Si bien el producto Ch-Weis 3,5 no es el que mayor %D presentd, fue el
proceso sintético mas eficiente, empleando la menor cantidad de
solvente por gramo de Ch y con la menor concentracion relativa de Weis.

Es importante destacar que este tipo de reacciones, llevadas a cabo en
fase heterogénea, en donde la difusidon del dendrdén hacia el interior del
polimero puede depender de las concentraciones de Ch como de Weis,
tienen como resultado una baja predictibilidad en el grado de
modificacién alcanzado. A pesar de ello, los resultados obtenidos en todos
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los casos representaron una importante mejora en las condiciones de
reaccién, dando porcentajes de modificacion que fueron mejores
respecto a otros obtenidos previamente en el grupo de investigacion, y
que oscilaron entre el 0,4 a 3,0%.

En este caso, ademds de haberse mejorado ciertos parametros sintéticos,
se realizé un cambio en el proceso de recuperacidn y purificacion de la
muestra. En este sentido, se lograron condiciones mas amigables con el
medio ambiente utilizando acetona como solvente de lavado en lugar de
cloroformo, como era usual en este tipo de procesos anteriormente
reportados,

Métricas relacionadas a la Quimica Sustentable

Estos cambios y mejoras obtenidas dieron lugar a la evaluacién y
comparaciéon de los procesos sintéticos, enfocandonos en los principios
de la quimica sustentable o quimica verde®. Para esto, se realizaron los
calculos correspondientes a diversos parametros o métricas empleadas
en esta rama de la quimica (denominadas Green Metrics), siguiendo el
trabajo de Ribeiro y colaboradores®. Las métricas empleadas se resumen
a continuacion. Considerando la reaccion general entre los reactivos Ay
B para dar el producto P, ma, mg y mp son las masas utilizadas de los
reactivos y de producto, respectivamente, y mqux la masa de agentes
auxiliares tales como solventes y/o catalizadores. PMs, PMs y PMp
representan los correspondientes pesos molares.

Factor-E: relacion entre la masa total de desechos y la masa de producto
obtenido.

E = (my + mg+ mgy, —mp)/mp
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Intensidad de Masa (Ml): relacidon porcentual entre la masa total de
reactantes y la masa de producto obtenido.

MI = (my + mg + mgyy)/mp

Utilizacién de Atomos (AU): porcentaje de masa de producto obtenido en
relacion a la masa de todas las sustancias producidas en la reaccién
guimica.

AU = 100(mp/(my + mg))

Economia de Atomo (AE): porcentaje de la masa de 4tomos provenientes
de los reactantes que han sido incorporados en el producto (PMp), en
relacidon con la masa total de los &tomos presentes en los reactivos (PMa
+ PMg). Se considera que no hay pérdida de producto y que los reactantes
se convierten en productos o subproductos.

AE = 100(MWp /(MW, + MWp))

Para los calculos presentados anteriormente, Ch, Weis, laurato de dibutil
estafio y DMF se consideraron como reactantes y auxiliares, mientras que
Ch-Weis se considerd como producto.

Para Ch-Weis 1, Ch-Weis 2 y Ch-Weis 3,5, los pesos molares se estimaron
teniendo en cuenta el %D y el porcentaje de desacetilacidn original del
Ch. La Tabla 1.3 muestra los resultados obtenidos.
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Tabla 1.3: Green Metrics obtenidas en la sintesis de las diferentes
muestras de Ch-Weis.

Ch-Weis 1 83,25 84,25 31,33 31,42
Ch-Weis 2 58,95 59,95 61,16 61,22
Ch-Weis 3,5 67,94 68,94 56,77 56,61

El valor del Factor-E y de Ml permitieron evaluar la masa de desechos
originados, lo cual es indicativo de las condiciones de quimica verde. Los
resultados mostraron que Ch-Weis 2 fue el producto mas amigable,
teniendo menor Factor-E y mayor AU y AE, en comparacién a los otros
productos analizados. Este resultado acuerda con el mayor %D que se
determind para este producto. A pesar de ello, Ch-Weis 3,5 fue utilizado
en las reacciones subsecuentes, dado que posee valores de AU y AE
aceptables, y por su menor %D, lo que supone que posee mas grupos
amino libres para reaccionar en pasos posteriores.

Es importante también destacar que, aunque no fue comparado por las
Green Metrics, en todos los experimentos se empled acetona como
solvente de lavado en lugar de cloroformo, como indican trabajos
anteriores3334. Asi, se obtuvieron excelentes resultados en la remociéon de
los excedentes de Weis y del catalizador, y se minimizaron los efectos del
uso de solventes clorados.

La evidencia mostrada en este punto demostro la eficacia de la reaccién
de dendronizacion sobre el biopolimero utilizado, lograndose buenos
porcentajes de modificacion. El grupo focal isocianato del dendrén puede
reaccionar tanto con los grupos amino o hidroxilo de Ch, formando
uniones del tipo urea o uretano, respectivamente. Sin embargo, el analisis
de FT-IR, demuestra la mayor reactividad del grupo amino frente al
56



Parte |: Polimeros Dendronizados. Sintesis y Caracterizacion

hidroxilo, consistente también a lo encontrado en referencias

34,37

bibliograficas®*?’, por lo que la suposicion de modificacién selectiva es

valida y aplicable en este caso.

Ch-Weis hidrolizado (Ch-WeisCOOH) y Ch-Weis
cuaternarizado (Ch-Weis-GTMAC)

En este punto, Ch dendronizado posee una gran hidrofobicidad, dada
principalmente por la presencia de una gran cantidad de grupos ter-butilo
en la periferia del dendrén. Considerando esto, se propuso aumentar la
hidrofilicidad empleando dos metodologias paralelas: hidrdlisis de los
ésteres ter-butilo del dendrén para obtener grupos 4cido en la periferia
del dendrén incorporado, o incorporacién de GTMAC a partir de los
grupos amino libres de Ch, tal como muestra el Esquema 1.2.

m >, mk X mk

CHOOH H, o DMF (10:3)
NHy  45°C/48h Hy 85° C/7h
o -—
OH OH OH OH OH OH
Ch-WeisCOOH Ch-Weis Ch-Weis-GTMAC

Esquema 1.2: sintesis de Ch-WeisCOOH y Ch-Weis-GTMAC.

El producto hidrolizado (Ch-WeisCOOH) y el producto cuaternarizado (Ch-
Weis-GTMAC) fueron caracterizados por FT-IR, *H-RMN y DSC.

La Figura 1.3 muestra los espectros FT-IR de Ch-Wesi 3,5, Ch-Weis-GTMAC
y Ch-WeisCOOH.
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Figura 1.3: espectros FT-IR de los productos de sintesis obtenidos luego
de la modificacion de Ch-Weis 3,5.

Luego de la cuaternarizacién con GTMAC, la sefial a 1729 cm?
correspondiente al enlace C=0 de los grupos carbonilo del dendrén no
sufrieron cambio aparente, demostrando la estabilidad del producto
dendronizado frente a las condiciones de reaccion. En este espectro, se
observé la aparicion de una nueva sefial a 1483 cm™, la cual se asignd a la
deformacién del enlace C-H de los grupos metilo del amonio cuaternario.
Ademas, la banda distintiva de deformacion del enlace N-H de los grupos
amino de Ch a 1599 cm™ desaparecié luego de la reaccidn, evidenciando
la modificacion con GTMAC. Estos resultados coincidieron con lo
reportado por Lou y colaboradores®® en cuanto a la cuaternarizacion de
Ch nativo.
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Para el espectro de Ch-WeisCOOH, la sefial correspondiente al
estiramiento del enlace C=0 del grupo carbonilo, presenté un
desplazamiento a nimeros de onda menores (de 1729 a 1712 cm™), en
total concordancia con la aparicidén de grupos dcido como resultado de la
hidrélisis de los grupos éster ter-butilo del dendrén. Asimismo, la seial a
1597 cm fue asignada al estiramiento asimétrico de los enlaces “0-C=0
de los grupos carboxilato presentes en el dendrén. Los cambios
observados entre 1300 y 1000 cm™ se atribuyeron a las vibraciones
acopladas de los grupos C-(CO) y O-C-C del dendrén.

Las Figuras 1.4y 1.5 corresponden a los espectros de *H-RMN de Ch-Weis-
GTMAC y ChWeisCOOH, respectivamente.

H,O
r'd
acetilo 1,28
8,20 ch ppm
ppm esqueleto Ch ‘ *
85 80 " 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 1.4: espectro de *H-RMN de ChWeisCOOH.
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Figura 1.5: espectro de *H-RMN de Ch-Weis-GTMAC.

En ambos espectros se pudo apreciar las sefales caracteristicas del
esqueleto polimérico de Ch entre 2,00 y 5,00 ppm?2. En el espectro del
producto hidrolizado, la presencia de una nueva sefial a 8,20 ppm se
atribuyé a los protones 4acidos del dendrén. Se observé también una
pequefia sefial a 1,28 ppm, asignada a los protones metilicosde los grupos
ter-butilo, debido a una hidrélisis incompleta o a posibles restos de ter-

butanol®”3,

En el espectro de Ch-Weis-GTMAC, se observan las sefiales caracteristicas
de Ch mencionadas con anterioridad, a la vez que se evidencié la
aparicion de una seial de gran intensidad a 3,23 ppm la que se asigno a
los protones de los grupos metilo de la sal de amonio cuaternaria,
mientras que las sefiales a 2,56, 2,78 y 3,42 ppm se asignaron a los
protones de los grupos metileno internos, y la seiial a 4,33 ppm se
atribuyé al protén a al grupo hidroxilo de GTMAC. La seiial a 1,28 ppm
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corresponde a los protones de los grupos ter-butilo, lo que demostrd la
presencia del mismo y la estabilidad de los ésteres en la estructura

polimérical®37:38,

En este punto, la evidencia espectroscépica presentada mostré la
efectividad de las reacciones planteadas en este capitulo. De esta manera,
la reaccidon de dendronizacién entre Ch y Weis fue efectiva en diversas
condiciones de sintesis. Ademas, las reacciones subsecuentes de hidrolisis
acida y de cuaternarizacion con GTMAC para dar lugar a Ch-WeisCOOH y
Ch-Weis-GTMAC respectivamente, se llevaron a cabo de manera exitosa,
dando lugar a productos que presentaron una mejora en su solubilidad
en soluciones acuosas, determinada por analisis cualitativo, en
comparacién al Ch nativo.

El comportamiento de estas muestras frente a la temperatura se evalué
mediante DSC, como se muestra en la Figura 1.6.

Weis 3,5 /\
0

2

g

€ |Ch-

S | WeisCOOH

2 0

&
ch-
Weis-GTMAC

Temp (°C)
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Figura 1.6: Curvas de DSC para Ch y los productos obtenidos.

Se compard la respuesta de Ch nativo y de los productos de sintesis Ch-
Weis 3,5, Ch-WeisCOOH, y Ch-Weis-GTMAC. Dado que todas las muestras
presentan en su estructura gran cantidad de grupos polares, son capaces
de retener moléculas de agua por adsorcidn fisica mediante puentes
hidrégeno. En los termogramas se observd un pico exotérmico a
temperaturas cercanas a 100°C, lo que corresponde a la pérdida de agua
fisi-adsorbida en los polimeros analizados. Para todas las muestras, la
descomposicién termo-oxidativa se observd a temperaturas cercanas a
310°C, sin embargo, la temperatura de degradacidon es ligeramente
diferente para las muestras que sufrieron el proceso de dendronizacién.
Por dltimo, para la muestra de Ch-WeisCOOH se observé decarboxilaciéon
de los grupos acido a temperaturas cercanas a 250°C.

El andlisis integral de los resultados permitié confirmar fehacientemente
la incorporacién del dendrén y la posterior modificacion de la matriz
polimérica dendronizada sintetizada en un principio, para dar los
productos deseados.
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Conclusiones Parciales

En esta parte del trabajo se optimizd la sintesis de Ch-Weis empleando
una metodologia que minimizé la produccion de residuos y obteniendo
una técnica mdas amigable con el medioambiente, haciendo énfasis en los
principios de la quimica verde. Ademads, se obtuvieron dos derivados
dendriticos de Ch: Ch-WeisCOOH y Ch-Weis-GTMAC. El producto
hidrolizado presentd una buena solubilidad en soluciones acuosas,
mientras que el producto cuaternarizado fue facilmente dispersable en
estas soluciones, propiedad que no presentaba el intermediario Ch-Weis.

Los productos sintetizados presentan un increible potencial para su uso
futuro, ya que los mismos tienen como base un biopolimero no téxico y
biodegradable, a la vez que incorporan, por una metodologia sencilla y
efectiva, estructuras dendriticas.
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Planteo Experimental

Sabiendo que la metodologia de polimerizacion de un mondmero
dendritico da lugar a un polimero con 100% de dendronizacién, se
propuso realizar la sintesis total de un polimero dendronizado siguiendo
esta metodologia. Como primer paso, se modificé el punto focal del
dendrén comercial Aminotriéster, acrilando el grupo amino para obtener
un doble enlace polimerizable. Posteriormente, y con el fin de obtener un
mondmero hidrosoluble, se realizé la hidrdlisis acida de los grupos
periféricos del dendron.

Una vez obtenido un mondmero dendritico hidrosoluble, se polimerizé el
mismo en condiciones radicalarias cldsicas para obtener el polimero
deseado.

Métodos

Sintesis de cloruro de acriloilo (AcCl)

Un total de 12 mL de AA, previamente destilado, 35 mL de cloruro de
benzoilo y 200 mg de hidroquinona, como inhibidor de la polimerizacién,
se colocaron en un sistema para destilacion fraccionada. El sistema se
llevo a régimen y se recolectd la fraccion que destilé a temperaturas
menores a 85°C en un balén enfriado conteniendo 200 mg de
hidroquinona. La fraccién recuperada se destilé nuevamente, colectando
la fraccidn correspondiente a 72-74°C. El AcCl recuperado se almacend
junto a hidroquinonaa -14°Cy protegido de la luz.
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Sintesis de acido 4-acriloilamino-4-(carboxietil)heptanodioico
(ABC)

Un total de 1,0094 g (2,42 x103 mol) de Aminotriéster se disolvieron en 8
mL de DCM en un baldn conteniendo 0,8000 g (5,07 x10° mol) de K,COs
anhidro. El sistema se cerrd con una septa de goma y se llevd a un bafio
de hielo. Luego, se adicionaron lentamente 0,3 mL (3,70 x103 mol) de AcCl
y la reaccién se mantuvo con agitacién vigorosa por una hora en bafno de
hielo, y luego por una noche a temperatura ambiente.

El crudo de reaccidn se filtrd y el sobrenadante se lavé con dos fracciones
de 25 mL de HCI 0,01M, dos fracciones de 25 mL de solucién saturada de
NaHCOs, dos fracciones de 25 mL de solucién saturada de NaCl y por
ultimo, 2 fracciones de 25 mL de H,0 destilada. La fase orgdnica se secé
sobre MgS0, anhidro, se filtré y se concentré en rotavapor, dando un
solido blanco correspondiente a di-ter-butil 4-acriloilamino-4-[(2-ter-
butoxicarbonil)etil] 1,7-heptanodioato (AcBeh). (Rendimiento: 91 %)

Un total de 1,0257 g (2,18 x10® mol) de AcBeh se disolvieron en 1 mL de
acetona en un baldn junto con 7 mL (0,15 mol) de acido férmico. La
reaccién se mantuvo por 60 horas a temperatura ambiente con agitacion
vigorosa. Transcurrido el tiempo de hidrélisis, se elimind el exceso de
acido féormico y el subproducto de la reaccion empleando rotavapor. Para
eliminar completamente el solvente, se afiadieron tres alicuotas de 1 mL
de tolueno para formar el azeétropo correspondiente. El producto ABC
fue obtenido como un sdlido de color blanco. (Rendimiento 98%)

Polimerizacién de ABC (poli(ABC))

Un total de 30,7 mg (1,01 x107 mol) de ABC previamente sintetizadoy 1,7
mg (7,44 x10™ mol) de APS se disolvieron en 10 mL de agua destilada en
un baldn para tal fin. Se adicioné 0,1 mL de una solucién 0,5M (5,00 x107
moles) de TEMED y se dejé reaccionar por 24 horas a temperatura
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ambiente. Luego, se liofilizd para eliminar el exceso de H,0 y se disolvid
la solucidn viscosa resultante en 1 mL de metanol y se precipité con 7 mL
de éter etilico, luego se centrifugd y el sélido recuperado se disolvié y
precipitd de la misma forma dos veces mas. El producto poli(ABC) se secé
al vacio dando un sdlido de color blancuzco. (Rendimiento: 42%)
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Resultados y Discusion

La obtencién de un polimero con un grado del 100% de dendronizacién,

es decir, que cada unidad repetitiva del polimero tuviese una molécula
dendritica se planted como objetivo principal de esta seccién del trabajo.
De este modo, el disefio experimental consistié en dos etapas. La primera
involucrd la obtencidon de un mondmero dendritico, mientras que la

segunda correspondio a la posterior polimerizacion del mismo.

Monomero dendritico ABC

Para la obtencion del mondmero dendritico, se decidid utilizar una
molécula de la familia de los dendrones comerciales del tipo Newkome,
en este caso el Aminotriéster o Amina de Behera. La metodologia para
obtener dicho mondmero, y siendo la mas facil, eficiente y puesta a punto
en el grupo de investigacion, fue la acrilacidn del grupo amino libre con
cloruro de acriloilo®®. Si bien la reaccién de acrilacidn es un procedimiento
relativamente sencillo, se realizé una pequefa modificacion en el
desarrollo experimental. EIl mismo consistié en emplear K,CO3 anhidro
para neutralizar las especies acidas producidas en el medio de reaccién.
Es sabido, que la reaccién entre un cloruro de acilo o cloruro de acido con
un nucleofilo (o con el agua presente en la mezcla de reaccién) libera HCI
al medio, tal como lo muestra el Esquema 2.1.
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0 Amida (X=N) o
RZ/\X/Hr Rl)‘\X/\Rz + no ester (X=0)
0
Rl)J\CI
Cloruro \ )
. H0 0 Acido
de acilo Py .
R77OH +  HCI carboxilico

Esquema 2.1: reaccion competitiva entre un cloruro de acilo y un
nucledfilo o una molécula de H;O.

El agente neutralizador utilizado por excelencia es TEA, una amina
levemente bdsica que capta el HCl formado durante la reaccién, para
formar el cloruro de trietilamonio. Si bien esta amina cumple muy bien su
propdsito, tanto el exceso de TEA como parte del subproducto formado,
resultan solubles en el solvente de reaccidn, ocasionando un mayor
esfuerzo a la hora de purificar el producto deseado. Para evitar este
inconveniente, se empled una base inorganica insoluble en solventes
organicos clasicos. El empleo de K,COs; anhidro fue reportado como una
alternativa al uso de TEA%. En este caso, tanto el exceso de carbonato,
como el carbonato acido formado, resultaron practicamente insolubles
en solventes organicos como el DCM con lo cual, una filtracién simple
permitié eliminar este reactivo de forma muy sencilla y no fue necesario
recurrir a técnicas adicionales de purificacion.

Ademas de su utilizacién como agente neutralizador, se constataron
beneficios adicionales del uso del carbonato anhidro en lugar de aminas
basicas cldsicas. Por un lado, al tratarse de una sal higroscépica, la misma
se utilizd para asegurar y mantener el solvente de trabajo seco,
lograndose asi otro punto a favor en el uso de esta sal inorganica en lugar
de otras aminas bdsicas clasicas. Por otro lado, esta sal inorgdnica resulto
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mds amigable al medio ambiente y menos tdéxica que otros compuestos
organicos.

Considerando estos puntos, el uso de K;COs; anhidro como agente
neutralizador para la reaccidn resulté altamente vantajoso.

El monémero dendritico AcBeh fue sintetizado exitosamente en este
punto. La acrilacidn entre el punto focal amino del dendrén y el AcCl
introdujo un doble enlace carbono-carbono polimerizable en la molécula.

Una vez obtenido el mondmero AcBeh, se hidrolizaron los grupos éster
ter-butilo del dendrén a fin de obtener grupos acido hidrofilicos en la
periferia del mismo. El Esquema 2.2, muestra los pasos involucrados en la
obtencién del mondmero de ABC.

\|/ u)'\/
>|\OOOJ<KCO/DCI\/I>|\ HCOOH 0 HO_O
0-25°C/8 )‘W\E\A 25°C/60 h HOmH
0
NH, HN._O
\ N
Aminotriéster AcBeh ABC

Esquema 2.2: condiciones de sintesis para la obtencion de ABC.

La caracterizacion tanto del intermediario sintético, como del monémero
dendritico ABC, se realizé por H y 3C-RMN, tal como se muestra en las
Figura 2.1y 2.2, respectivamente.
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Figura 2.1: *H-RMN de Aminotriéster, AcBeh y ABC.

El producto de acrilaciéon AcBeh mostro la aparicion de las sefiales de los
protones vinilicos a (6 =6,20 ppm; 1H), (6 = 6,01 ppm; 1H) y (6 = 5,56 ppm;
1H), ademas de las sefales caracteristicas de la amina de partida
Aminotriéster, correspondientes a los grupos metileno (6 =2,26 ppm; 6H)
y (6 =1,65 ppm; 6H) y los grupos ter-butilo (6 = 1,42 ppm; 27H). A su vez,
la relacién entre las areas de integracién de las sefiales vinilicas y las
correspondientes al esqueleto carbonado del dendrdn, permitieron
calcular un porcentaje de 98% de pureza del producto deseado. El
espectro del monédmero ABC mostrd la desaparicion de la sefial intensa a
(6 =1,42 ppm; 27H), correspondiente a los protones de los grupos metilo
de los ter-butilos. También se observd que las sefales correspondientes a
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los protones vinilicos se encuentran inalteradas, por lo que se corroboré
qgue los mismos fueron estables frente a las condiciones de hidrdlisis.

Utilizando 3C-RMN se corroboraron los resultados presentados
anteriormente. El espectro del producto AcBeh evidencio la aparicion de
dos nuevas sefialesa 125,9y 131,7 ppm, correspondientes a los carbonos
vinilicos del acrilato. También, fue posible detectar una nueva seial
correspondiente al carbono carbonilico del acrilato incorporado a 164,9
ppm. En conjuncién a esto, se observaron las sefiales caracteristicas del
esqueleto carbonado del Aminotriéster que no sufrié alteraciones en el
proceso sintético, a 28,0 y 29,8 ppm (carbonos de los grupos metilenos
internos); 32,8 ppm (carbonos de los grupos ter-butilo); 57,6 ppm
(carbono cuaternario interno); 80,7 ppm (carbono cuaternario de los
grupos ter-butilos) y 173,0 (carbono carbonilico).

29,7 ;28,0
ppm | ppm
172,7 80,8
ppm Ppm
55,2 32,8
p'l’“ ppM
Aminotriéster
29,8 | 28,0
ppm | ppm
173,0 80,7 ’/
ppm ppm
‘ 131,7 57,6 30,1
164,9 ppm 1259 ppm ppm
Vo |
AcBeh | l 1 I
28,6 28,0
177,8 ppm || ppm
ppm 130,5 57,9
‘ 167,8 PPM 1271 ppm
ppm 165,8 ppm J,
ppm e
ABC n ‘ [
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Figura 2.2: 3C-RMN de Aminotriéster, AcBeh y ABC.
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Por su parte, el espectro de 3C-RMN de ABC mostré la desaparicion de
las sefales correspondientes a los carbonos de los grupos ter-butilo que
se encontraban a 30 ppm, al mismo tiempo que siguen siendo
observables los carbonos del doble enlace a 127,1 y 130,5 ppm. Ademas,
la sefial del carbono carbonilico del dendrén, que antes se posicionaba a
173,0 ppm, se encontré ahora a 177,8 ppm. Esto es el resultado del
cambio de su entorno quimico, ya que pasé de formar parte de un grupo
éster a un grupo acido, generando un desplazamiento a campos mayores.

Estos resultados demostraron claramente que la acrilacion de la molécula
dendritica fue lograda con éxito, habiéndose sintetizado el monédmero
dendritico hidrofilico buscado.

Vale aclarar que en el procedimiento mostrado con anterioridad, no fue
necesario recurrir a una técnica de purificacién para obtener AcBeh. Si
esto ha de ser necesario, la metodologia a seguir cosistiria en la
realizacién de una columna cromatografica empaquetada con silica gel y
la utilizacion de una mezcla de n-hexano:acetato de etilo (6:4) como fase
movil®®,

Tanto el exceso de acido férmico, como el ter-butanol que surgieron
como producto secundario de la hidrdlisis de AcBeh, fueron eliminados a
presion reducida. Dado que la presion de vapor del acido formico es baja,
se adicionaron al sistema alicuotas de tolueno a fin de formar el
azeotropo correspondiente, el cual facilita la eliminacién del mismo*.

Lograda la completa eliminacion tanto del reactivo en exceso como el
subproducto, se obtuvo un rendimiento cuantitativo de la reaccién.

Polimero dendronizado poli(ABC)

Un vez obtenido el mondmero dendritico, se polimerizd6 el mismo
empleando una metodologia radicalaria clasica. Para tal fin, se utilizé la
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cupla APS/TEMED. Este sistema redox genera radicales sulfato, los cuales
dan inicio a la polimerizacion.

El Esquema 2.3 muestra los pasos sintéticos involucrados en la
polimerizacién de ABC.

O  TEMED o
0 0-5-0 -
ood 8 T 2 o(sjo
0
APS

0 HO0 0 HOO
o HO OH 25°C/24 h HOJW\FT\/%"

0-5-0" + n 0o — 0
0 HN Hhijio/r
T :

ABC poli(ABC)

(@)

Esquema 2.3: condiciones de sintesis para la obtencién de poli(ABC).

El polimero obtenido se caracterizd por ensayos de GPC para determinar
su masa molar en numero M, masa molar en peso M, e indice de
I42

’?

polidispersidad PD dando como resultados los valores que se

encuentran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Masas molares de poli(ABC) determinadas por GPC.

poli(ABC) 1276,8 1490,7 1,16
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Estos resultados significaron la obtencidn de un polimero con grado de
dendronizacidon del 100%, dado por la presencia de una estructura
dendritica en cada unidad monomérica. La importancia de este polimero
radicé en la posibilidad de utilizacién como base para los sistemas que se
mostraran en los Capitulos siguientes.
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Conclusiones Parciales

En esta etapa del trabajo se sintetizé un monémero dendritico a partir de
unidades constructivas comerciales, empleando reactivos y metodologias
sencillas, eficientes y robustas. La modificacion sintética introducida para
la acrilacién del dendrén comercial signific6 una mejora sustancial a la
hora de realizar el proceso de purificacién del mismo. A la vez, se
implementaron mejoras tendientes a favorecer el uso de los principios de
la Quimica Verde al emplear una sal inorganica inocua en lugar de los
reactivos clasicos, menos amigables con el medio ambiente.

El polimero obtenido en esta parte fue de gran importancia sintética, ya
gue todas sus unidades repetitivas presentaron estructuras dendriticas,
dandole un especial interés para las siguientes etapas de trabajo.
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Antecedentes y Generalidades

En base a lo presentado en la Introduccidn General, en esta seccién del
trabajo se ahondard en una clase especial de hidrogeles, que han
despertado el interés cientifico en los ultimos tiempos®. Estos son los
polimeros con respuesta a estimulos, o comiunmente denominados
hidrogeles inteligentes. Esta clase particular de materiales tienen la
capacidad de responder de manera reversible a cambios en el medio
externo. De esta manera, una deformacidon o cambio en su tamafio u otra
propiedad fisica se puede lograr a partir de estimulos tales como pH,
temperatura, campo magnético, condiciones oxido-reductivas, luz, entre

otros®> ™1,

Las propiedades de los hidrogeles sensibles al medio estdn controladas
fundamentalmente por las interacciones polimero-polimero y polimero-
solvente. Sin embargo, la magnitud del cambio observable, depende de la
identidad y cantidad del o de los grupos funcionales presentes?
Especificamente, las interacciones que tienen lugar en los procesos de
cambio de volumen, ya sea hinchamiento o colapso, de estos materiales
involucra fuerzas idnicas, del tipo puente hidrégeno, fuerzas de van der
Waals, o interacciones hidrofébicas. Estas fuerzas son las responsables de
la interconversidn del gel entre las dos fases posibles. Por un lado, si las
condiciones ambientales mantienen o causan que una o varias de estas
interacciones sean mds fuertes, el hidrogel tendera a colapsar,
expulsando el solvente. Por otro lado, los estimulos externos podrian ser
los responsables de minimizar estas interacciones, o bien de generar
fuerzas repulsivas entre los grupos funcionales, expandiendo el gel
mediante el ingreso de solvente a la red. Estas transiciones de fase
proporcionan un cambio en las propiedades fisicoquimicas del
polimero®. La Figura Il.I representa las fuerzas que controlan el
comportamiento de los hidrogeles inteligentes.
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Ed G ¥\
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Figura Il.I: fuerzas involucradas en el comportamiento de los hidrogeles
inteligentes.

Particularmente, los hidrogeles sensibles a la temperatura y al pH son los
polimeros inteligentes mas estudiados en los Ultimos tiempos'®. En este
sentido, la presencia de grupos hidrofdébicos en la estructura polimérica
es uno de los factores que induce termosensibilidad. Especialmente,
polimeros basados en mondmeros como N-isopropil acrilamida (NiPAm),
vinilcaprolactama u oligo(etilenglicol) monometil éter metacrilato, son
ampliamente estudiados como sistemas sensibles a la temperatura, por

tener una transicion de fase cercana a la temperatura corporal humana®~
17

Los polimeros basados en NiPAm, uno de los materilales termosensibles
aqui empleado, y probablemente uno de los mas estudiados en este
campo, exhibe una respuesta a la temperatura dada por la presencia de
los grupos amido asi como de las cadenas pendientes de grupos
isopropilo. En este sentido, a temperaturas menores a la de su transicién
de fase (32-33°C), prevalecen las interacciones polimero-solvente
mediante puente hidrégeno entre los grupos amido y moléculas de agua.
A temperaturas superiores a la temperatura de transicion de fase, el
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balance hidrofilico-hidrofébico cambia, aumentando la componente dada
por la interaccién hidrofébica proveniente de los grupos isopropilo
pendientes en el polimero. En este punto, el colapso del gel se manifiesta
mediante la desolvatacién de la red'®?2!. La Figura Il.ll representa la
transicion de fase presentada por redes poliméricas basados en NiPAm.

Estado hinchado Estado colapsado

Figura Il.1l: representacion esquemadtica del balance hidrofilico-
hidrofdbico presente en la transicion de fase en polimeros basados en
NiPAm.

Este hecho, sumado a la posibilidad de copolimerizar NiPAm con otros
mondmeros para obtener materiales de respuesta dual, ha posicionado a
este mondmero como uno de los mas ampliamente utilizado para la
preparacion de polimeros lineales o entrecruzados y estudiar sus
propiedades??2, A su vez, diversos materiales de este tipo han sido
empleados como sistemas de liberacidon controlada de moléculas de
interés, vectores para terapia génica, como sistemas de soporte para la

separacion de proteinas u otras biomoléculas de interés?%23-26,

Por otro lado, en esta seccion del trabajo de Tesis se emplearon
hidrogeles sensibles a cambios de pH en el medio circundante. Estos
polimeros se caracterizan por tener grupos pendientes acidos, como
grupos carboxilico o sulfonilo, o grupos basicos, como grupos amino, los
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cuales pueden ceder o aceptar protones del medio, respectivamente, y

asi cambiar la naturaleza iénica'*'"%’.

Cuando el pH del medio se
encuentra por debajo o por encima del pKa del grupo funcional presente
en el polimero, el mismo tendera a protonarse o deprotonarse,
dependiendo el caso, dejando o no carga neta sobre el mismo. La
presencia de cargas similares en las cadenas poliméricas y la consiguiente
repulsion de las mismas provocan una expansion de la red, con el
resultante ingreso de solvente de hinchamiento a la matriz polimérica. De
este modo, la presencia de grupos acidos en el hidrogel genera respuesta
al pH por encima de su pKa, mientras que para los polimeros conteniendo

grupos basicos, la respuesta se manifiesta por debajo del pKa de los

mismos. La Figura IL.lll representa la transicidon de fase en hidrogeles pH
sensibles.
pH>pKa
—
-XH
%
Estado Estado
colapsado hinchado
HZ
pH<pKa
—
*H,2

Figura Il.1lI: transicion de fase en hidrogeles pH sensibles.
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Para modular el efecto de la presencia de mondmeros con grupos iénicos,
se puede plantear la copolimerizacidn de los mismos con monémeros no
idnicos. Uno de los sistemas mas empleados es el uso de 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA) como comondmero en la reaccion de polimerizacién,
ya que se trata de un mondmero hidrofilico neutro.

En 1960, Wichterle y colaboradores describieron la polimerizacién y el
entrecruzamiento de HEMA en solventes acuosos, para preparar geles
suaves, con buenas propiedades elasticas y no irritantes, aptos para
aplicaciones bioldgicas®. Desde este punto, el uso de HEMA en diversos
productos poliméricos se ha visto en aumento dada su facil preparaciény

sus excelentes propiedades?%,

En los Capitulos siguientes se discuten las diferentes metodologias de
sintesis empleadas para cumplir con el objetivo de preparar redes
poliméricas expandibles. En este sentido, se obtuvieron hidrogeles
sensibles a los cambios de pH del medio, mediante la copolimerizacién de
HEMA con mondmeros acidos o mondmeros basicos, como lo son acido
itacdnico y 2-aminoetil metacrilato, respectivamente. Por otro lado, se
planted la obtencién de hidrogeles dendronizados con respuesta dual a
estimulos, para lograr un sistema novedoso, sensible a cambios de
temperatura y de pH de manera simultanea, empleando NiPAm vy el
mondmero dendritico ABC.
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Planteo Experimental

Considerando el conocimiento previo adquirido en el uso de polimeros
lineales, tales como Ch y sus variantes de modificacion planteadas en el
Capitulo 1, como asi otros polimeros lineales naturales u otros
sintetizados en el laboratorio, se decidid su empleo como base para
obtener hidrogeles. La metodologia que se empleé fue el
entrecruzamiento por medio de uniones covalentes de cadenas de
polimeros lineales con agentes entrecruzantes, comerciales o
previamente sintetizados.

Métodos

Sintesis de polimeros lineales
Sintesis de poli(acido itacdnico)(poli(lA))

Un total de 30,0792 g (0,23 mol) de IA se llevaron a un balén de tres bocas,
equipado con tubo refrigerante y entrada y salida de N,. El mondmero se
disolvié en 250 mL de H,O destilada y previamente desoxigenada bajo
flujo de N.. La solucion se acidificé adicionando 3 mL de una solucién HCl
1M. Luego, la solucion se calentd a 50°C con agitacidn vigorosa y un total
de 1,2574 g (5,51 x103 mol) de APS y 5 mL (3,72 x102 mol) de TEOHA se
agregaron como cupla redox iniciadora. La reaccién se dejé transcurrir por
72 horas en las condiciones mencionadas anteriormente. La solucién de
leve coloracion rosada se vertid sobre 1,5 L de 2-propanol y se llevo a -
14°C por 48 horas. El sélido de coloracién rosada palida se recuperé por
centrifugacion y se secé a 60°C hasta masa constante.
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Una segunda precipitacién del polimero se logré concentrando el
sobrenadante resultante de la centrifugacion mediante destilacion
simple. La fraccidn no destilada se vertié sobre 0,8 L de acetonay se llevd
a -14°C por 48 horas. El sélido resultante se recuperd por centrifugaciéon
y se secd a 60°C hasta masa constante. (Rendimiento total: 25% (primera
precipitacion), 56% (primera y segunda precipitacion))

Sintesis de quitosan cuaternarizado (Ch-GTMAC)

Un total de 0,9988 g (5,96 x10 mol) de Ch fueron dispersados en 14 mL
de H,0 destilada en un equipo para reflujo. El sistema se llevé a 85°Cy se
adicionaron 225 plL (1,51 x102 mol) GTMAC, en tres alicuotas de 75 pL
cada intervalos de 2 horas. Se dejo la reaccion por un total de 7 horas,
desde el primer agregado de GTMAC, a 85°C y agitacién vigorosa.

Luego del tiempo de reaccion, el crudo de reaccién presentaba una
apariencia viscosa de color amarillenta, la cual fue precipitada con 25 mL
de acetona fria y llevada a -4°C por una noche. La muestra se centrifugd
y el solido recuperado se redisolvio en 5 mL de H,O. La solucién se
precipitd nuevamente en 40 mL de mezcla acetona:etanol (4:1) y
centrifugada para recuperar el sélido. El proceso de redisolucién en H,0
y precipitacién en acetona:etanol fue repetido tres veces. Finalmente, el
producto de sintesis fue solubilizado en 5 mL de HO, liofilizado vy
mortereado hasta obtener un polvo fino de color blanquecino.
(Rendimiento: 88%)
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Sintesis de agente entrecruzante

Sintesis de dihidrazida de acido adipico (DAA)

Un total de 5 mL (1,84 x102 mol) de di-isobutil adipato, se llevaron a un
equipo para reflujo, junto a 4,2 mL (5,28 x10"2 mol) de hidrazinay 5 mL de
etanol absoluto. El sistema se llevd a reflujo por 3,5 horas con agitacion
vigorosa. Concluido el tiempo de reaccién, se dejo enfriar el sistema. El
precipitado blanquecino formado se recuperd por filtracién y se
recristalizé empleando 300 mL de etanol absoluto. El sélido recuperado
en esta instancia se secd hasta masa constante y presentd un color
blanco. (Rendimiento 69%)

Preparacion de hidrogeles

Poli(lA) entrecruzado con DAA

Se evalud la formacién de redes poliméricas empleando 12%, 15%, 20% y
25% de masa de entrecruzante en relacién a la masa de poli(lA). Para
todos los casos, el procedimiento seguido fue similar y se detalla a
continuacién.

Aproximadamente 150 mg de poli(lA) junto con la cantidad necesaria de
EDC se disolvieron en 3 mL de H,0 destilada y se dejaron en agitacion a
temperatura ambiente por 15 minutos. La cantidad de DAA
correspondiente se agregd a la solucidn y la misma se trasvasd a una
jeringa de polipropileno que sirvid de reactor. La reaccién se dejé
transcurrir a 55°C por 24 horas y luego a temperatura ambiente por 72
horas. Transcurrido dicho tiempo, el gel formado presentd una coloracién
verdosa, el cual se cortd en discos de 2 mm de espesor que se lavaron en
H,0 destilada por 4 dias, realizando cambio del solvente de lavado cada
24 horas. Luego de los lavados, los discos de polimero se secaron a 50°C
hasta masa constante, observandose una coloracion verdosa
opalescente.
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Alginato de sodio entrecruzado con DAA

0,1511 g (7,62 x10* mol de grupos -COOH) de alginato de sodio junto con
21,5 mg (1,12 x10™ mol) de EDC se disolvieron en 3 mL de H,0 destilada
y se dejaron en agitacién a temperatura ambiente por 15 minutos. 15,0
mg (8,61 x10° mol) de DAA se agregaron a la solucién y la misma se
trasvasoé a una jeringa de polipropileno que sirvié de reactor. La reaccion
se dejo transcurrir a 55°C por 60 horas y luego a temperatura ambiente
por 72 horas. Transcurrido dicho periodo, no se formé gel a pesar de
realizar diversas variaciones sintéticas relacionadas con tiempo vy
temperatura de polimerizacion.

Ch-GTMAC entrecruzado con glutaraldehido

Se evalué la formacion de redes poliméricas empleando 1%, 1,5%, 2% y
10% de masa de entrecruzante en relacion a la masa de Ch-GTMAC. Para
todos los casos, el procedimiento seguido fue similar y se detalla a
continuacién.

Aproximadamente 120 mg de Ch-GTMAC se disolvieron en 9 mL de H,0O
destilada y se dejaron en agitacion a temperatura ambiente por 30
minutos. Distintas cantidades de glutaraldehido se agregaron a la solucién
y lamisma se trasvaso a una jeringa de polipropileno que sirvié de reactor.
La reaccién se dejé transcurrir a temperatura ambiente por 6 dias.
Transcurrido dicho tiempo, no se formd gel a pesar de realizar diversas
variaciones sintéticas relacionadas con tiempo y temperatura de
polimerizacion.
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Ch-GTMAC entrecruzado con genipina

Se evalué la formacion de redes poliméricas empleando 5%, 7%, y 10% de
masa de entrecruzante en relacién a la masa de Ch-GTMAC. Para todos
los casos, el procedimiento seguido fue similar y se detalla a continuacién.

Aproximadamente 250 mg de Ch-GTMAC se disolvieron en 3,5 mL de H,0
destilada y se dejaron en agitacion a temperatura ambiente por 30
minutos. Distintas cantidades de genipina se agregaron a la solucién vy la
misma se trasvasoé a una jeringa de polipropileno que sirvié de reactor. La
reaccién se dejo transcurrir a temperatura ambiente por 6 dias.
Transcurrido dicho tiempo, el gel presentaba una coloracién azul intensa.
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Resultados y Discusion

Teniendo en cuenta la experiencia de trabajo previa, se propusieron dos
vias sintéticas alternativas para la obtencién de redes tridimensionales
expandibles en medios acuosos, cominmente denominadas hidrogeles o
macrogeles. La opcién desarrollada en este Capitulo consistié en el
entrecruzamiento covalente de polimeros lineales, empleando polimeros
y agentes entrecruzantes comerciarles o sintetizados. Siguiendo esta
metodologia, se sintetizaron con éxito polimeros lineales como poli(lA) y
Ch-GTMAC, y DAA como entrecruzante. La combinacién de polimeros
lineales y entrecruzantes permitié la obtencion de redes poliméricas
expandibles. A continuacidon se muestran los resultados mas relevantes
obtenidos para cada caso.

Sintesis y caracterizacidn de polimeros lineales
Poli(acido itacénico) (poli(lA))

La eleccion del mondmero polimerizable IA se realizé considerando una
serie de factores, entre los que se pueden destacar su biocompatibilidad,
no toxicidad, origen natural, amplia disponibilidad comercial y bajo
costo3L.

La metodologia de polimerizacidn radicalaria se realizd siguiendo como
referencia lo informado por Veli¢kovié¢ y colaboradores®?. El Esquema 3.1
muestra el procedimiento empleado.
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HO O APS/TEOHA 0
50°C/72 h HO
—_—
OH n
d 07 OH
Acido itacdnico poli(1A)

Esquema 3.1: condiciones de reaccion para la polimerizacion de IA.

La reaccidn se inicié por la cupla APS/TEOHA. En este caso, el empleo de
TEOHA como amina reductora para la disociaciéon redox del APS. La
ruptura homolitica de APS genera los radicales responsables de
adicionarse a dobles enlaces carbono-carbono e iniciar la polimerizacion.

Dado que el volumen de solvente de trabajo empleado para la
precipitaciéon del polimero obtenido fue mayor al empleado en los
procedimientos tipicos en el laboratorio, la precipitacién del polimero se
realizd en tres fracciones, dando lugar a las fracciones denominadas R1,
R2 y R3. La sumatoria de estas fracciones arrojo el primer rendimiento de
25%. Ademas, el sobrenadante del proceso de precipitacion se concentré
y la solucidn resultante se precipitdé nuevamente sobre exceso de un no-
solvente, acetona en este caso, a fin de lograr una mayor recuperacion de
poli(lA), siendo esta fracciéon denominada A1, recuperdandose un 31% mas
de polimero.

Es importante mencionar que en todos los casos se obtuvo un material
con leve coloracién rosada. Velickovi¢ y colaboradores atribuyeron esta
coloracion a la formacién de un complejo entre los posibles restos de
amina terciaria utilizada con los grupos carboxilos del polimero?2.

El material obtenido en este caso fue caracterizado por GPC para
determinar sus masas molares.

El anadlisis de las muestras (denominadas Al, R1, R2 y R3) se realizd
empleando como estandares soluciones de polietilenglicol de masas
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moleculares certificadas (PEG 106, PEG 2010, PEG 5800 y PEG 30000). La
Figura 3.1 muestra los cromatogramas obtenidos luego de la elucién con
la correspondiente fase mavil.

PEG PEG

2010 106
PEG 1 \
5800 !

\

L}

1

1

1

PEG \
30000 :
1
1
' 1
(A ]

— [

Al i .
— R1 [ l‘ \
—R2 I ‘.
—R3 s !

]
|

Volumen (mL)

Figura 3.1: cromatogramas obtenidos para las muestras de poli(lA) y
estdndares comerciales.

A partir de los cromatogramas y del analisis de las distribuciones de masas
molares, se obtuvieron los resultados para las masas molares en nimero
(M) y las masas molares en peso (M) que se detallan en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1: valores de masas molares determinadas para las muestras de
poli(lA)

Muestra Mn My PDI
poli(lA) - A1 | 55370 | 150500 2,71
poli(lA)-R1 | 43120 92960 2,15
poli(lA)-R2 | 37610 69370 1,84
poli(lA) -R3 | 16040 31890 1,98

Los resultados confirmaron la obtencién de cadenas poliméricas de
poli(lA). En primer término, la sintesis de un polimero hidrofilico con
grupos pendientes ionizables se logré con facilidad. A pesar de los
rendimientos pobres a buenos, el polimero se caracterizé de manera
eficaz. Si bien se logré obtener el polimero deseado, los valores de masas
molares no resultaron suficientemente satisfactorios. En segunda
instancia, se observd que todas las fracciones difieren en sus masas
molares (M, y My) e indices de polidispersidad (PDI), dando como
indicativo que el proceso de precipitacion es sumamente dependiente de
las condiciones. Si bien se realizé este proceso siguiendo la misma
metodologia, se supone que un leve cambio en los volimenes del no-
solvente empleado fue el responsable de los cambios encontrados en las
distintas fracciones de polimero R1, R2y R3. Ala vez, un ligero incremento
en los valores de masas hallados, pudo deberse al proceso de
concentrado del solvente mediante destilacién del mismo. El hecho de
llevar el sistema a mayores temperaturas y prolongar el tiempo de
reaccion se planted como causante de los valores encontrados.

De esta manera, el polimero lineal sintetizado en esta etapa se reservé
para su utilizacidon posterior como componente de una red polimérica
expandible.
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Quitosan cuaternarizado (Ch-GTMAC)

La modificacién de la estructura de Ch mediante la incorporacion de una
sal de amonio cuaternario como lo es GTMAC, se empled a fin de lograr
una mayor solubilidad del biopolimero en un amplio rango de valores de
pH en solucidén acuosa, tal como se estudié con anterioridad en el Capitulo
1.

La reaccién de cuaternarizacion tuvo lugar sobre los grupos nucleofilicos,
amino e hidroxilo presentes en Ch, ocurriendo la apertura del epdxido, tal
como se detallé en el Capitulo 1. El Esquema 3.2 muestra la via sintética
empleada.

<.

N* CI

HO
g~ NKer j)
NH, NH, H,0/85°C/7 h NH, HN
{O/W&/O/W&/OT - {OWO%OT
OH OH n OH OH n
OH OH 0 OH

HO
Quitosan - j/ Ch-GTMAC
/’}l+ Cr

Esquema 3.2: condiciones de reaccion entre Chy GTMAC

Luego de purificado el producto, el mismo se caracterizé por FT-IR y por
RMN. Los espectros de FT-IR de Ch y de Ch-GTMAC se muestran en la
Figura 3.2.
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Figura 3.2: espectros de FT-IR de Ch y Ch-GTMAC.

Se observé que el producto de sintesis conserva las sefiales
correspondientes a la estructura de Ch*?, a la vez que se denotd la
aparicidn de una nueva sefial a 1483 cm™, atribuida a la deformacién del
enlace C-H de los grupos metilo del amonio cuaternario introducido en el
polimero®*%, tal como se discuti6 en el Capitulo 1.

Por su parte, el espectro de *H-RMN de Ch-GTMAC, mostrd el patrén de
sefiales propio de Ch, a la vez que se observé una nueva y prominente
sefial a 3,23 ppm, atribuida a los protones de los grupos metilo de GTMAC,
en concordancia con lo observado por FT-IR. Ademds, las sefales a 2,56,
2,80 y 3,42 ppm se asignaron a los protones de los grupos metileno
internos, y la sefial a 4,32 ppm se atribuyd al protén a al grupo hidroxilo
de GTMAC®73®, La Figura 3.3 muestra el espectro de *H-RMN de Ch y Ch-
GTMAC.
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Figura 3.3: Espectros de H-RMN de Ch y Ch-GTMAC.

El resultado observado es similar al que surge luego de analizar el
correspondiente espectro de CP-MAS-13C, que se presenta en la Figura
3.4, donde se evidencid la aparicién de un pico intenso a 54 ppm,
atribuido a los grupos metilo del amonio cuaternario de GTMAC®®.
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Figura 3.4: Espectros de CP-MAS-*3C de Ch y Ch-GTMAC.

Los resultados obtenidos por diversas técnicas espectroscopicas
confirmaron la obtencidn del polimero Ch-GTMAC, el cual presenté buena
solubilidad en agua. Esto proporciond una mejora en las caracteristicas
del biopolimero, ya que Ch nativo sélo es soluble en soluciones acuosas a
pH menor a cinco. Asi, el aumento de la solubilidad acuosa del polimero
en un mayor intervalo de pH, manteniendo las propiedades beneficiosas

del Ch, aumentd las potenciales aplicaciones del sistema Ch-GTMAC®*>%7,
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Sintesis y caracterizacidon de agente entrecruzante

Dihidrazida de acido adipico (DAA)

En este punto, la sintesis de un entrecruzante se planted a fin de obtener
un producto apto para reaccionar con los grupos acido carboxilico
presentes en el polimero lineal poli(lA) o alginato de sodio. La eleccién de
una molécula que contuviera dos o mas grupos funcionales hidrazida tuvo
lugar por la reactividad de éstos con los mencionados grupos o sus

derivados3%°.

La sintesis del entrecruzante DAA se realizé a partir de di-isobutil adipato
e hidracina, siguiendo procedimientos reportados* seglin se muestra en
el Esquema 3.3.

NH,NH,
Et-OH 0
reﬂUJo/S 5h H
)\ )\/\/\n/ HZNHJ\/\/\’(N,NHZ
@)
Di-isopropil adipato DAA

Esquema 3.3: condiciones de sintesis empleadas para la obtencion de
DAA.

El ataque por parte de la hidracina al grupo carbonilo electroéfilo, y la
posterior eliminacién del subproducto isobutanol, dio lugar a la formacién
del grupo hidrazida.

Una vez obtenido y purificado el DAA mediante recristalizacion con
rendimientos buenos, el mismo se analizé por RMN a fin de caracterizarlo
y determinar su pureza. La Figura 3.5 muestra los espectros de H-RMN
para el reactivo di-isobutil adipato y para el producto de sintesis DAA.
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Figura 3.5: Espectros de H-RMN de di-isobutil adipato y DAA.

En el espectro correspondiente a DAA se aprecid la desaparicidon de las
sefiales a 0,99; 1,98 y 3,91 ppm, pertenecientes a los grupos isobutilo, a
la vez que en el producto se conservaron las sefiales correspondientes a
los grupos metileno internos de la molécula a 2,20y 1,56 ppm.

Los espectros de 3C-RMN que se presentan en la Figura 3.6, mostraron
igual indicio de desaparicion de las sefiales de los grupos isobutilo a 19;
27 y 70 ppm, mientras que el carbono carbonilico de DAA estd
ligeramente desplazado a campos mayores como consecuencia del
cambio en el entorno quimico de la molécula resultante.
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Figura 3.6: Espectros de 3C-RMN de di-isobutil adipato y DAA.

Ademas de confirmar la obtencidn del producto de interés, la evidencia
espectroscdpica demostré que el entrecruzante sintetizado fue aislado
con gran pureza, ya que no se encontraron restos de los reactivos de
partida. Es importante destacar la eficacia y sencillez de la reaccién
utilizada para convertir ésteres en hidracinas, para su uso como moléculas
entrecruzantes para la sintesis de redes poliméricas expandibles.

Preparacion de hidrogeles a partir de polimeros lineales

En este punto, la formacion de redes expandibles o hidrogeles, se planted
por la metodologia de entrecruzamiento de cadenas poliméricas lineales.
De esta manera, las siguientes combinaciones fueron propuestas a fin de
evaluar los mejores resultados obtenidos. La Tabla 3.2 resume los
reactivos empleados en cada caso y el resultado de la reaccion de
polimerizacidn.
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Tabla 3.2: polimeros sintetizados a partir de entrecruzamiento de cadenas

lineales.
Polimero lineal Entrecruzante Observaciones
| | —
poli(1A) DAA geles de coloracidn
verdosa
Alginato de sodio DAA no formé gel
Ch-GTMAC glutaraldehido no formé gel
[ [ i6
Ch-GTMAC genipina geles deazzlorauon

Para los cuatro casos estudiados, sélo las combinaciones poli(lA)-DAA y
Ch-GTMAC-Genipina dieron como resultado la obtencion de geles suaves
tipo barra. Para los casos de Alginato-DAA y Ch-GTMAC-glutaraldehido,
luego del tiempo de reaccidn se obtuvieron soluciones viscosas en lugar
de polimeros en forma de barra, que dadas sus propiedades
mecanicamente inestables, no pudieron ser manipulados, por lo que se
decidio descartarlos y sin realizar estudios de caracterizacion.

Poli(lA) entrecruzado con DAA

Para el caso de poli(lA)-DAA, dado que se obtuvieron geles, se evalud el
efecto de la concentracidon de DAA. El Esquema 3.4 muestra la reacciéon
que tuvo lugar, representando a poli(lA) en forma de sustrato
policarboxilado.
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Esquema 3.4: reaccion de entrecruzamiento entre poli(lA) y DAA.

Realizando un analisis sistematico, se evalu6 12%, 15%, 20% y 25% P/P de
DAA como agente entrecruzante. Se observé que las caracteristicas de los
geles obtenidos fueron dependientes de estas concentraciones. Si bien se
obtuvieron geles en la totalidad de los casos analizados, los materiales
logrados con concentraciones de 12% y 15% P/P de DAA, resultaron con
dificultad para su manipulacion, notandose una facil degradacién de los
mismos. Para los geles preparados con 20% y 25% P/P de DAA, se logro
seccionar las barras de producto obtenido en discos para luego realizar el
proceso de lavado. Luego del mismo, las muestras se secaron pero no
pudieron ser re-hidratadas en su totalidad. Si bien no se realizaron
medidas cuantitativas de indice de hinchamiento, esto fue evidenciado
por un escaso cambio de volumen observado en los discos recuperados.

Lamentablemente, los resultados encontrados no fueron los esperados
para su uso como redes expandibles, por lo que se decidié descartarlos
para su uso posterior.
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Ch-GTMAC entrecruzado con genipina

Los resultados presentados con anterioridad fueron similares para los
obtenidos para los sistemas Ch-GTMAC-Genipina. En la totalidad de los
casos, la presencia de la coloracién azul fue indicio de la reaccidn de
entrecruzamiento. El mecanismo de reaccion ha sido discutido
previamente por diversos autores*’. El Esquema 3.5 plantea la via de
reaccién entre genipina y moléculas que contienen grupos amino libres,
en este caso un polimero o sustrato poliaminado.

OH
NH, NS
A
+ H
07 NH
NH, o 0"
Sustrato poliaminado Genipina NH
2

Esquema 3.5: reaccion entre genipina y moléculas con grupos amino.

Esta reaccidn da como resultado la formacién del croméforo causante de
la coloracidn azul intensa, indicando la efectividad de la reaccién®:. Dicha
coloracién fue observada en los casos discutidos en esta seccion.

Si bien se logré el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas con
grupos amino libres, el producto presentd alta viscosidad, por lo que no
fue posible la obtencién de una barra de gel apto para su posterior
procesamiento. No obstante, y para analizar de forma cualitativa sus
propiedades, estas soluciones viscosas se dejaron secar sin lavados
previos sobre una placa de polipropileno, lo que formé un film polimérico.
Al intentar hidratar estas peliculas, las mismas no presentaron cambios
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en su volumen, dando indicio de que no son re-expandibles en solucién
acuosa. En este caso también se decidié descartar los materiales para su
uso como red expandible.
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Conclusiones Parciales

En esta seccién del trabajo, se presentéd y discutié la obtencidén vy
caracterizacién de dos polimeros lineales nuevos en el grupo de trabajo
(poli(lA) y Ch-GTMAC), y de un agente entrecruzante (DAA). Estas
metodologias sintéticas fueron puestas a punto, lograndose una
secuencia sencilla de pasos, que dan lugar a reacciones eficaces y
reproducibles.

Las redes expandibles que se intentaban obtener no fueron logradas, por
lo que no se profundizé en el estudio de las mismas. No obstante, fue
posible optimizar condiciones sintéticas adecuadas para el
entrecruzamiento de poli(lA), escalable a otros polimeros carboxilados
analogos, que podria tener potenciales aplicaciones a futuro en diversas
areas.

Esta seccidn dio lugar al replanteo de la metodologia sintética para lograr
redes expandibles, lo que derivo en el estudio de hidrogeles generados a
partir de sintesis en un solo paso, tal como se desarrolla en el siguiente
Capitulo.
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Planteo Experimental

En este Capitulo se propuso emplear una metodologia alternativa para
abordar la obtencidn de redes poliméricas en forma de barra. Para ello se
planted obtener redes expandibles a partir de una metodologia en un solo
paso o “one pot”, utilizando mondmeros y entrecruzantes vinilicos.

Dada la amplia variedad de posibles monémeros a emplear, el trabajo se
dividid en dos categorias principales: redes expandibles basadas en
HEMA, y redes expandibles basadas en NiPAm. En estos casos, el trabajo
se orientd a la obtencién de hidrogeles del tipo inteligentes mediante el
uso de mondmeros con grupos funcionales de interés, que respondan a
cabios del medio circundante. Ademas, y habiéndose sintetizado con
éxito el mondmero dendritico ABC detallado en el Capitulo 2, se abordd
también la obtencién de redes expandibles dendronizadas de inteligencia
dual, a partir de los monédmeros NiPAm y ABC.

Métodos

Hidrogeles basados en HEMA o NiPAm

Tanto para los casos de geles basados en HEMA o en NiPAm, se
estudiaron los productos obtenidos al variar la composicién
monomeérica, identidad y concentracion de entrecruzante e iniciador.
El procedimiento empleado para su obtencién fue similar en todos
los casos y se detalla a continuacion de manera simplificada,
empleando las proporciones que se detallan en la Tabla 4.1 en la
seccion de resultados y discusion.

En un vial, un total de 4,3 mmol de mondmeros se disolvieron en 3 mL
de agua destilada a temperatura ambiente. El entrecruzante fue agregado
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y el sistema se homogeneizé por 5 minutos. Transcurrido dicho periodo,
se adiciond APS al sistema y se burbujed con N, por un periodo de entre
5 a 10 minutos. Luego, se llevd a un bafio de agua/hielo
por aproximadamente 5 minutos. Una vez frio se adiciond TEMED en
una concentracién equimolar a APS y se trasvasd rapidamente a una
jeringa de polipropileno que sirvio como reactor. Los sistemas se
dejaron gelificar por un periodo de 48 a 72 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido dicho tiempo, el gel formado se corté en
discos de 2 mm de espesor y se lavaron en H,O destilada por
4 dias, realizando cambio del solvente de lavado cada 24 horas.
Luego de los lavados, los discos de polimero se secaron a 25°C hasta masa
constante.

Hidrogeles dendronizados basados en NiPAm y ABC

Se evalud la formacién de redes poliméricas empleando 2%, 5% y 10%
de ABC en relacidn a la cantidad total de mondmero utilizado. Para
todos los casos, el procedimiento seguido fue similar y se detalla a
continuacion.

En un vial, un total de 1,5 mmol de mondmeros se disolvieron en 3 mL
de agua destilada, con 5% mol de BIS y 5% mol de APS (porcentajes
calculados en referencia al total de mondmeros). Se burbujeé con N,
por un periodo de entre 5 a 10 minutos y luego se llevd a un bafio
de agua/hielo por aproximadamente 5 minutos. Una vez frio se
adicion6 TEMED en una concentracién equimolar a APS vy se
trasvasd rapidamente a una jeringa de polipropileno que sirvid de
reactor. Los sistemas se dejaron gelificar por un periodo de 48 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido dicho tiempo, el gel formado se
cortd en discos de 2 mm de espesor y se lavaron en H,O destilada por 4
dias, realizando cambio del solvente de lavado cada 24 horas. Luego de
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los lavados, los discos de polimeros se secaron a 25°C hasta masa
constante.
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Resultados y Discusion

El empleo de polimerizacidn por adicion a dobles enlaces resultd en una
variante Util para la obtencidn de polimeros entrecruzados. En la totalidad
de los casos analizados, el sistema iniciador empleado fue la cupla redox
APS/TEMED. Tal como como se detalld en el Capitulo 2, la amina terciaria
(TEMED en este caso) es la responsable de activar la descomposicion de
APS para dar radicales sulfato (SO4'), responsables del proceso de
iniciaciéon de la polimerizacion.

La Figura 4.1 detalla la estructura quimica de los mondmeros y
entrecruzantes que se utilizaron para la obtencion de las redes
expandibles.

o 0 HOO
Og HN 02 0
)_ HN._O
HO
OH 0 NH, f\
HEMA NiPAmM Al AEMA ABC
o) o) QO OHp |
S A N\)
SRR N
BIS DAT

Figura 4.1: estructura quimica de mondémeros (HEMA, NiPAm, Al, AEMA
y ABC) y entrecruzantes (BIS y DAT) empleados.

La eleccién de los mondmeros HEMA y NiPAm como base para la
obtencidon de hidrogeles se realizd teniendo en cuenta que los geles
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derivados de HEMA son altamente biocompatibles?®3°, mientras que los

correspondientes de NiPAm aportan también conocida

termosensibilidad®®2%.

Dada la variedad de geles obtenidos, los mismos se agruparon en dos
categorias diferentes: geles basados en HEMA y geles basados en NiPAm.

Hidrogeles basados en HEMA

En esta seccion se presentan los resultados para los hidrogeles
homopoliméricos de HEMA empleando BIS o DAT como entrecruzante,
hidrogeles copoliméricos de HEMA-co-Al y HEMA-co-AEMA. La Tabla 4.1
resume los materiales preparados y sus composiciones.

Tabla 4.1: composiciones de los sistemas basados en HEMA.

Denominacién Mondmeros Entrecruzante | Iniciador
HEMA | Comondmero (% mol)* (% mol)*
Homopolimeros
0,5 % DAT 0,25 % APS
0,5 % BIS 0,25 % APS
0,25 % APS
HEMA 100% 100 % 0% 0,5 % APS
1% BIS 3% APS
5% APS
2 % BIS 5 % APS
Copolimeros con Al
0,5 % DAT 0,25 % APS
HEMA-AI 5% 95 % 5% 1 % BIS 3 % APS
2% BIS 5% APS
0,5 % DAT 0,25 % APS
0,25 % APS
, (]
1% BIS 3% APS
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2 % BIS 5 % APS
HEMA- o o 0,5 % DAT 0,25 % APS
Al 15% 85% 15% 2 % BIS 5 % APS
Copolimeros con AEMA
HEMA- 0,5 % DAT 0,25 % APS
0, 0,
AEMA 5% 9% >% 2% BIS 5% APS
HEMA- 0,5 % DAT 0,25 % APS
0, 0,
AEMA 10% 90% 10% 2% BIS 5% APS
HEMA- 0,5 % DAT 0,25 % APS
0, 1 0,
AEMA 15% 85% >% 2% BIS 5% APS

* referido al total de monédmeros

La discusion de los resultados obtenidos en cada caso se basd
principalmente en las propiedades fisicas cualitativas observables de los
materiales obtenidos. En este sentido, se descartaron los productos que
presentaron falta de homogeneidad estructural o que resultaron

Viscosos.

Tanto para los sistemas homopoliméricos, como para los copoliméricos,
se variaron la cantidad e identidad del entrecruzante, como asi también
la proporcidn de iniciador. Se observd que los geles entrecruzados con
BIS, gelificaron en menor tiempo en comparacion a los analogos con DAT.
Esto puede deberse posiblemente a la menor reactividad de DAT en
comparacién a BIS*. Si bien los geles entrecruzados con DAT no fueron
utilizados posteriormente por sus malas propiedades fisicas o
inhomogeneidades estructurales, hay que recalcar que esta molécula es
escasamente utilizada como entrecruzante, por lo que los polimeros
obtenidos fueron altamente novedosos, creando un precedente de
trabajo en el grupo de investigacion y ampliando su potencial interés. A la
vez, una baja proporcion de APS, genera la consecuente baja
concentracién de radicales iniciadores de la reaccidn, los que podrian ser
facilmente consumidos por el

oxigeno disuelto en la solucidn,

124



Parte Il: Hidrogeles: Sintesis, caracterizacidon y estudio de sus propiedades

disminuyendo la proporcién de cadenas poliméricas crecientes en el seno
de la reaccion.

Los polimeros sintetizados empleando 2% mol de BIS como entrecruzante
y 5% de mol APS como iniciador fueron los que mejores resultados
presentaron. De esta, los materiales HEMA 100%, HEMA-AI 5%, HEMA-AI
10%, HEMA-AI 15%, HEMA-AEMA 5%, HEMA-AEMA 10% y HEMA-AEMA
15% fueron seleccionados para analisis posteriores debido a que
presentaron dptimas propiedades en cuanto a manejabilidad.

Homopolimero HEMA 100%

Tal como se mostrd en la seccidon de antecedentes y generalidades de esta
capitulo, los polimeros de HEMA han sido y contintan siendo altamente
estudiados®. Es de destacar la sencilla preparacién y amplia
reproducibilidad que reviste la obtencién de estos materiales. En nuestro
caso, las mejores condiciones evaluadas corresponden al empleo de BIS
como agente entrecruzante, en una proporciéon de 2% mol en relacién al
total de moles de mondmero utilizado, y un 5% mol de iniciador
radicalario. Si bien se estudiaron diversas composiciones, tal como se dijo
anteriormente, esta fue la seleccionada ya que brindé la posibilidad de
obtener geles homogéneos y de facil y rapida gelacién. El Esquema 4.1
muestra una representacion del material obtenido.
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APS/TEMED
;ﬁz H,0
o o} O 25°C/72h
7 fh
2 Il H H |
OH
HEMA BIS HEMA 100%

Esquema 4.1: formacion de hidrogel HEMA 100%.

El polimero obtenido sirvi6 como base para poner a punto
posteriormente la preparacién de redes copoliméricas, de poli(HEMA-co-
Al) y poli(HEMA-co-AEMA), tal como se muestra a continuacion.

Copolimeros HEMA-Al y HEMA-AEMA

Utilizando como punto de partida las proporciones de 2% mol de
entrecruzante y 5%mol de iniciador, y evaluadas para el homopolimero
HEMA 100%, se prosiguidé con la sintesis de copolimeros de HEMA. Esta
serie de materiales incorporaron moléculas de Al o AEMA. En este
sentido, el porcentaje de comondmero incorporado fue de 5%, 10% y 15%
en ambos casos, para dar los materiales correspondientes.

Para la serie HEMA-AI, la incorporacién de mondmeros con grupos acido
carboxilico radicé en la oportunidad de obtener redes sensibles al pH,
debido a la deprotonacién de los grupos acido en medio basico. En este
sentido, la repulsion de cargas semejantes en las cadenas del polimero
genera un mayor hinchamiento o expansion de la matriz polimérica, lo
gue desencadena un aumento de tamano del material. El Esquema 4.2
muestra el producto obtenido para la serie copolimérica HEMA-AI.
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APS/TEMED
=§= HO H,0
o} o o O 25°C/72h

2 f 0’00 I

HEMA Al BIS HEMA-AI Zov\

Esquema 4.2: formacidn de hidrogel copolimérico HEMA-AI.

Por su parte, en la serie HEMA-AEMA, la presencia de grupos amino libres
también genera una respuesta al pH del medio. En este caso, un medio
acido logra la protonacion del grupo amino y la consiguiente repulsién de
cadenas, de manera andloga a lo explicado para los grupos carboxilato,
tal como se mostré en la Figura ILIII de la seccidon de Antecedentes y
Generalidades. La estructura del copolimero HEMA-AEMA se representa
en el Esquema 4.3.

APS/TEMED

:ﬁ( :ﬁ( H,0
o (S o O 25°C/72h

o . 0 N NN
2 2 I H H |
OH NH,
HEMA AEMA BIS HEMA-AEMA

Esquema 4.3: formacion de hidrogel copolimérico HEMA-AEMA.

Los macrogeles copoliméricos basados en HEMA, se analizaron mediante
el célculo de los indices de hinchamiento g a diferentes valores de pH,
segln la siguiente ecuacion.
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_ Mgyel hinchado — Mxerogel
qw =

mxerogel

En donde Myges hinchado Y Mxerogel rEPresentan la masa del gel en estado de
equilibrio hidrodindmico y seco, respectivamente. Este pardmetro simple
de calcular, indica cuantas veces el material puede captar su propio peso
en el solvente de hinchamiento.

La Tabla 4.2 muestra los valores de g, tomados a diferentes valores de pH
y a temperatura ambiente para los diferentes sistemas basados en HEMA.

Tabla 4.2: indices de hinchamiento para los geles basados en HEMA.

qw
Muestra pH: 3,0 pH: 7,4 pH: 12,0

HEMA 100% (4,60+0,06) | (52+0,2) (6,6 +0,3)
HEMA-AI 5% (5,0%0,3) (7,27 £0,05) (7,840,2)
HEMA-AI 10% | (5,04+0,03) | (9,8+0,4) (10,6 + 0,1)
HEMA-AI 15% (5,0%0,5) (126+08) | (13,0%0,1)
HEMA-AEMA 5% | (6,1+0,2) (5,3%0,2) (4,9+0,2)
HEMA-AEMA 10% | (19,0+0,3) | (12,33+0,05) | (59+0,4)
HEMA-AEMA 15% | (25,6+0,3) | (16,4%0,2) (4,3+0,1)

Los resultados mostrados en la Tabla 4.2 se graficaron para una mejor

visualizacidn de los mismos, tal como muestra la Figura 4.2.
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25 = HEMA 100%
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o

Figura 4.2: indices de hinchamiento para los geles basados en HEMA.

Los resultados confirmaron que los materiales sintetizados poseen una
clara respuesta al pH del medio. Se corroboré que la red HEMA 100% no
presentd un marcado comportamiento dependiente con las
caracteristicas acido-base de la solucion en la que se encuentra. Aun asi,
el ligero cambio encontrado en los indices de hinchamiento a diferentes
pH, fue atribuido a la ionizacidn de los grupos hidroxilo, tal como ha sido
reportado con anterioridad®°,

La respuesta de los copolimeros a diferentes pH se observd con claridad.
Para los correspondientes a la serie sintetizada con Al, a pH por encima
de los valores de pKa del mondmero acido (pKa= 3,85 y 5,45)*, se genera
la deprotonacion correspondiente, originando grupos carboxilato en la
red polimérica. Contrariamente, la presencia de AEMA, desencadena una
respuesta a valores de pH por debajo del pKa del monémero basico (pKa=
7,6)¥, en donde el grupo amino se protona para dar el amonio
correspondiente. Tal como se menciond, en cada caso, la presencia de
mondmeros ionizados genera la repulsion de las cadenas copoliméricas,
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dando lugar a la expansién de la red y el consiguiente aumento de los
valores de gw en cada caso, dado por el mayor ingreso de solvente de
hinchamiento en los intersticios del material. De esta manera, los
materiales que contienen Al, se mostraron con hinchamientos elevados a
valores de pH 7,4 y 12, ambos por encima de los pKa de los grupos acido
del mondmero, mientras que a pH 3 tuvieron un comportamiento similar
al material HEMA 100% dada la ausencia de carga en la red.
Andlogamente, pero mostrando un comportamiento inverso, los sistemas
gue incorporaron AEMA no mostraron cambios significativos en su
hinchamiento a valores de pH 12, donde el grupo amino se encuentra sin
carga, mientras que a valores de pH de 7,4 y 3, la protonacién de este
grupo desencadend la correspondiente expansién de la red polimérica. A
su vez, en ambos materiales con respuesta a la acidez o basicidad del
medio, se corrobord la correlacion existente entre la cantidad de
mondmero pH sensible incorporado en la red y la magnitud de la
respuesta presentada.

Estos resultados dieron un indicio cualitativo e indirecto de la presencia
de los correspondientes comondmeros en la estructura de la red
polimérica, hecho que no pudo ser verificado por FT-IR dada la gran
superposicion de sefiales en los correspondientes espectros adquiridos, y
no mostrados en esta seccién del trabajo.

Como caracteristica importante a destacar de estos materiales, es que
una vez llevados a estado de xerogel, no regresan al estado de gel
hinchado. En este sentido se evaluaron sin éxito soluciones acuosas a
diferentes valores de pH como asi también a diferentes temperaturas. Si
bien la matriz polimérica es altamente hidrofilica, las fuertes atracciones
e interacciones puente hidrégeno creados al llevarlos a estado seco, y que
son caracteristicas de los materiales basados en HEMA, reducen la
capacidad de penetracidn de las moléculas de agua al interior de la red,
por lo que las mismas no se re-expanden.
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Hidrogeles basados en NiPAm

Homopolimero NiPAm 100% y copolimeros NiPAm-ABC

El principal motivo que determind la utilizacion del monédmero NiPAm fue
la extraordinaria propiedad del mismo de generar polimeros
termosensibles. Tal como se menciond en la seccién de antecedentes y
generalidades de este capitulo, el balance hidrofilico-hidrofébico que se
establece entre las cadenas de poli(NiPAm) y el solvente de hinchamiento
es el responsable de la aparicién de una temperatura de transicion de fase
entre los 32-35°C*2,

De la misma manera que se modificaron variables sintéticas en el caso de
los hidrogeles basados en HEMA, para este caso se realizd el mismo
procedimiento para lograr encontrar las propiedades 6ptimas de los
polimeros. Tal como puede observarse en la Tabla 4.3, se evalud la
incorporacién de un comondmero, se vario la proporcion e identidad de
entrecruzante y la cantidad de iniciador.

Tabla 4.3: composiciones de los sistemas basados en NiPAm.

Denominacién Monomeros Entrecruzante Iniciador
NiPAm | ABC (% mol)”* (% mol)”*
Hompolimeros
5 % DAT 0,25 % APS
1% DAT 2 % APS
2 % DAT 2 % APS
. 3 % DAT 2 % APS
NiPAm 100% 100 % 0% 4% DAT > % APS
1% BIS 2 % APS
3 % BIS 2 % APS
4 % BIS 5 % APS
Copolimeros con ABC
. 3 % BIS 2 % APS
NiPAmM-ABC 2% 98 % 2% 2% BIS 5% APS
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NiPAmM-ABC 5% 95 % 5% 4 % BIS 5 % APS
NiPAmM-ABC 10% 90 % 10% 4 % BIS 5 % APS

* referido al total de mondmeros

Al igual que para el caso de los hidrogeles basados en HEMA, la seleccidn
de los materiales se basd en aquellos geles que presentaron mejores
propiedades observables y que fueran de facil manipulacién. La
incorporacién del mondmero dendritico ABC, presentado en el Capitulo
2, se estudié de manera sistematica variando la proporciédn monomérica
en los geles. En este sentido, los geles NiPAm 100%, NiPAm-ABC 2%,
NiPAmM-ABC 5% y NiPAmM-ABC 10%, fueron sintetizados empleando 4% mol
BIS como agente entrecruzante y 5% mol APS como iniciador.

Los copolimeros obtenidos en esta instancia, incorporaron un monémero
gue confiere respuesta a los cambios de temperatura, y un monémero
dendritico que otorga respuesta a los cambios de pH. El Esquema 4.4
muestra los componentes de la red.

0 HO.__O APS/TEMED
HO OH = H:0
o o O 25°C/48 h
0 + HN ¢ ﬁLN’\N -
HN._O [ H H |
C
ABC NiPAmM BIS NiPAmM-ABC

Esquema 4.4: formacion de hidrogel copolimérico NiPAm-ABC.
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La importancia de la presencia de ABC radica en la extensién del concepto
dendritico a toda la matriz polimérica®®. De esta manera, se logrd
incorporar la multifuncionalidad aportada por los grupos 4acido
provenientes de la periferia del dendréon. Este hecho, ademds de
incorporar caracteristicas multivalentes al material, también modifica su
comportamiento frente a estimulos del medio originando una respuesta
adicional al pH.

La Figura 4.2 muestra los espectros de FT-IR obtenidos para los materiales
seleccionados.

NiPAmM
100%

NiPAmM-
ABC 2%

NiPAmM-
ABC 5%

NiPAmM-
ABC 10%

/ \\ 1362 cm!

1710 cm’! % N 1s7emt
1520 cm’?
1621 cm’!

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Namero de onda (cm?)

Figura 4.2: espectros FT-IR de NiPAm 100% y copolimeros de NiPAm-co-
ABC.

NiPAm 100% presenta las sefiales caracteristicas en su espectro. Las
bandas Amida | y Amida Il se observaron a 1621 cm™y 1520 cm™, mientras
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que las sefiales a 1362 y 1387 cm™ fueron asignadas a la flexion del enlace

C-H de los grupos metilo del isopropilo?2,

Por su parte, los espectros de los copolimeros mostraron la aparicion de
una nueva banda a 1710 cm?, que se atribuyé al estiramiento del enlace
C=0 de los grupos acido carboxilico de ABC. A su vez, pudo
correlacionarse la intensidad relativa de esta banda con la proporcién de
mondmero dendritico presente en el hidrogel.

Una vez caracterizados los productos obtenidos, se procedié a realizar la
determinacién de los g, tal como se realizé para la serie basada en HEMA.
En este caso, la presencia de moléculas de NiPAm y su conocida
termosensibilidad, dio lugar al estudio de g a diferentes temperaturas,
por debajo y por encima de la temperatura de transicién de fase teérica
del polimero. La Tabla 4.3 muestra los valores obtenidos para las
muestras NiPAm 100%, NiPAm-ABC 2% y NiPAm-ABC 5%, medidos a
diferentes valores de pH, a 20°C y 60°C, por debajo y por encima de la
temperatura de transicion de fase, respectivamente. Dada la fragilidad
presentada por NiPAmM-ABC 10%, no fue posible recuperar de manera
adecuada el polimero hinchado, por lo que las determinaciones de gquw
para este material no pudieron llevarse a cabo.

Tabla 4.3: indices de hinchamiento para los geles basados en NiPAm.

qw

Muestra pH: 3,0 pH: 7,4 pH: 12,0
20°C 60°C | 20°C | 60°C | 20°C | 60°C
. (18,9 071 | (19,1 | (0,81 | (188 | (0,75
NiPAmM 100% | 14 1) +0,06) | 0,3) | +0,03) | +0,4) | +0,05)
NiPAm-ABC | (15,2 0,73 | (257 | (13,4 | (263 | (7,52
2% +0,6) +0,01) | +0,6) | +0,8) | +0,3) | +0,05)
NiPAm-ABC | (11,1 (0,49 (39 29 | (41,3 | (321
5% +0,3) £0,09) | #3) | +2) | +0,8) | 0,4)

134



Parte II: Hidrogeles: Sintesis, caracterizacion y estudio de sus propiedades

Para una mejor y mas facil comprensién de los datos, los mismos se
graficaron y se muestran la Figura 4.3.

45

40

35

30

25

= m NiPAmM 100%

20

15 H NiPAmM-ABC 2%

10 m NiPAM-ABC 5%
5
0 T T - -

20°C  60°C 20°C 60°C 20°C 60°C
pH: 3,0 pH: 7,4 pH: 12,0

Figura 4.3: indices de hinchamiento para los geles basados en NiPAm, en
funcion de temperatura y pH.

La presencia de moléculas de NiPAm en los polimeros analizados
confiere respuesta frente a la temperatura del medio circundante. Es
asi que para todos los materiales analizados se observé un cambio en
los qw determinados a diferentes temperaturas.

Para el caso de NiPAm 100%, los valores de hinchamiento medidos
no fueron dependientes del pH de la solucidn, esto se debe a que el
hidrogel no posee grupos ionizables. En este sentido, los materiales
que tienen incorporado el mondmero dendritico con grupos acido
con capacidad de deprotonacién, presentaron un comportamiento
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dual, tanto frente al cambio de temperatura como de pH del medio.
Los copolimeros NiPAm-ABC mostraron este comportamiento,
observandose que a pH bajos, donde los grupos acido se encontraron
protonados, los valores de g hallados fueron del orden a los encontrados
para el caso del homopolimero.

La disminucidn observada en los valores gw a 20°C y pH 3, se atribuyd a
la presencia de las moléculas dendriticas. En este sentido, los
puentes hidréogenos generados entre estas moléculas son los
responsables de rigidizar o generar la interaccion de cadenas,
disminuyendo asi el valor de hinchamiento medido.

El aumento de la basicidad del medio fue el responsable de
la deprotonacién de los grupos acido, y la consiguiente expansién de
la red por repulsiones electrostaticas. Por este motivo, los valores de
gw a pH 7,4 y 12 fueron mayores a los determinados a pH 3, a la vez,
la mayor proporcién de ABC en el copolimero aumentd la presencia
de cargas y el consiguiente hinchamiento. La minima
diferencia encontrada en los indices de hinchamiento entre pH 7,4
y 12 se debid justamente a que el pKa estimado por potenciometria
para ABC es cercano a 5%, siendo ambos valores de pH analizados
lo suficientemente altos como para provocar la ionizacidon parcial
o total de los grupos acido y manifestar el efecto observado.

Por su parte, el aumento en la temperatura del medio fue el
responsable del colapso observado para todos los materiales. En
este sentido, a 20°C prevalecen las interacciones entre los grupos
amido de NiPAm y las moléculas de agua, dando como consecuencia
el estado hinchado del hidrogel analizado. A 60°C, la disminucidn de
las interacciones puente hidrégeno entre NiPAm y el solvente, y
la consiguiente disminuciéon del caracter hidrofilico del material
como resultado del aumento de las interacciones entre los
grupos isopropilo, genera la expulsién del solvente desde el seno
del material. Este proceso tiene como resultado el colapso del hidrogel
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a temperaturas altas, lo que se ve traducido en la disminucién de qu,
tal como mostré la Figura 4.3.
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Conclusiones Parciales

El resultado mas destacable de esta parte del trabajo fue la obtencién de
una red expandible de respuesta dual tanto a los cambios de temperatura
como de pH del medio circundante. El punto de mayor interés fue la
utilizacion de un mondmero dendritico como lo es ABC, previamente
sintetizado. La incorporacion de este mondmero en la red polimérica,
ademas de generar la correspondiente respuesta a los cambios de pH,
extiende el concepto dendritico en la totalidad del material. Este hecho
posiciona al material como buen candidato para su evaluacion en escala
nanoscoépica, pudiendo lograrse posteriores aplicaciones en diversos
campos.

Por otro lado, se lograron redes expandibles sensibles a cambios en los
valores de pH del medio a partir de la copolimeriacién de HEMA con IA o
AEMA. En este sentido, la respuesta vario hacia valores de pH bdsicos o
acidos, dependiendo del comondémero empleado respectivamente. Estos
materiales de facil obtencién y con buenas propiedades mecdnicas
observables, presentaron buenos indices de hinchamiento, aunque su
escasa respuesta desde su forma xerogel, condicionando su empleo en
secciones posteriores de este trabajo.

138



Parte Il: Hidrogeles: Sintesis, caracterizacidon y estudio de sus propiedades

Referencias

(1) Dragan, E. S. Chem. Eng. J. 2014, 243, 572-590.

(2) Meng, H.; Jinlian Hu. J. Intell. Mater. Syst. Struct. 2010, 21 (9), 859—
885.

(3) Zhang, X.; Achazi, K.; Steinhilber, D.; Kratz, F.; Dernedde, J.; Haag,
R. J. Control. Release 2014, 174 (1), 209-216.

(4) Abandansari, H. S.; Nabid, M. R.; Rezaei, S. J. T.; Niknejad, H.
Polymer, 2014, 55 (16), 3579-3590.

(5) Zhao, C.; Chen, Q.; Patel, K.; Li, L.; Li, X.; Wang, Q.; Zhang, G;
Zheng, J. Soft Matter 2012, 8, 7848—7857.

(6) Jiang, D.; Wang, G.; Zheng, F.; Han, J.; Wu, X. Polym. Chem. 2015,
6 (4), 625-632.

(7) Wang, Y.; Zheng, J.; Tian, Y.; Yang, W. J. Mater. Chem. B 2015, 3
(28), 5824-5832.

(8) Chiang, W.; Ho, V. T.; Chen, H.; Huang, W.; Huang, Y.; Lin, S.; Chern,
C.; Chiu, H. Langmuir 2013, 29, 6434—6443.

(9) Liu, J.; Detrembleur, C.; Debuigne, A.; De Pauw-Gillet, M.-C,;
Mornet, S.; Vander Elst, L.; Laurent, S.; Duguet, E.; Jérome, C. J.
Mater. Chem. B 2014, 2, 1009-1023.

(10) Salehi, R.; Rasouli, S.; Hamishehkar, H. Int. J. Pharm. 2015, 487,
274-284.

(11)  Zhan, Y.; Gongalves, M.; Yi, P.; Capelo, D.; Zhang, Y.; Rodrigues, J.;
Liu, C.; Tomas, H.; Li, Y.; He, P. J. Mater. Chem. B 2015, 3 (20),
4221-4230.

(12) Lim, H. L.; Hwang, Y.; Kar, M.; Varghese, S. Biomater. Sci. 2014, 2,
603-618.

(13) Soppimath, K. S.; Aminabhavi, T. M.; Dave, a M.; Kumbar, S. G;
Rudzinski, W. E. Drug Dev. Ind. Pharm. 2002, 28 (8), 957-974.

139



Guido Noé Rimondino. Tesis Doctoral

(14)
(15)
(16)
(17)
(18)
(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)
(26)

(27)

(28)
(29)

(30)
(31)

140

Qiu, Y.; Park, K. Adv. Drug Deliv. Rev. 2012, 64, 49-60.

Ramos, J.; Imaz, A.; Forcada, J. Polym. Chem. 2012, 3, 852—-856.
Hu, Z.; Cai, T.; Chi, C. Soft Matter 2010, 6, 2115-2123.

Liu, F.; Urban, M. W. Prog. Polym. Sci. 2010, 35, 3—23.

Schild, H. G. Prog. Polym. Sci. 1992, 17 (2), 163—-249.

Nayak, S.; Andrew Lyon, L. Angew. Chemie - Int. Ed. 2005, 44 (47),
7686—-7708.

Cuggino, J. C.; Alvarez Igarzabal, C. I.; Strumia, M. C.; Welker, P.;
Licha, K.; Steinhilber, D.; Mutihac, R.; Calderén, M. Soft Matter
2011, 7,11259-11266.

Rzaev, Z. M. O.; Dinger, S.; Piskin, E. Prog. Polym. Sci. 2007, 32 (5),
534-595.

Liu, R.; Fraylich, M.; Saunders, B. R. Colloid Polym. Sci. 2009, 287
(6), 627-643.

Cuggino, J. C.; Strumia, M. C.; Alvarez Igarzabal, C. |. React. Funct.
Polym. 2011, 71 (4), 440-446.

Zintchenko, A.; Ogris, M.; Wagner, E. Bioconjug. Chem. 2006, 17
(3), 766-772.

Guan, Y.; Zhang, Y. Soft Matter 2011, 7, 6375-6384.

Barber, P. S.; Kelley, S. P.; Griggs, C. S.; Wallace, S.; Rogers, R. D.
Green Chem. 2014, 16, 1828-1836.

Koetting, M. C.; Peters, J. T.; Steichen, S. D.; Peppas, N. Mater. Sci.
Eng. R Reports 2015, 93, 1-49.

Wichterle, O.; Lim, D. Nature 1960, 185 (4706), 117-118.

Ullah, F.; Othman, M. B. H.; Javed, F.; Ahmad, Z.; Akil, H. M. Mater.
Sci. Eng. C 2015, 57, 414-433.

Hoffman, A. S. Adv. Drug Deliv. Rev. 2012, 64, 18-23.

Willke, T.; Vorlop, K. D. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2001, 56, 289—
295.



(32)

(33)

(34)
(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)
(42)

(43)
(44)

(45)

(46)

(47)

Parte Il: Hidrogeles: Sintesis, caracterizacidon y estudio de sus propiedades
Velickovic, S. J.; Dzunuzovi¢, E. S.; Griffiths, P. C.; Lacik, I.; Filipovic,
J.; Popovi¢, |. G. J. Appl. Polym. Sci. 2008, 110 (5), 3275-3282.

Luo, J.; Wang, X.; Xia, B.; Wu, J. J. Macromol. Sci. Part A 2010, 47
(9), 952-956.

Lim, S. H.; Hudson, S. M. Carbohydr. Res. 2004, 339 (2), 313—-319.

Kim, J. Y.; Lee, J. K.; Lee, T. S.; Park, W. H. Int. J. Biol. Macromol.
2003, 32, 23-27.

Sajomsang, W.; Tantayanon, S.; Tangpasuthadol, V.; Daly, W. H.
Carbohydr. Res. 2009, 344 (18), 2502—-2511.

Abdelaal, M. Y.; Sobahi, T. R.; Al-Shareef, H. F. Int. J. Biol.
Macromol. 2013, 55, 231-239.

Tan, H.; Ramirez, C. M.; Miljkovic, N.; Li, H.; Rubin, J. P.; Marra, K.
G. Biomaterials 2009, 30 (36), 6844—6853.

Wang, M. S.; Chen, S. J.; Huang, K. L.; Lai, Y. C.; Chang-Chien, G. P.;
Tsai, J. H.; Lin, W. Y.; Chang, K. C.; Lee, J. T. Chemosphere 2010, 80,
1220-1226.

Su, W.Y.; Chen, Y. C; Lin, F. H. Acta Biomater. 2010, 6 (8), 3044—
3055.

Smith, P. A.S. Org. Synth. 1963, 4, 819-823.

Garcia Schejtman, S. D.; Toselli, R.; Strumia, M. C.; Martinelli, M.
Polym. Bull. 2015, 72 (12), 3043—-3062.

Muzzarelli, R. A. A. Carbohydr. Polym. 2009, 77 (1), 1-9.

Pohjanlehto, H.; Setdld, H.; Kammiovirta, K.; Harlin, A. Carbohydr.
Res. 2011, 346, 2736—-2745.

Ferreira, L.; Vidal, M. M.; Gil, M. H. Int. J. Pharm. 2000, 194 (2),
169-180.

Weast, R. C. CRC Handbook of Chemistry and Physics; Weast, R. C.,
Ed.; CRC Press, Inc: Boca Raton, Florida, 1988.

Thompson, K. L.; Read, E. S.; Armes, S. P. Polym. Degrad. Stab.
2008, 93 (8), 1460-1466.

141



Guido Noé Rimondino. Tesis Doctoral
(48) Paez, J. I.; Martinelli, M.; Brunetti, V.; Strumia, M. C. Polymers
(Basel). 2012, 4 (4), 355-395.

(49) Cuggino, J. C.; Charles, G.; Gatti, G.; Strumia, M. C.; Alvarez
Igarzabal, C. I. J. Biomed. Mater. Res. - Part A 2013, 101 (12), 3372-
3381.

142



Parte II: Hidrogeles: Sintesis, caracterizacion y estudio de sus propiedades

143



Guido Noé Rimondino. Tesis Doctoral

144



Parte 111

Redea poliméricas interpenetradas
dendronizadas



Parte lll: Redes poliméricas interpenetradas dendronizadas

Antecedentes y Generalidades

Las redes poliméricas interpentradas, comunmente denominadas IPN por
sus siglas en inglés, son una clase particular de geles en donde dos o mas
redes poliméricas estdn combinadas y al menos una de las mismas ha sido
sintetizada o entrecruzada en presencia de la otra. En este sentido, la
segunda red esta idealmente “enredada” o “interpenetrada” dentro de la
primera, y mantenida sélo por interacciones topoldgicas o puntos de
enredo sin formar uniones covalentes con la misma*=3. Asi, cada red logra
mantener sus propiedades individuales, por lo que las propiedades finales
del sistema resultan en un sinergismo de estas®.

El primer reporte de redes tipo IPN fue realizado por Aylsworth en 1914,
donde se patentd la obtencién de un compdsito de goma natural, azufre
y resinas de fenol-formaldehido®. Recién en 1960 fue introducido el
término IPN, gracias al trabajo de Millar y colaboradores sobre redes de
estireno y divinil benceno®.

Diversos tipos de clasificaciones se pueden realizar sobre estos
materiales*”8. Una de las mas utilizadas para distinguir a estos materiales
es segln su naturaleza quimica, en donde se puede distinguir a un full IPN,
en donde coexisten dos redes entrecruzadas independientes en el mismo
espacio fisico, o un semi IPN, en el cual hay una red entrecruzada y un
polimero lineal interpenetrado en la misma. La Figura Ill.I muestra una
representacioén grafica de las mismas.
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semi IPN full IPN

Figura lll.I: clasificacion de IPN segun su naturaleza quimica.

Al mismo tiempo, se pueden clasificar estos materiales segin la
naturaleza del método sintético empleado para su obtencién. Los IPN
secuenciales, en donde inicialmente se polimeriza y/o entrecruza la
primerared, y luego la misma es hinchada en una solucién de mondmeros
gue formaran la segunda red, que sera polimerizado y/o entrecruzada con
posterioridad. Por otro lado, los IPN simultdneos se obtienen mediante la
polimerizacion y/o entrecruzamiento de dos redes poliméricas en una
sola etapa. La clave de este método es que cada componente del IPN debe
polimerizar simultaneamente, pero por vias que no interfieran entre si. La
Figura IIL1l representa los tipos de IPN clasificados seglin la metodologia
de obtencién. Para simplificar la representacidon, solamente se muestra la
obtencién de un sistema full IPN.
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o2 “ o Mondmerosy
Y % =™ entrecruzante
IPN % T 9 . mogh & (redB)
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IPN o oo /
. . qgn %% + ,&ﬁ
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entrecruzante entrecruzante
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Figura Ill.1I: clasificacion de IPN segun la metodologia de preparacion
empleada.

Dada la inmensa cantidad y variedad de polimeros aptos para ser
interpenetrados, se obtiene un amplio espectro de productos obtenidos
por alguna de estas vias. Polimeros naturales como quitosan, alginato de
sodio o celulosa han sido interpenetrados en matrices poliméricas
mediante una metodologia intermedia a las mostradas con anterioridad
o pseudo secuencial, donde la formacién de la red entrecruzada se realiza
en presencia de cadenas lineales de estos polimeros®™3. Por otro lado, la
interpenetracién de polimeros con respuesta a estimulos también ha sido
evaluada de forma sistematica, combinando mayoritariamente polimeros

pH o termosensibles'4°,

En este parte del trabajo se propone la sintesis y caracterizacién de
nuevos materiales del tipo IPN dendronizados, de los cuales no existen
reportes bibliograficos. Para llevar a cabo este objetivo, se planteé la
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combinacion de redes expandibles y polimeros dendronizados, obtenidos
con anterioridad y presentados en los Capitulos precedentes, de manera
de lograr materiales del tipo semi IPN.
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Parte lll: Redes poliméricas interpenetradas dendronizadas

Planteo Experimental

El objetivo perseguido en esta seccion fue el de incorporar polimeros
dendronizados en forma de cadenas interpenetradas dentro de los
hidrogeles. Para ello se planted combinar en un mismo material, tanto los
polimeros dendronizados estudiados en la Parte |, junto con las redes
poliméricas expandibles analizadas en la Parte Il de esta Tesis Doctoral.
De este modo se plantearon dos alternativas posibles, por un lado
materiales basados en redes de poli(HEMA) interpenetradas con Ch
dendronizado y por otro redes de poli(NiPAm) interpenetradas con
poli(ABC).

Métodos

Materiales IPN basados en poli(HEMA) y Ch dendronizado

La metodologia utilizada para la obtencidn de los hidrogeles de HEMA fue
similar a la descripta en el Capitulo 4.

Brevemente, diferentes cantidades de Ch-WeisCOOH o Ch-Weis-GTMAC,
tal como se muestran en la Tabla 5.1 en la seccidn de Resultados y
Discusion, se disolvieron en un vial junto con 1 mL de agua destilada por
un periodo de 3 horas a temperatura ambiente. Luego, un total de 4,3
mmol de HEMA, junto con un 1% mol de BIS referido al total de moles de
mondmero, fueron agregados a la solucién. Se burbujed con N; por un
periodo de 10 minutos y se llevd a un bafio de agua/hielo por
aproximadamente 5 minutos. Luego, se adicioné 5% mol de APS y 5% mol
de TEMED, se homogeneizd y se trasvasd rapidamente a una jeringa de
polipropileno que sirvié como reactor de la polimerizacion. Los sistemas
se dejaron gelificar por un periodo de 72 horas a temperatura ambiente.
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Transcurrido dicho tiempo, el gel formado se cortd en discos de 2 mm de
espesor y se lavaron en H,0 destilada por 4 dias, realizando cambio del
solvente de lavado cada 24 horas.

Materiales IPN basados en poli(NiPAm) y poli(ABC)

Los geles NiPAm 100% preparados con un 4% mol de BIS y 5% mol de APS
se obtuvieron tal como se detallé en el Capitulo 4. Una vez recuperados,
lavados y secos, los discos de hidrogel se pusieron en contacto con
soluciones acuosas conteniendo diferentes concentraciones de ABC,
como se detalla en la Tabla 5.2 en la seccién de Resultados y Discusion.
Los materiales se dejaron hinchar por un periodo de 8 horas a
temperatura ambiente. Luego, se burbujeé con N, por 10 minutos y se
adiciond 5% mol de APS, referida a la cantidad total de ABC, y se dejo
homogeneizar por dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
se adiciond 5% mol de TEMED y se dejé reaccionar el sistema por 24 horas
a temperatura ambiente. Los discos recuperados se lavaron en H,0
destilada por 4 dias, realizando cambio del solvente de lavado cada 24
horas.
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Resultados y Discusion

Una vez estudiadas las caracteristicas de los hidrogeles basados en HEMA
y en NiPAm en la Parte Il de este trabajo de Tesis, se decidié evaluar la
formacidn de sistemas interpenetrados dendronizados, empleando estos
hidrogeles como base. En este sentido, la incorporacidon de cadenas o
redes poliméricas con arquitecturas dendriticas mediante
interpenetracion es un proceso original que no ha sido reportado en
bibliografia. Habiéndose obtenido los polimeros dendronizados,
descriptos en la Parte |, y los hidrogeles anteriormente mencionados, se
decidié abordar el objetivo principal de esta seccion del trabajo,
combinando la experiencia adquirida en cada parte anteriormente
desarrollada.

Materiales IPN basados en poli(HEMA) y Ch dendronizado

Para estos materiales, se empled una metodologia pseudo secuencial, ya
que se polimerizé la red expandible basada en monémeros de HEMA en
presencia de las cadenas poliméricas dendronizadas de Ch. De esta
manera se obtiene un material del tipo semi IPN, el cual esta constituido
por una red polimérica expandible y cadenas lineales independientes
interpenetradas. Si este material sufriera el entrecruzamiento de las
cadenas de polimero lineal interpenetrado, pasaria a formar un full IPN,
con dos redes poliméricas idealmente yuxtapuestas en el mismo espacio
fisico y sin uniones covalentes entre ellas. En este sentido, si bien es
posible llegar a materiales full IPN con relativa facilidad, solo se abordé la
obtencién de redes semi IPN.

Los materiales sintetizados mediante esta metodologia se detallan en la
Tabla 5.1 a continuacion.
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Tabla 5.1: Materiales semi IPN basados en HEMA.

HEMA 100% -
semi IPN HEMA 100% + 3% P/P
Ch WeisCOOH 3 Ch WeisCOOH
semi IPN HEMA 100% + 6% P/P HEMA 100%
Ch WeisCOOH 6 Ch WeisCOOH entrecruzado
semi IPN HEMA 100% + 3% P/P con 1% de BIS
Ch Weis GTMAC 3 Ch Weis GTMAC
semi IPN HEMA 100% + 6% P/P
Ch Weis GTMAC 6 Ch Weis GTMAC

“% P/P referido a la masa total de HEMA empleada

A modo general, podemos mencionar los siguientes puntos de interés que
resultaron del analisis de estos materiales.

En primera instancia, si bien la metodologia empleada es ampliamente
utilizada para la obtencién de materiales similares'’'8, en este caso
resultd poco beneficiosa. En este sentido, la velocidad de polimerizacién
de la red basada en HEMA se vio retardada, por lo que fueron necesarios
mayores tiempos de polimerizacion. Los geles resultantes, ademas,
presentaron secciones inhomogéneas visibles en su estructura
macroscopica.

Por otro lado, si bien la solubilidad de los derivados dendronizados de Ch
habia sido evaluada cualitativamente con anterioridad, la misma se vio
disminuida en el medio de reaccion. La explicacion a este fendmeno se
baso en la intensa fuerza idnica presente en el medio de reaccién, lo que
probablemente disminuye la posibilidad de formar interacciones del tipo
puente hidrégeno entre el polimero y el solvente. Si se combinan estas
observaciones a lo planteado en el parrafo anterior, el resultado es la
inevitable separacién de fases durante el proceso de polimerizacién, y el
consiguiente gradiente de interpenetracion en el material resultante.
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Otro punto interesante de destacar es que, en muchos casos, las
soluciones de reaccién se tornaban en liquidos altamente viscosos luego
del agregado de APS, mostrando una inmediata separacion de fases. Esto
fue atribuido a la posibilidad de iniciar la degradacién homolitica de APS
por parte de los grupos amino libres de Ch'°. Por este motivo y luego de
varios ensayos, se concluyé que el procedimiento mas adecuado resulté
en la adicidn de APS y TEMED de manera simultanea y el inmediato
traspaso al reactor de polimerizacidn. Asi mismo, los productos obtenidos
presentaron las mismas desventajas descriptas en los parrafos anteriores.

Por ultimo, el escaso hinchamiento que mostraron las formas xerogel de
los sistemas basados en HEMA, impidieron mayores analisis sobre los
productos, como por ejemplo la determinacidn de gw en diferentes
condiciones.

Para la totalidad de los materiales obtenidos, se realizaron
caracterizaciones espectroscépicas por FT-IR. Lamentablemente, dada la
falta de reproducibilidad de los resultados encontrados en los ensayos de
caracterizacién, sumados a las propiedades mecanicas desfavorables
observadas, y a otros procesos que dificultaron la obtencion del producto
deseado, se realizd un cambio de sistema de trabajo. Es por este motivo,
gue no se muestra un analisis meticuloso en la discusion de estos
resultados de esta seccion del trabajo.

Si bien los resultados no fueron los esperados en esta etapa, no fueron
desalentadores, ya que la experiencia ganada resulté de gran utilidad,
tanto en el manejo experimental como en los conceptos adquiridos.

Materiales IPN basados en poli(NiPAm) y poli(ABC)

Dadas las desventajas de trabajar con los sistemas anteriormente
descriptos, se decidid realizar el cambio de componentes estructurales
(hidrogel y polimero dendronizado) y de metodologia de obtencidon de los

materiales tipo IPN. A partir de aqui, se escogié a la red NiPAm 100%,
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preparada con 4% mol de BIS y 5% mol de APS, como red polimérica
expandible, y poli(ABC) como polimero dendronizado. Ambos sistemas
fueron estudiados en los Capitulos 4 y 2, respectivamente.

La metodologia de interpenetracién utilizada fue secuencial, mediante la
cual discos del polimero NiPAm 100% se hincharon en solucién acuosa del
mondmero dendritico ABC, el cual se polimerizd en una etapa posterior,
a fin de lograr el material semi IPN NiPAm 100% + poli(ABC). El Esquema
5.1 muestra el procedimiento sintético empleado.

Ho)ig/i}'i
0
HN._O
T
/( BIS/APS APS/TEMED _
25°C/24 h °
N So / 25°C/24 h
NiPAmM NiPAmM 100% semi IPN NiPAm +

poli(ABC)

Esquema 5.1: formacidn del sistema semi IPN NiPAm 100% + poli(ABC).

La eleccion del hidrogel NiPAm 100% radicé en su excelente capacidad de
hincharse en soluciones acuosas, lo que posibilité el empleo de esta
metodologia de sintesis. La Tabla 5.2 muestra las condiciones de sintesis
empleadas para la preparacion de los dos sistemas semi IPN realizados.
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Tabla 5.2: Materiales semi IPN basados en NiPAm.

. R 0,
Semi 'P':S':ﬂP:B”é 100% + 15% P/P ABC NiPAm 100%
0
. 0 > entrecruzado con
Semi IPI:SIZSP:& 100% + 25% P/P ABC 4% mol de BIS
(0]

"% P/P referido a la masa total de NiPAm 100% empleada

La caracterizacién espectroscépica por FT-IR no arrojé resultados
concluyentes dada la superposicidn de sefiales encontrada, por lo que no
se muestran.

A su vez, los indices de hinchamiento para estos materiales se
determinaron a partir de las masas en equilibrio hidrodindmico a pH 3;
7,4 y 12, y temperaturas de 20 y 60°C, siendo estas por debajo y por
encima de la temperatura de transicién de fase tedrica de los geles
basados en NiPAm. Los resultados se muestran en la Figura 5.1 a fin de
facilitar su visualizacion.

20
" NiPAm 100%
15 -
2 10 1
3
- semi IPN
NiPAm 100%
> ' +15% ABC
0 = - semi IPN
20°C  60°C 20°C 60°C 20°C 60°C NiPAm 100%
+ 25% ABC

pH: 3,0 pH: 7,4 pH: 12,0
Figura 5.1: qw de los materiales semi IPN basados en NiPAm 100%
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Se pudo visualizar que los materiales no sufrieron cambios en su
comportamiento fisico frente a los cambios de temperatura. En este
sentido, todos los polimeros analizados mostraron gw semejantes antes y
después del proceso de interpenetracion. Por otro lado, el cambio en los
valores de pH no manifestd modificacién aparente en los indices de
hinchamiento. El principal factor que explica este fendmeno es que al no
tratarse de un full IPN, las cadenas libres de poli(ABC) pueden “fluir”
libremente dentro de la matriz de NiPAm 100%. De esta manera, al
deprotonarse por efecto del aumento de pH del medio, las mismas se
separan por efecto repulsivo, pero no logran traccionar la red de NiPAm
al no estar unidas a ella. De este modo, los analisis de los indices de
hinchamiento no arrojaron resultados concluyentes de la presencia del
polimero interpenetrado en la estructura del hidrogel.

Los materiales obtenidos fueron analizados mediante estudios reoldgicos.
La Figura 5.2 muestra los resultados de los ensayos de barridos de
velocidad angular versus fuerza normal, para la determinacion de los
madulos elastico (G’) y viscoso (G”) de cada material.
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1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

Modulo [Pa]

1,00E+01

Velocidad angular [s7]

——G' NiPAmM 100%
—<—G" NiPAm 100%
—e—G' semi IPN NiPAm 100% + 15% ABC
—<—@G" semi IPN NiPAm 100% + 15% ABC
——G' semi IPN NiPAm 100% + 25% ABC
—x—G" semi IPN NiPAm 100% + 25% ABC

Figura 5.2: mddulos eldstico (G’) y viscoso (G”) de los materiales
sintetizados.

La determinacién de los médulos G’y G”” permite conocer la magnitud de
la componente eldstica o viscosa, respectivamente, del material
analizado. En este sentido, los estudios reoldgicos brindan informacién
sobre la respuesta de un material frente a condiciones de estrés
mecanico. Su uso para la caracterizacidon de hidrogeles permite conocer
la capacidad de fluir de los mismos, denominado comportamiento
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viscoso; y la capacidad de los hidrogeles de recuperar su forma o estado
original, es decir, su comportamiento elstico?.

Tal como puede observarse en la Figura 5.2, tanto los materiales
interpenetrados, como el material NiPAm 100%, presentaron semejantes
valores de mddulo eldstico G’, demostrando que el proceso de
interpenetracion no modifica de manera la capacidad de recuperacion de
la forma original del material. A diferencia de esto, el cambio observado
en el médulo viscoso G”, indicé que el material con 25% de ABC
interpenetrado, se tornd mas viscoso. Este resultado es indicio de la
presencia de cadenas poliméricas no entrecruzadas en el sistema, las
cuales pueden fluir o desplazarse en el espacio, aumentando el valor de
G”. Para el material semi IPN NiPAm 100% + 15% ABC, no se notd un
cambio significativo en el valor del médulo viscoso. Posiblemente, y
debido a que la viscosidad relativa de una solucidn polimérica depende
de manera proporcional de la masa molar del mismo?°, en las condiciones
de sintesis, se podria asumir que los tamafios de polimero alcanzado no
hayan sido lo suficientemente elevados como para modificar los
parametros reoldgicos.

Si bien estos resultados fueron atiles para complementar los estudios
espectroscopicos y fisicos, sdlo arrojaron indicios indirectos de la
factibilidad de interpenetracidn del polimero dendronizado en la matriz
de NiPAm 100%.

A pesar de no haber tenido resultados concluyentes de la obtencién de
los materiales deseados en los sistemas semi IPN basados en HEMA o en
NiPAm, el desarrollo de esta seccién del trabajo permitié realizar una
primera aproximacion al estudio de este tipo de materiales, identificando
los posibles alcances de las metodologias sintéticas y las técnicas de
caracterizacién apropiadas para su estudio.
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Conclusiones Parciales

En esta etapa del trabajo de Tesis Doctoral, se abordé la obtencién de
materiales interpenetrados dendronizados. Si bien existen innumerables
referencias bibliograficas referidas a la interpenetracién de polimeros
clasicos, no sucede lo mismo con los materiales dendronizados. De esta
manera, se logrd estudiar diferentes alternativas de obtencidn y andlisis
de estos materiales interpenetrados dendronizados altamente
novedosos, empleando como base los conocimientos adquiridos en la
preparacion de redes poliméricas expandibles y polimeros
dendronizados, detallados en secciones anteriores.

Si bien no se lograron los resultados esperados, el trabajo realizado fue
util como plataforma para futuros abordajes al tema en cuestion,
habiéndose identificado las fortalezas y debilidades de cada seccién.
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Sistemas nanocacopices. Sinlesis,
caraclerizacion y potenciales aplicaciones



Parte IV: Sistemas nanoscopicos. Sintesis, caracterizacion y potenciales aplicaciones

Antecedentes y Generalidades

Los nanogeles (NG) son particulas de tamafio submicrénico conformadas
por redes poliméricas entrecruzadas los cuales, por sus pequefias
dimensiones y a diferencia de los hidrogeles convencionales, tienen
propiedades interesantes de explorar y pueden ser aplicados en diversos
campos de estudiol. Al igual que los materiales macroscépicos y
dependiendo de sus componentes quimicos, los NG pueden absorber y
retener grandes cantidades de agua o fluidos bioldgicos, tener diversos
comportamientos o propiedades fisico quimicas, y/o ser considerados
como materiales biocompatibles. En este sentido, un beneficio
importante dado por la escala nanométrica, es la capacidad de evadir
procesos de extravasacién y eliminacién renal, por lo que pueden circular
en el torrente sanguineo por mayor cantidad de tiempo y penetrar en un
tejido u 6rgano dafiado por difusidn simple a través de su arquitectura o
empaguetamiento irregular?®. Si a esto se suma el escaso drenaje linfatico
presente en tejidos tumorales u otros sitios enfermos, se puede dar el
fendbmeno conocido como Permeacién y Retencion Aumentada o
“Enhanced Permeation and Retention” (EPR)®. De esta manera, los
sistemas nanométricos pueden acumularse en tejidos dafiados por un
proceso de orientacidn o targeting pasivo*. Al mismo tiempo este efecto
constituye el paradigma de los sistemas nanométricos, en donde su
acumulacidn puede resultar efectos tdxicos. La Figura IV.l muestra una
representacion del efecto EPR en tejidos dafiados.
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Tejido danado: bajo
empaquetamiento
celular y drenaje linfatico
deficiente

Vaso sanguineo

Vaso linfatico
Tejido sano: alto

empaquetamiento
celular y buen
drenaje linfatico

Figura IV.I: Targeting pasivo dado por efecto EPR.

Al igual que los hidrogeles macroscopicos, el estudio sobre NG
inteligentes o sensibles a estimulos externos ha crecido en los ultimos
afios. Ejemplo de ellos son NG sensibles a cambios de pH, temperatura,
luz, campo magnético, entre otros®*. Estas propiedades abren a los
nanomateriales, como los NG, un nuevo horizonte para su uso como
productos poliméricos para aplicaciones biomédicas, como por ejemplo,
sistemas de liberacién de drogas de interés!®, aplicaciones
teragndsticas?®, terapia génica'’, entre otras.

Particularmente, los NG termosensibles basados en mondmeros de
NiPAm han sido extensamente estudiados, dada las diversas
metodologias de sintesis existentes para su obtencién’, a la vez que la
copolimerizacién de este mondmero se puede lograr con relativa
sencillez, tal como se analizé en el Capitulo 4 de este trabajo de Tesis
Doctoral, lo que imparte nuevas propiedades al material obtenido.

El principal método sintético para obtener NG de NiPAm es la
polimerizacidon por precipitacion. Esta metodologia fue presentada por
Pelton y colaboradores en 1986, para la preparacidn de particulas latex
de poli(NiPAm)*8. En este proceso, mondmeros, entrecruzante, iniciador
y un agente estabilizante, generalmente un surfactante idnico, se
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disuelven en agua vy la reaccion tiene lugar a temperaturas por encima de
la temperatura critica de transicion de fase de poli(NiPAm). A partir de
alli, un proceso de nucleacién homogénea es el encargado de la formacién
de las particulas poliméricas. En este sentido, las cadenas de polimero
crecen hasta alcanzar un peso molecular critico, precipitando en forma de
nanoparticulas, las que son estabilizadas por el surfactante presente en el
medio de reaccién. La Figura IV.Il esquematiza este proceso de obtencién
de NG.

Mondmeros, Cadenas Particulas NG
entrecruzante, poliméricas crecientes y estabilizados
iniciador y precursoras separacion de fase
surfactante

Figura IV.1I: representacion del principio de polimerizacion por
precipitacion.

En esta parte del trabajo se planted el objetivo de llevar a la escala
nanométrica los sistemas macroscépicos basados en NiPAm que
demostraron mejores propiedades en los estudios presentados en los
Capitulos 4 y 5. En este sentido, se propuso la obtencién de NG
copoliméricos dendronizados con respuesta dual al cambio de
temperatura y pH del medio. Por otro lado, también se propone la
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preparacidon de sistemas semi interpenetrados termosensibles, a fin de
lograr un sistema con multifuncionalidad modulada.

El desarrollo de esta seccion del trabajo de Tesis Doctoral fue realizado en
colaboracidn con el grupo del Prof. Dr. Marcelo Calderdn, en el Instituto
de Quimica y Bioquimica de la Universidad Libre de Berlin, en el marco del
proyecto de investigacién Focus Area NanoScale - Freie Universitat Berlin.

174



Parte IV: Sistemas nanoscépicos. Sintesis, caracterizacion y potenciales aplicaciones

175



Guido Noé Rimondino. Tesis Doctoral

176



Capitulo 6

‘Nanogeles dendronizadoes copoliméricos
termo y pH sensibles basados en NiPAAm
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Planteo Experimental

Esta etapa de trabajo, como la que corresponde al siguiente Capitulo, se
plantedé con el objetivo de extrapolar a la escala nanométrica los
resultados mas importantes obtenidos previamente en el desarrollo de
este trabajo de Tesis. La base del trabajo consistié en lograr sistemas de
escala submicrénica en base a los andlisis previos relativos a la
preparacion de copolimeros de NiPAm y ABC que se detallé en el Capitulo
4,

Métodos

Preparacion de NG copoliméricos basados en NiPAm

Los diversos productos fueron obtenidos variando la composicion e
identidad de mondmeros e iniciador, y concentracion de entrecruzante y
surfactante. El procedimiento empleado para la obtencién de los NG fue
similar en todos los casos y se detalla a continuacién de manera
simplificada, empleando las proporciones que se detallan en la Tabla 6.1
en la seccion de Resultados y Discusion.

En un vial, un total de 0,265 mmol de mondmeros se disolvidé en 3 mL de
agua destilada a temperatura ambiente. El agente entrecruzante BIS y el
surfactante SDS se agregaron a la solucién. La mezcla de reaccion se
burbujeé con Ar por 15 minutos y luego la solucién se llevé a 85°C con
agitacién vigorosa. Alcanzada la temperatura, la reaccidon se inicid
mediante el agregado de una solucidn del iniciador radicalario. Después
de 5 horas de reaccidn, los NG se purificaron mediante dialisis (membrana
50 kDa) en agua destilada por 7 dias, realizando cambio del solvente de
lavado cada 24 horas. Luego de los lavados, los NG se liofilizaron,
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obteniéndose en todos los casos un sdlido blanco (Rendimientos
superiores al 85% en todos los casos).

Cargado y liberacion de cis-Pt

Este estudio se realizd solamente para los NG NiPAm-ABC 5% preparados
con 4% mol de BIS y 5% mol de VA-086.

En un vial, 1 mg de NiPAm-ABC 5% y 1 mg de cis-Pt se disolvieron en 1 mL
de una solucion de NaOH 0,01 M. La solucidn se dejd incubar por 24 horas
a 37°C afin de lograr el cargado de la droga en el NG. Luego del periodo
de incubacidn, los NG fueron recuperados por ultrafiltracion, empleando
un cartucho de didlisis de 300 kDa vy la eficacia de cargado de cis-Pt se
cuantific6 mediante espectrofotometria UV-vis empleando el ensayo
colorimétrico de O-fenilendiamina?® en el sobrenadante recuperado.

Los complejos de NG cargados con cis-Pt se dializaron en soluciones buffer
citrato pH 3,0, buffer acetato pH 5,0 o buffer fosfato pH 7,4, de fuerza
idnica 0,9% NaCl, empleando una membrana de didlisis de 1000 kDa.
Diversas alicuotas de estas soluciones fueron tomadas a intervalos
especificos de tiempo y el contenido de cis-Pt se cuantificd nuevamente
empleando el ensayo colorimétrico de O-fenilendiamina.
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Resultados y Discusion

Nanogeles copoliméricos de NiPAm y ABC

La obtencion de materiales en la escala nanométrica se logré empleando
como referencia las condiciones experimentales utilizadas para la sintesis
de los materiales en escala macroscopica, mostrados y discutidos en los
Capitulos previos. En este sentido, se nanoescalaron aquellos sistemas
gue se consideraron aptos para formar particulas mediante la técnica de
polimerizacidn por precipitacidon en solucion acuosa, tales como los geles
basados en NiPAm. Ademas, se evalud la incorporacion de diversos
mondmeros con funcionalidad acida, tal como ABC, Al o AA.

De manera resumida, las cadenas de polimero que crecen en el seno del
reactor a temperaturas muy por encima de la temperatura de transicién
de fase de poli(NiPAm), alcanzan un peso molecular critico y colapsan. La
presencia de SDS como surfactante previene la precipitacién del polimero
formado, estabilizando las nanoparticulas dispersas como suspension
coloidal®®,

Tal como ocurrié en los casos anteriores, la primera etapa del proceso fue
poner a punto la preparacion de los NG. Si bien la metodologia resulté
sencilla, el mayor inconveniente radicé en la factibilidad de obtener
sistemas monodispersos. Se variaron tanto la composicion monomeérica,
para obtener homo o copolimeros, como asi también la concentracién de
entrecruzante y la cantidad y tipo de iniciador y de surfactante.

La Tabla 6.1 resume sélo las condiciones empleadas que dieron como
resultado sistemas monodispersos, determinados por DLS. En todos los
casos se empled una concentracién de SDS de 1 mg mL?.
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Tabla 6.1: composiciones de los NG sintetizados.

5% APS
1%
? 5% VA-086
NiPAm 100% 100% 0% 2% 5% APS
5% APS
40
% 5% VA-086
5% APS
NiPAM-ABC 2% 98% 2% = A\)/ 086
. VA-
5% APS
NiPAM-ABC 5% 95% 5%
fFAm ° ° ° 5% VA-086
NiPAM-ABC 5% APS
90% 10%
10% ? ? 4% 5% VA-086
NiPAM-IA 3% 97% 3%
NiPAM-IA7,5% | 92,5% 7,5%
NiPAM-IA 15% 85% 15% 5% APS
NiPAM-AA 6% 94% 6%
NiPAM-AA 15% 85% 15%

“relacionado al total de mondmeros

La cantidad de entrecruzante se ajusto a fin de minimizar la formacion de
cadenas poliméricas no entrecruzadas presentes en el crudo de reaccién.
Estas cadenas lineales, al poder ovillarse y tener un tamafio
hidrodindmico de unos pocos nandmetros, fueron detectadas por DLS,
otorgandole a la muestra indices de polidispersidad elevados. Para los NG
de NiPAm 100%, las concentraciones de 1%, 2% y 4% de BIS resultaron
efectivas, obteniéndose materiales monodispersos. Sin embargo, se fijo
4% de BIS como cantidad de entrecruzante, dados los buenos resultados
obtenidos en todos los casos realizados en estas condiciones.
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Por otro lado, si bien el uso de APS como iniciador radicalario activado
térmicamente fue altamente efectivo para la obtencidn de los NG,
también se evalud el uso de VA-086. Este iniciador radicalario es un
derivado hidrosoluble de azobisiosbutironitrilo (A/BN), el cual presentd
algunas ventajas en su uso. Por un lado, la activacidn del iniciador puede
ser realizada por temperatura, al igual que el APS, pero también puede
lograrse mediante fotoinduccion en longitudes de onda del UV cercano.
Otro hecho destacable de VA-086 es que el radical formado una vez
producida la ruptura homolitica, no es ionizable. Esto es una ventaja
frente a muchos iniciadores, ya que los mismos se adicionan al extremo
de la cadena polimérica dejando un grupo polar con carga, como es el
grupo sulfato generado por el uso de APS. De esta manera, este iniciador
no interfiere en técnicas que cuantifican carga neta sobre el material,
como por ejemplo mediciones de potencial Zeta.

Puesta a punto la metodologia para la obtencidn de los NG, se evalud la
incorporacién de un comondémero tal como se realizé para los macrogeles
presentados en el Capitulo 4, a fin de obtener una respuesta dual al pHy
a la temperatura. De esta manera, se escogieron los mondémeros ABC
previamente sintetizado, IA y AA. Dado que el mayor interés fue obtener
NG dendriticos, el estudio se centrd en los copolimeros con ABC.

A fin de comparar y evaluar el efecto dendritico aportado por la
incorporaciéon del mondémero ABC, se sintetizaron diversos NG
empleando AA y IA como comondmeros. En este sentido, las cantidades
incorporadas de cada comondmero 4cido se calcularon a fin de obtener
similar cantidad de grupos acido carboxilico en todos los casos. Asi,
mientras que una molécula de ABC aporta tres grupos dcido en
configuracién dendritica, moléculas de IA y AA hacen lo propio con dos y
un grupo acido, respectivamente, por mondmero en disposicién no
dendritica.

Una vez logrados los NG detallados anteriormente, la incorporacién de 1A
y AA se realizé a fin de obtener NG con la misma cantidad de grupos 4acido,
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pero en diferentes disposiciones, se obtuvieron las correspondientes
series de materiales con cantidades equivalentes de grupos funcionales
polares.

Los NG preparados y recuperados fueron analizados mediante técnicas
espectroscopicas, en virtud de determinar de manera cuali y cuantitativa
la cantidad de comondmero incorporado. Los sistemas que emplearon IA
y AA presentaron monodispersidad, aunque se establecié que la
incorporacién del mondmero acido fue escasa y dificil de reproducir. Si
bien los datos resultaron desalentadores, el estudio se focalizé en los NG
gue incorporaron la estructura dendritica de ABC en su matriz. En virtud
de esto, es que la discusidon de los resultados que se realiza a continuacion
aborda la sintesis y caracterizacion de los NG copoliméricos de NiPAm-
ABC.

Las condiciones estudiadas para la obtencién de NG de NiPAm-ABC por la
metodologia de polimerizacién por precipitacion se presentan en el

Esquema 6.1.
owo )u‘
o o)
0 HO_.O BIS/SDS N
~ APS 6 VA-086 ’
HO ¢H /( 85°C/5h
O * N0 —

ABC NiPAM NiPAm-ABC

Esquema 6.1: formacion de nanogel copolimérico NiPAm-ABC.
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La incorporacion del comondmero dendritico se confirmd y se siguié de
manera sistematica mediante analisis espectroscépicos. Los espectros de
FT-IR obtenidos para los productos se muestran en la Figura 6.1.

NiPAm 100%
NiPAM
-ABC 2%

NiPAm A
-ABC 5%

NiPAM
A
-ABC 10%

1712 em!

\
1365 cm’!

1386 cm?

\\ 1545 cm!
1642 cmt

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Ndmero de onda (cm?)

Figura 6.1: espectros FT-IR de los NG sintetizados.

Los NG de NiPAm 100% presentaron las sefiales tipicas de este
polimero?®?! y discutidas en el Capitulo 4 de este trabajo. Andlogamente
a lo encontrado para los macrogeles, los espectros de FT-IR de los
copolimeros con ABC mostraron la aparicién de una nueva sefial a 1715
cm?, la cual se asigné al estiramiento del enlace carbonilico del dendrén.
Ademads, se observd una correlacidn entre la intensidad relativa de la
sefial mencionada con la cantidad de mondmero dendritico utilizado.
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La composicién quimica de los NG se analizé también por *H-RMN, a fin
de corroborar los resultados obtenidos por FT-IR y ampliar la informacién
alcanzada. La Figura 6.2 muestra los espectros obtenidos para las serie
NiPAm-ABC.

NiPAm 100%

l
pom
NiPAm-ABC_Z‘iA.ﬂj\“

NiPAm-ABC M

NiPAM-ABC 10% ..

i ‘/A//\J
J J\/\/J
~ T - - - T - T - ot - T - T - T g T v T N T N N 1

9.0 8.5 8.0 7.5 70 6.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 6.2: espectros *H-RMN de los NG sintetizados.

El espectro de los NG de NiPAm 100% presento las sefiales caracteristicas
correspondientes a los picos de los grupos metilo (1,15 ppm; 6H), los
protones del esqueleto polimérico (1,59 ppm; 1H) y (1,99 ppm; 2H), y el
protén correspondiente al carbono terciario (3,91 ppm; 1H)?%. En total
concordancia con lo hallado en FT-IR, los espectros de los copolimeros
NiPAmM-ABC mostraron las sefiales caracteristicas de NiPAm y la aparicién
de una seial en forma de hombro a 2,28 ppm, que comenzé a definirse
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mas claramente a medida que aumentaba la concentracién de ABC en la
red. Ademas, se observo el ensanchamiento de la sefial a 1,99 ppm se lo
atribuyd a la superposicidn de la misma con la sefial de los protones de
los grupos metileno de ABC.

La sefial observada en los NG copoliméricos a aproximadamente 7,80
ppm se atribuyd a los protones involucrados en la formacion de puentes
hidrégeno entre las moléculas de NiPAm y ABC presentes en las redes
poliméricas.

Utilizando el area relativa entre la sefial a 2,28 ppm y a 3,91 ppm, se
realizd la cuantificacion de ABC en las matrices poliméricas. Esto
demostré que la técnica de preparacion de los NG permite una
incorporacion del comondmero dendritico en el rango del 77 al 98% del
total utilizado en la sintesis.

De esta manera, fue fehacientemente confirmada la incorporacién del
mondmero dendritico en la estructura de los NG.

Una vez caracterizados los NG, se prosiguié con el andlisis del su
comportamiento frente a los cambios de temperatura y pH del medio.

Se determind el tamafio hidrodindmico mediante DLS, variando los
valores de temperatura y del pH del medio, tal como se presentan en la
Tabla 6.2.

Tabla 6.2: valores de didmetro hidrodindmico para los NG NiPAm-ABC en
funcion de pH y temperatura del medio

NiPAm 148 141 147 77 80 73

100% | (0,108) | (0,128) | (0,109) | (0,043) | (0,207) | (0,019)

NiPAm 130 187 200 79 143 148
-ABC2% | (0,138) | (0,251) | (0,253) | (0,018) | (0,182) | (0,191)
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NiPAm 134 267 293 97 235 250
-ABC5% | (0,057) | (0,191) | (0,140) | (0,042) | (0,127) | (0,110)
NiPAm 114 378 352 343 358 344
-ABC10% | (0,058) | (0,163) | (0,154) | (0,114) | (0,136) | (0,118)

*NG sintetizados empleando 4% mol de BIS y 5% mol de APS
Nota: los valores entre paréntesis () indican el indice de polidispersidad
obtenido para cada muestra.

Conocida la respuesta a la temperatura que imparte la presencia de
NiPAm en las matrices poliméricas, se estudiaron temperaturas por
debajo y por encima de su temperatura tedrica de transicidon de fase de
NiPAm 100%, de aproximadamente 32°C. De esta manera, se observé que
los NG tienen una clara respuesta a la temperatura, encontrandose
colapsados a 65°C con la consiguiente disminucién de tamafo. Esto se
observo claramente para NiPAm 100%, el cual pasa de tamafios cercanos
a 145 mn a 25°C a 75 nm a 65°C, correspondiente a temperaturas por
encima de su transicion de fase. De esta manera, la tendencia encontrada
fue que los NG homopoliméricos respondieron a los cambios de
temperatura, pero no presentaron comportamiento dependiente al pH
del medio, situacién acorde a la falta de grupos ionizables en las
condiciones de trabajo.

Para los NG copoliméricos, se encontraron dos situaciones antagdnicas.
Por un lado, la presencia de NiPAm en los mismos confiere respuesta a la
temperatura, tendiendo a la disminuciéon del diametro hidrodinamico del
NG conforme aumenta la temperatura. Por otro lado, la presencia de ABC,
el cual posee grupos acido ionizables en su periferia, ocasiond la
respuesta a cambios de pH. Los mismos tienden a deprotonarse a pH
mayores a 5, por lo que los NG aumentaron su tamafio en estas
condiciones debido a la repulsidn de las cadenas poliméricas cargadas.
Estos dos efectos contrapuestos fueron visibles mediante las mediciones
de DLS presentadas en la Tabla 6.2. Para los casos de NG con
incorporacién de 2% y 5% de ABC, la tendencia sugirié que el efecto del
colapsamiento a consecuencia del cambio de temperatura, fue
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dominante frente al hinchamiento impuesto por el cambio de pH,
observandose una disminucién de tamafio en estos materiales estudiados
a 65°C.

Para el sistema NiPAm-ABC 10%, el cambio de temperatura no mostré un
claro efecto en el tamafio del NG en los experimentos realizados a pH 8 y
10. En estas condiciones, la repulsion electroestatica debido a los grupos
carboxilato presentes en la matriz es dominante frente a Ia
termosensibilidad mostrada a pH bajos. De esta manera, se pudo
establecer que NiPAmM-ABC 10% sdlo respondid a los cambios de
temperatura en condiciones no ionizantes.

La Figura 6.2 muestra una representacion de los fendmenos encontrados
en los NG obtenidos.

Figura 6.2: respuesta de los NG a las condiciones del medio.

Por otro lado, al comparar los resultados presentados en la Tabla 6.2, se
puede observar la correlacidn entre la respuesta al pH y la cantidad de
ABC presente en los NG. En condiciones basicas, donde se observa el
efecto de los grupos carboxilato, se notdé un aumento de tamafio
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progresivo a medida que se aumentd la proporcién de mondmero
dendritico en el NG.

Continuando con el estudio de estos materiales inteligentes
prometedores, y con el objetivo de minimizar el efecto de los grupos
introducidos en la matriz por el iniciador, en este caso grupos sulfatos
provenientes de APS, se realizé la sintesis de NG NiPAm 100%, NiPAm-
ABC 2%, NiPAmM-ABC 5% y NiPAm-ABC 10% empleando 4% mol de BIS y
5% mol de VA-086 como sistema iniciador de la polimerizacién.

A diferencia de APS, el iniciador radicalario VA-086 genera radicales sin
carga neta ni posibilidad de ionizacion en las condiciones de trabajo, tal
como lo muestra el Esquema 6.2.

60°C 6 —
0] n X O X
o 0-$-0- TEMED B ok
0-§-0 0 —»2080 —'O(-S-)OWH
o]
APS radical con
carga neta
Ef oy 86°Cohv nT Yy o
HO—/_ _/_ —» 2 HIOH —_— HO\/\H)%N
NZ . . "
VA-086 radical sin
carga neta

Esquema 6.2: Formacion de radicales y etapa de iniciacion de la
polimerizacion empleando APS y VA-086.

Manteniendo las proporciones de mondmero, entrecruzante vy
surfactante utilizados, se prepararon los NG que presentan la misma
composicion que la mostrada en el Esquema 6.1.

El analisis espectroscépico por FT-IR y RMN, arrojaron resultados
semejantes a los mostrados para los NG andlogos sintetizados con APS.
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Los NG sintetizados con VA-086 presentaron similar comportamiento
frente al cambio de temperatura y pH del medio que los NG preparados
con APS, por lo que no se analizan nuevamente aqui. La Unica diferencia
encontrada, y que fue indicio indirecto de la ausencia de los grupos
sulfato en la estructura del polimero, fue que a bajos valores de pH, en
donde ABC se encuentra totalmente protonado, los NG tendieron a
agregarse, dando tamafos superiores a los 1000 nm. Este hecho fue
atribuido a la ausencia de carga impartida por APS, lo que generd que los
NG no se repelieran entre si y las fuerzas polimero-polimero logren
desestabilizar la suspensidn coloidal, dando como resultado la agregacién
del sistema.

Al haber empleado el iniciador VA-086 en lugar de APS, se elimind la
presencia de carga ajena a los mondmeros en los NG sintetizados. Esto
facilitod los estudios de determinacidn de las temperaturas de transicion
de fase en los NG.

Debido a que las soluciones coloidales de estos NG tienden a pasar de
incoloras a blanquecinas cuando superan la temperatura de transicion de
fase del material, se midié la transmitancia de luz visible de estas
muestras a A= 500 nm. Asi, se determinaron las temperaturas de punto
de enturbiamiento o “clouding point temperature (Tcp)”%, las cuales son
indicativas como temperaturas de transiciéon de fase para los NG. Los
resultados se muestran en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3: temperaturas de enturbiamiento de los NG sintetizados.

NiPAm 100% 33,8 33,8
NiPAm-ABC 2% 30,4 36,2
NiPAm-ABC 5% 27,0 35,5
NiPAm-ABC 10% 21,4 31,8
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Las mediciones de Tcp se realizaron en soluciones bufferizadas de fuerza
idnica controlada a los pH mostrados en la tabla. Se obtuvieron valores de
Tcp para todas las condiciones, excepto para los copolimeros a pH 7,4, ya
gue en esas condiciones las muestras presentaron opalescencia a
temperatura ambiente, siendo imposible determinar un cambio en la
transmitancia de la muestra.

No obstante, y como era de esperar, los NG de NiPAm 100% presentaron
valores de Tcp semejantes en las condiciones experimentales. Para los NG
copoliméricos, existieron dos factores que permitieron la interpretacién
de los valores observados.

La hipdtesis barajada antes de realizar estas mediciones, sostenia que a
mayor concentracion relativa de ABC, el valor de Tcp debia aumentar
conforme aumentaba la cantidad de grupos polares en el copolimero, tal
como sucede con mondmeros cldsicos?*%°, Por el contrario, a pH 3 donde
ABC se encuentra totalmente protonado, se observé que a medida que
aumentaba la cantidad del monédmero dendritico incorporado, el valor de
Tcp disminuia, en contraposicidon a lo esperado. Dados los resultados y
visto que se oponian a lo planteado, se indagé mas profundamente en el
comportamiento de estos copolimeros dendriticos.

Una visidn mas detallada de los resultados, dio lugar a la siguiente
hipétesis. Dado que el proceso de colapso de los NG, como asi también
de los macrogeles, involucra el balance hidrofilico-hidrofébico entre las
cadenas de NiPAm con las moléculas de agua u otras cadenas de NiPAm,
respectivamente, se estudio el posible efecto del agregado de ABC en la
matriz polimérica sobre este balance hidrofilico-hidrofdbico. En el sistema
NiPAm 100%, y tal como se menciond antes, por debajo de la temperatura
de transicion del polimero, prevalecen las interacciones puente
hidrégeno entre los grupos amida y las moléculas de agua del medio. A
temperaturas superiores, la energia es la suficiente como para debilitar

estas interacciones, y el material empieza a colapsar, debido a que
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comienzan a prevalecer la atraccién entre los grupos isopropilo presentes
en la red, dando la consiguiente expulsién del agua presente en su
interior.

La presencia de ABC introduce en el polimero grupos carboxilo, los que
pueden interaccionar con los grupos amida de NiPAm, mediante la
formacidn de enlaces del tipo puente hidrégeno, tal como se esquematiza
en la Figura 6.3. De esta manera, existen menos interacciones amida-agua
presentes en el NG, lo que se traduce en una menor energia necesaria
para provocar el colapso de la red. A medida que aumenta la
concentracién de ABC en el producto, la disminucién de las interacciones
hidrofilicas da lugar a una mayor importancia de la componente
hidrofébica, que tiende a llevar al colapso del material. Esto se traduce en
temperaturas de transicién mas bajas a medida que aumenta la cantidad
de ABC en el material.

® :H,0

Figura 6.3: interacciones puente hidrégeno entre ABC y NiPAm.

Por otro lado, el cambio de pH generd un aumento de polaridad en la red,
debido a la deprotonacién de los grupos acido, provocando en general,
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un aumento en los valores de la Tcp, y siguiendo el comportamiento

esperado que se habia planteado en la hipétesis de trabajo?%2426,

Una vez que los NG fueron caracterizados fisica y quimicamente, y
considerando los antecedentes de biocompatibilidad de los componentes

que forman parte de los mismos?*%’:28

, se evaluaron estos sistemas para
potenciales aplicaciones en el drea de la biomedicina. Primeramente, se
realizaron los estudios de citotoxicidad de los mismos empleando el
ensayo de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio, mas
conocido por sus siglas en inglés MTT?°, En este ensayo se puede medir la
actividad metabdlica celular a partir del ensayo colorimétrico. El MTT, de
coloraciéon amarilla, es reducido por la reductasa mitocondrial a (E,Z)-
5(4,5-dimetiltioazol-2-il)-1,3-difenilformazan (formazan purpura)
correspondiente, dando una coloracién violdcea, tal como muestra el
Esquema 6.3. Esta reduccidn es solo posible en células vivas, donde la
reductasa mitocondrial esta activa. El estudio espectrofotométrico
proporciona informacién que puede relacionarse directamente con el
numero de células que conservan actividad metabdlica, siendo este un
parametro indirecto de la viabilidad celular antes y después de su cultivo
con el agente de interés, en este caso, diferentes concentraciones de NG.

j\l\ mitocondrial S

ey ——
N\ N
O

MTT Formazan purpura

reductasa %N
4
-N
)
=N

Esquema 6.3: especies involucradas en el ensayo de citotoxicidad por
MTT.
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Este ensayo arrojo los resultados que se presentan en la Figura 6.4.
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50% B NiPAM-ABC 2%
40% m NiPAmM-ABC 5%

0,

30% H NiPAm-ABC 10%
20%

10%

0

0,0001 0,001 0,01 0,1
[NG](mg/mL)

Viabilidad relativa (%)

X

Figura 6.4: viabilidades relativas determinadas por ensayo de MTT.

Estos resultados mostraron que los NG sintetizados empleando ABC como
comondmero presentan viabilidades celulares relativas de mas del 50%
en el rango de concentraciones de 0,0001 a 1 mg mL™. En este sentido,
los NG copoliméricos en concentraciones de 0,0001 a 0,1 mg mL?, con
viabilidades relativas cercanas o superiores al 70% pueden ser
considerados como potenciales materiales no téxicos, segun la normativa
ISO 10993-5%. Este resultado posicioné a los materiales obtenidos como
buenos candidatos para posibles usos en aplicaciones en areas
relacionadas a la biomedicina.
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Cargado y liberacion de cis-Pt

Dados estos resultados, se evalud el comportamiento de NiPAm-ABC 5%
como sistema de liberacién controlada de un farmaco antineopldsico
modelo, como lo es cis-Pt. La Figura 6.5 muestra los resultados obtenidos.
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Figura 6.5: liberacion de cis-Pt para NiPAm-ABC 5%.

Este ensayo mostrd que a valores de pH de 7,4, el sistema NiPAM-ABC 5%
cargado con cis-Pt, se presentd estable y sin liberacion significativa del
farmaco. Esto se adjudicé a la coordinacién del centro metdlico con los
grupos carboxilato pertenecientes a ABC. A pH 5,0 el resultado observado
fue una liberacién de aproximadamente el 60% de la droga cargada desde
los NG en solucién, en aproximadamente 5 horas. Este hecho fue
atribuido a la protonacién parcial de los grupos acido de ABC y la
consiguiente disociacion del complejo con el centro metalico.
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Por su parte, a pH 3,0 donde se encuentran totalmente protonados los
grupos acido, la liberacion de cis-Pt se vio disminuida a aproximadamente
un 50% de lo observado para pH 5. En este sentido, la pérdida total de
carga en el sistema por la protonacion de los correspondientes grupos
acido, ocasioné la formacién de agregados o clusters de NG, desde los
cuales el farmaco no puede difundir eficazmente hacia el medio. La Figura
6.6 muestra una representacion de lo observado para la liberacién de cis-
Pt por parte de NiPAm-ABC 5%.

CI/"Pt‘\\NHz

c1¥  VNH,

Cargado de
cis-Pt

a

,o o
pH:3 pH:5 pH:7,4

Baja liberacién de droga por  Optima liberacién de No hay liberacion de
formacion de agregados droga droga

Figura 6.6: liberacion de cis-Pt en funcion de pH del medio.

Estos resultados posicionan a este material como prometedor sistema de
liberacidn controlada de cis-Pt destinado para farmacoterapia oncoldgica.
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De esta manera, si se considera un valor de pH de 7,4, semejante al
encontrado en condiciones fisioldgicas, el sistema no presenta liberacion
significativa del farmaco cargado, mientras que a pH 5,0 un valor de acidez
semejante al encontrado en endosomas o lisosomas celulares, la
liberacion de la molécula de interés se ve favorecido.
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Conclusiones Parciales

En esta seccidn del trabajo de Tesis, se logrd obtener con éxito una serie
de materiales en la escala nanométrica, con respuesta dual a estimulos,
tal como lo fueron los NG basados en NiPAm-co-ABC. Estos NG
dendronizados presentaron interesantes respuestas a las condiciones del
medio circundante, a la vez que mostraron baja toxicidad determinada
por ensayos de MTT. A su vez, y dadas las caracteristicas de los mismos,
se evaluod en este trabajo su empleo como posibles sistemas de liberacion
controlada de farmacos antineopldsicos, en particular de cis-Pt,
posiciondndolos como prometedores sistemas para este fin.

Ademas, es importante destacar que en esta parte del trabajo se realizd
una fuerte integracién de los conceptos y contenidos anteriormente
desarrollados para otros sistemas, a la vez que se incorporaron nuevos
conocimientos desde el drea de la nanociencia.
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Planteo Experimental

Siguiendo con el objetivo de llevar a la escala nanométrica los materiales
con propiedades mas promisorias obtenidos en el desarrollo de esta Tesis,
se procedid a estudiar la incorporacién de ABC como polimero semi
interpenetrado en NG de NiPAm 100%. El objetivo principal fue obtener
NG termosensibles de NiPAm, para realizar posteriormente la
polimerizacién del mondmero dendritico ABC. Estos materiales semi
interpenetrados combinarian la termorespuesta dada por NiPAm,
mientras que la capacidad de colapso de la red modularia la exposicién
de las estructuras dendriticas presentes en el interior del NG.

Métodos

Preparacion de NG NiPAm 100%

Los NG de NiPAm 100% preparados con 1% mol de BIS, 1 mg mLde SDS
y 5% mol de APS o VA-086, segln el caso, se obtuvieron segun la
metodologia descripta en el Capitulo 6.

Preparacion NG semi IPN NiPAm 100% + poli(ABC)

En un baldn, una dispersién acuosa de 20 mg mL™* de NG NiPAm 100% se
mezcld con 13%, 15% o 26% de ABC en relacidén a la masa total de NG
NiPAm 100% utilizada, seguin el material sintetizado. El iniciador APS o VA-
086 se agregd en concentracion de 1 mg mL? de mezcla de reaccidn, y la
solucidn se dejdo homogeneizar a temperatura ambiente, a la vez que se
burbujed Ar por 15 minutos con agitacion vigorosa. Luego de 4 horas bajo
atmoésfera de Ar, se activd la reaccion mediante el agregado de 0,1 mL de
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TEMED por mililitro de mezcla de reaccidn para sistemas iniciados por
APS, o porirradiacidn por 15 minutos con una ldmpara de amplio espectro
para sistemas iniciados por VA-086. Después de 48 horas de reaccién a
temperatura ambiente, los NG semi IPN se purificaron mediante didlisis
(membrana 50 kDa) en agua destilada por 7 dias, realizando cambio del
solvente de lavado cada 24 horas. Luego de los lavados, los NG se
liofilizaron, obteniéndose un sélido blanco.
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Resultados y Discusion

Para los NG de NiPAm 100% sintetizados en primera instancia, se
emplearon 1% de BIS, 5% de APS y 1 mg mL* de SDS, tal como representa
la primera entrada de la Tabla 6.1 presentada en el Capitulo 6. De esta
manera, se obtuvieron NG homopoliméricos, de un tamafio de 123 nm
determinado por DLS y polidispersidad 0,157. Esto indicd la factibilidad de
obtencion de estos nanomateriales por la técnica de polimerizacion por
precipitacién ya discutida.

NG semi IPN NiPAm 100% + poli(ABC)

La incorporacion del polimero dendritico en forma de cadenas semi
interpenetradas en el interior de los NG de NiPAm 100%, implicé la
polimerizacidn de ABC en el interior de los mismos. Para este primer caso,
se utilizé 15% en masa de mondmero ABC en relacidn a la masa total de
NG empleada en la sintesis, a la vez que la polimerizacién del mismo se
realizé mediante la cupla redox APS/TEMED. El Esquema 7.1 representa
el proceso de interpenetracién realizado en este punto.

BIS/SDS K

APS APS/TEMED
85°C/5h 20°C/48 h
D

HN™ "0

NiPAM NiPAm 100% semi IPN NiPAm +
poli(ABC)

Esquema 7.1: formacion de NG semi IPN NiPAm + poli(ABC).
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En este caso, al igual que el presentado en el Capitulo 5, la incorporacién
de las moléculas de ABC se realiz6 mediante el crecimiento de cadenas
poliméricas en el interior del NG sin generar uniones covalentes con la
estructura del NG. Las nuevas cadenas de poli(ABC) formadas quedan
ancladas o sostenidas dentro por puntos de enredo, sin reaccionar
guimicamente con la red de NiPAm 100%. Al ser dos polimeros, en este
caso una red y un polimero lineal, idealmente yuxtapuestos, las
propiedades fisicoquimicas del material final resultan de la sumatoria de
las propiedades de cada material por separado. A diferencia de esto, los
materiales copoliméricos, resultan en sistemas con propiedades distintas
alade sus homdlogos homopoliméricos, por lo que este enfoque permitio
evaluar una nueva metodologia de incorporacién del mondémero
dendritico.

La hipétesis de trabajo planted la posibilidad de lograr un cambio en la
multifuncionalidad del material como consecuencia de una transicién de
fase gatillada por la temperatura. En este sentido, a temperaturas por
debajo de la de transicidn de fase, el NG termosensible de NiPAm 100%
se encontraria hinchado y mantendria “oculto” al polimero dendronizado
en su interior. Al aumentar la temperatura y provocar el colapso, el
polimero dendronizado quedaria expuesto al medio con la consiguiente
extensién de las propiedades dendriticas a toda la superficie del NG. La
Figura 7.1 muestra una representacion esquematica del comportamiento
buscado.

Estado hinchado Estado colapsado

Figura 7.1: cambio de la multifuncionalidad del NG semi IPN
termosensible.
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La caracterizacidon del NG NiPAm 100%, realizada tanto por FT-IR como
por H-RMN, fue descripta en el Capitulo anterior. Por ambas técnicas se
observaron las sefiales tipicas de este material, corroborandose que la
estructura quimica del NG. Como se menciond al inicio de esta seccion,
los tamaios fueron determinados por DLS arrojé valores de 123 nm a
20°C para el lote realizado en esta instancia, con indices de
polidispersidad bajos, confirmandose asi la obtencion de NG
monodispersos. Los tamafios ligeramente mayores a los encontrados con
anterioridad se atribuyeron a la obtencién de una red mas laxa, dada por
el menor porcentaje de agente entrecruzante empleado.

Los NG semi interpenetrados con poli(ABC) fueron analizados mediante
técnicas espectroscopicas. En primera instancia, la comparacion entre los
espectros FT-IR a temperatura ambiente (por debajo de la transicion de
fase) de los NG NiPAm 100% y los NG semi IPN mostré que estos ultimos
presentaron las sefiales caracteristicas del NiPAm, ademas de una sefial
débil en forma de hombro a 1715 cm™. Para identificar la procedencia de
esta sefial, se realizd la substraccion digital del espectro del
homopolimero sobre el de los NG semi IPN, es decir, al espectro
correspondiente al producto semi IPN se le sustrajo el espectro de NiPAm
100%. La Figura 7.2 muestra los resultados obtenidos.
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semi-IPN
NIPAm + poli(ABC)

1715cm’?

Substraccion
(- NIPAm 100%)

M\“mﬂﬂw h Wy

1710 cm™?

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

Figura 7.2: substraccion digital y espectro de NG semi IPN.

En el espectro logrado luego de la substraccidn digital se hizo claramente
visible una banda a 1712 cm’, atribuida al estiramiento del enlace
carbonilo de los grupos acido presentes en el polimero poli(ABC). Este
analisis mostro la presencia del polimero dendronizado en el interior del
NG.

El andlisis por H-RMN, presenté la ventaja de poder estudiar
sistematicamente el comportamiento de la muestra variando Ia
temperatura de adquisicién del espectro. De este modo, se tomaron los
correspondientes espectros a 25 y 45°C, por debajo y por encima de la
temperatura de transicidn de fase tedrica del sistema cercana a 32
°C23, respectivamente. A 25°C el espectro de los NG semi IPN presenté un
patron caracteristico dado por las senales de NiPAm discutidas en
Capitulos anteriores, y la aparicién de una sefial poco definida y en forma
de hombro cercana a 2,2 ppm, atribuida a los protones de los grupos
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metilenos internos de ABC. Si bien este resultado no fue contundente, el
analisis a 65°C (por encima de la temperatura de transicion de fase del
NG) permitié arribar a resultados interesantes. La Figura 7.3 muestra los
espectros obtenidos en estas condiciones.

poli(ABC) | .h

semi-IPN NiPAm l l

|
100%+ poli(ABC) | ‘
45°C NP . M M—

NiPAm 100% l-/L—/k‘
450C A;

42 40 38 36 34 3.2 3.0 28 26 24 22 2.0 18 16 14 1.2 1.0 0.8 0.6 04 0.2
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 7.3: 'H-RMN obtenidos a 45°C para los materiales obtenidos.

En primera instancia, se observé un cambio pronunciado en los espectros
de los NG de NiPAm 100% realizados a 20 y 45°C. En este sentido, las
interacciones entre los grupos isopropilo de las cadenas de NiPAm
encontradas en el gel colapsado, son las responsables del cambio en el
aspecto general del mencionado espectro, dado por el cambio de entorno
guimico que sufren los protones de la estructura.

En el espectro correspondiente a los NG semi IPN a 45°C se apreciaron
tanto las sefales correspondientes al NG de NiPAm 100% colapsado

(sefiales anchas a 0,5y 1,2 ppm) junto con la aparicion de nuevas sefiales
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a 2,1y 2,3 ppm, las que se atribuyeron prioritariamente a los protones
de los grupos metileno internos del polimero poli(ABC), tal como se
muestra en la Figura 7.3.

Este resultado evidenciaria la hipdtesis planteada en un principio. El
colapso del NG generaria la exposicion del polimero dendronizado sobre
la superficie del NG, ocasionando un aumento de la multifuncionalidad
del mismo.

Para corroborar los resultados obtenidos hasta este punto, se realizaron
mediciones de potencial Zeta a diferentes temperaturas, nuevamente
una por debajo y otra por encima de la temperatura de transicién de fase
del NG de NiPAm 100%. La Tabla 7.1 muestra los resultados obtenidos,
los que fueron tomados en solucidn bufferizada de pH 7,4, donde los
grupos acido de ABC se encuentran como carboxilato.

Tabla 7.1: potencial Zeta determinado para los productos obtenidos.

NiPAm 100% -2,8 -18,9
NiPAmM + plc;Ill\fABC) semi 41 20,4

Si bien se observé un aumento en valor absoluto del potencial Z en las
muestras luego del proceso de interpenetracidn, atribuido a la presencia
de grupos carboxilato en el NG, los resultados analizados en funcidon del
cambio de temperatura no fueron concluyentes. De acuerdo a los
resultados presentados, los NG homopoliméricos poseen carga neta
negativa. Este resultado no esperado para sistemas sin grupos ionizables
como los NG de NiPAm 100%, permitio verificar la hipdtesis la presencia
de cargas en el NG aportada por el iniciador APS. Al ser la medicién de
potencial Zeta una relacién proporcional de densidad de carga en funcién
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del diferencial de superficie, fue claro que la disminucién de tamario de
los NG por el aumento de la temperatura, con la conservacion de la carga
impartida por el APS, generé un aumento en el valor absoluto del
potencial Zeta a 45°C.

Dado que esta tendencia se observd tanto en el NG control (NiPAm
100%), como en el NG semi IPN, no se pudo llegar a resultados
concluyentes en este punto. A fin de minimizar este inconveniente y
optimizar la sintesis de NG y de los productos interpenetrados, se empled
VA-086 como iniciador, tal como se mostré en el Capitulo anterior.

Primeramente, la sintesis del NG homopolimérico NiPAm 100% se llevé a
cabo siguiendo la metodologia sintética mostrada en la seccién
experimental y utilizando 4% BIS como agente entrecruzante, 5% del
iniciador VA-086 activado por irradiacién por 15 minutos con l[dmpara de
amplio espectro y 0,3 mg mL* SDS.

El proceso de interpenetracién se llevd a cabo siguiendo la misma
metodologia presentada anteriormente, empleando 13% y 26% de masa
de ABC en relacion a la masa de NG utilizada en cada caso, y el iniciador
utilizado en este caso también fue VA-086. De esta manera los productos
obtenidos se denominaron NG semi IPN 13% ABCy NG semi IPN 26% ABC,
respectivamente.

Dada la composiciéon empleada, los productos obtenidos presentaron
espectros de FT-IR y *H-RMN semejantes a los de las Figuras 7.2 y 7.3,
tanto a temperaturas por debajo como por encima de su transicién de
fase tedrica de 32°C, en el caso de estos ultimos. En este sentido, la
obtencidn de los sistemas nanoscdpicos interpenetrados se logré con
éxito mediante una metodologia sencilla y reproducible, mediante el
empleo de VA-086 como iniciador radicalario fotoinducido.

Obtenidos y caracterizados los nuevos NG semi IPN, se realizaron las
determinaciones de potencial Zeta. La Figura 7.4 muestra los resultados
de la determinaciones de potencial Zeta a pH 7,4 para NiPAm 100% y para
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los dos sistemas interpenetrados NG semi IPN 13% ABC y NG semi IPN
26% ABC, y para este ultimoa pH3y 7,4.

5
$osas Boa o T0e 5.8 Moetets o 0es s . 4 o _|* NiPAmM
5 $2880,00 298%c g00,. . -S.oo..":.:". 100% pH:
| * 74
E-15 " NG semi
] . IPN 13%
N5 s ABC pH: 7,4
§ ° * NG semi
§-35 v IPN 26%
- . ABC pH:3
o * NG semi
tetiee sesuste aetess IPN26%
> . : ABC pH: 7,4

Temperatura (°C)

Figura 7.4: grdfico de potencial Zeta versus temperatura para los
productos sintetizados.

Tal como se observa en el grafico, el comportamiento de los NG semi IPN
se correspondié con el esperado, dando validez a la hipdtesis planteada
anteriormente.

Primeramente, el uso de VA-086 no dejo carga neta sobre los NG, tal
como lo hizo ocurriera con el iniciador APS. Esto se manifestd claramente
en los potenciales determinados tanto para los NG de NiPAm 100% como
para los NG semi IPN, a temperaturas por debajo de su transicion de fase.
La ausencia de carga en la superficie del NG arrojo valores cercanos a 0
mV. Para los sistemas semi IPN, se evalud el efecto del cambio de
temperatura, como asi también, el efecto del cambio del pH del medio
circundante. Tanto para el sistema NG semi IPN 13% ABC, como para el
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NG semi IPN 26% ABC, se observé una clara disminucién del potencial
acorde aumentd la temperatura a pH 7,4. Esto tiene correlacién con el
colapso del NG y la coincidente exposicién de los grupos carboxilato
provenientes de poli(ABC), lo que generd la aparicién de carga neta
negativa en la superficie de la nanoparticula. También se evidencio la
correlacién entre la cantidad de ABC en los productos semi IPN y la
magnitud del potencial Zeta observado. Esto surgié como consecuencia
natural de la cantidad de unidades carboxilato provenientes de ABC
presentes en los materiales estudiados.

Como control, la medicidn de potencial Zeta a pH 3 para el NG semi IPN
26% ABC, mostrd una tendencia similar a la observada en NiPAm 100%
con el cambio de temperatura. En este caso, también se generd la
expulsién y exposicién del polimero dendronizado, pero debido a que el
mismo se encontrd a un pH por debajo del pKa del dendrén ABC, se
presenté en su forma protonada y sin posibilidad de ionizacién, por lo que
no se manifestd cambio de la carga superficial del sistema. La Figura 7.5
resume esquematicamente lo planteado en esta instancia.

pH<pKa
(Zeta~ 0)

i — - pH>pKa
Estado hinchado U5 (Zeta<0)

(Zeta~ 0)

Estado colapsado

Figura 7.5: cambio en la multifuncionalidad esperado para los NG semi
IPN.
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Los resultaros obtenidos permitieron verificar la hipdtesis planteada en
un principio, de manera que se corrobora la obtencién de materiales semi
IPN, con cambio de la multifuncionalidad desencadenado por transiciones
de fase como consecuencia de los cambios en la temperatura del medio
circundante.

Estos resultaros significaron un gran avance en materia de sintesis y
caracterizacion de sistemas nanoscépicos interpenetrados
dendronizados. Si bien aln permanecen en estudio estos materiales, la
primera aproximacion a su sintesis y caracterizacion resulté ampliamente
positiva, mas aun, no encontrandose antecedentes bibliograficos a la
fecha de sistemas similares. Extrapolando las potenciales aplicaciones de
los NG copoliméricos estudiados en el Capitulo anterior, es factible
evaluar estos sistemas de tipo semi IPN con caracteristicas dendriticas
como sistemas de liberacion controlada de farmacos de interés. En este
sentido, se intentard evaluar la capacidad de cargado y liberacidon de
farmacos anticancerigenos modelo, que puedan interaccionar con los
grupos carboxilatos, como por ejemplo doxorrubicina o metotrexato,
entre otras.
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Conclusiones Parciales

En esta seccidon del trabajo se logré de manera exitosa la sintesis y
caracterizacion de sistemas semi interpenetrados dendronizados de
tamafios nanoscopicos. Estos materiales altamente novedosos, de los que
no se conocen referencias bibliograficas se realizaron mediante
interpenetracion secuencial, partiendo de NG de NiPAm 100%. La
termosensiblidad dio lugar a que, luego del colapso del NG, la exposicion
del polimero dendronizado provoca un cambio en la multifuncionalidad
del sistema. Se logré poner a punto la metodologia de sintesis y
caracterizacion, y, dadas las propiedades de estos materiales, se plantean
como proyecciones su evaluacién como sistemas de liberacidn controlada
de farmacos de interés biomédico, tarea que por su tiempo y arduo
trabajo necesario no fue posible de completar en el transcurso finito de
esta Tesis Doctoral.
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Antecedentes y Generalidades

Los bifenilos policlorados (PCBs), dibenzo-p-dioxinas policloradas
(PCDDs) vy dibenzo-p-furanos  policlorados  (PCDFs), son
contaminantes orgdnicos persistentes (COPs), los cuales pueden
clasificarse quimicamente como familias de hidrocarburos aromaticos
halogenados. Los mismos poseen estructuras similares vy
propiedades quimicas y fisicas equivalentes, como se muestra en la Figura
V.1

cl
NN
=/ =
\
PCBs
Cly
X0 0
See o
0 \ SR o el
cl,
PCDDs PCDFs

Figura V.I: estructura quimica general de los PCBs, PCDDs y PCDFs.

Estos compuestos forman cristales con altos puntos de fusién, muy
baja solubilidad en agua, y baja volatilidad; son extremadamente
estables en la mayoria de las condiciones ambientales, y por lo tanto
persistentes en el ambiente!. También, y debido a que son liposolubles,
tienden a bioacumularse en tejidos adiposos animales y pueden
ingresar facilmente en la cadena alimentaria®. Estos compuestos
tienen su origen en el resultado de actividades antropogénicas y son

emitidos en altos niveles por la incineracidon no controlada de residuos
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solidos urbanos, patoldgicos e industriales, asi como en la produccién
de cloro y de cemento, procesos de fundicién de metales, procesado
de pulpa y elaboracién de papel, procesos de refinado de
petrdleo, emisiones vehiculares e incendios, entre otros®™®. La toxicidad
de los PCBs, PCDDs y PCDFs varia con la cantidad y la posicidn de
los atomos de cloro en la molécula. Debido a su gran liposolubilidad,
los efectos nocivos se dan en dérganos ricos en tejidos grasos, como son
el cerebro y el higado, produciendo consecuencias como ralentizacién
del neurodesarrollo, bilirubinemia, deterioro de funciones
inmunoldgicas y reproductivas, afecciones en las vias endocrinoldgicas,
especialmente en la glandula tiroides, como asi también diversos tipos
de cancer’®.

Otra clase de contaminantes presentes en diversos medios ambientales,
de caracteristicas similares en cuanto a su persistencia,
solubilidad, toxicidad vy sitios de bioacumulacion, son los hidrocarburos
poliaromaticos (PAHs). PAHs es un grupo de compuestos quimicos
qgue poseen desde dos a siete anillos aromaticos de benceno fusionados
en diversas configuraciones. En condiciones normales son
solidos cristalinos, en los que la presion de vapor disminuye a medida
qgue aumenta la cantidad de anillos condensados en la molécula.
Son altamente lipofilicos y poseen una absorcion UV caracteristica y
la mayoria pueden fluorescer. Los PAHs son resistentes a procesos
térmicos y fisiolégicos, por lo cual son extremadamente estables
en condiciones normales y pueden ser transportados por aire, agua
y sedimentos®. Estos compuestos son liberados a la atmdsfera
por combustiones incompletas de combustibles organicos, carbdn,
combustibles fésiles o quema de biomasal®. PAHs han sido, y
contindan siendo, ampliamente estudiados debido a sus efectos
nocivos sobre la salud humana y su posible accién mutagénica
y cancerigena®®. Un hecho importante de destacar es que la mayoria
de los PAHs tienen la capacidad de atravesar la placenta, generado un
alto riesgo de padecimiento de cédncer en bebés y madres embarazadas®?.
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Existe ademas una extensa variedad de pesticidas y plaguicidas, que
son sustancias quimicas o bioldgicas disefiadas para controlar agentes
bidticos negativos para los procesos productivos, tales como plagas
de insectos, acaros, hongos, bacterias, nematodos y ratas, entre otros.
También se considera plaguicidas a productos reguladores del
crecimiento de la plantas, atrayentes o repelentes de plantas y/o
insectos, etc. Esta amplia variedad lleva a que tengan tiempos de vida
que van desde unas pocas horas, como es el caso de |la
trifluralina (herbicida pre emergente), que es fotolizada rapidamente,
hasta meses o incluso afios como es el caso del diclorodifeniltricloroetano
o los lindanos (insecticida piojicida) que, pueden permanecer por

largos periodos y acumularse en el ambiente®!4,

Desde el afio 2010, el grupo de trabajo del Prof. Dr. Gustavo Arglello,
del que he formado parte y continio colaborando de manera
externa, participa en las “Campafias Antarticas de Verano” (CAVs) que
se desarrollan a bordo del Bugue Oceanografico ARA Puerto Deseado
en los meses de Enero a Abril. Durante estas Campaiias, el buque
navega desde la ciudad de Mar del Plata hacia Ushuaia, diferentes
zonas de la Antdrtida y vuelve hacia Mar del Plata, realizando
actividades cientificas de proyectos apoyados por CONICET y otros
organismos cientificos.

El objetivo del trabajo desarrollado en las tres CAVs de la que he
formado parte, ha sido la determinacién de COPs en aire, especificamente
plaguicidas organoclorados y PCBs, entre otros. A continuacién
se comentan muy brevemente algunos aspectos relacionados a
las metodologias utilizadas y los resultados mas importantes logrados.

Compartir estas pocas lineas sobre el trabajo realizado en una de
las regiones mas inhdspitas del planeta quizds no tenga relacion
alguna con el trabajo anteriormente presentado, pero forma parte
del deseo de compartir una experiencia Unica, que fue realizada
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en paralelo a esta Tesis Doctoral, y que sus enseiianzas tiene
una magnitud comparable a las de esta ultima.
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Anexo: Campafiias Antdrticas de Verano

Planteo Experimental

La realizacion de las Campanas Antarticas de Verano tuvo como objetivo
identificar y cuantificar diferentes contaminantes organicos en aire de
ambientes pristinos y sin contaminacién antropogénica, tal como lo es el
Continente Antdrtico. La notoria estabilidad fisico-quimica, y la
consecuente elevada persistencia de estos compuestos en el ambiente,
motivaron el estudio de su concentracién en sitios alejados de las fuentes
de emisidn, a fin de corroborar su transporte por masas de aire y
determinar el impacto de los mismos.

Métodos

La metodologia empleada implicd la toma de muestras de ambiente
aéreo con equipos muestreadores de alto caudal, haciendo circular un
determinado volumen de aire por filtros de fibra de cuarzo, vy
posteriormente por filtros de espuma de poliuretano. EI material a
analizar retenido en estos filtros, fue recuperado mediante técnicas de
extraccién con solventes organicos, segun metodologias certificadas por
la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos'>*6, Recolectados
y tratados segln la normativa, se analizé el contenido de cada muestra
mediante cromatografia gaseosa con detector de captura electrdnica
(ECD).

231



Guido Noé Rimondino. Tesis Doctoral

Resultados y Discusion

Brevemente se resumirdn los resultados mas importantes que surgieron
de la realizacidn de cuatro Campafias Antarticas, de las cuales he formado
parte de tres de ellas.

Es importante destacar que este trabajo implicd la realizacidon de las
primeras mediciones de contaminantes aéreos en la regién antdrtica por
parte de grupos de investigacién de la Republica Argentina.

También es interesante de comentar, que al inicio de cada campafia, se
monto el laboratorio a bordo del buque, lo que implicd la instalaciéon y
puesta a punto de un cromatégrafo de gases junto con sus
correspondientes tubos de gases comprimidos necesarios para el
funcionamiento y lineas de alimentacién, como asi también los equipos
muestreadores y todo el material requerido para la recoleccidn,
procesado y andlisis de las muestras.

Respecto a los resultados obtenidos, se puede destacar que entre los
contaminantes que se identificaron y cuantificaron en las diversas
Campaiias, se encontré Endosulfan I, uno de los plaguicidas de mayor
venta en la Argentina y del cual no se registran datos de su cuantificacion
en la Antartida, ademas de su principal metabolito Endosulfan II. La
concentracion en el aire Antértico se cuantificé entre 2 y 5 pg m, siendo
estos valores similares para ambas especies, lo que indicaria que no se
encuentran fuentes de emisidn de Endosulfan | en la region, tal como es
de esperar. Las determinaciones realizadas a latitudes correspondientes
al centro de nuestro pais arrojan valores de hasta 525 pg m3 y una
relacién Endosulfan I/Endosulfan Il de 8, evidenciando el movimiento de
masas de aire desde el continente hacia el mar. Ademas se detecté la
presencia de Lindano y Hexaclorobenceno que son analitos marcadores
de contaminacion muy utilizados en determinaciones atmosféricas.
Nuestras determinaciones muestran que Hexaclorobenceno estd siendo
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usado aun en la regidon pampeana y norte de la Patagonia de nuestro pais,
no asi Lindano, que presenta una distribucidn uniforme a lo largo de la
transecta con leve incremento hacia latitudes menores.

Si bien estos resultados surgen de una recopilacidn de cuatro anos, el
desarrollo de las investigaciones en la region Antartica, se encuentra adn
en un nivel inicial. Mediciones sistematicas, evaluacion de formas de
ingreso de los contaminantes y estudios de laboratorio son algunas de las
acciones que deben realizarse, direccionadas y focalizadas hacia un
entendimiento mas integrado de las consecuencias que tiene y puede
tener la inclusién de COPs en estos ecosistemas.
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Conclusiones Generales

Conclusiones Generales

A partir del desarrollo de este trabajo, se cumplieron con éxito los
objetivos planteados en el principio de esta Tesis Doctoral. De esta
manera, y de forma progresiva, se lograron las metas especificas de cada
Parte del trabajo, concluyendo en la integracidn de contenidos adquiridos
en el transcurso de este periodo.

En primera instancia, se logré obtener polimeros dendronizados
a partir de la modificacion de estructuras naturales, o de su
sintesis. Para el polimero obtenido a partir de Ch, la utilizacion de
un biopolimero como base lo posiciona como potencial candidato
para futuras aplicaciones, dadas las
propiedades de no toxicidad y
biocompatibilidad del polimero base, y la
sencillez de la modificacion planteada. A su
vez, la obtencion de poli(ABC) implicé la
sintesis y polimerizacion de un mondmero
dendritico, para lograr un polimero con un
grado de dendronizacidn del 100%. En este sentido, los

nuevos materiales sintetizados poseen un alto valor
agregado, a la vez que sus propiedades fisico-quimicas

los posicionan como potenciales candidatos para ser evaluados
en areas tematicas de interés.

Por otro lado, se sintetizaron diferentes series de redes poliméricas
expandibles empleando diversas
metodologias y materiales de partida. En
este sentido, los resultados mas
destacados se obtuvieron en Ia
preparacion de hidrogeles inteligentes a
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partir de mondmeros y entrecruzantes vinilicos. En esta etapa del
trabajo se obtuvieron con relativa facilidad materiales sensibles a
cambios en el pH o en la temperatura del medio. Ademds, y como
uno de los resultados mds importantes de esta seccion, la sintesisy
caracterizacién de una red expandible dendronizada con respuesta
dual a estimulos del medio, significé la obtencién de un nuevo
material inteligente de facil manipulacién y con potenciales

aplicaciones futuras.

En tercer lugar, se logré combinar los conocimientos adquiridos
en las etapas precedentes, con la finalidad de preparar nuevas
estructuras poliméricas. Asi, la obtencién de redes poliméricas
interpenetradas basadas en hidrogeles sensibles a estimulos y
polimeros dendronizados, fue el foco de interés en esta seccion.
Si bien los resultados no fueron concluyentes, fueron
utiles como base para estudios futuros. La
experiencia adquirida también sirvié de base
para plantear las modificaciones necesarias
en el proceso sintético, que seran evaluadas

en futuros trabajos.

Asi como la seccién anterior significd la integracion de
contenidos, la cuarta parte de este Trabajo
de Tesis Doctoral implicé tanto el uso de

conocimientos previos, como asi
también, la incorporacién de
nuevos aspectos referidos a la
sintesis y caracterizacion de
nanomateriales. En este sentido,
dos sistemas poliméricos fueron
sintetizados. Por un lado, fueron

preparados nanogeles copoliméricos
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respuesta dual a estimulo, los que ademas, fueron evaluados
como plataformas de liberacién controlada de un principio
antitumoral clasico, como lo fue cis-Pt. Por otro lado, fue
abordada la obtencién de nanogeles semi interpenetrados con
respuesta a estimulos y modulacién de su multifuncionalidad, y
continda en estudio, con resultados prometedores. Si bien sdlo
se realizd una primera aproximacion referente a estos topicos,
los sistemas nanoscépicos sintetizados proporcionaron un
cierre (parcial) a este Trabajo de Tesis Doctoral, implicando una
fuerte integracion de contenidos y el abordaje a la ciencia de los
nanomateriales.

Por dltimo, durante el periodo de
realizacion de esta Tesis Doctoral, se
realizaron innumerables actividades
paralelas, como articulacién, vinculacion
y difusidn cientifica. A pesar de ello, una
de las actividades mas significativas,
tanto por cuestiones laborales como
personales, fue la posibilidad de realizar
la actividad cientifica en los confines del
mundo. A partir de esta experiencia
Unica, se pudo detectar y cuantificar una
serie de contaminantes organicos
persistentes en masas de aire en la region
antdrtica, siendo éstas las primeras
mediciones de este tipo realizadas por un
grupo de investigacion de la Republica
Argentina.
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