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RESUMEN

Los poliuretanos segmentados son copolimeros en bloque que se emplean
ampliamente como biomateriales debido a su buena biocompatibilidad y a la
versatilidad quimica y estructural, caracteristicas que posibilitan una enorme variedad
de propiedades. En el campo biomédico, se aplican principalmente como elastémeros en
implantes bioestables y diversos dispositivos biomédicos. Sin embargo, ciertos
poliuretanos son susceptibles a degradacion hidrolitica y oxidativa en condiciones
fisiologicas, propiedad que permite el desarrollo de aplicaciones temporales en
medicina regenerativa.

En esta tesis se presenta el disefio, sintesis, caracterizacion, propiedades y
procesamiento de una serie de nuevos sistemas poliuretanicos biorreabsorbibles de
interés para su aplicacion en ingenieria de tejidos biolégicos. Los polioles y
extendedores de cadena empleados en la sintesis de los poliuretanos segmentados se
disefiaron de manera de favorecer la separacién de microfases y la formacion de
dominios blandos semicristalinos, y junto con el empleo de diisocianatos alifaticos,
asegurar la biorreabsorbabilidad de sus subproductos de degradacién no toxicos.

Se analizd el efecto de la composicion quimica y estructura de los extendedores
de cadena y los segmentos duros en las propiedades térmicas y mecéanicas de filmes. La
diferente estructura quimica y simetria de los extendedores de cadena y segmentos
duros influy6 en la separacion de fases. Termodindmicamente, los segmentos duros
sintetizados con HDI exhibieron una menor tendencia a mezclarse con segmentos
blandos de PCL que otros segmentos duros de HDI descriptos en la literatura. Los
materiales resultaron elastémeros blandos, como lo demuestra el estudio de sus
propiedades mecanicas en traccion, carga y descarga ciclica y desgarro.

Las propiedades biologicas in vitro se determinaron empleando diversas técnicas
de andlisis, mostrando baja adhesion y activacion plaquetaria, baja formacion de
trombos y baja citotoxicidad, propiedades que determinan a priori la buena
biocompatibilidad de estos materiales.

La técnica de electrospinning permitio la preparacion de matrices poliuretanicas
micro/nanofibrosas uniformes mediante una apropiada seleccion de los pardmetros de
procesamiento y propiedades de las soluciones. Se analizaron las propiedades térmicas y
mecanicas de matrices micro/nanofibrosas y se compararon con las propiedades de los

correspondientes filmes. Las caracteristicas propias de la técnica de procesamiento



condujeron a morfologias cristalinas diferentes. Las matrices presentaron una estructura
altamente porosa, con poros interconectados, microestructura apropiada para
aplicaciones en ingenieria de tejidos blandos y liberacion controlada de principios
activos.

El estudio del comportamiento degradativo de filmes y matrices porosas, tanto
en condiciones fisioldgicas como en ensayos acelerados, permitio evaluar la estabilidad
hidrolitica y oxidativa en funcién de la composicion, estructura y morfologia de cada
sistema.

Finalmente, se obtuvieron redes poliuretanicas con hidrofilicidad controlada
empleando monomeros hidrofébicos e hidrofilicos. Las propiedades térmicas y la
absorcion de agua de las redes se estudiaron en funcion de la composicion de cada
formulacion. La presencia de entrecruzamiento quimico y fisico introdujo un aspecto

interesante que influyé en las propiedades observadas.



ABSTRACT

Segmented polyurethanes (SPU) are block copolymers widely used as
biomaterials due to their good biocompatibility and chemical and structural versatility,
characteristics that allow a broad range of properties. In the biomedical field, SPU
elastomers are mainly used in biostable implants and several biomedical devices.
However, polyurethanes are susceptible to hydrolytic and oxidative degradation in
physiological conditions, allowing the development of temporal applications for
regenerative medicine.

In this thesis, the design, synthesis, characterization, properties and processing
of a series of novel bioresorbable polyurethane systems is presented. These materials
are of interest for applications in tissue engineering. The polyols and chain extenders
used in the synthesis of SPU were designed to promote microphase separation and
semicrystalline soft-domain formation. Moreover, the use of those components and
aliphatic diisocyanates ensure the bioresobability of their non toxic degradation
byproducts.

The effect of chain extender and hard segment structure and chemical
composition in the thermal and mechanical properties of SPU films was analyzed. The
different chemical structure and symmetry of both chain extenders and hard segments
affected the phase separation. Thermodynamically, the synthesized HDI-based hard
segments exhibited lower phase mixing with PCL soft segments than other HDI-based
hard segments reported in the literature. The materials were soft elastomers, as
demonstrated by the mechanical properties in tensile, loading cycles and tear.

The in vitro biological properties, as determined by using several analytical
techniques, displayed low platelet adhesion and activation, low thrombus formation, and
low cytotoxicity, showing a priori a good biocompatibility of these materials.

The electrospinning technology allowed the preparation of micro/nanofibrous
polyurethane scaffolds by an appropriate selection of the processing parameters and
solution properties. Thermal and mechanical properties of these micro/nanofibrous
scaffolds were analyzed and compared with the obtained for the films. The
characteristics of the processing technique led to different crystalline morphologies. The
scaffolds displayed a highly interconnected porous structure, microstructure useful for

soft tissue engineering and drug delivery applications.



The degradative behavior of films and scaffolds were studied in physiological
and accelerated conditions. The evaluation of hydrolytic and oxidative stability as a
function of composition, structure and morphology of each system was performed.

Finally, polyurethane networks with controlled hydrophilicity were obtained by
using hydrophilic and hydrophobic monomers. Thermal and water uptake were studied
as a function of the composition for each formulation. The presence of chemical and
physical crosslinking introduced an interesting feature that affected the observed
properties.
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Capitulo 1: Introduccion General

1.1 Biomateriales

La Sociedad Europea de Biomateriales plante6 en 1987 un debate para
consensuar una definicion de biomaterial que reuniera la aceptacion de la comunidad
cientifica internacional. Se determind entonces que un biomaterial es un material no
vivo usado en un dispositivo médico, destinado a interaccionar con el sistema biologico
[1]. Esta definicion se modificd en 1992, eliminando la referencia a la naturaleza no
viviente del material [2]. Posteriormente en 1999, se definio6 como un material
destinado a interaccionar con sistemas biolégicos para evaluar, tratar, aumentar o
reemplazar cualquier tejido, érgano o funcion del cuerpo [3]. De esta manera, el
concepto de biomaterial estaba asociado solamente al &mbito de la salud humana y a la
interaccion con los tejidos o componentes tisulares. Un material biomédico es un
biomaterial, aunque este Gltimo término es mas usado por su brevedad.

La evolucion de la ciencia de materiales y las tecnologias relacionadas con la
salud tornaron obsoleta esta definicion. Las situaciones en las que los biomateriales se
usan actualmente son muy diferentes de las de una década atras. Aunque los
dispositivos médicos implantables son ain inmensamente importantes, las tecnologias
médicas ahora comprenden una variedad de sistemas de liberacion de drogas y
farmacos, ingenieria de tejidos y terapias celulares, disefio de Organos y patrones
celulares, nanotecnologia basada en sistemas de imagenes y diagndstico y dispositivos
microelectronicos. Estas tecnologias aln abarcan metales, ceramicos y polimeros
sintéticos, pero también polimeros naturales, sistemas autoensamblados, nanoparticulas
y marcadores cuanticos. La funcion de un biomaterial debe ser la de dirigir el curso de
un tratamiento médico, sea de diagnostico o terapia, y debe hacerlo controlando
especificamente las interacciones con los componentes bioldgicos del paciente a ser
tratado.

Muy recientemente en 2009, teniendo en cuenta éstas y otras consideraciones, el
término biomaterial se ha redefinido como una sustancia disefiada para tomar una
forma en la que, sola o como parte de un sistema complejo, se emplea para dirigir,
mediante el control de las interacciones con los componentes de sistemas vivos, el curso

de un procedimiento terapéutico o de diagndstico, en medicina humana o veterinaria

[4]
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1.2 Ingenieria de Tejidos

Anualmente se realizan millones de procedimientos quirdrgicos a nivel mundial
que requieren el uso de tejidos u 6rganos sustitutos para reparar o reemplazar los que
sufren de alguna patologia o estan severamente dafiados por cancer, anomalia congénita
o0 trauma. Entre las aproximaciones tradicionales para la sustitucion de tejidos y 6rganos
se encuentran los implantes bioldgicos (autoinjerto o reconstruccion quirdrgica,
aloinjerto o transplante y xenoinjerto) y los dispositivos biomédicos basados en
biomateriales [5-9]:

a) Autoinjerto o autoplastia (autografting): extraccion de tejidos sanos de un
paciente para ser transplantados en otra parte del mismo paciente. EI empleo del injerto
autologo es una opcion que elimina los factores inmunolégicos y la transmision de
diversas enfermedades. Sin embargo, existen varios problemas asociados con esta
terapia, como infeccion, dolor, pérdida de sangre, necesidad de transfusion (con los
riesgos inherentes), y la posibilidad de degradacion del injerto durante el periodo de
implantacion.

b) Aloinjerto u homoplastia (allografting): extraccion de tejidos u 6rganos de un
donante y su transplante a un paciente. EI donante debe haber fallecido recientemente en
el caso de extraccion de corazon, rifion, higado, pancreas o hueso, pero se pueden
extraer pulmon y rifidén de donantes vivos. Aunque la tecnologia de transplantes ha
mejorado notablemente en las Ultimas décadas con el desarrollo de terapias
inmunosupresivas, el problema principal reside en la escasa disponibilidad de donantes
y el rechazo inmune.

c) Xenoinjerto (xenografting): implante de tejidos de otras especies previamente
tratados para reducir las reacciones de antigeneicidad, eventos de trombosis,
calcificacion, etc. ElI empleo de pericardio bovino, convenientemente tratado, como
valvula cardiaca y la piel porcina liofilizada para la cobertura temporal de quemaduras
hasta la realizacion del autoinjerto, constituyen dos ejemplos del uso de tejidos
provenientes de individuos de otra especie.

d) Dispositivos biomédicos basados en biomateriales: la ciencia y tecnologia de
biomateriales han permitido la obtencion de materiales y dispositivos para reemplazar,
aumentar o extender diversas funciones realizadas por los sistemas bioldgicos. Los
ejemplos son numerosos: dispositivos de asistencia cardiaca, protesis de cadera, lentes

intraoculares, implantes mamarios, etc. Muchos de estos dispositivos han producido un
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enorme beneficio en el aumento de la calidad de vida. Sin embargo, los materiales
empleados en estas terapias poseen serias limitaciones, estan sujetos a fatiga, fractura,
toxicidad, inflamacién, desgaste y falta de remodelacion con el tiempo (crecimiento,
cambio de forma, respuesta, etc.). Ademas, los dispositivos actuales tampoco se
comportan fisiologicamente como tejidos u 6rganos. Por ejemplo, los dispositivos de
asistencia cardiaca se emplean en terapias temporarias hasta la disponibilidad de un
organo donado. Los 6rganos artificiales han mejorado con los importantes avances en la
ingenieria biomédica, pero requieren aun mayor biocompatibilidad y biofuncionalidad.
Los biomateriales actuales proporcionan en muchos casos casi exclusivamente una
funcion mecénica, debido a que no tienen componentes metabdlicos con los cuales
desarrollar funciones tisulares activas.

La ingenieria de tejidos surgié a finales del siglo XX como una aproximacion
alternativa e interdisciplinaria para sobrellevar las limitaciones de las terapias
tradicionales para el tratamiento de falla o reemplazo de 6rganos, constituyendo éste
uno de los principales problemas mundiales en el sistema de salud. La denominacion
ingenieria de tejidos se propuso en una reunion auspiciada por la Nacional Science
Foundation en 1987 [10], donde se definié este campo de investigaciéon y desarrollo
como la aplicacion de los principios y métodos de ciencias de la ingenieria y la vida
para el conocimiento fundamental de la relacidn entre estructura-funcion en tejidos
normales y patologicos de mamiferos y el desarrollo de sustitutos bioldgicos para
restaurar, mantener o mejorar la funcion de tejidos u drganos [11]. Una década
después, D. F. Williams definié ingenieria de tejidos como la persuasion del cuerpo
para curarse a si mismo, ayudado por la presencia de células apropiadas, biomoléculas
y estructuras de soporte en situaciones donde la evolucién ha determinado que el ser
humano no tiene mas la potencia propia de regeneracién [3]. Recientemente en 2009,
el mismo autor redefini6 a la ingenieria de tejidos como la creacion (o formacion) de un
tejido nuevo para la reconstruccion terapéutica del cuerpo humano, por la estimulacion
deliberada y controlada de determinadas células blanco, a través de una combinacion
sistematica de sefiales moleculares y mecénicas [4]. En esta definicion no hay ninguna
mencion a un biomaterial y se reconoce ampliamente que la ingenieria de tejidos no
involucra un material convencional. Si consideramos el paradigma clasico de la
ingenieria de tejidos normalmente se emplea un material, en la forma de matriz o
andamiaje poroso, para proporcionar una forma al tejido en construccion y para facilitar

la liberacion de sefiales moleculares y mecanicas. El concepto de biomaterial abarca al
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compuesto formado por la matriz y las células sembradas. Si durante un proceso ex-vivo
en un biorreactor la matriz se degrada y se reemplaza por el tejido regenerado, el
resultado es también un biomaterial.

Las bases de la ingenieria de tejidos son extensas y abarcan un amplio espectro
de fundamentos cientificos que incluyen diversas disciplinas que se complementan:
ciencias quimicas, bioldgicas y médicas (bioguimica, biomecénica, biologia celular,
inmunologia, fisiologia, anatomia, etc.), ingenierias (ciencia y tecnologia de materiales,
mecanica computacional, cinética quimica y dinamica de fluidos), bio vy
nanotecnologias (cultivo celular, separacion de células y transferencia genética), entre
otras.

En los Gltimos afios el desarrollo de diversas disciplinas (principalmente biologia
molecular y celular, genética e ingenieria de tejidos) condujo a la aparicion de un campo
nuevo de investigacion interdisciplinaria denominado medicina regenerativa. La falta de
consenso entre los miembros de la comunidad cientifica acerca de los alcances y
objetivos de este campo cred diversas confusiones. La ingenieria de tejidos y la
medicina regenerativa se emplean muchas veces como sin6nimos, aunque algunos
autores consideran que la medicina regenerativa va mas alld de los objetivos de la
ingenieria de tejidos [12]. La medicina regenerativa involucra dos estrategias
dependiendo del empleo 0 no de matrices porosas:

e Empleo de moléculas solubles, terapia génica, terapia con células madre
(biologia celular sin matrices extracelulares),

e Empleo de matrices extracelulares en ingenieria de tejidos (cirugia regenerativa).

En los ultimos veinte afios se han desarrollado cuatro aproximaciones
principales que emplean diferentes tipo de matrices para la ingenieria de tejidos (Figura
1.1).
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Figura 1.1: Estrategias seguidas con diferentes matrices para ingenieria de tejidos [13].

Desde el nacimiento de la ingenieria de tejidos, el sembrado terapéutico de
células en matrices porosas y degradables pre-disefiadas es la principal aproximacion.
Los mayores esfuerzos se dirigen al disefio y desarrollo de diferentes materiales y
tecnologias de fabricacion. En esta estrategia, el punto de partida es el disefio de
biomateriales con composicion quimica y arquitectura apropiadas para constituir una
matriz extracelular artificial o andamiaje (scaffold) en la que tienen lugar los procesos
celulares de adhesion, diferenciacion y crecimiento celular que estructuren
espacialmente tejidos. Las funciones que cumple la matriz extracelular en los tejidos

nativos y en los tejidos disefiados a partir de matrices sintéticas o naturales son:

e Proporcionar un soporte estructural para que residan las células,

e  Contribuir a las propiedades mecénicas de los tejidos,

e Proporcionar estimulos bioactivos para que las células respondan a su
microambiente,

e Actuar como reservorios de factores de crecimiento y para potenciar sus

acciones,
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e Proporcionar un ambiente fisico flexible para permitir el remodelamiento de los

tejidos en respuesta a los procesos dindmicos.

El origen de las células a emplear en el sembrado constituye el principal
problema y tiene una influencia enorme en el éxito de la ingenieria de tejidos. EI empleo
de células autélogas o células madre (stem cells) tiene las ventajas de los autoinjertos,
pero con los problemas asociados con la baja disponibilidad en pacientes ancianos o
gravemente enfermos. Las células alogénicas o xenogénicas requieren de terapias
inmunosupresivas. La incorporacion de factores de crecimiento que intervengan en las
sefiales biologicas que regulan las funciones celulares, facilitando y promoviendo la
regeneracion del tejido otorga mayor especificidad y funcionalidad a la matriz [14]. El
tejido desarrollado con la matriz (tissue-engineered construct) puede implantarse en el
sitio requerido de manera tal que se integre homogéneamente con el tejido natural
circundante [15].

Para cumplir las funciones de una matriz en ingenieria de tejidos, ésta debe
reunir una serie de requerimientos particulares tales como micro/nanoestructura porosa
(porosidad, tamafio, forma y grado de interconexién de poros, espesor y area superficial
de pared), morfologia y quimica superficial, velocidad de degradacion, estabilidad y
resistencia mecénica adecuadas a una aplicacién especifica. Las matrices
tridimensionales porosas que necesitan las células para guiar su crecimiento y regenerar
tejidos en las tres dimensiones estan ain muy lejos de ser ideales [16]. Como cualquier
biomaterial, un sistema polimérico (macromolécula, ensamble de macromoléculas,
dispositivo) destinado a servir durante un periodo limitado de tiempo antes de
degradarse y eliminarse del cuerpo, debe cumplir severos criterios relacionados con
biocompatibilidad y biofuncionalidad [17]. Un material es biocompatible cuando no
provoca ninguna respuesta indeseada, detectada inmunoldgica o clinicamente, en las
células o tejidos, lo que implica que no es téxico, inmunogénico, carcinogénico ni
trombogénico, y cuando posee una calidad quimica superficial que promueve la fijacion
y funcion celular. Los productos de degradacion deben ser no téxicos y eliminarse del
organismo a través de rutas metabdlicas, con un perfil de degradacion tal que permita el
ingreso de tejido y su remodelacion bajo la influencia de cargas. La necesidad de
canales de interconexion que permitan la migracion hacia el interior de las células
sembradas y la libre difusion de los nutrientes necesarios y metabolitos es un

requerimiento esencial.
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En los ultimos afios la ingenieria de tejidos ha alcanzado un notable crecimiento

y se ha especializado en la basqueda de mejores alternativas en el tratamiento de muy
diversas lesiones, tanto en tejidos como en 6rganos [18]. El deterioro de los tejidos con
la edad conduce a un mayor numero de afecciones diferentes, principalmente
cardiovasculares y ortopédicas. En resumen, una matriz ideal para ingenieria de tejidos
debe cumplir los siguientes requerimientos generales:

1) ser biocompatible,

2) ser biorreabsorbible o remodelable,

3) poseer una cinética de biorreabsorcion acorde con el proceso de reparacion o
regeneracion,

4) ser altamente porosa con una elevada relacion area-volumen y tamafio de poro,

5) ser altamente permeable para facilitar la difusion de nutrientes y metabolitos,

6) poseer propiedades mecéanicas adecuadas para la aplicacion especifica,

7) proporcionar una superficie apropiada para permitir la adhesiéon celular,
promover el crecimiento celular, y mantener las diferentes funciones celulares,
ayudando a la formacion de la matriz extracelular,

8) ser capaz de portar drogas o factores de crecimiento.

Los polimeros sintéticos degradables ofrecen la mayor variedad de opciones,
entre estos materiales se encuentran poli(acido glicélico) (PGA) y poli(acido lactico)
(PLLA o PDLLA), ambos poli(a-hidroxiésteres), poli(e-caprolactona) (PCL),
combinaciones entre estos materiales y sus copolimeros. Los sistemas porosos formados
por microesferas aglutinadas de copoliéster 50/50 P(L-LA-co-CL) de alto peso
molecular [19,20], las fibras de PGA estabilizadas con PGLA [21], y las fibras de PGA
0 PGLA sembradas con fibrocondrocitos [22,23] han mostrado propiedades interesantes
para estas aplicaciones. En el caso de copolimeros, la velocidad de degradacion puede
adaptarse a los requerimientos de numerosas aplicaciones mediante la adecuada
seleccion de la estructura quimica y la composicién. Sin embargo, las propiedades
mecanicas de los poliésteres alifaticos resultan en muchos casos inadecuadas cuando se
necesita cierta elasticidad, rigidez, tenacidad y comportamiento a la fatiga. Los
poliuretanos representan una alternativa interesante ya que resultan sumamente

versatiles y cubren un amplio intervalo de propiedades.
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1.3 Poliuretanos

Los poliuretanos se sintetizaron por primera vez en 1937 y su investigacion y
desarrollo aumenté notablemente desde la segunda guerra mundial. El término
poliuretano se refiere genéricamente a una extensa familia de polimeros que contienen
el grupo funcional uretano en alguna de sus unidades repetitivas. El grupo uretano
puede considerarse como un éster del acido carbamico o como una éster-amida del
acido carbonico, resultante en general de la reaccion de un isocianato y un alcohol

(Esquema 1.1).

T ﬁ
R—(»N:c:o| + R' » R—N—7C—O0——R'
isocianato hidroxilo uretano

Esquema 1.1: Reaccion de formacion de un grupo funcional uretano.

En la sintesis de poliuretanos se emplean principalmente tres monémeros:
a) un isocianato (di o polifuncional), aromatico o alifatico,
b) un poliol (di o polifuncional) de cadena larga y flexible que a temperatura
ambiente se encuentra por encima de su temperatura de transicion vitrea,
c) un mondmero de cadena corta, denominado extendedor de cadena si es
difuncional (diol o diamina), o entrecruzante si su funcionalidad es mayor a 2.

Dependiendo de la funcionalidad, naturaleza y estructura quimica, reactividad y
peso molecular de los componentes, es posible obtener polimeros lineales o
entrecruzados, con un amplio rango de estructuras y propiedades, que van desde
materiales blandos con caracteristicas elastoméricas hasta materiales rigidos aptos para
aplicaciones estructurales.

Esta versatilidad se amplia ain méas al emplear reactivos con grupos funcionales
amino para dar lugar a la formacién de grupos urea (Esquema 1.2). Cuando un
macrodiol  reacciona con un diisocianato 'y posteriormente con un
extendedor/entrecruzante poliamina se forman poli(uretanoureas), mientras que cuando
una macrodiamina reacciona con un diisocianato y posteriormente con un
extendedor/entrecruzante poliamina se obtienen poliureas. Por su parte, cuando los

diisocianatos reaccionan consigo mismos se obtienen poliisocianuratos. Estos tres tipos
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de polimeros se incluyen comldnmente dentro de la denominacion genérica de

poliuretanos.

H ||4 ﬁ H
R—'»N:C:O + H——N——FR'’ > R N C N R
isocianato amino urea

Esquema 1.2: Reaccion de formacion de un grupo funcional urea.

Aunque la reaccién de un diisocianato y un diol abarca a la gran mayoria de las
sintesis de poliuretanos, es posible sintetizar poliuretanos por otra via, como por
ejemplo mediante la reaccion de diaminas con carbonatos ciclicos [24]. El poliuretano
obtenido contiene una funcionalidad hidroxilo, lo cual lo hace un intermediario

interesante para una gran variedad de aplicaciones.

1.3.1 Poliuretanos segmentados (SPU)

Los SPU son copolimeros en bloque, compuestos por bloques o segmentos
blandos que forman dominios blandos (fase viscosa o gomosa), con temperatura de
transicion vitrea (Tqs) por debajo de la temperatura ambiente, y bloques o segmentos
duros que forman dominios duros (fase vitrea) con Ty, por encima de la temperatura
ambiente. Los segmentos blandos estan constituidos por la cadena del macrodiol,
mientras que los segmentos duros estdn formados por una distribucion de unidades
[diisocianato — extendedor de cadena], — diisocianato (Figura 1.2a). Los dominios
blandos pueden tener una morfologia amorfa o semicristalina, dependiendo de la
longitud de cadena, geometria y estructura quimica del macrodiol. Los dominios duros,
de la misma manera, puede ser amorfos o semicristalinos. Los SPU se comportan como
materiales elastomeros termoplésticos.

Los segmentos blandos (poliéteres, poliésteres, poli(éster-éter-éster),
policarbonatos o polisiloxanos, por citar los mas estudiados) proporcionan flexibilidad y
son generalmente la fase continua, mientras que los segmentos duros (blogques con
unidades uretano, urea, amida o anillos bencénicos) actian como puntos de

entrecruzamiento fisico reversible por cristalizacién y/o asociacion molecular a través
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de interaccion por puente de hidrégeno [25,26]. La morfologia de los sistemas

poliuretanicos es un factor clave en las propiedades finales de los materiales.

O Diisocianato
@ CExtendedor
o Macrodiol

a) b)
Figura 1.2: Representaciones de un SPU: a) esquema de la microestructura en un SPU [27] y b)

formacion de dominios semicristalinos separados [28].

La variacion de energia libre de mezcla de estos segmentos es positiva ya que el
término entalpico es positivo y de mayor magnitud que el término entrdpico, el cual
también es positivo debido al incremento del desorden del sistema. Por lo tanto, el
sistema no se presenta como una fase homogeénea sino que existe una fuerza impulsora
que lo lleva termodindmicamente a la formacion de fases o dominios. Los principales
factores que influencian el grado de segregacion en microfases de los SPU incluyen:

1) Estructura quimica, peso molecular promedio y distribucién de pesos
moleculares de los segmentos blandos,

2) Estructura quimica y simetria del diisocianato,

3) Estructura quimica del extendedor de cadena, longitud de cadena promedio y
distribucion de longitudes de cadena de los segmentos duros, restricciones
conformacionales y estéricas,

4) Proporcion de segmentos blandos y duros en el copolimero,

5) Cristalizabilidad de los segmentos blandos y duros,

6) Extension de las interacciones puente de hidrégeno entre segmentos duros y

entre segmentos duros y blandos,

11
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7) Solubilidad inherente entre segmentos blandos y duros,

8) Procedimiento de polimerizacion usado en la sintesis y el método de
procesamiento de muestras,

9) Naturaleza de la regioén interfasial entre los dominios de segmentos blandos y
duros.

Variando la relacion de segmentos es posible obtener materiales rigidos, donde
la matriz esta constituida por la fase dura y la fase elastomérica promueve mecanismos
de deformacién en la matriz que aumentan su tenacidad. Los segmentos duros pueden
estar interconectados o aislados, inmersos en una fase gomosa de segmentos blandos. Si
la separacion de fases es incompleta, los segmentos blandos pueden contener algunos
segmentos duros ligados por puente de hidrégeno entre grupos uretano y oxigeno del
grupo éter, éster o carbonato del macrodiol.

Los extendedores de cadena alargan el segmento duro y promueven la
separacion en microfases, en particular cuando la estructura quimica del diisocianato
contribuye en menor medida a este proceso. Los extendedores son capaces de impartir
propiedades especificas en el material. Por ejemplo, la incorporacion de grupos
funcionales urea en el extendedor incrementa las interacciones entre los segmentos
duros a través de la formacién de enlaces puente de hidrdégeno bidentados entre los
grupos urea en cadenas adyacentes. Asimismo, un disefio apropiado permite introducir
grupos hidrolizables en los segmentos duros. La presencia de grupos aromaticos
introduce unidades que aumentan significativamente la rigidez de la cadena principal y
contribuye a conformar la estructura secundaria. La atraccion de las nubes de electrones
7 entre anillos aromaticos adyacentes también favorece la formacion de dominios duros
por atraccion entre los segmentos duros [29]. El caracter cooperativo de todas estas
interacciones dentro de los dominios duros determina la microestructura, el
comportamiento mecanico y las propiedades térmicas [30].

Los grupos funcionales presentes en la estructura de un poliuretano son capaces
de interaccionar via puente de hidrégeno. Los grupos N-H actian como dadores,
mientras que los carbonilos de uretano, urea, éster o carbonato, y el oxigeno del éter
actian como aceptores. Aproximadamente el 90 % de los grupos N-H en los segmentos
duros se encuentran unidos por puente de hidrogeno a 25 °C, mientras que con el
aumento de temperatura, el numero de grupos N-H libres se incrementa, indicando una
disrupcion de estas interacciones [31]. La existencia de enlaces puente de hidrogeno

tridimensionales inter-urea tiene un efecto importante en la cohesion de los segmentos y
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en las propiedades fisicas y mecénicas del poliuretano [32]. La intensidad de las
interacciones se relaciona directamente con la energia cohesiva de los grupos
funcionales y determina las caracteristicas de solubilidad para cada par polimero-

solvente.

1.3.2 Poliuretanos segmentados en aplicaciones biomédicas

Uno de los primeros aspectos a considerar en el empleo de poliuretanos para
dispositivos implantables es su estabilidad molecular in vivo. Durante afios, los
elastomeros de poliuretano se han empleado para dispositivos intra y extracorpdreos en
aplicaciones cardiovasculares (dispositivos de asistencia cardiaca, balones para
angioplastia e intra-aorticos, prétesis vasculares), catéteres, canulas, implantes y demas,
que requieren materiales con elevada bioestabilidad. La gran versatilidad que presenta el
disefio de poliuretanos permite tener un determinado control del comportamiento del
material para cumplir su funcién especifica teniendo en cuenta la naturaleza del medio
en que debe actuar. En las aplicaciones antes mencionadas, la degradacion hidrolitica,
oxidativa y enzimatica y la calcificacion son efectos adversos que limitan seriamente su
uso in vivo. Los poli(éster uretanos) sufren degradacion hidrolitica y no son aceptables
para implantes de largo plazo. Los poli(éter uretanos) se emplean tradicionalmente en
cirugia cardiovascular, son hidroliticamente mas estables que los poli(éster uretanos)
pero estan sujetos a degradacion oxidativa en varias formas [33]. Desde hace algunos
afos, la mayor bioestabilidad de los poli(carbonato uretanos) se esta aprovechando para
extender el tiempo de duracion en los casos de aplicaciones permanentes [34,35]. Sin
embargo, la bioestabilidad de los poli(carbonato uretanos) esta cuestionada, dado que la
degradacion hidrolitica en su superficie esta presente tanto in vitro como in vivo [36].
Para mejorar su bioestabilidad se incluyen grupos terminales fluorocarbonados que
poseen baja energia superficial, alta estabilidad quimica y buena biocompatibilidad.
Estas macromoléculas migran a la superficie y mejoran la bioestabilidad de la superficie
modificada [36]. EI empleo de grupos terminales 0 macrodioles poli(dimetil siloxano)
tiene la desventaja de la absorcion de lipidos y el hinchamiento in vivo.

La degradacion producida por la inestabilidad quimica se puede explotar para el
disefio de biomateriales para aplicaciones temporarias en las que se busca la eliminacion
del material una vez implantado en el organismo vivo, como por ejemplo, matrices o

soportes tridimensionales para ingenieria de tejidos u otros dispositivos temporarios.
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En la literatura aparecen algunos términos tales como biodegradable,
biorreabsorbible, bioerosionable y bioabsorbible, que se refieren a procesos diferentes y
que se emplean indistintamente sin criterios fundados. Vert y colaboradores [37] han
propuesto y discutido ampliamente las siguientes definiciones:

e Biodegradable (biodegradable): material polimérico s6lido o dispositivo que se
descompone debido a degradacion macromolecular con dispersion in vivo pero sin
eliminacion del cuerpo (esta definicion excluye la degradacion ambiental, por hongos o
bacterias). El sistema polimérico puede ser atacado por elementos biologicos de tal
manera que se generan fragmentos o subproductos de degradacién que afectan la
integridad del sistema. Estos fragmentos pueden moverse fuera del sitio de accion pero
no necesariamente eliminarse del cuerpo.

e Biorreabsorbible (bioresorbable): material que experimenta una degradacion en
masa y ademas se reabsorbe in vivo mediante eliminacion por rutas metabolicas:
filtracion de subproductos de degradacion o después de la metabolizacion. La
biorreabsorcion implica la eliminacion total del material extrafio inicial y de los
subproductos de degradacién (compuestos de bajo peso molecular) sin efectos laterales
residuales.

e Bioerosionable (bioerodible): material que se degrada en superficie y ademas se
reabsorbe in vivo. La bioerosion también implica eliminacion total del material.

e Bioabsorbible (bioabsorbable): material que puede disolverse lentamente en los
fluidos corporales sin ninguna escision de la cadena polimérica o disminucién del peso
molecular. Un polimero bioabsorbible puede ser biorreabsorbible si las macromoléculas

dispersadas se eliminan completamente.

1.3.2.1 Poliuretanos biorreabsorbibles

Los poliuretanos biorreabsorbibles permiten el desarrollo de matrices adecuadas
para una gran variedad de aplicaciones en ingenieria de tejidos, entre las que se
encuentran injertos vasculares de diametro pequefio, piel artificial, prétesis de eséfago y
traquea, canales para regeneracion de nervios, vectores no virales para terapia génica,
parches para reparacion de pericardio y miocardio y membranas porosas para el
tratamiento de periodontitis. En cirugia ortopédica y traumatologia se emplean para la
preparacion de sustitutos de hueso esponjoso, tejidos para reparacion de cartilago

articular, materiales inyectables para correccion de defectos 6seos, cementos inyectables
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para el tratamiento de fracturas compresivas de vértebras con osteoporosis, regeneracion
de meniscos, y para el reemplazo de nuacleos pulposos calcificados en discos

intervertebrales en la forma de hidrogeles inyectables.

La seleccion apropiada de los componentes de la formulacion posibilita la
preparacion de poliuretanos biorreabsobibles, con un amplio intervalo de propiedades
mecanicas, composicion, estabilidad quimica y propiedades superficiales. La mayoria
de los polioles disponibles para el uso en poliuretanos biocompatibles y biodegradables
son compuestos con grupos hidroxilo terminales entre los que se incluyen: poliéteres,
tales como polietilenglicol (PEG o PEOQ), politetrametilenéterglicol (PTMG o PTMO),
polipropilenéter glicol (PPO); poliésteres, tales como polibutilenadipato, poliésteres
basados en lactonas, como poli(e-caprolactona) (PCL) y sus copolimeros con L-LA,
D,L-LA o GA, y policarbonatos, como poli(1,6-hexanodiol) carbonato. En algunos
casos se emplean también poliéteres con grupos amino terminales. EI empleo de
polioles basados en poliésteres incorpora segmentos hidroliticamente inestables en la
cadena polimérica principal, que pueden degradarse gradualmente con mayor o0 menor
velocidad dependiendo de la composicion. Por otra parte, los copolimeros en bloque de
PCL con segmentos centrales de poli(6xido de etileno) (PEO) [38,39], o las mezclas
PCL/PEO [40-43] permiten controlar la hidrofobicidad/hidrofilicidad de los poli(éster-

éter uretanos) y en consecuencia la captacion de agua y la degradacion.

En la formulacion de poliuretanos biorreabsorbibles se evita el uso de
isocianatos aromaticos debido a que forman diaminas aromaticas de alta toxicidad como
subproductos de la degradacion. Las diaminas 2,4-diaminotolueno (TDA) vy
metilendianilina (MDA) son subproductos de degradacion potencialmente
carcinogénicos y mutagénicos de los poliuretanos sintetizados a partir de
difenilmetanodiisocianato (MDI) y toluendiisocianato (TDI) [44]. Aunque ain no se
encuentra disponible comercialmente, el diisocianato de L-lisina (metil- o etil- éster de
diisocianato de L-lisina, LDI) ha permitido la sintesis de poliuretanos completamente
biorreabsorbibles, formando como subproducto de degradacion el aminoécido L-lisina.
El LDI puede conseguirse como muestra para estudios de investigacion o puede
sintetizarse a partir del monohidrocloruro de L-lisina [45]. Otros isocianatos alifaticos
que al degradarse generan diaminas alifaticas de baja toxicidad son diisocianato de
isoforona (IPDI), hexametilendiisocianato (HDI), 1,4-butanodiisocianato (BDI) y otros

preparados por fosgenacion de diaminas, como isocianato de arginina, glutamina e
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histidina. El producto de degradacion de BDI es 1,4-butanodiamina (putrescina), una

diamina no toxica esencial para el crecimiento y diferenciacion celular [46].

Los extendedores de cadena pueden contener enlaces hidrolizables y, de esta
manera, incorporarlos en los segmentos duros, aumentando su velocidad de

degradacion.

Finalmente, la utilizacién de compuestos polifuncionales conduce a la formacion
de estructuras entrecruzadas. En la formulacion de redes poliuretanicas
biorreabsorbibles se emplean polioles de diferente peso molecular y funcionalidad,
como glicerol, pentaeritritol, azucares, poliésteres 0 copoliésteres tipo estrella
normalmente derivados de PCL, PLA, PGA.

1.4 Procesamiento de poliuretanos para la formacion de matrices porosas

El aumento notable en la tltima década del nimero de publicaciones cientificas
y patentes relacionadas con matrices para ingenieria de tejidos revela un interés alto y
sostenido en el disefio y preparacion de matrices porosas [47]. Teniendo en cuenta los
requisitos que debe reunir una matriz extracelular artificial, la tecnologia para su
produccién debe controlar tanto la macro como la microestructura. EI comportamiento
viscoso de los polimeros por encima de su temperatura de transicion vitrea o
temperatura de fusion y su solubilidad en ciertos solventes organicos, da lugar a la
existencia de técnicas muy variadas para preparar matrices poliméricas porosas [16,48-
50]. No existe una forma universal de obtener matrices para regenerar todos los tejidos.
La eleccion de la técnica méas apropiada resulta entonces critica, y depende de cada
material polimérico y la aplicacion especifica. Se mencionan a continuacién algunas de

las principales técnicas disponibles [51]:

e Procesado de fibras:
- Mallas de fibras no tejidas (non-woven fiber felts or mesh)
- Fibras unidas (fiber bonding)

e Técnicas de disolucién de particulas:
- Evaporacion de solvente y disolucion de particulas (solvent casting -
particulate leaching)

- Extraccion de hidrocarburos porégenos (hydrocarbon templating)
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e Técnicas de separacion de fases:

- Separacidn de fases inducida térmicamente (thermally-induced phase
separation, TIPS)

- Separacion solido-liquido: liofilizacion (freeze-drying), técnicas combinadas
con disolucidn de particulas (freeze-drying - particulate leaching)

- Inversion de fases y remocion de particulas (phase inversion - particulate
leaching)

- Separacidn de fases inducida por polimerizacion (polymerization-induced

phase separation)

¢ Otras técnicas alternativas:
- Moldeo en fundido (melt molding)
- Agregacion de microparticulas (microparticle aggregation)
- Espumado de compuesto polimero-ceramico (polymer-ceramic composite
foam)

- Espumado por gas a alta presion (high-pressure gas foaming)

e Técnicas de disefio de arquitecturas tridimensionales por modelado rapido (rapid
prototyping, RP o solid free-form, SFF):

- Laminacion (sheet lamination, laminate objet manufacturing, LOM)

- Impresion tridimensional (adhesion bonding, 3DP)

- Sinterizado por laser (laser sintering)

- Fotopolimerizacion (photopolymerization)

- Deposicion de gotas (droplet deposition, fused-deposition modelling, FDM)

¢ Matrices nanoestructuradas y matrices bioactivas:

- Matrices  nanofibrosas  (nanofibrous  scaffolds):  electrohilado
(electrospinning)

- Autoensamblado molecular (molecular self-assembly)
- Separacion de fases (phase separation)
- Nanocompuestos porosos (porous hanocomposite scaffolds)

- Andamiajes bioactivos (bioactive scaffolds)

Las nanofibras resultan de notable interés debido a la generacion de una
estructura altamente porosa de elevada relacion area/volumen. Las matrices constituidas

por nanofibras se pueden obtener con geometrias que permitan rellenar defectos
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anatomicos y su arquitectura puede disefiarse para obtener las propiedades mecanicas
necesarias para soportar el crecimiento, proliferacion, diferenciacion y movilidad
celular. Asimismo, pueden contener factores de crecimiento, drogas, principios activos
y genes para estimular la regeneracién de tejidos. Una propiedad inherente de las
nanofibras es su alta capacidad de imitar la matriz extracelular de los tejidos y 6rganos,
un complejo compuesto formado por proteinas fibrosas, proteinas solubles y otras
moléculas bioactivas que permiten la adhesion y el crecimiento celular. Sin embargo,
los estudios de las interacciones célula-nanofibra, la elucidacion y el entendimiento
completo de la influencia de las nanofibras en las rutas bioquimicas y los mecanismos
de las sefiales que regulan el comportamiento celular requieren de mayor investigacion.

Las técnicas mecanicas convencionales permiten obtener fibras con diametros en
el orden del micrémetro. Si bien estos tamafios se utilizan en muchas aplicaciones,
existen otras que requieren didmetros de decenas a cientos de nandémetros. El
electrohilado (electrospinning) es una de las técnicas de procesamiento que presenta
mayores ventajas para la produccion de nanofibras. Esta tecnologia se discutira en el
Capitulo 8.

La morfologia de las estructuras micro/nanofibrosas obtenidas por
electrospinning produce tamafios de poros que son generalmente menores (< 50 um) y
mas tortuosos que los producidos por otros métodos tales como evaporacion de solvente
y disolucion de particulas y separacion de fases inducida térmicamente. Por lo tanto, los
métodos de sembrado de altas densidades de células no resultan efectivos para obtener
una distribucién uniforme en matrices de espesor elevado. Existen diversas
aproximaciones para sobrellevar el problema de la microintegracién en las que la matriz

fibrosa se genera al mismo tiempo que se ubican las células [52].
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Capitulo 2: Obijetivos de la Tesis

Objetivos y estrategia

El objetivo general de esta tesis es estudiar una serie de nuevos sistemas
poliuretanicos biorreabsorbibles de interés en el campo biomédico, en particular para la
preparacion de filmes y matrices altamente porosas aplicables en ingenieria de tejidos

bioldgicos.

Para ello, se plantean los siguientes objetivos particulares:

e Sintetizar y caracterizar poliésteres de e-caprolactona con grupos terminales
hidroxilo, diferente nimero de brazos y peso molecular, y baja polidispersidad, para su
incorporacién en la formulacion de poliuretanos, con dominios blandos semicristalinos
(Capitulo 3).

e Sintetizar y caracterizar nuevos extendedores de cadena difuncionales con
grupos hidroxilo terminales y estructuras quimicas que permitan: i) incrementar las
fuerzas de interaccion entre cadenas poliuretanicas adyacentes aumentando la cohesion
en los dominios duros, y/o ii) incorporar grupos funcionales hidrolizables. En el
Capitulo 4 se describe la sintesis de dos extendedores de cadena alifaticos con grupos

urea y de un extendedor de cadena aromatico con grupos éster.

e  Optimizar la sintesis de poliuretanos segmentados biorreabsorbibles para obtener
materiales elastoméricos a partir de PCL diol, diisocianatos alifaticos (HDI o LDI) y
nuevos extendedores de cadena disefiados para favorecer morfologias de fases separadas
(Capitulo 5).

e Evaluar el efecto de los diferentes extendedores de cadena y segmentos duros en

las propiedades térmicas y mecéanicas de los poliuretanos sintetizados (Capitulo 6).

e Estudiar las propiedades bioldgicas in vitro de los poliuretanos, a partir de
ensayos de adsorcion proteica, adhesion y activacion plaquetaria, formacion de trombos

y citotoxicidad, para evaluar algunos aspectos de la biocompatibilidad (Capitulo 7).

e Preparar y caracterizar matrices poliuretanicas micro/nanofibrosas mediante la
técnica de electrospinning, estableciendo los parametros 6ptimos de procesamiento para

la obtencion de membranas con fibras uniformes (Capitulo 8).
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e Estudiar el comportamiento degradativo de membranas poliuretanicas porosas y
no porosas en distintos medios acuosos, a través de ensayos acelerados y en condiciones
fisioldgicas, examinando la relacion existente entre la composicion, la morfologia y la

estabilidad hidrolitica y oxidativa de las mismas (Capitulo 9).

e Obtener y caracterizar redes poliuretanicas con hidrofilicidad controlada
empleando PCL estrella de diferentes pesos moleculares y numero de brazos como
componente hidrofébico, y poli(etilenglicol) (PEG) como componente hidrofilico
(Capitulo 10).

Esquema de general de la tesis

Capitulo 3 Capitulo 4
Sintesis y caracterizacién Sintesis y caracterizacion de
da poliésteres extendedores de cadena

Capitulo 6

Capitulo 5 Capitulo 7
Estudio del efecto del segmento
i Sintesis y caracterizacion de Estudio de propiedades
duro en las propiedades
A oo pollureta.nos segmentados biologicas in vitro

termicas y mecanicas

Capitulo 8 Capitulo 9
Obtencidn y caracterizacion de matrices Estudio de la estabilidad
poliuretanicas porosas micro/nanofibrosas hidrolitica y oxidativa

Capitulo 10

Obtencidn y caracterizacion de redes
poliuretanicas biorreabsorbibles con
hidrofilicidad controlada
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Capitulo 3: Sintesis y caracterizacion de poliésteres alifaticos

3.1 Introduccion

Los poliésteres alifaticos, junto con los policarbonatos, polianhidridos, poli(3-
hidroxialcanoatos), poli(ortoésteres), polifumaratos, polifosfacenos y poli(aminoacidos),
son los polimeros sintéticos hidrolizables més conocidos. Entre los poliésteres alifaticos
mas estudiados se encuentran principalmente homo y copoliésteres al azar, en bloque,
injertados, estrella e hiperramificados. Principalmente, los mondémeros utilizados en el
campo biomédico son lactonas (B-butirolactona, o-valerolactona, e-caprolactona y

dioxanona), lactidas (L-LA y D,L-LA) y glicolida (Esquema 3.1).

Q2 0
ot/
E )n n =1 : p-propionolactona (gPL) n
n=2: §-valerolactona (VL) p
n=3: e-caprolactona  (eCL)

_..n\'l\‘lRIl
R'=R’=R*-R*=H : Glicolida
H3 2 1_g3- " -
R°=R'=H y R=R"= Me : L-Lactida (L-LA)
o} R?=R‘=Me y R'=R®=H : D-Lactida (D-LA)
R'=R‘=H y R’=R’= Me : Meso-Lactida (meso-LA)
D-LA/L-LA = 50/50 LA racemica (D,L-LA)

Esquema 3.1: Polimerizacion por apertura de anillo de lactonas, lactidas y glicolida.

La sintesis de poliésteres alifaticos con composicion quimica y arquitectura
controladas, resulta de alto interés en la preparacion de sistemas poliméricos
degradables para diversas aplicaciones temporarias, entre las que se incluyen los
dispositivos para liberacion controlada de farmacos y principios activos y la ingenieria
de tejidos [1], asi como aplicaciones ecologicas.

La poli(e-caprolactona) (PCL) es un poliéster alifdtico biodegradable
ampliamente investigado por sus interesantes aplicaciones en el campo biomédico y
ecologico. La PCL posee un caracter hidrofobico (debido a la presencia de cinco grupos
metileno y un grupo éster relativamente polar), una morfologia semicristalina, excelente
biocompatibilidad y degradabilidad hidrolitica y enzimatica (esta ultima adquiere

relevancia en suelos) a largo plazo, generando subproductos no toxicos.
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La biorreabsorbabilidad de PCL puede explotarse para el disefio de
biomateriales para aplicaciones temporarias en las que se busca la degradacion o
eliminacion total del material una vez implantado en el organismo. Por lo tanto, el
empleo de PCL en la formulacion de poliuretanos permite la obtencion de materiales
con segmentos biorreabsorbibles. La utilizacion de poliésteres polioles incorpora en la
cadena polimérica principal enlaces que pueden escindirse por hidrolisis gradual con
mayor o menor velocidad dependiendo de la composicion. Otros poliésteres
comunmente utilizados para la formulaciéon de poliuretanos son los copolimeros de
g-caprolactona con lactidas, P(CL-co-LA), P(CL-co-p,L-LA, P(CL-co-GA). Por su
parte, los copolimeros en bloque de PCL con segmentos centrales hidrofilicos de
poli(6xido de etileno) (PEO) [2,3] o las mezclas PCL/PEO [4-7] permiten controlar la
hidrofobicidad/hidrofilicidad de los poli(éster éter uretanos) a partir de la longitud de
cadena de los bloques.

Si bien la PCL se encuentra disponible comercialmente con distintos pesos
moleculares, el analisis espectroscopico de estos productos reveld la presencia de una
mezcla de especies constituida por iniciador no reaccionado e iniciador parcial o
totalmente reaccionado. Marcos-Fernandez y colaboradores reportaron que PCL diol
(Aldrich Chemical Co.) 2000 Da, consiste en una mezcla de 5 % de dietilenglicol
(DEG, iniciador), 32 % de DEG monosustituido y 63 % de DEG disustituido [8]. Los
porcentajes de iniciador e iniciador monosustituido aumentan en PCL 1250 Da y 530
Da, indicando una importante falta de uniformidad en la longitud de cadena de las
especies.

En la sintesis de poliuretanos el uso de macrodioles con alta dispersion de
longitudes de cadena tiene una influencia notable en la morfologia y separacion de
fases. Por lo tanto, la necesidad de disponer de polioles hidrolizables con longitud de
cadena uniforme, funcionalidad controlada y adecuado peso molecular requiere de una
cuidadosa sintesis y caracterizacion de los productos. La longitud de cadena influye en
la cristalinidad del poliéster, mientras que la uniformidad tiene una influencia
importante en el grado de separacion de fases en los sistemas poliuretanicos, y el
conocimiento del peso molecular exacto es importante en la formulacion de
poliuretanos [9].

En este capitulo se describe la sintesis y caracterizacion de poli(e-caprolactona)
con grupos terminales hidroxilo y diferente arquitectura (lineal y estrella). Los

poliésteres lineales se disefiaron para su empleo como macrodiol en la sintesis de
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poli(éster uretanos) lineales (Capitulo 5), mientras que los poliésteres estrella se
sintetizaron para su utilizacion en la formulacion de redes poliuretanicas, en donde

actuan como componente entrecruzante degradable (Capitulo 10).

3.1.1 Reaccion de polimerizacion por apertura de anillo (ROP)

Los poliésteres pueden sintetizarse mediante dos métodos distintos:
policondensaciébn y polimerizacion por apertura de anillo. El método de
policondensacién de una mezcla de dioles y diacidos (o derivados de acido), o de
hidroxiacidos, posee algunas importantes desventajas. Para alcanzar una elevada
conversion y peso molecular, este método requiere de condiciones extremas, tales como
una elevada temperatura y largos tiempos de reaccion, eliminacion continua de
subproductos de reaccion para desplazar el equilibrio (agua) y un balance
estequiométrico preciso entre los reactivos.

La polimerizacion por apertura de anillo (ROP) de lactonas (ésteres ciclicos),
lactidas y glicolida (diésteres ciclicos) y acetoacetales ciclicos es un método alternativo
para producir poliésteres de alto peso molecular y baja polidispersidad, con mayor
control del proceso, ya sea en masa, solucion, emulsion o dispersion (Esquema 3.2).
Asimismo, mediante esta via se pueden obtener copoliésteres bien definidos, incorporar
grupos funcionales terminales especificos disponibles para reacciones posteriores a la
polimerizacion, introducir moléculas activas como vitaminas, hormonas y farmacos, o
preparar macromonomeros, técnica que ha abierto el campo de la sintesis de

copolimeros de injerto con bloques biodegradables [10].

o o)

n g* M—O0—R.'e—» /O\P/R\)J\ *R‘
M O ]n
L/
miciador /

monomero . polimero
catalizador

Esquema 3.2: Representacion esquematica de la polimerizacion por apertura

de anillo de un éster ciclico, donde R = (CH;),.; y/o (CHR").

Los iniciadores o catalizadores disponibles para este tipo de polimerizacion son
muy variados, incluyendo 4cidos protonicos, acidos de Lewis, hidroxidos alcalinos,

compuestos organometéalicos que contienen Zn, Sn, Al (como por ejemplo, octoato de
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estafio, isopropoxido de aluminio, alcoxidos de metales de transicion) y también tierras
raras como ytrio y derivados de lantanidos (Sm, Ce, Lu). Dependiendo del iniciador
empleado, la ROP puede proceder mediante tres mecanismos principales:

polimerizacion catidnica, anidnica o via coordinacion-insercion [11] (Esquema 3.3).

pP—O*
2

9 Rr/o\\(—‘ s R o
P++E—JR L + I p/\gr\/\ll

a)

@)
]

S A R)LJO-W

b)
o %
M—OR + L o 7o i
- ﬁ— .
~ I _/M__OJ ~—~M—0" “R—-C—OR
c)

Esquema 3.3: Mecanismos de polimerizacion por apertura de anillo: a) cationica,

b) anionica y ¢) via coordinacion-insercion.

Ademas, es posible el empleo de otras vias de reaccion tales como iniciacion
radical, zwitterionica, o mediante compuestos con hidrogenos activos, técnicas que no
estan muy extendidas. El empleo de condiciones mas suaves (bajas temperaturas y
tiempos cortos) permite evitar reacciones de transesterificacion intra- o intermolecular,
la formacion de copolimeros en bloque y oligbmeros ciclicos que aumentan la

polidispersidad.

La polimerizacion mediante ROP llevada a cabo mediante un mecanismo de
coordinacién-insercion presenta la ventaja de un mejor control de la estructura de los
poliésteres sintetizados, y permite la obtencion de mayores pesos moleculares y

rendimientos. El empleo de iniciadores mono o difuncionales permite la sintesis de
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homo y copoliésteres lineales, mientras que al utilizar iniciadores polifuncionales se
obtienen homo y copoliésteres tipo estrella. Los polimeros estrella son moléculas que
contienen un punto de ramificacion del que emanan cadenas lineales, denominadas
brazos. El numero de brazos del polimero depende de la funcionalidad del iniciador
empleado. A su vez, estos brazos pueden variar o no en su composicion y grado de
polimerizacién [12].

Entre los catalizadores disponibles, el 2-etilhexanoato de estafio — cominmente
conocido como octoato de estafio, Sn(Oct), — (Esquema 3.4) se emplea frecuentemente
en la ROP de lactonas y lactidas. Este compuesto organometalico presenta alta
eficiencia y baja toxicidad, y posee aprobacion en EEUU por la American Food and

Drug Administration (FDA) como aditivo alimentario.

o/ e

Esquema 3.4: Estructura quimica de 2-etilhexanoato de estafio.

El mecanismo de polimerizacion ha sido ampliamente discutido en la literatura.
El Sn(Oct), no es un iniciador de la reaccion dado que el peso molecular no depende de
la relacion molar [mondémero:Sn(Oct),]. Los dos mecanismos propuestos difieren
ligeramente (Esquema 3.5):
a) Kiricheldorf y colaboradores propusieron un mecanismo donde el alcohol
coiniciador y el mondémero se coordinan al Sn(Oct), antes de la propagacion [13];
b) Penczek y colaboradores presentaron un mecanismo de coordinacién-insercion
donde el grupo hidroxifuncional coordina al Sn(Oct), formando un iniciador complejo

de alcoxido de estafio antes de la polimerizacion [14].
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ﬁ H
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Esquema 3.5: Mecanismos principales de ROP propuestos con Sn(Oct), como catalizador:
a) complejacion de un mondmero y un alcohol antes de ROP de &-CL y b) formacion de un

alcoxido de estafio antes de ROP de e-CL.

De este modo, el alcohol cumple una doble funcion. Por un lado, permite el
control del peso molecular del producto final mediante el ajuste de su relacion molar
con respecto al monémero. Por el otro, actia como un coiniciador de la reaccion de
polimerizacion, controlando el nimero de brazos de cadenas poliméricas de acuerdo a

su funcionalidad.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Materiales

g-caprolactona  (e-CL), trietilenglicol (TEG), glicerol, pentaeritritol,
2-ctilhexanoato de estafio (octoato de estafio, Sn(Oct),), 1,2-dicloroetano, anhidrido
ftalico y piridina se compraron a Aldrich Chemical Co. También se emplearon
N-metilimidazol (Fluka), anhidrido acético (Mallinckrodt Chemical Inc.), ftalato acido

de potasio (Merk Co.) e hidroxido de potasio (Cicarelli). Los polioles se secaron bajo
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vacio a 60 °C durante 24 horas antes de usar. El resto de los reactivos se utilizd sin

previa purificacion.

3.2.2 Sintesis de poli(e-caprolactonas)

3.2.2.1 Sintesis de poli(e-caprolactona) diol

La sintesis de poli(e-caprolactona) diol (PCL diol) se efectu6 mediante
polimerizacion por apertura de anillo de &-CL iniciada por TEG y catalizada por
Sn(Oct), (0,1 % p/p e-CL). Heijkants y colaboradores mostraron que cuando se emplea
PCL con peso molecular menor a 1600 Da como segmento blando en la formulacion de
poliuretanos segmentados se producen dominios blandos completamente amorfos [9].
Por lo tanto, se emple6 una relacion estequiométrica [e-CL:TEG] [16:1], para sintetizar
un poliéster lineal de peso molecular tedrico (Mn¢) de aproximadamente 2000 Da, que
permitiria obtener poliuretanos con dominios blandos semicristalinos.

La reaccion se llevo a cabo en un balon de dos bocas, en bafio de aceite de
siliconas a 130 °C con agitacion magnética, reflujo y burbujeo de nitrégeno durante 24
horas (Esquema 3.6). El producto se dejo enfriar y se disolvidé en cloroformo, se
precipitod sobre hexano con agitacion continua en bafio de hielo y se aislé por filtracion.

Finalmente se sec6 bajo vacio a temperatura ambiente hasta peso constante.

o)
O 0
] N HO{\/\O+H 130°C, 24h
3 N,, Sn(Oct),
TEG
e-CL
0
Héo O\/\O /\/Ov\oQ\/\/\/O>\H
n-m m

O
Poli(e-caprolactona) diol (PCL diol)

Esquema 3.6: Sintesis de PCL diol partir de e-CL y TEG.
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3.2.2.2 Sintesis de poli(e-caprolactonas) estrella

La sintesis de PCL con distinta longitud de cadena y funcionalidad mayor que
dos se efectuo de la siguiente manera:

Sintesis de poli(e-caprolactona) con tres brazos: El monémero (e-CL), glicerol
(iniciador de funcionalidad teérica de tres grupos hidroxilo por mol) y el catalizador
(0,1 % p/p e-CL) se colocaron en un baléon de dos bocas. Se emplearon las relaciones
estequimétricas [¢-CL:OH]: [2:1], [3:1] y [8:1]. La reaccion de polimerizacion se llevo a

cabo a 130 °C con agitacion magnética, reflujo y burbujeo de nitrogeno durante 24 horas

(Esquema 3.7).
OH H
NN
HO OH O
Glicerol
130°C  24h
" -,

N2 Sn(OCt)z

o
Q a
0 (0]
n Q H O\/I\/O o)
O H
c b
O
&-CL PCL estrella iniciada por glicerol

Esquema 3.7: Polimerizacion de €-CL iniciada por glicerol.

El producto se dejo enfriar y se disolvid en cloroformo, se precipitd sobre
hexano con agitacion continua en bafio de hielo y se aisld por filtracion. Finalmente se

seco bajo vacio a temperatura ambiente hasta peso constante.

Sintesis de poli(e-caprolactona) con cuatro brazos: El monomero (e-CL) y el
pentaeritritol (iniciador de funcionalidad teérica de cuatro grupos hidroxilo por mol) se
colocaron en una ampolla de vacio. Se emplearon las relaciones estequiométricas
[e-CL:OH]: [8:1], [15:1] y [30:1]. Dado que el pentaeritritol no es soluble en e-CL, la
mezcla de reaccion se homogeneizé mediante sonicacion. Posteriormente se agregd el
catalizador (0,1 % p/p &-CL), se solidificd con mezcla frigorifica de acetona/hielo seco

y se evacuo la ampolla bajo vacio.
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La mezcla de reaccion en estado liquido a temperatura ambiente se calentd a
140 °C durante 24 horas con agitacion magnética (Esquema 3.8). El producto se dejo
enfriar y se disolvid en diclorometano, se precipitd sobre metanol con agitacion
continua en bafio de hielo y se aislo por filtracion. Finalmente se secd bajo vacio a

temperatura ambiente hasta peso constante.

H
PN
(0]
OH
HO OH
HO o
- a
Pentaeritritol O o
140°C 24h o
+ EEE——— H O O H
N, Sn(Oct), O p b
o) o o}
(0]
n 0]
e-CL
0]
~~/L~¢
H

PCL estrella iniciada por pentaeritritol

Esquema 3.8: Polimerizacion de e-CL iniciada por pentaeritritol.

3.2.3 Métodos de caracterizacion

Se emplearon las siguientes técnicas de caracterizacion fisicoquimica para los

reactivos, mondmeros y polimeros sintetizados:

3.2.3.1 Espectroscopfa de resonancia magnética nuclear (*H NMR)

Los estudios mediante NMR permitieron elucidar la estructura quimica de los
polimeros sintetizados (funcionalidad efectiva de los alcoholes iniciadores, composicion
en términos de nimero de brazos y longitud promedio de cadena), asi como también

determinar sus valores de peso molecular promedio en namero (Mn).
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Las determinaciones se efectuaron con un espectrometro de NMR Bruker
AM-500 de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires (UBA) y espectrometros Bruker 300, Varian 400 y 500 del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Polimeros del CSIC, Madrid, Espafia. En todos los casos se utilizé6 como

solvente cloroformo deuterado (CDCl;).

3.2.3.2 Cromatografia de exclusiéon de tamafios (SEC)

Los andlisis mediante SEC permitieron determinar la distribucion de pesos
moleculares y valores promedio Mn y Mw. El indice de polidispersidad se calcul6 como
Mw/Mn. Los ensayos se llevaron a cabo en Cromatografo Waters 244 empleando:
solvente: CHCIj;, velocidad de flujo: 1 ml.min”', volumen inyectado: 50 pl, columnas:
Waters Ultrastyragel 10* A (5000 - 600000) — Waters Ultrastyragel 10° A (200 - 30000)
— Waters Styragel HR-1 100 A (10 - 5000). Calibracion: estandares de poliestireno de
Myico = 785, 1460, 1950, 5000, 9075 y 34100.

3.2.3.3 Determinacion de Mn por titulacion de grupos hidroxilo terminales

a) Acetilacién con anhidrido acético [15]: Los grupos hidroxilo terminales de los
poliésteres se acetilaron con anhidrido acético (Esquema 3.9), empleando
1,2-dicloroetano como solvente, N-metilimidazol como catalizador y burbujeo de

nitrogeno a 100 °C durante 15 minutos.

I
o o) N o o)
n + X R——(@OH)y — X R + n
o) o OH

Esquema 3.9: Esterificacion de hidroxilos terminales con anhidrido acético.

El exceso de anhidrido acético no reaccionado se hidrolizo mediante el agregado
de H,O a 100 °C durante 5 minutos. El acido acético producido se titulé con solucion
estandar de KOH 0,5 N (Esquema 3.10). La titulacion se siguid potenciométricamente
y el punto final se determin6 a partir de la derivada segunda del potencial con respecto

al volumen de titulante.
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o e}
)J\ + KOH — )L +  HyO
OH oK*

Esquema 3.10: Titulacion del exceso de anhidrido acético hidrolizado.

A partir de los resultados obtenidos, los valores de Mn de los poliésteres se

calcularon de la siguiente manera:

(B-A)-56,11-N neq-56,11-1000
OH — Mn =
W(9) N on

donde: B y A son los volimenes de soluciéon de KOH empleados para titular el blanco y
la muestra, respectivamente; N es la normalidad de la solucion de KOH empleada; W es
la masa (en gramos) de polimero empleada en la determinacion; Non es el numero de
hidroxilos del polimero; neq es el nimero de equivalentes tedrico por mol de polimero.

Las determinaciones se efectuaron por triplicado.

b) Norma ASTM D 4274-99 [16]. Se empled el método B (botella a presion con
anhidrido ftalico) recomendado para poliéteres y poliésteres, donde los grupos hidroxilo
se esterificaron con una solucion de anhidrido ftalico (Esquema 3.11) en piridina en

una botella a presion a 98 °C durante 2 horas.

e}

n O + x R—(OH), —> x + n-xm

o

Esquema 3.11: Esterificacion de hidroxilos terminales con anhidrido ftalico.

El exceso de reactivo hidrolizado se tituld con solucién estandar de KOH 0,5 N

(Esquema 3.12). El punto final de la titulacion se determinoé potenciométricamente.
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(e} (e}
OH oK*
n-x.m + 2m-xm) KOH —> n-xm +  2.(n-xm) HO
OH oK*
(e} o
o o
R R
(¢} O
X + xm KOH —> x + xm H,O
OH oK*
m m
o o

Esquema 3.12: Titulacion del exceso de anhidrido ftalico hidrolizado.

Los valores de Mn de los poliésteres se calcularon del mismo modo que en el

caso de la acetilacion con anhidrido acético.

3.2.3.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El andlisis efectuado mediante DSC permitid determinar las propiedades
térmicas de los productos sintetizados, tales como temperatura de transicion vitrea (Tg),
temperatura y entalpia de fusion (T, y AHp, respectivamente) y porcentaje de
cristalinidad (X.). Los ensayos se llevaron a cabo en los calorimetros Perkin-Elmer Pyris
1 (desde temperatura ambiente) y Shimadzu DSC-50 (desde -120°C) empleando purga
de nitrégeno y velocidad de calentamiento de 10 °C.min™. La Ty se midio en el inicio de

la transicion (onset). X. se calculd mediante la relacion:

AH , experimental
AH teorico

X, (%) = 100

donde se tom6 como valor de AHy, tedrico el de la entalpia de fusion para PCL 100%
cristalina (148,05 J.g™") [17].

3.2.3.5 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Se empled un espectrometro FTIR Mattson Genesis II. Los espectros de las

muestras, preparadas en forma de discos empleando KBr, se obtuvieron a temperatura
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. . . ., -1 Sre .
ambiente realizando 64 barridos con una resolucidon de 2 cm™. Los analisis efectuados
permitieron la identificacion de grupos funcionales presentes en los polimeros

sintetizados.

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Caracterizacion de poli(e-caprolactona) diol

El proceso de obtencion de poliuretanos lineales con elevado peso molecular
requiere de una relacion equimolar de grupos funcionales. Por este motivo, es
fundamental la determinacion precisa del peso molecular y la funcionalidad de los
mondmeros [7], en particular del macrodiol sintetizado, aspecto que se tratara en las
secciones siguientes. Si bien la funcionalidad del diisocianato no se determina
directamente, si se determina la relacion [NCO:OH] que conduce a mayor peso

molecular del poliuretano.

3.3.1.1 Espectroscopfa de resonancia magnética nuclear (*H NMR)

El analisis por espectroscopia de 'H NMR aportd considerable informacién
estructural de la PCL diol sintetizada. El ensayo se llevo a cabo disolviendo una alicuota
de la muestra en cloroformo deuterado, y esterificando los grupos hidroxilo terminales
con anhidrido trifluoroacético.

Debido a la presencia de dos grupos hidroxilo por molécula de TEG, es posible
que uno o los dos grupos actuaran como iniciadores, reaccionando con &-CL para
formar brazos de PCL. De este modo, existen diferentes especies presentes en la sintesis
de PCL realizada. Los hidrogenos de grupos metileno de caprolactona adyacentes a
grupos hidroxilo terminales esterificados con anhidrido trifluoroacético se indican como
a' ; los hidrégenos de grupos metileno de caprolactona adyacentes a grupos éster de la
unidad repetitiva se nombran como a; los hidrogenos de grupos metileno de
trietilenglicol adyacentes a grupos hidroxilo esterificados con g-caprolactona se indican
como a; y los hidrogenos de grupos metileno de trietilenglicol adyacentes a grupos
hidroxilo terminales esterificados con anhidrido trifluoroacético corresponden a los o'

(Esquema 3.13).
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(@]
b d a c e p v a i
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Esquema 3.13: Estructuras quimicas de TEG a) disustituido y b) monosustituido con PCL,
esterificado con anhidrido trifluoroacético en ambos casos, mostrando las asignaciones del

espectro "H NMR.

De este modo, las sefiales de los hidrogenos a' se separan de las de los
hidrogenos a, y las sefiales de los hidrogenos o' se separan de las de los hidrogenos o
en el espectro de '"H NMR, permitiendo la cuantificacién del numero de brazos de
caprolactona, unidades de caprolactona por cadena y Mn de PCL diol. Aplicando la

siguiente ecuacion se pudo determinar el porcentaje de especies disustituidas (PCL;):

o

PCL, (%) = -100 = 90,42

'

a+ao

Este resultado indicod que los oligdbmeros de PCL diol estan constituidos por dos
especies: un 90,42 % de iniciador se encuentra disustituido (PCLz) y un 9,58 %
monosustituido (PCL;). Por su parte, no se encontrd6 TEG libre. A partir de este

resultado se calculd la funcionalidad efectiva (fe) del trietilenglicol:

fe =2-0,9042+1-0,0958 =1,90

El porcentaje de grupos hidroxilo reaccionados con &-CL se determind de la

siguiente manera:

OH reaccionados (%) = 2PCL, +1-PCL

=9521

Luego se calculd la longitud promedio de cadenas de PCL (Ln) como:
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_a+a'
==

Ln

=10,78

Finalmente, se obtuvo el valor de peso molecular promedio en numero (Mnymg)

para la PCL diol sintetizada:

Mnnwr (Da)= 150,17 +1,9-10,78 - 114,15 = 2488,19

En la Figura 3.1 se muestra el espectro de 'H NMR para PCL diol esterificada

con anhidrido trifluoroacético y la correspondiente asignacion de senales.

a b, d,d

5,0 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 15 10

S (ppm)

Figura 3.1: Espectro 'H NMR de PCL diol.

En la Tabla 3.1 se resumen los resultados obtenidos por espectroscopia de

'H NMR para PCL diol.

Tabla 3.1: Resultados obtenidos mediante '"H NMR para PCL diol iniciada por TEG.

i 0,
Reactivos Relacion o ¢ reacc(i)o|_rl1ados Eopecies (e TEG 00 Ln° M M
[e-CL:OH] * ° o . Mono-  Di- (Da)  (Da)
(%) Libre
sust. sust.
+
TSESL 8:1 2 1,9 9521 0 958 9042 10,8 1977 2490

? Funcionalidad tedrica segin namero de hidroxilos del iniciador.

® Funcionalidad efectiva del iniciador determinada por "H NMR (comparando las integraciones de o' y o,
a 4,5y 4,25 ppm, respectivamente).

¢ Longitud promedio de cadenas de PCL determinada por '"H NMR (comparando las integraciones de a'y
a, a 4,35y 4,10 ppm, respectivamente).

4 Mn tedrico calculado de acuerdo a la relacion [e-CL:OH].
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Los resultados obtenidos muestran la ausencia de TEG en el producto final, asi
como un elevado grado de sustitucion del iniciador, con mas de un 90 % de especies
disustituidas. De este modo, la longitud promedio de cadenas de PCL supera
ligeramente al valor tedrico de 8 unidades, debido a la presencia de especies
monosustituidas de PCL-TEG.

Estos resultados, si bien normalmente no se informan en literatura, resultan de
significativa importancia ya que son indicadores de la uniformidad de los bloques de

poliéster a emplear en la sintesis de poliuretanos.

3.3.1.2 Cromatografia de exclusion de tamafios (SEC)

La cromatografia SEC determind que la PCL diol presenta un indice de
polidispersidad de 1,21 (Mn = 2650 y Mw = 3200). Esta baja polidispersidad indica que
existe una estrecha distribucion de longitudes de cadena, lo que favorece la sintesis de

poliuretanos segmentados con mejor separacion de microfases.

3.3.1.3 Determinacion de Mn por titulacién de grupos hidroxilo terminales

Un problema observado durante las titulaciones con anhidrido acético fue la
permanencia de dos fases inmiscibles. Esta falta de homogeneidad podria introducir un
error en las determinaciones. Por lo tanto, se emplearon diferentes solventes (cloruro de
metileno, cloroformo, 1,2-dicloroetano) con el objeto de determinar la influencia del
solvente utilizado. También se vario el tiempo de acetilacion e hidrélisis y se observo si
la presencia del polimero en la solucion afecta el medio de la titulacion. A pesar de los
cambios efectuados en ningln caso se obtuvieron mejores resultados. Para dilucidar si
la presencia de dos fases altera o no la medicion se utiliz6 como método alternativo la
titulacion con anhidrido ftalico.

El empleo de la técnica recomendada por la norma ASTM: D 4274-99 mostrod
algunas ventajas con respecto a la anterior dado que resulté mas facil de implementar,
las titulaciones se llevaron a cabo en una unica fase y con mayor rapidez, y los puntos
finales se determinaron de una manera mas precisa. Se obtuvo un valor de Mn = 2250

Da para PCL diol, que resulto el mas proximo al valor teorico.
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3.3.1.4 Andlisis térmico por Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En el andlisis por DSC se observo un cambio de pendiente a —69,3 °C asignado a
la T, de PCL diol, y un pico endotérmico que presenta un maximo en 50,5 °C
(AH,, = 96,9 J.g"'), asignado a la fusion de la fase cristalina (Figura 3.2),

correspondiente a un X, de 65,5 %.

-69,3 °C
o
x
(T}
=
S
S
@
O
[}
©
o
=
= }
50,5°C
T T T T T T T
-100 -50 0 50 100

Temperatura (°C)

Figura 3.2: Termograma de PCL diol.

En la Tabla 3.2 se resumen los resultados obtenidos por diversas técnicas para la

caracterizacion de la PCL diol sintetizada:

Tabla 3.2: Datos de la caracterizacion de PCL diol.

y SEC DSC
Relac‘:lon Mng Mne® M
[e-CL : OH] Mn Mw Pl T4(C) Tn(°C) X (%)
8:1 1977 2250 2490 2650 3200 121 -693 50,5 65,5

* Mn teorico calculado de acuerdo a la relacion [e-CL:OH].

® Titulacién por el método de anhidrido ftalico.

3.3.1.5 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

El espectro de infrarrojo de PCL diol mostr6 las tipicas sefiales de un poliéster

alifatico (Figura 3.3). Algunas de ellas son: 3535 cm” (vO-H), 2945 cm’™ y 2866 cm’
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(vaC-H y vsC-H en CH,, respectivamente), 1723 cm’! (vC=0 en éster), 1471 cm’,
1419 cm™, 1398 cm™ y 1368 cm™ (8C-H en CH,), 1246 cm™ y 1194 cm™ (vC-O-C en
éster) y 1108 cm™ (vC-O-C en éter).

1723 cm™
1246 cm™
1194 cm™
2945 cm™
Ko 1
(&) -1
c 2866 cm R
3 1108 cm™
S
%)
Q
< | 3535 cm™
ya

T T T T 74 T T T T T T T T T T T
3500 3000 2000 1750 1500 1250 1000 750

NGmero de Onda (cm™)

Figura 3.3: Espectro infrarrojo de PCL diol.

3.3.2 Caracterizacion de poliésteres estrella
3.3.2.1 Caracterizacion de poli(e-caprolactona) de tres brazos

3.3.2.1.1 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (“H NMR)

El analisis mediante espectroscopia de "H NMR aport6 considerable informacion
estructural de las PCL estrella sintetizadas [18]. La presencia de tres grupos hidroxilo
por molécula de glicerol permite la iniciacion de la polimerizacion por apertura de
anillo de &-CL a partir de uno, dos o los tres grupos. La existencia de especies de PCL
con uno y dos brazos se puede explicar por el impedimento estérico producido por las
cadenas en crecimiento adyacentes a grupos hidroxilo de glicerol. Como resultado de la
menor funcionalidad efectiva del iniciador coexisten diferentes especies producto de las
reacciones.

Algunos estudios previos [18] mostraron que a baja relacion molar ([e-CL:OH]
de [5:1]) se observan en el espectro de "H NMR tres sefiales asignadas a los hidrogenos

de grupos metino de glicerol. Al aumentar esta relacion, disminuye hasta su
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desaparicion la sefial de menor desplazamiento quimico (J), y luego la sefial central,
permaneciendo sélo la sefial de mayor d a elevadas relaciones molares. Esto indica que
a baja relacion [e-CL:OH] existen especies de uno, dos y tres brazos de PCL, y a
medida que la relacion aumenta, se obtienen porcentajes menores (o nulos) de la especie
de un brazo, y luego de la especie de dos brazos, obteniéndose solo la especie de tres
brazos a elevadas relaciones molares ([e-CL:OH] de [40:1]) [18]. De este modo, las tres
sefales asignadas a los protones de grupos metino de glicerol se pueden correlacionar

directamente con las especies de diferente nimero de brazos.

=0
O O ' ' d f
¢ g c
HfoA/\/\H%O\/&/O\/A\V/\/\/O}H/\/\/\OH
o b b b b D d f‘ C' Cc o € g

a)

OH o
e g d f c
H\<O /\/\/\”%/O\/z\lz\/O\/A\'/\/\’/O>\H/\/\/\O|_|
o a b] b] d f C bo ¢ g

b)

OH o
e g d f c
HO\/&O\/A\,/\/\,/C)}\H/\/\/\OH
b] bl d f C aO € g
¢)

Esquema 3.14: Estructuras quimicas de glicerol a) trisustituido, b) disustituido y

¢) monosustituido con policaprolactona, mostrando las asignaciones del espectro 'H NMR.

El Esquema 3.14 muestra las estructuras quimicas de las especies sustituidas de
glicerol. Los hidrogenos de grupos metino de glicerol mono, di y trisustituido, se

nombran como aj, 8, Y as respectivamente; los hidrogenos de grupos metileno de
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glicerol mono y disustituido se indican como b1; los hidrogenos de grupos metileno de
glicerol trisustituido se nombran como by; los hidrogenos de grupos metileno de
caprolactona adyacentes a grupos hidroxilo terminales corresponden a C; y los
hidrogenos de grupos metileno de caprolactona adyacentes a grupos éster de la unidad
repetitiva se indican como C'.

A modo de ejemplo, en la Figura 3.4 se muestra el espectro de '"H NMR para
PCL estrella sintetizada con una relacion [e-CL:OH] de [8:1].

i
d, d
e g,e,d
E f, f
a b
A M)
N
I

5 (ppm)

Figura 3.4: Espectro de 'H NMR de PCL estrella con relacion [e-CL:OH] de [8:1].

Los porcentajes de especies de PCL con uno, dos y tres brazos (PCL;, PCL; y
PCL3, respectivamente) se determinaron entonces a partir de las integraciones de los

protones a en el espectro de 'H NMR. Se muestra como ejemplo el calculo para PCLa:

a4

PCLs (%) =——=2
a, +a, +a,

-100
Por su parte, el porcentaje de grupos hidroxilo reaccionados con &-CL se
determiné de la siguiente manera:

3.PCL, +2-PCL, +1-PCL,
3

OH reaccionados (%) =
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La funcionalidad efectiva (f¢) del iniciador glicerol, teniendo en cuenta sélo los
grupos hidroxilo que actuaron como iniciadores de la polimerizacion, se determiné a

partir de la ecuacion:

_3.PCL, +2-PCL, +1-PCL,

f
¢ 100

La longitud promedio de cadenas de PCL (Ln) se calculd a partir de las

integraciones de las senales de cy C":

_c+c
c

Ln

Finalmente, se obtuvieron los valores de peso molecular promedio en niimero

(Mnywr) para las PCL estrella sintetizadas:

Mnywr (Da) =M glicerol + fe Ln-M &-CL

En la Tabla 3.3 se presentan los resultados obtenidos mediante '"H NMR para

PCL sintetizadas con distinta relacion [e-CL:OH] empleando glicerol como iniciador.

Tabla 3.3: Resultados obtenidos por 'H NMR para los polimeros iniciados por glicerol.

a Relacion b QH Numer(zogs brazos c Mng Mnnwr

f; [e-CL : OH] fo reacilozr;ados 1 5 ; Ln (Da) (Da)
2:1 2,1 71,1 20,1 464 33,5 45 777 1170

3 3:1 2,5 83,5 52 392 556 63 1119 1890
8:1 2,7 89,1 1,1 30,6 683 13,1 2832 4130

* Funcionalidad tedrica segin el nimero de hidroxilos del iniciador.

® Funcionalidad efectiva determinada por 'H NMR (comparando las integraciones de az, a, y as, a 5,25,
5,07 y 4,90 ppm, respectivamente).

¢ Longitud promedio de cadenas de PCL determinada por 'H NMR (comparando las integraciones de C' y
C, a 4,05y 3,65 ppm, respectivamente).

4 Mn teérico calculado de acuerdo a la relacion [e-CL:OH].

Las funcionalidades efectivas obtenidas fueron menores a la tedrica y

aumentaron con el incremento de la relacion [e-CL:OH]. Lo mismo puede observarse
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considerando el porcentaje de grupos hidroxilo de glicerol que participaron en la
reaccion de polimerizacion en cada caso (porcentaje de OH reaccionados).

La abundancia de la especie PCL3 aumentd con el incremento de la relacion
[e-CL:OH], a expensas de las especies PCL; y PCL;. Esto puede observarse claramente
en la Figura 3.5. Las longitudes promedio de cadenas resultaron mayores a las teoricas,
disminuyendo la desviacion con el aumento de la relacion [e-CL:OH], debido al
aumento de la abundancia de la especie PCLs3.

Finalmente, los valores de Mn obtenidos (Mnywr) fueron aproximadamente un
50 % mayores que los esperados de acuerdo a la relacion [e-CL:OH]. Esta
sobreestimacion del valor de Mn indica que la técnica tiene alta potencialidad para la
determinacion de estructuras y es menos exacta para la estimacion de pesos

moleculares.

Relacion
a, [e-CL:OH]

. . — . .
5,4 5,3 5,2 5,1 5,0 4,9 4,8
5 (ppm)

Figura 3.5: Espectros de '"H NMR de los compuestos PCL estrella iniciados por
glicerol con diferentes relaciones estequiométricas de [¢-CL:OH] en la region que
permite determinar los porcentajes de especies con distinto numero de brazos. a;, a,
y ag corresponden a los hidrogenos de grupos metino de glicerol mono, di y

trisustituido.

3.3.2.1.2 Andlisis comparativo de los resultados obtenidos mediante otras técnicas

En la Tabla 3.4 se resumen los resultados de pesos moleculares obtenidos

mediante las técnicas de titulacion, SEC y NMR.
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Tabla 3.4: Valores de pesos moleculares obtenidos por diferentes
técnicas para PCL estrella iniciadas por glicerol.

[sf-{ggfigil] Mne M M —2 S:va P.I.
2:1 777 1060 1170 1690 2680 16
301 1119 1280 1890 2380 3660 1.5
8:1 2832 3130 4130 5430 8280 15

# Mn tedrico calculado de acuerdo a la relacion [e-CL:OH].

® Titulacion por el método de anhidrido ftalico.

Los valores de Mn obtenidos por titulacion resultaron superiores a los tedricos
(Mny) en todos los casos, y se aproximaron mas a estos ultimos al aumentar la relacion
[e-CL:OH].

Los valores de Mn obtenidos a partir del analisis de los espectros de NMR
resultaron mayores que los tedricos y que los obtenidos mediante la técnica de
titulacion, mostrando diferentes desviaciones para las distintas relaciones [e-CL:OH].

Los datos obtenidos por SEC mostraron que la polidispersidad de los materiales
resulté independiente de la relaciones [e-CL:OH] estudiadas. En todos los casos, los
valores de Mn obtenidos por SEC resultaron muy superiores a los teoricos y a los
calculados mediante las otras técnicas, debido a que la calibracion se realizd con
patrones de poliestireno, que presenta una estructura quimica y comportamiento
hidrodindmico muy diferentes al de los polimeros estrella analizados.

Finalmente, los valores de Mn obtenidos mediante la técnica de titulacion
resultaron en todos los casos los mas proximos a los valores tedricos, y fueron los

empleados en la sintesis de redes poliuretanicas (Capitulo 10).

3.3.2.1.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El analisis térmico mediante DSC (Tabla 3.5) mostré que todos los polimeros
sintetizados son semicristalinos, morfologia caracteristica de PCL con Mn mayores a
1000 Da. Las temperaturas de transicion vitrea y de fusion, y el porcentaje de

cristalinidad de los materiales aumentaron con el incremento de la relacion [e-CL:OH].
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Esta observacion es consistente con el aumento del peso molecular, el cual conduce a

mayor cristalinidad y en consecuencia a mayor T,y Tp.

Tabla 3.5: Propiedades térmicas de PCL iniciadas por glicerol.

Relacion DSC
Reactivos (e-CL:
oH)  To(C) Tn(C) X (%)

2:1 -74,5 47,8 47,7

Glicerol
+ 3:1 -71,9 51,1 54,7
e-CL
8:1 -64,3 54,3 68,1

3.3.2.2 Caracterizacion de poli(e-caprolactona) de cuatro brazos

3.3.2.2.1 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (‘H NMR)

Como en el caso de PCL de tres brazos, el analisis por espectroscopia de
'H NMR aportd considerable informacion estructural [19]. La presencia de cuatro
grupos hidroxilo por molécula de pentaeritritol permite la participacion de hasta cuatro
grupos reactivos en la iniciacion de la polimerizacién por apertura de anillo de &-CL.
Como en el caso de glicerol, el impedimento estérico producido por las cadenas en
crecimiento adyacentes a grupos hidroxilo conduce a una mezcla de especies con
distinto grado de sustitucion.

El Esquema 3.15 muestra las estructuras quimicas posibles de las especies
sustituidas de pentaeritritol. Los hidrogenos de grupos metileno de caprolactona
adyacentes a grupos hidroxilo terminales se nombran como a; los hidrogenos de grupos
metileno de caprolactona adyacentes a grupos éster de la unidad repetitiva se indican
como a'; y los hidroégenos de grupos metileno de pentaeritritol adyacentes a grupos
hidroxilo terminales no esterificados con g-caprolactona en PCL estrella con dos y tres

brazos, corresponden respectivamente a b y C.
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Esquema 3.15: Estructuras quimicas de pentaeritritol a) tetrasustituido, b) trisustituido y

¢) disustituido con policaprolactona, mostrando las asignaciones del espectro 'H NMR.
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A modo de ejemplo, se muestra el espectro de '"H NMR de PCL estrella iniciada

por pentaeritritol con [e-CL:OH] = [8:1] (Figura 3.6).

d, d

e ge,d

T T T T T T T T T
45 4.0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0
3 (ppm)

Figura 3.6: Espectro de 'H NMR de PCL estrella con relacion [e-CL:OH] =[8:1].

La abundancia relativa de especies con distinto nimero de brazos de PCL se

determind a partir de las siguientes ecuaciones:

2-P2+3-P3+4-P4=a P3

Il
o

pr-D0
2

Luego se normalizaron los valores, dando como resultado los porcentajes finales
de especies con dos, tres y cuatro brazos de PCL (PCL,, PCLs3; y PCLa,
respectivamente). Se muestra como ejemplo el calculo para PCL4:

P4

PCL4 (%) =——————-100
P2+P3+P4

El porcentaje de grupos hidroxilo reaccionados con g-CL se determin6 como:

OH reaccionados (%) = _a 100

a+bh+c
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La funcionalidad efectiva (fe) del iniciador pentaeritritol, teniendo en cuenta sélo
los grupos hidroxilo que actuaron como iniciadores de la polimerizacion, se determin6 a

partir de la ecuacion:

_ 4.PCL,+3-PCL, +2-PCL,

f
¢ 100

Por su parte, la longitud promedio de cadenas de PCL (Ln) se calcul6 a partir de

las integraciones de las sefiales de a' y a:

a'ta
Lh=——
a

Finalmente, se obtuvieron los valores de peso molecular promedio en nimero

(Mnywr) para las PCL estrella sintetizadas:

Mnywr (Da) =M pentaeritritol T fe -Ln-M s-CL

En la Tabla 3.6 se presentan los resultados obtenidos mediante "H NMR para los
productos sintetizados con distintas relacion [e-CL:OH] empleando pentaeritritol como

iniciador.

Tabla 3.6: Resultados obtenidos por '"H NMR para los polimeros iniciados por pentaeritritol.

OH NUmero de brazos .
a Relacion b . (%) ¢ Mn Mnywvr
fi i fe reaccionados Ln
[e-CL : OH] (%) ) 3 4 (Da) (Da)
8:1 3,5 86,4 54 432 51,3 8,7 3789 3610
4 15:1 3.4 85,1 10,2 392 50,6 13,6 6985 5410
30: 1 3,7 91,8 49 236 71,6 204 13834 8750

? Funcionalidad tedrica segun el nimero de hidroxilos del iniciador.

® Funcionalidad efectiva determinada por 'H NMR (comparando las integraciones de a, b y ¢, a 3,63,
3,56 y 3,49 ppm, respectivamente).

¢ Longitud promedio de cadenas de PCL determinada por '"H NMR (comparando las integraciones de a' y
a, a 4,05 y 3,63 ppm, respectivamente).

4 Mn teérico calculado de acuerdo a la relacion [e-CL:OH].
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Las funcionalidades efectivas (f) obtenidas fueron menores a la tedrica (f;). A
diferencia del resultado obtenido para los productos derivados de glicerol, en este caso
no se observo una relacion entre la funcionalidad y la alimentacion de la reaccion. Lo
mismo pudo observarse considerando el porcentaje de grupos hidroxilo que actuaron
como iniciadores efectivos de la polimerizacion (porcentaje de OH reaccionados). El
porcentaje de grupos hidroxilo sin reaccionar fue inferior al 15% en todos los casos.

Como era de esperar, la abundancia de la especies PCL,4 fue mayor para el caso
de la relacion [e-CL:OH] de [30:1]. Sin embargo, no se observo un aumento gradual de
la abundancia de esta especie con el incremento de la relacion [e-CL:OH]. Lo mismo
resultdo para el caso de la especie PCL,, cuya disminucion al aumentar la relacion
[e-CL:OH] no ocurri6 de la forma esperada. La especie PCL3, por su parte, mostrd una

disminucion gradual al aumentar la relacion [e-CL:OH] (Figura 3.7).

Relacién
[e-CL : OH]

15:1

3,75 3,70 3,65 3,60 3,55 3,50 3,45 3,40
3 (ppm)

Figura 3.7: Espectros de '"H NMR de PCL estrella iniciadas por pentaeritritol con
diferentes relaciones estequiométricas de [e-CL:OH] en la region que permite
determinar los porcentajes de especies con distinto numero de brazos. a, b y ¢
corresponden a hidrogenos de grupos metileno adyacentes a grupos hidroxilo

terminales.

En el caso de la relacion [e-CL:OH] de [8:1], la longitud promedio de cadenas
(Ln) resultd ligeramente mayor a la tedrica, aunque la desviacion aumento en sentido

inverso con el incremento de la relacion [e-CL:OH]. Los valores de Mnywr fueron
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inferiores a los teodricos, y la desviacion se hizo mas notable con el aumento del peso

molecular.

3.3.2.2.2 Analisis comparativo de los resultados obtenidos mediante otras técnicas

En la Tabla 3.7 se resumen los resultados de pesos moleculares obtenidos

mediante las técnicas de titulacion, SEC y NMR.

Tabla 3.7: Valores de pesos moleculares obtenidos por diferentes
técnicas para PCL estrella iniciadas por pentaeritritol.

) SEC

[:'{ggc:lgllﬂ Mne - Mna - M Mn  Mw Pl
8:1 3789 3320 3610 5600 7120 1,3
15:1 6985 6880 5410 6070 12680 2,1
30:1 13834 14020 8750 7180 21280 3,0

# Mn tedrico calculado de acuerdo a la relacion [e-CL:OH].

® Titulacion por el método de anhidrido ftalico.

La técnica de titulacion de grupos terminales recomendada por ASTM D4274-99
proporcioné valores de Mn muy proximos a los calculados en base a la relacion
[e-CL:OH] (Mny), lo cual indica que la eficiencia de la sintesis fue elevada. Los valores
obtenidos resultaron inferiores a los teoricos, excepto en caso de la relacion [e-CL:OH]
mas alta, y se aproximaron mucho mas a estos ultimos al aumentar la relacién
[e-CL:OH].

A diferencia de lo observado para los polimeros derivados de glicerol, los
valores de Mn obtenidos a partir de los espectros de NMR de los derivados de
pentaeritritol resultaron menores que los tedricos en todos los casos, y menores que los
obtenidos mediante la técnica de titulacion, excepto para la relacion [e-CL:OH] mas
baja. Estas desviaciones disminuyeron considerablemente a menor relacion [e-CL:OH].

En contraposicion a lo observado en caso de los polimeros derivados de glicerol,
los datos obtenidos por SEC mostraron que la polidispersidad aumentd

considerablemente al incrementarse la relacion [e-CL:OH] debido a la existencia de
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reacciones de transesterificacion que se favorecen al trabajar con relaciones [¢-CL:OH]
mas elevadas, Sn(Oct), y las condiciones de reaccion empleadas [20].

Los valores de Mn obtenidos por SEC resultaron inferiores a los tedricos,
excepto para la relacion [e-CL:OH] mas baja. La desviacion fue menor en caso de la
relacion [e-CL:OH] intermedia, y cercana al 50 % para las otras. Nuevamente, esta
desviacion puede atribuirse al uso de patrones de poliestireno en la calibracion,
polimero con estructura muy diferente a la de los polimeros estrella estudiados.

Finalmente, los valores de Mn obtenidos mediante la técnica de titulacion
resultaron casi idénticos a los valores teoricos, excepto en el caso de la relacion

[e-CL:OH] = 8:1, en que la desviacion resulté un 13 % inferior.

3.3.2.2.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El analisis térmico mediante DSC (Tabla 3.8) evidencié, como era de esperar,
que todos los polimeros sintetizados son semicristalinos. Al igual que lo observado en
caso de los poliésteres iniciados por glicerol, al incrementar la relacion [e-CL:OH],
aumentd también la Ty y X.. Para [¢-CL:OH] = [8:1], el polimero iniciado por
pentaeritritol presentd Tp y X menores que el iniciado por glicerol, lo que puede
atribuirse al mayor nimero de brazos que dificultan la cristalizacion de PCL en mayor
extension. A diferencia de lo observado para los derivados de glicerol, en caso de los
iniciados por pentaeritritol, los valores de Ty se mantuvieron aproximadamente
constantes para las diferentes relaciones [e-CL:OH] estudiadas, y similares al valor de

Ty obtenido para el derivado de glicerol de mayor relacion [e-CL:OH].

Tabla 3.8: Propiedades térmicas de PCL iniciada por pentaeritritol.

Reactivos Relacién D>¢
[S-CL . OH] Tg (oc) Tm (oC) Xc (%)
8:1 -66,5 49,2 59,3
Pentaeritritol
+ 15:1 -64,9 56,0 64,9
e-CL
30:1 -65,6 59,4 68,6
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3.4 Conclusiones parciales

Se sintetizaron satisfactoriamente los poliésteres poli(e-caprolactona) diol
(lineal) y poli(e-caprolactona) estrella con distinto peso molecular iniciadas por glicerol
y pentaeritritol. El analisis de su estructura quimica mediante espectroscopia de
'H NMR, revelo6 la presencia de especies con diferente numero de brazos, aun en los
casos de emplear polioles que poseen inicialmente grupos hidroxilo equivalentes, tales
como trietilenglicol y pentaeritritol. La abundancia relativa de dichas especies dependio
de la alimentacion de la reaccion.

La técnica de titulacion de grupos hidroxilo terminales con anhidrido ftalico
result6 la mas eficiente para determinar con precision los valores de Mn.

La PCL diol present6 un bajo indice de polidispersidad, factor importante para la
obtencion de segmentos uniformes en la sintesis de poli(éster uretanos). Los poliésteres
estrella mostraron valores de polidispersidad superiores, dependientes de la
alimentacion y la presencia de un porcentaje mayor de especies multisustituidas.

En los poliésteres estrella el valor de Tg mostré una dependencia marcada con el
Mn y la cristalinidad hasta valores de X; de 60 %. Todos los poliésteres sintetizados
resultaron semicristalinos, con valores de Tn, entre 48 y 60 °C. La cristalinidad de los
poliésteres estrella aumentd con el incremento del peso molecular en cada serie. Sin
embargo, en los poliésteres de peso molecular similar, el iniciado por glicerol resulto
mas cristalino. Esto indica que la cristalizacion se dificulta con el aumento del niimero

de brazos y la disminucion del peso molecular.
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Capitulo 4: Sintesis y caracterizacion de extendedores de cadena

4.1 Introduccion

Los extendedores de cadena confieren propiedades especificas a los
poliuretanos, y poseen un rol clave, dado que su incorporacion en la cadena
macromolecular combinado con los diisocianatos conduce a la formacion de microfases
separadas [1]. Por lo tanto, la estructura y naturaleza quimica de los extendedores son de
crucial importancia en el proceso de separacion de fases. Practicamente cualquier di- o
poliol, di- o poliamina, o hidroxilamina, alifatico o aromatico, puede emplearse como
extendedor de cadena o entrecruzante. El uso de uno u otro compuesto esta limitado por
la toxicidad, la facilidad de procesado (liquido de punto de ebulliciéon y presion de vapor
relativamente altos o so6lido de bajo punto de fusion; solubilidad en los otros
componentes de la formulacion) y el precio.

Existen numerosos ejemplos en literatura de extendedores de cadena empleados
en sintesis de poliuretanos segmentados biodegradables de uso biomédico. Entre ellos se
incluyen:

e diaminas de cadena corta, como 1,4-butanodiamina (BDA, putrescina) [2-5];

e aminoacidos o derivados de aminoacidos, como etil éster de L-lisina o etil éster
de L-ornitina [6,7] y diéster derivado de L-fenilalanina [8,9];

e dioles de cadena corta, como 1,4-butanodiol (BDO) [5,10,11], 1,4:3,6-dianhidro
D-sorbitol [12], ciclohexano dimetanol [13], diclorhidrato de etambutol [14],
1,3-propanodiol [15], 3-hexino-2,5-diol [16], y compuestos formados por tribloques
como BDO-BDI-BDO [5,17];

e amino-dioles de cadena corta, como 2-amino-1-butanol [12];

e compuestos con grupos sulthidrilo, como 2-mercaptoetil eter [12]; y

o diurea-difenoles de cadena corta, derivados de tiramina o tirosina [18,19].

Incluso se ha empleado agua para producir segmentos duros de diferentes

longitudes a través de la formacion de enlaces urea [20].

4.1.1 Disefio de extendedores de cadena funcionales

La formulacion de poli(éster uretanos) biorreabsorbibles requiere de una
cuidadosa seleccion de monémeros. La toxicidad de los productos de degradacion
constituye uno de los principales problemas que limitan el empleo de numerosos

compuestos ampliamente utilizados en la quimica de los poliuretanos.

62



Capitulo 4: Sintesis y caracterizacion de extendedores de cadena

Como se ha mencionado anteriormente, la estructura quimica del diisocianato y
del extendedor de cadena influyen en la extension de la separacion de microfases. Los
diisocianatos aromaticos favorecen este proceso por tener mayor incompatibilidad
quimica con las cadenas de poliéster alifatico. Sin embargo, como se discutié en la
Seccion 1.3.2.1, estos compuestos forman diaminas aromaticas de elevada toxicidad
como subproductos de degradacion. Los diisocianatos alifaticos producen diaminas
alifaticas de baja toxicidad, sin embargo poseen una mayor compatibilidad quimica que
afecta la extension de la separacion de fases.

Por este motivo, los extendedores de cadena toman un rol preponderante en la
separacion de fases de poliuretanos biorreabsorbibles para aplicaciones biomédicas. El
disefio apropiado de su estructura quimica permite incorporar grupos funcionales
especificos con un interés particular, como por ejemplo incrementar las fuerzas de
atraccion entre cadenas adyacentes del poliuretano, o introducir enlaces que contribuyan
a la degradacion hidrolitica o enzimatica. En el primer caso, la incorporacion de grupos
urea en el extendedor incrementa la interaccion entre los segmentos duros de cadenas
adyacentes a través de la formacion de enlaces puente de hidrégeno bidentados entre
estos grupos funcionales. La presencia de grupos aromaticos aumenta la rigidez de la
cadena principal y contribuye a conformar la estructura supramolecular. La atraccion
entre las nubes electronicas m de anillos aromaticos adyacentes también favorece la
formacion de dominios duros por atracciéon entre los segmentos duros [18]. En el
segundo caso, el disefio de extendedores de cadena permite introducir enlaces
hidrolizables en los segmentos duros, como por ejemplo, grupos éster o enlaces
atacables por enzimas especificas.

Teniendo en cuenta estas consideraciones sobre la estructura quimica del
extendedor de cadena y su rol en la separacion de fases, en este capitulo se describe la
sintesis y caracterizacion de tres nuevos extendedores de cadena alifaticos, dos de ellos
conteniendo grupos urea, y el tercero incluyendo dos anillos aromaticos y dos grupos

éster en su estructura.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Materiales

2-aminoetanol (AE), 1,6-hexametilendiisocianato (HDI), acido 3-(4-hidroxifenil)
propionico (desaminotirosina, DAT), etilenglicol (EG), acido p-toluensulfénico
(p-TsOH), N,N’-dimetilacetamida (DMAc), dimetilsulfoxido (DMSO), tetrahidrofurano
(THF) y tolueno se compraron a Aldrich Chemical Co. 2,6-diisocianatohexanoato de
metilo (metil éster de diisocianato de L-lisina, LDI) fue donado por Kyowa Hakko
Kogyo Co. Ltd., Japon. EG y p-TsOH se secaron bajo vacio a 60 °C por 24 horas antes
de usar. La DMAc se purifico mediante secado con tamices moleculares (4 A) y se
destilo a 60 °C a presion reducida (10 torr, T, DMAc = 165 °C). El resto de los

reactivos se utilizoé sin una purificacion previa.

4.2.2 Sintesis de nuevos extendedores de cadena

4.2.2.1 Sintesis de extendedor de cadena diurea-diol (A-H-A)

La sintesis de los extendedores de cadena se llevo a cabo luego de buscar las
condiciones experimentales (temperatura, solventes, concentraciones, relaciones
molares de reactivos) mas apropiadas para la obtencion de un producto con alto
rendimiento, pureza y reproducibilidad. En el caso del A-H-A, la sintesis se realizd
partiendo de una solucion de HDI 10 % p/v DMAc que se agregd gota a gota desde
embudo de adicion sobre una solucion de AE 10 % p/v DMAc, con agitaciéon y burbujeo
de nitrégeno en bafio de hielo, y se dejo reaccionar durante 24 horas (Esquema 4.1). Se
empleo una relacion molar [AE:HDI] de [2:1]. El producto obtenido resulté insoluble en
el medio de reaccion, precipitando como un so6lido blanco.

La conversion completa se confirmé por la ausencia del pico de isocianato
(2270-2280 cm™") en el espectro infrarrojo del sobrenadante. El solvente se elimind por
destilacion a 45 °C bajo vacio. El sélido obtenido se lavo dos veces con THF (5 % p/v)
en ebullicion durante 40 minutos para asegurar la eliminaciéon completa del solvente
residual. Luego de cada lavado la solucion se guardo a 2 °C durante 3 horas, y después
se filtrd, seco y pulverizé en un mortero. El polvo blanco obtenido se guardo6 bajo vacio.

La reaccién tuvo un rendimiento de 90 %.
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Esquema 4.1: Sintesis de extendedor de cadena diurea-diol.

4.2.2.2 Sintesis de extendedor de cadena urea-diol (A-L-A)

Una solucioén de LDI 10 % p/v DMAc se agregd gota a gota desde embudo de

adicion sobre una solucion de AE 10 % p/v DMAc, con agitacion y burbujeo de

nitrogeno en bafio de hielo, y se dejo reaccionar durante 24 horas. La mezcla de

reaccion se torno ligeramente amarillenta. Se emple6 una relacion molar [AE:LDI] de

[2:1]. El producto obtenido resultd soluble en el medio de reaccion. En el Esquema 4.2

se muestra la estructura molecular esperada para el extendedor.
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Esquema 4.2: Sintesis de extendedor de cadena urea-diol (estructura quimica esperada).
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La conversion completa se confirmd por la ausencia del pico de isocianato
(2265-2275 cm’™') en el espectro de infrarrojo del sobrenadante. Posteriormente, la
DMACc se destilo a 45 °C bajo vacio. El s6lido amarillento obtenido se lavé dos veces
con THF (5 % p/v) en ebullicion durante 40 minutos. El lavado permiti6 la eliminacion
completa del solvente residual. Luego de cada lavado la solucion se guardd a 2 °C
durante 3 horas, y después se filtrd, seco y pulverizé en un mortero. El polvo blanco

obtenido se guardd bajo vacio. La reaccion tuvo un rendimiento de 88 %.

4.2.2.3 Sintesis de extendedor de cadena diéster-difenol (D-E-D)

La sintesis del extendedor diéster-difenol se efectué mediante la esterificacion de
DAT con EG, para lo cual se exploraron rutas sintéticas diferentes.

En primer lugar se llevd a cabo la reaccién en masa con una relacion molar
[DAT:EG] de [2:1] a 140 °C. Esta reaccion condujo a la formacion de un producto
aceitoso de color marrén que no se pudo purificar, probablemente compuesto por una
mezcla de subproductos de degradacion y reactivos de partida.

Como alternativa se empleo la técnica reportada por Hooper y Kohn [21], en
donde se esterifica el grupo acido carboxilico de tirosina con diversos alcoholes. La ruta
sintética seguida consisti6 en la formacion del cloruro de acido mediante la reaccion de
DAT con exceso de cloruro de tionilo (SOCI,) a reflujo (80 °C) durante 4 horas.
Posteriormente el exceso de SOCI, se destild bajo vacio y se aislo el cloruro de
desaminotirosina. El segundo paso consistid en la reaccion de esterificacion del
derivado de acido con EG en relaciéon molar [2:1] en presencia de trietilamina. Esta
amina terciaria neutraliza el acido clorhidrico producido mediante la formacion de la sal
de amonio cuaternaria. Una solucion del cloruro de 4cido en acetona se agregd gota a
gota sobre una solucion de EG y trietilamina en acetona y se mantuvo a temperatura
ambiente con atmodsfera de nitrogeno durante 24 horas. Se filtr6 el cloruro de
trietilamonio formado en la reaccion como sélido blanco, se elimind la acetona por
evaporacion y se seco bajo vacio. La reaccion no se pudo realizar en una sola etapa
debido a que el cloruro de tionilo reacciona con la amina terciaria. Esta ruta sintética
condujo a mezclas de diéster y monoéster de DAT y cloruro de trietilamonio dificiles de
separar y con un bajo rendimiento.

Finalmente, se emple6 el método de esterificacion de Fischer [9,22] que permitid

la esterificacion de los grupos acido carboxilico de DAT con los grupos hidroxilo de
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EG, en relacion molar [DAT:EG] de [2:1]. La sintesis del diéster-difenol se llevo a cabo
en reflujo de tolueno (10 % pDAT/v) a 130°C, en presencia de acido p-TsOH
(1 % p/pDAT) como catalizador (Esquema 4.3). El equilibrio de la reaccion se
desplazé hacia los productos, atrapando el agua producida por destilacion azeotropica

mediante el empleo de un Dean-Stark (Figura 4.1).

0
2 OH OH
HO/\/
HO EG
DAT
p-TsOH l\> 2 H,0 OH
o}
N 0
0
o}
HO
D-E-D

Esquema 4.3: Sintesis de extendedor de cadena diéster-difenol.

Figura 4.1: Sintesis de extendedor de cadena diéster-difenol.

Luego de 6 horas de reaccion, se dejo la mezcla de reaccion 12 horas a
temperatura ambiente. El tolueno se elimind por destilacion a 50 °C a presion reducida

(10 torr, T, tolueno = 110,6 °C). El producto obtenido (insoluble en agua) se lavo dos
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veces con 50 ml de agua destilada a 50 °C durante 40 minutos, para eliminar trazas de
solvente y reactivos (DAT y EG) que permanecieran sin reaccionar. Luego se enftio la
mezcla a 2 °C durante 12 horas, se filtrd, seco al vacio y pulveriz6. Se aplico el mismo

procedimiento entre lavados. El rendimiento obtenido fue de 67 %.

4.2.3 Métodos de caracterizacion

Se emplearon los siguientes métodos de caracterizacion para los productos

sintetizados:

4.2.3.1 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*H, *C y 'H-*C HSQC
NMR)

Los estudios mediante espectroscopia de 'H, "°C y correlacion heteronuclear de
'H-C HSQC NMR permitieron la elucidacién de la estructura quimica de los
extendedores de cadena sintetizados. Las determinaciones se efectuaron en un
espectrometro de NMR Bruker AM-500 de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad de Buenos Aires (UBA). En todos los casos se utilizdé como solvente

dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6).

4.2.3.2 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Se empled un espectrometro FTIR Mattson Genesis II. Los espectros se
obtuvieron a temperatura ambiente realizando 64 barridos con una resolucién de 2 cm'™.
Las muestras liquidas se estudiaron colocando alicuotas entre cristales de NaCl,
mientras que las muestras solidas se analizaron a partir de discos obtenidos empleando
KBr.

Los analisis efectuados permitieron determinar tiempos finales de reaccion y la
presencia de grupos funcionales e interacciones intermoleculares puente de hidrogeno,

con el objeto de dilucidar las estructuras moleculares de los extendedores de cadena.

4.2.3.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La determinacion de propiedades térmicas de los productos sintetizados

(temperatura y entalpia de fusion) se efectué por DSC. Los ensayos se llevaron a cabo
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en un calorimetro Shimadzu, empleando una velocidad de barrido de 10 °C.min"', desde

temperatura ambiente hasta 250 °C.

4.2.3.4 Solubilidad

Se estudio la solubilidad de reactivos y productos sintetizados, con el objeto de
elegir los solventes adecuados para llevar a cabo procesos de sintesis y pasos de

purificacion. Se emplearon DMAc, DMSO, THF, éter etilico y agua destilada.

4.2.3.5 Modelado de la conformacion molecular de A-L-A

La conformacion molecular de A-L-A se modelo en fase gaseosa mediante la
técnica semiempirica PM3 (Modelo Paramétrico 3) y la estructura electronica se
determin6 empleando un método DFT (Teoria de Funcionales de Densidad), el B3LYP,
basado en el funcional hibrido de tres parametros de Becke con la base 6-31G**,
implementados en Gaussian 03. La visualizacion de los orbitales moleculares se llevo a
cabo mediante el programa Gaussview.

Este trabajo se realizo con la colaboracion del Laboratorio de Biomateriales de la
Universidad Federal de Itajubd (UNIFEI), Minas Gerais y la Universidad de Sdo Paulo
(USP-IPEN), Brasil.

4.3 Resultados y Discusion

4.3.1 Caracterizacion del extendedor de cadena A-H-A

Los grupos amino reaccionan con los grupos isocianato en ausencia de
catalizador, mientras que los grupos hidroxilo no reaccionan en estas condiciones. La
reactividad de una amina primaria frente a un isocianato es mil veces mayor que la de
un alcohol primario, en una reaccion llevada a cabo a 25 °C sin catalizador [23]. Esta
diferencia de reactividad permite la sintesis de diurea-dioles a partir de hidroxilaminas y

diisocianatos, sin reaccion de polimerizacion.
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4.3.1.1 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*H, *C y 'H-*C HSQC
NMR)

La estructura quimica de A-H-A (Esquema 4.1) se confirm6é mediante
espectroscopia de NMR de 'H, °C y 'H-"C HSQC. Este compuesto es un diol de

estructura simétrica y lineal con dos grupos urea. Su masa molar es de 290,36 Da.

H,0
C
a
b
f
DMSO h
de g
T T T T T T T
6 5 4 3 2 1
3 (ppm)
a)
DMSO
4
1\
2]l 56
3

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
3 (ppm)

b)

Figura 4.2: Espectros de: a) "H NMR y b) *C NMR de A-H-A.
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Las senales del espectro de 'H NMR (Figura 4.2a) del producto obtenido se
asignaron por comparacion con las sefales de HDI (espectro no mostrado). La
simulacion realizada con el programa ACD/HNMR (Advanced Chemistry Development
Inc.) mostrd una coincidencia completa con la asignacion propuesta. Por otra parte, las
sefiales del espectro de °C NMR (Figura 4.2b) se asignaron a partir de los espectros de
'H NMR y de 'H-*C HSQC NMR (Figura 4.3) y se simularon del mismo modo. Las
asignaciones correspondientes a las sefiales de los espectros se muestran en el Esquema

4.4.
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Figura 4.3: Espectro 'H-"*C HSQC NMR de A-H-A.
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Esquema 4.4: Estructura quimica de A-H-A mostrando las asignaciones de 'H

(letras) y "*C (ntimeros) en los espectros de NMR.

71



Capitulo 4: Sintesis y caracterizacion de extendedores de cadena

4.3.1.2 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

El espectro de infrarrojo de A-H-A (Figura 4.4) mostré las siguientes bandas de
absorcion: 3332 em™! (VN-H enlazado por puente de hidrogeno), 3500-3100 cm™ (vO-H
en alcohol primario — solapado con banda N-H), 2934 cm’! (vaC-H en CH;) y 2857 cm’
(viC-H en CHy), 1619 cm™ (vC=0 en urea amida I enlazado por puente de hidrégeno),
1588 cm™ (VC-N y 8N-H en urea amida II), 1464 cm™ (8C-H en CH,), 1259 cm™ (vC-N
y 8N-H en urea amida IIT) y 1052 cm™ (8C-O en alcohol primario). No se observo la
banda a 3515 cm™ (VN-H libre). Por lo tanto, se puede afirmar que en A-H-A todos los
grupos N-H se encuentran unidos por puente de hidrogeno. Esto se puede atribuir a la

simetria de la estructura molecular del extendedor.

1619 cm™
}1588 cm*
3332cm*
©
‘©
c
3]
Q -1
5 2934 cm a
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< 12857 cm 1259 em* )
* 1052 cm’

{

ya
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Figura 4.4: Espectro infrarrojo de A-H-A.

4.3.1.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En el termograma de la muestra (Figura 4.5) se observé un pico endotérmico
que presenta un maximo en 193,6 °C (AH, = 210 J.g"), asignado a la fusion del
extendedor. Los elevados valores de temperatura y entalpia de fusion se deben a la
presencia de dos grupos urea en su estructura, su simetria y la presencia de un niamero
par de grupos metileno, caracteristicas que favorecen la formacion de enlaces puente de

hidrégeno, como se observo en el espectro de infrarrojo de la muestra (Figura 4.4).
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Después de un enfriamiento controlado a 5 °C.min™' y la realizacion de un
segundo barrido, no se observo la aparicion de la endoterma de fusion. Por lo tanto, el
diol A-H-A no es capaz de cristalizar nuevamente ya sea durante la etapa de

enfriamiento o durante el barrido posterior.
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=
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Figura 4.5: Termograma del compuesto A-H-A.

4.3.1.4 Solubilidad

El extendedor de cadena A-H-A es soluble en DMSO, soluble en DMAc y H,O

en caliente, y ligeramente soluble en THF en caliente.
4.3.2 Caracterizacion del extendedor de cadena A-L-A

4.3.2.1 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*H, *C y *H-*C HSQC
NMR)

Las sefales de los espectros de NMR de 'H y "*C obtenidos no concordaron con
los resultados esperados para la estructura propuesta. El planteo de estructuras
diferentes y la simulacion de espectros con ACD/HNMR permitio dilucidar la estructura
molecular correcta de A-L-A.

En la reaccion de los grupos amino de AE con los grupos isocianato de LDI se

espera la formacion de un compuesto diol con dos grupos urea (Esquema 4.5a). Sin
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embargo, una reaccion de aminolisis intramolecular, dada por el ataque nucleofilico del
nitrogeno I al carbono carbonilico II, condujo a la formacién de un compuesto con un

grupo urea y un ciclo de hidantoina 3,5-disustituida (Esquema 4.5b).

OH
0o \o
m S
HO\/\)k /K
o |0
H H H
a)
O
T
N 5 3

v > TN 4 M
0 ]/N‘&
H
b)

Esquema 4.5: a) Estructura quimica del intermediario del diol A-L-A; b) Estructura

quimica del compuesto diurea-diol A-L-A (confirmada espectroscopicamente).

A partir de los espectros de 'H NMR de LDI y A-H-A y con la simulacion de
espectros, se pudieron asignar las sefiales del espectro de '"H NMR del compuesto
obtenido (Figura 4.6a). Por otra parte, las sefiales del espectro de BC NMR del
compuesto (Figura 4.6b) se asignaron a partir de sus espectros de 'H NMR y de 'H-"*C
HSQC NMR (Figura 4.7). De este modo, se dilucido la estructura molecular correcta
del compuesto A-L-A (Esquema 4.5b), cuyas asignaciones se muestran en ¢l Esquema
4.6.

Esquema 4.6: Estructura quimica de A-L-A mostrando la asignacion de 'H

(letras) y BC (nameros) en los espectros de NMR.
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Figura 4.6: Espectros de: a) 'HNMR y b) *C NMR de A-L-A.
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Figura 4.7: Espectro 'H-""C HSQC NMR de A-L-A.

El compuesto A-L-A posee una masa molar de 302,33 Da, presenta una
estructura asimétrica, un grupo urea y un ciclo de hidantoina sustituido en el N3 y en el
C5. Existen compuestos derivados de hidantoina implicados en numerosas actividades
biologicas, tales como inhibicion de metaloproteinas y propiedades antimicrobiales. El
efecto inhibitorio de enzimas esta correlacionado con la disposicidon espacial de grupos
funcionales en el anillo con capacidad de formar puentes de hidrogeno [24]. Sin
embargo, los ensayos de actividad antimicrobial de A-L-A contra los microorganismos
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus resultaron negativos (resultados no
mostrados).

Cuando el producto de la reaccion de AE con LDI se precipitoé lentamente sobre
THF en bafio de hielo en lugar de destilar a presion reducida la DMAc, se logro obtener
el compuesto diurea (Esquema 4.7) impurificado con el derivado de hidantoina, como
se determino a partir de los espectros de 'H y *C NMR (Figura 4.8). Este resultado
indica que un ligero calentamiento del compuesto diurea durante la destilacion al vacio
es suficiente para que ocurra la reaccion de aminolisis intramolecular que produce el

derivado ciclico.
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Figura 4.8: Espectros de: a) "H NMR y b) *C NMR del compuesto intermediario diurea.
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13 _OH
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Esquema 4.7: Estructura quimica del compuesto intermediario diurea, mostrando la

asignacion de 'H (letras) y "*C (ntimeros) en los espectros de NMR.

4.3.2.2 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

El espectro infrarrojo de A-L-A (Figura 4.9) mostré las siguientes sefiales de
absorcion: 3515 cm’ (vN-H libre), 3350 y 3316 cm’ (vN-H enlazado por puente de
hidrégeno), 3500-3100 cm™ (vO-H en alcohol primario — solapado con banda N-H),
2944 cm™ (v,C-H en CH,) y 2861 cm™ (vC-H en CH,), 1784 cm™ y 1708 cm™ (vC=0
en hidantoina), ausencia de banda a 1743 cm™ (vC=O en éster de LDI), 1622 cm’
(vC=0 en urea amida I enlazado por puente de hidrogeno), 1586 cm™ (vC-N y 8N-H en
urea amida IT), 1462 cm™ (8C-H en CH,), 1251 cm™ (vC-N y 8N-H en urea amida IIT) y
1055 cm™ (8C-O en alcohol primario).
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Figura 4.9: Espectro infrarrojo de A-L-A.
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Este espectro permite confirmar la ausencia del grupo éster de LDI y la
presencia del anillo de hidantoina, en concordancia con los resultados obtenidos
mediante espectroscopia de NMR. En este caso, a diferencia del extendedor A-H-A, no
todos los grupos N-H se encuentran enlazados por puente de hidrogeno, lo cual puede

atribuirse a la estructura asimétrica del diol.

4.3.2.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En el termograma de la Figura 4.10 se observé un pico endotérmico a 118,8 °C
(AH =150 J.g"), asignado a la fusién del diol. En este caso, la temperatura y entalpia
de fusion son menores que las encontradas para A-H-A, lo cual puede atribuirse a la
presencia de un unico grupo funcional urea en su estructura, su asimetria y un nimero
impar de grupos metileno, que dificultan una completa interaccién de los grupos urea
por puentes de hidrogeno.

Luego de un enfriamiento controlado a 5 °C.min”", y la realizacién de un
segundo barrido no se observo la aparicion de la endoterma de fusion. Por lo tanto, el
diol A-L-A es un compuesto cristalino que presenta interacciones intermoleculares
relativamente fuertes, pero que no es capaz de cristalizar nuevamente, ya sea durante la

etapa de enfriamiento o durante el barrido posterior.

o
x
a
; 1
E AH =150J.9
S
@®©
)
(5]
o
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=
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118,8°C
T T T T T T T
50 100 150 200

Temperatura (°C)

Figura 4.10: Termograma del compuesto A-L-A.
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4.3.2.4 Solubilidad

El extendedor de cadena es soluble en DMAc, DMSO y H,O, y ligeramente
soluble en THF en caliente. La solubilidad de A-L-A resulté mayor que la de A-H-A, lo

que se puede relacionar con la mayor asociacion por puente de hidrogeno que posee

A-H-A.

4.3.2.5 Modelado de la conformacion molecular de A-L-A

H o)
|
OH
N N‘<
W /

H o)

OH

Figura 4.11: Conformacion molecular del compuesto A-L-A.

El modelado de la conformacion molecular de A-L-A mostré que el compuesto
presenta una estructura lineal angular, mientras que el anillo de hidantoina posee una
estructura planar (Figura 4.11). El analisis de la conformacion electronica indica que
existe un desplazamiento del orbital molecular ocupado de mayor energia (HOMO) de

la cadena alquilica lateral hacia el orbital molecular desocupado de menor energia
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(LUMO) del anillo. Asi, el anillo de hidantoina presenta una densidad electronica muy
elevada, lo que permitiria la sustitucion del hidrogeno enlazado al nitrogeno para la

introduccion de principios activos.

4.3.3 Caracterizacion del extendedor de cadena D-E-D

Los diéster-difenoles derivados de DAT son compuestos de alto interés para su
empleo como extendedores de cadena de SPU biorreabsorbibles dado que ademas de
poseer anillos aromaticos, estructura simétrica y uniones éster hidrolizables, presentan

la ventaja de ser derivados del aminoacido tirosina.

4.3.3.1 Espectroscopfa de resonancia magnética nuclear (*H NMR)

La estructura quimica del compuesto (Esquema 4.8) se confirmo mediante
espectroscopia de 'H NMR. Este compuesto, de masa molar 358,39 Da, presenta una
estructura simétrica y lineal. Las sefales del espectro de 'H NMR del producto obtenido
(Figura 4.12) se asignaron mediante comparacion con el espectro de DAT (espectro no
mostrado) y posteriormente simuladas con ACD/HNMR. Las asignaciones

correspondientes a las sefiales del espectro se muestran en el Esquema 4.8.

OH

Esquema 4.8: Estructura quimica del compuesto diéster-difenol D-E-D.
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Figura 4.12: Espectro 'H NMR de D-E-D.

4.3.3.2 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

El espectro infrarrojo de D-E-D (Figura 4.13) mostro las siguientes bandas de
absorcion: 3371 cm™ (vO-H fendlico), 2957 cm’ y 2872 em’ (vaC-H y vsC-H en CH,,
respectivamente), 1712 cm’! (vC=0 en éster), 1518 cm' (8C-H en benceno 1,4
disustituido), 1231 cm™ (80-H + vC-O en fenol), 1178 cm™ (vC-O-C en éster),

833 cm™ (yC-H en benceno 1,4 disustituido).

1712 cm™
'
1518cm” 1178 cm
« 3371cm™ l
(&) -1
% l 1231 cm
2
2 1
é 833 cm’
2957 cm™ l
\2872 cj
/

T 7/ T T T T T T T T
3500 3000 1750 1500 1250 1000 750

NUmero de Onda (cm™)

Figura 4.13: Espectro FTIR del diéster-difenol D-E-D.

82



Capitulo 4: Sintesis y caracterizacion de extendedores de cadena

4.3.3.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En el termograma de la muestra se observé un pico endotérmico a 120,9 °C
(AH = 140 J.g"), asignado a la fusion del diéster (Figura 4.14). Los valores observados
de temperatura y entalpia de fusién fueron muy proximos a los obtenidos para el
compuesto A-L-A. Al igual que en los extendedores A-H-A y A-LA, no se observo la
endoterma de fusion durante el segundo barrido después de un enfriamiento controlado

. ]
a5°C.min .

o
x
L
=
S el
b AH =140 J.g
o
[
@)
()
k=)
2
>
T !
120.9°C
T T T T T T T
50 100 150 200

Temperatura (°C)

Figura 4.14: Termograma del compuesto D-E-D.

4.3.3.4 Solubilidad

El extendedor de cadena es soluble en éter etilico, DMAc y DMSO, e insoluble

en H,O.

4.4 Conclusiones parciales

Se sintetizaron y caracterizaron satisfactoriamente dos nuevos extendedores de
cadena alifaticos diol con grupos urea, y un extendedor de cadena aromatico difenol con
grupos ¢ster. Los compuestos resultaron cristalinos y presentaron temperaturas y
entalpias de fusion elevadas, consistentes con la presencia de fuertes interacciones

intermoleculares que podrian favorecer la separacion de fases en poliuretanos. Ademas,
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los extendedores son solubles en DMAc, lo cual resulta importante debido a que éste es

un solvente habitualmente empleado en la sintesis de poliuretanos.
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Capitulo 5: Sintesis y caracterizacion de poliuretanos segmentados

5.1 Introduccion

5.1.1 Sintesis de poliuretanos

Los métodos de sintesis de poliuretanos se diferencian de acuerdo al medio en el
cual se llevan a cabo las reacciones (en masa, en soluciéon o en agua), el nimero de
etapas (una o dos etapas) y finalmente el tipo de curado (sistemas de uno o dos
componentes).

El método de una etapa, tanto en masa como en solucion, involucra el mezclado
simultaneo de todos los reactivos, y requiere el uso de catalizadores adecuados para
compensar las diferencias en la reactividad. La reaccion es altamente exotérmica y el
calor total liberado incrementa considerablemente la temperatura del sistema, mas ain
cuando ésta se lleva a cabo en ausencia de solvente. Esta via de sintesis es la forma mas
rapida, simple y econdmica para la obtencion de poliuretanos, en particular materiales
espumados flexibles. En general, las propiedades de los poliuretanos obtenidos por esta
ruta sintética son inferiores a las de los poliuretanos lineales sintetizados por el método
de dos etapas, que permite un mayor control de la reactividad, estructura, propiedades y
procesabilidad [1]. El método del prepolimero o de dos etapas para la sintesis de
poliuretanos segmentados lineales involucra la reaccion de un macrodiol lineal con un
ligero exceso de diisocianato para formar un macrodiisocianato, el cual normalmente es
un liquido altamente viscoso o s6lido de bajo punto de fusion. El paso siguiente consiste
en la extension de cadena por reaccidon con un compuesto difuncional (extendedor de
cadena) para incrementar el peso molecular y promover la separacion en microfases. Si
la reaccion se lleva a cabo en solucion se tiene un mayor control de la reaccion, mayor
reproducibilidad y procesabilidad mediante diversas técnicas como por ejemplo colada
de soluciones (solution casting), inmersion de piezas (dipping) o electrohilado
(electrospinning). Entre las desventajas se encuentran el empleo de solventes organicos
y la imposibilidad de procesamiento mediante extrusion o moldeo por inyeccion [2].

La secuencia de reacciones antes descripta se muestra en el Esquema 5.1:
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m OCN——R——NCO —+ HO~v vy OH —_—
diisocianato prepolimero

OCN—R——N—C— O vvwwv sy O——C——N——R——NCO + (m-2) OCN——R——NCO

macrodiisocianato

a) Primera etapa.

L 1]
OCN—/—R——N—C——O0vvvr v O—C——N——R——NCO  +
macrodiisocianato

(m-2) OCN—R—NCO + (m-1) HO—R'—OH

diisocianato extendedor de cadena
1 | i |
—_— 0—C—N—R—N—C—0—R—0— N—R—N——C—
m -1 X
poliuretano

b) Segunda Etapa (para el caso de reaccion con un diol): “extension de cadena” o “curado”.

Esquema 5.1: Sintesis de poliuretanos por el método de dos etapas.

Debido a la naturaleza de la ruta sintética, el método de dos etapas produce
inevitablemente una distribucion estadistica de longitudes de segmentos, tanto en la
primera como en la segunda etapa, aunque ésta es mas estrecha que en el método de una
etapa. La Figura 1.2a muestra claramente segmentos duros conformados por varias
unidades de isocianato y extendedor de cadena y segmentos blandos formados por
multibloques de macrodiol.

En este capitulo se describe la sintesis de dos series de poli(éster uretanos)
segmentados y su caracterizacion mediante viscosimetria capilar y espectroscopia de

infrarrojo.
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5.1.1.1 Reacciones secundarias

e Reacciones en las que participa el extendedor de cadena:

En la sintesis de poliuretanos por el método de dos etapas, la segunda etapa
(reaccion del macrodiisocianato con el extendedor de cadena) puede dar lugar a
reacciones indeseadas. El extendedor de cadena, ademas de reaccionar con los grupos
terminales isocianato, puede realizar un ataque nucleofilico a los grupos funcionales
éster presentes en el macrodiisocianato. Esta reaccion se denomina transesterificacion o
aminolisis dependiendo de si el extendedor de cadena posee grupos hidroxilo (Esquema
5.2a) o amino (Esquema 5.2b). Estas reacciones producen la disminucion del peso
molecular del poliuretano resultante [3].

H (0] o (0] H
OCN—R—I|\I—|C|—O’VVU‘L|—O’V\fbo—ﬂ—lL—R—NCO + HO—R—OH —>

macrodiisocianato extendedor de cadena

H (0] o O
- I I

OCN—R——N—C——0vvw»C——O0—R'—OH + HO——C——N——R——NCO

OCN—/R——N——C— OV C— 0 vWvO——C——N——R——NCO + HoN——R'——NH, —_—

macrodiisocianato extendedor de cadena
OCN——R——N——C——0 v " C——N——R'—NH, + HO——C——N—R——NCO

b)

Esquema 5.2: Reacciones secundarias debidas al extendedor de cadena: a) transesterificacion y

b) aminolisis.

e Reacciones en las que participa el grupo isocianato:
Entre las reacciones secundarias se encuentran también el ataque nucleofilico de
grupos uretano y urea a grupos isocianato. Los productos de estas reacciones son los

alofanatos (Esquema 5.3a) y los biurets (Esquema 5.3b):
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(e}
R——NCO H
diisocianato R‘—l‘\l—C—O—R"
+ —_— cC—0
1 —
R N cC—oO R R
uretano
alofanato
a)
(@] H
R——NCO H ‘
diisocianato R' T C N R"
+ —_— cC—O
T —
R N C N R R
urea .
biuret
b)

Esquema 5.3: Reacciones secundarias en las que participa el grupo isocianato:

a) formacion de alofanatos, b) formacion de biurets.

Estas reacciones requieren temperaturas elevadas, de alrededor de 100 °C en el
caso de biurets y de 130 °C para los alofanatos, y un exceso de grupos isocianato [4].

Como consecuencia de estas reacciones se forman puntos de entrecruzamiento de las

cadenas poliuretanicas.

Los grupos isocianato también pueden reaccionar consigo mismos para formar

especies oligoméricas, como dimeros (uretidina-dionas, Esquema 5.4a) y trimeros

(isocianuratos, Esquema 5.4b).
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ﬁ
C
2 R——NCO R_N/ \N_R
diisocianato \ /
C
g

uretidina-diona

a)
O, R
\\C—N/
3 R——NCO / \ L
S R——N CcC—O0
diisocianato \ /
C—N
/
(e} R
isocianurato
b)

Esquema 5.4: Reacciones de isocianatos. Formacion de a) uretidina-dionas y b) isocianuratos.

La reaccion de formacion de dimeros puede ocurrir a temperatura ambiente, y es
reversible a 150 °C, mientras que los poliisocianatos producidos por trimerizacion son
estables hasta temperaturas mas elevadas [5], debido a su mayor deslocalizacion

electronica.

5.1.2 Propiedades cohesivas

Las propiedades cohesivas de un polimero se encuentran en relacion directa con
su solubilidad en un liquido organico. Estas propiedades se expresan cuantitativamente
en términos de energia cohesiva (Ecp), magnitud intimamente relacionada con la
energia interna. La energia cohesiva de una sustancia en estado condensado se define
como el incremento de energia interna por mol de sustancia (AU) si se eliminan todas
las fuerzas intermoleculares (Hildebrand, 1916) [6,7]. Scatchard introdujo el concepto
de densidad de energia cohesiva como la energia cohesiva por unidad de volumen y

posteriormente Hildebrand definio el pardmetro de solubilidad (0) como la raiz
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cuadrada de la densidad de energia cohesiva, identificando el comportamiento de los

solventes.

E 1/2
Ecoh = AU 5 = (_\;Oh J

El parametro de solubilidad, de manera conceptual, describe la fuerza atractiva
entre las moléculas del material, y sus dimensiones son (cal.cm™)"%, (J.cm™)"? 0 MPa'"?
(siendo 1 (cal.em™)"? = 2,046 (J.cm™)"? = 2,046 MPa'?). El criterio termodindmico de
solubilidad estd basado en la energia libre de mezcla, AGy. Dos sustancias son

mutuamente solubles si AGy es negativo. Por definicion:
AGM = AHM — TASM

donde AHy y ASwm corresponden a la entalpia y entropia de mezcla por unidad de
volumen, respectivamente. Como ASy es generalmente positivo, hay un valor limite
positivo para AHy; debajo del cual la disolucion es posible. De acuerdo a Hildebrand, la

entalpia de mezcla puede calcularse como:

AHyv = ¢1.02.(81— 82 )

donde ¢@; y ¢, corresponden a las fracciones en volumen de los componentes 1
(polimero) y 2 (solvente), y 6; y 9, son los parametros de solubilidad de ambos
componentes. Segin esta Ultima ecuacion, la solubilidad de un polimero dado en un
solvente se favorece si los parametros de solubilidad del polimero (en estado amorfo a
temperatura ambiente) y el solvente son iguales (AHy = 0 cuando &, = d;) o su
diferencia tan pequefia como sea posible. Esto estd de acuerdo con la regla general de
que la similitud quimica y estructural favorece la solubilidad. Sin embargo, el
requerimiento de que los pardmetros de interaccion no deben diferir demasiado es
insuficiente. La solubilidad mutua solamente ocurre si el grado de puente de hidrégeno
es aproximadamente igual. Formalmente la energia cohesiva puede dividirse en tres

componentes, correspondientes con los tres tipos de fuerzas de interaccion:
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donde las contribuciones se deben a fuerzas dispersivas (d), polares (p) y por puente de
hidrégeno (h). De la misma manera, el parametro de solubilidad puede expresarse

como:
52 =6,+6,+6,
por lo que la entalpia de mezcla corresponde a:

AHy = 01.02.[(8g.1— 842 ) + (Bp1— 8p2)” +H(Bhi—On2)’]

Los valores de los componentes del parametro de solubilidad &4, dp Y dn para
solventes no usuales y para polimeros se pueden predecir mediante distintas
aproximaciones que involucran métodos de contribuciones de grupos. En el método de

Hoftyzer y Van Krevelen [2], estos componentes se calculan como:

P \Y

5 _ZFdi 5 VZF; 5. = thi
d_—v h ="\,

Por ultimo, para predecir la solubilidad de un polimero en un liquido organico, la

diferencia en los parametros de solubilidad (Ad) debe ser menor o igual al 5 %:
A8 = [(841~842)" + (8p1—8p2)" +(Bn1—Sn2)’]

Los pardametros de solubilidad estan relacionados con otras cantidades
termodinamicas, como el coeficiente de actividad, la energia libre molar en exceso de
mezcla y parametro de interaccion polimero-solvente (). De hecho, la cantidad
(81— 87)* forma parte de la expresion de :

vV, 2
X, ®—=(0,-0,) +034
1,2 RT ( 1 2)

La solubilidad de un polimero en un determinado solvente estd determinada
principalmente por su estructura quimica y su estado fisico. Como se menciond
anteriormente, el concepto de parametro de solubilidad, es aplicable solamente a
polimeros amorfos. Los polimeros cristalinos son relativamente insolubles y a menudo

se disuelven solamente a temperaturas ligeramente por debajo de sus puntos de fusion
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(T>0,9.Ty). El polietileno y politetrafluoroetileno, polimeros altamente cristalinos, son
insolubles en todos los solventes a temperatura ambiente. Por otra parte, algunos
polimeros cristalinos con grupos enlazados fuertemente mediante interacciones tipo
puente de hidrogeno pueden disolverse a temperatura ambiente en solventes puros o
empleando soluciones con sales de litio. En estos casos, existen interacciones muy

especificas entre el polimero y el solvente.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Materiales

Se utilizaron PCL diol (Mn = 2250 Da, valor obtenido por titulacion de grupos
hidroxilo terminales), cuya sintesis y caracterizacion se detall6 en el Capitulo 3, y los
extendedores de cadena A-H-A y A-L-A (urea-diol) y D-E-D (diéster-difenol)
sintetizados y caracterizados como se describié en el Capitulo 4. También se emplearon
1,6-hexametilendiisocianato (HDI), N,N’-dimetilacetamida (DMAc) y éter etilico
(Aldrich  Chemical Co.), dibutildilaurato de estaio (DBTDL, Fluka) vy
2,6-diisocianatohexanoato de metilo (LDI, donado por Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd.,
Japén). La DMAc se purificoé mediante secado con tamices moleculares (4 A) y se
destilo a 60 °C a presion reducida (10 torr, T, DMAc = 165 °C). El resto de los

reactivos se empled sin purificacion previa.

5.2.2 Sintesis de poliuretanos segmentados (SPU)

Se sintetizaron dos series de SPU empleando HDI y LDI, siguiendo el método

de dos etapas representado para esta reaccion en el Esquema 5.5.

cL, Clm NCO
+ 2 /\/\/\/
ho e o OCN

80°C, DBTDL

PCL diol HDI

H H

N o) TEG (0] N
T \CLn/ \CLm/ T V\/\/\Nco
o] (0]

OCN

macrodiisocianato

a) Estructura idealizada de prepolimero de PCL terminado en isocianato (Serie H).
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A-H-A
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b) Estructura idealizada de SPU empleando A-H-A como extendedor de cadena (Serie H).

Segmento duro de PHH

Esquema 5.5: Ruta sintética de dos etapas seguida para la obtencion de un SPU (Serie H).

Etapa 1: Obtencidon del macrodiisocianato

Una cantidad predeterminada de PCL diol en DMAc anhidra (100 % p/v DMAc)
se hizo reaccionar con HDI o LDI en relacion molar [1:2,01] a 80 °C con agitacion
magnética y atmosfera de nitrogeno. La reaccion se llevd a cabo en presencia de
DBTDL como catalizador (0,1 % p/p PCL) durante 1 hora, y luego la solucién se
concentrd a un 200 % p/v destilando la DMAc a 45 °C.

Etapa 2: Extension de cadena

El extendedor de cadena (A-H-A, A-L-A o D-E-D) se disolvié en un volumen
minimo de DMAc (50 % p/v en el caso de A-L-A y D-E-D, y 25 % p/v para A-H-A) y
se agregd en relacion molar [1:1] con respecto al macrodiisocianato. La reaccidon de
extension de cadena se llevo a cabo a 80 °C, aproximadamente 6 horas, hasta observar
la desaparicion de la banda de isocianato (2265-2280 cm’') mediante espectroscopia de
FTIR. El producto de la reaccion se precipitd sobre agua destilada en bafio de hielo,
excepto para el SPU extendido con D-E-D, que se precipitd sobre éter en baio de hielo.
Finalmente, los polimeros se lavaron dos veces, se filtraron y se secaron bajo vacio

hasta peso constante.

Preparacion de filmes:

Los filmes se obtuvieron por la técnica de colada de soluciones (solution
casting) a partir de soluciones preparadas disolviendo los SPU en DMAc (10 % p/v) a
80 °C. Las soluciones se volcaron sobre placas de Petri siliconadas y el solvente se

evapor6 en estufa a 60 °C. Los filmes obtenidos, de aproximadamente 0,3 mm de
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espesor, se secaron bajo vacio aproximadamente 24 horas, hasta peso constante para

eliminar el solvente residual.

Las muestras de SPU se designaron como PXY, donde P corresponde a PCL
diol, X es H o L para HDI o LDI, respectivamente, ¢ Y es H, L o D para A-H-A, A-L-A
o D-E-D, respectivamente. De esta manera, los SPU sintetizados empleando HDI
conforman la Serie H (PHH, PHL y PHD), mientras que los sintetizados a partir de LDI
comprenden la Serie L (PLH, PLL y PLD). El contenido de segmentos duros en los

SPU se calcul6 mediante la siguiente relacion:

masa de (diisocianato + extendedor)

HS (%) = .
%) masa de (diisocianato + extendedor + macrodiol)

5.2.3 Métodos de caracterizacion fisicoquimica

5.2.3.1 Viscosidad intrinseca

La determinacion del peso molecular de un amplio grupo de polimeros se
efectia mediante cromatografia de exclusion de tamafios (SEC), empleando THF o
CHCIl; como fase movil, solventes en los cuales la mayoria de los poliuretanos son muy
poco solubles o insolubles. Los poliuretanos, como muchos otros materiales
poliméricos, son solubles en solventes mas polares, como DMF o DMAc. En estos
casos, la cromatografia SEC se efectuia empleando soluciones 0,1 M de LiBr en DMF o
DMACc con columnas termostatizadas a 80 °C, condiciones que permiten disolver las
muestras y evitan la formacion de microgeles. La falta de equipamiento en el pais y en
los grupos extranjeros con los que existe una vinculacion previa para realizar estas
determinaciones obligd al uso de la técnica de viscosimetria capilar, la que brinda
informacion relacionada con el peso molecular relativo de los materiales sintetizados.

Se emple6 un Viscosimetro Ubbelohde Tipo OC numero C682 (Cannon
Instrument Company) calibrado, cuya constante es 0,003109 mm’.s>. Se prepararon
soluciones de los materiales en DMAc en un rango de concentraciones de 0,2 a
0,8 g.dl’', y las medidas se realizaron por triplicado en un bafio termostatizado a
30 £ 0.1 °C, midiendo el tiempo de escurrido entre dos marcas del viscosimetro para el

disolvente puro y las soluciones poliméricas (Anexo I).
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5.2.3.2 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Se empled un espectrometro Mattson Genesis II a temperatura ambiente. Los
espectros fueron obtenidos realizando 64 barridos con una resolucién de 2 cm’™. Las
muestras liquidas se analizaron colocando alicuotas entre cristales de NaCl. En el caso
de filmes de SPU, se empled el mismo espectrofotdometro con un accesorio de
reflectancia total interna atenuada (ATR). El analisis mediante infrarrojo permitié
determinar el tiempo de reaccion (mediante desaparicion de sefales de grupos reactivos)
y detectar la presencia de determinados grupos funcionales e interacciones

intermoleculares puente de hidrogeno.
5.3 Resultados y Discusion

5.3.1 Sintesis de SPU

La puesta a punto de la sintesis de SPU involucr6 la exploracion de diversas
condiciones experimentales (ruta sintética, concentraciéon, tiempo de reaccion,
alimentacion de reactivos y catalizadores) para determinar las condiciones 6ptimas para
la obtencion de polimeros reproducibles con elevado peso molecular.

Una de las metodologias reportadas en la literatura para sintetizar SPU con
segmentos duros predefinidos consiste en la reaccion de macrodioles con segmentos
duros terminados en isocianato de longitud de cadena uniforme [8]. En esta
aproximacion, el segmento duro tiene una longitud larga y predeterminada, y genera
SPU con segmentos uniformes que poseen una notable influencia en las propiedades
mecanicas, particularmente en el modulo, tension de rotura y resistencia al desgarro.
Asimismo, se evitan las reacciones de transesterificacion que ocurren en la etapa de
extension de cadena [3] y que incrementan la distribucion de tamafios de los segmentos
duros. El bloque terminado en isocianato, conformado por tres unidades [diisocianato-
extendedor-diisocianato] o cinco unidades [diisocianato-extendedor-diisocianato-
extendedor-diisocianato], debe ser soluble en el medio de reaccion o tener un punto de
fusion suficientemente bajo como para fundirse a la temperatura de la reaccion. Por
ejemplo, los pentabloques de BDI-BDO-BDI-BDO-BDI resultan solubles en DMSO,

por lo que son adecuados para su reaccion con macrodioles. Sin embargo, los tribloques
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formados por BDI-BDA-BDI no retinen estas condiciones, y por lo tanto no es posible
obtener SPU con estos bloques.

Para explorar la posibilidad de emplear esta ruta sintética se prepararon
pentabloques a partir de HDI o LDI y los tribloques extendedores de cadena A-H-A y
A-L-A. Estos pentabloques terminados en isocianato, HDI-A-H-A-HDI y LDI-A-L-A-
LDI, resultaron insolubles en todos los solventes estudiados. Ademas, presentaron un
punto de fusion por encima de su temperatura de descomposicion, debido a la elevada
fuerza de cohesion producida por la alta densidad de puente de hidrogeno. Por lo tanto,
ante la imposibilidad de predisefiar segmentos duros uniformes conteniendo grupos
urea, la sintesis de SPU se efectudé por el método de dos etapas descripto en las
Secciones 5.1.1y 5.2.2.

La reaccion de polimerizacion empleando los extendedores A-H-A, A-L-A y
D-E-D mostr6é una dependencia muy fuerte con la concentracion de los mondmeros,
obteniendo mayor peso molecular a mayor concentracion. Si bien el peso molecular no
se determind cuantitativamente, los productos obtenidos con reactivos en
concentraciones reportadas por otros autores [8-10] resultaron materiales sin
consistencia mecanica. Las reacciones efectuadas en masa [11,12] tampoco condujeron
a resultados adecuados, debido a la heterogeneidad que introdujo la inmiscibilidad de
los componentes de partida.

Por lo tanto, la polimerizacion se realizd empleando la minima cantidad de
solvente necesaria para mantener la homogeneidad de la reaccion y evitar efectos de
concentracion que pudieran afectar el peso molecular del polimero [6]. Las reacciones
se llevaron a cabo hasta observar la desaparicion de la banda de grupos isocianato en el
espectro FTIR.

El empleo de Sn(Oct),, catalizador utilizado en la obtencion de poliésteres,
condujo a un tiempo de reaccion de 10 — 12 horas que favorecio las reacciones de
transesterificacion en la etapa de extension de cadena y los SPU no resultaron
reproducibles. Por este motivo se selecciondé el DBTDL como catalizador que tiene un
efecto pronunciado en la velocidad de reaccion isocianato-alcohol y por lo tanto

permitio la reduccion del tiempo de reaccion a la mitad.
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5.3.1.1 Determinacion de relaciones estequiométricas dptimas

La parte critica en el proceso de obtencion de poliuretanos, como en cualquier
reaccion de polimerizacion por etapas, es la operacion de alimentacion de los
monoémeros [2]. Las cantidades de las sustancias reactivas deben monitorearse
cuidadosamente para obtener el grado de polimerizacion requerido. Para obtener
poliuretanos lineales con elevado peso molecular la reaccion se debe efectuar con
cantidades equimolares de grupos funcionales. En el caso de los procesos efectuados en
dos etapas, la equimolaridad se refiere a la segunda etapa o etapa de extension de
cadena. El fundamento tedrico de esta practica usual estd dado por la ecuacion de
Carothers, que describe la relacion entre el grado de polimerizacion promedio en
numero (P,) de una reaccion de policondensacion no estequiométrica, la conversion de
grupos funcionales (o), y la relacion inicial de grupos funcionales (r, por ejemplo

r = [NCO:OH])):

B 1+r
l+r-2-r-a

n

En el caso limite de r = 1 (condicion estequiométrica) P, = P y el maximo
peso molecular se asegura con una conversion completa.

De este modo, se estudid la relacion entre la estequiometria de reactivos
empleados y la viscosidad intrinseca del producto final para ambos diisocianatos,
empleando A-L-A como extendedor de referencia. Las reacciones con r = 0,995, 1,005
y 1,015 correspondientes a relaciones molares de [PCL diol : diisocianato : extendedor
A-L-A] de [1:1,99:1], [1:2,01:1] y [1:2,03:1], respectivamente, mostraron los siguientes
resultados para PHL y PLL:
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Figura 5.1: Variacion de la viscosidad intrinseca en funcion de la relacion

estequiométrica r para a) PHL y b) PLL.

Como se observa en la Figura 5.1, en el intervalo de relaciones estequiométricas
estudiadas, la relacion r = 1,005 (correspondiente a [1:2,01:1]) permitié obtener los
valores de viscosidad intrinseca mas elevados en ambos poliuretanos. El ligero exceso
de diisocianato tiene en cuenta que existe un pequefio contenido de diisocianatos

formando dimeros (Seccion 5.1.1.1).
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5.3.2 Viscosidad intrinseca de SPU

Debido a que las constantes de Mark-Houwink-Sakurada no se determinaron y
ademas son ligeramente diferentes para cada SPU sintetizado, no es posible establecer
una correlacion exacta entre los valores de viscosidad intrinseca y el peso molecular de
los poliuretanos. Sin embargo, dado que cada serie de SPU so6lo difiere estructuralmente
en el extendedor de cadena, el efecto de éste en la viscosidad intrinseca de los SPU
puede aportar informacion sobre el peso molecular y la asociacion de cadenas.

La Tabla 5.1 presenta los valores de viscosidad intrinseca de los SPU
sintetizados. Los SPU de la Serie H exhibieron mayor viscosidad intrinseca que los
correspondientes poliuretanos de la Serie L. El HDI tiene una estructura simétrica con
grupos funcionales isocianato equivalentes (con igual reactividad), mientras que el LDI
tiene una estructura asimétrica y el grupo isocianato unido al carbono primario C. posee

una reactividad mayor que el unido al carbono secundario C, (Esquema 5.6).

o o
/\/\/\/NCO
OCN
&
HDI OCN & Nco

LDI

Esquema 5.6: Estructuras quimicas de los diisocianatos alifaticos HDI y LDI.

La incorporacion de A-H-A y A-L-A en ambas series de SPU no influy6 en la
viscosidad intrinseca de los materiales, mientras que la presencia de D-E-D produjo un
aumento en la viscosidad, posiblemente atribuido al incremento en el peso molecular.

El contenido teérico de segmentos duros en los SPU sintetizados empleando la
formulacion mencionada anteriormente (Seccion 5.2.2), se encontr6 entre 21,8 y 25,9 %
p/p (Tabla 5.1). Los SPU obtenidos resultaron materiales consistentes y de aspecto

blanquecino.
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Tabla 5.1: Contenido de segmentos duros y viscosidad
intrinseca de los SPU sintetizados (Series Hy L).

Serie SPU (}(,IA)S) ( d[lﬁg'l)
PHH 21,8 0,40
H PHL 22,2 0,41
PHD 23,6 0,49
PLH 24,2 0,36
L PLL 24,5 0,34

PLD 25,9 0,46

5.3.3 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

El estudio mediante espectroscopia de infrarrojo de las interacciones via puente
de hidrogeno en poliuretanos se centra en dos regiones de interés: la region N-H ubicada
entre 3100 y 3600 cm” y la regiéon C=0 localizada entre 1600 y 1800 cm™. Los
espectros de FTIR de los SPU sintetizados se muestran en las Figuras 5.2 y 5.3. Todas
las muestras de SPU exhibieron sefiales correspondientes a grupos enlazados por puente
de hidrégeno: grupos uretano y urea (3313 - 3333 ¢cm’') en polimeros extendidos con
A-H-A y A-L-A, y sblo grupos uretano (3368 cm™) en polimeros extendidos con
D-E-D. La presencia de la banda carbonilo-uretano amida I (hombro en 1680 -
1686 cm'l) demostré la formacion de grupos uretano que conectan segmentos duros y
blandos. Ademas, en los SPU extendidos con A-H-A y A-L-A se observaron sefiales en
1615 - 1621 cm’, asignadas a grupos carbonilo-urea amida I unidos por puente de
hidrégeno, y en 1579 - 1589 cm™, atribuidas a estiramiento de enlaces C-N y flexion de
enlaces N-H (vC-N + O8N-H) en grupos carbonilo-urea amida II. También se
encontraron picos en 1250 - 1258 cm™ asignados a vC-N + 8N-H en grupos carbonilo-

urea amida II1. Las bandas amida II y amida III no se detectaron en PLL.
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Figura 5.2: Espectros de ATR-FTIR de los SPU de la Serie H: a) PHH, b) PHL y ¢) PHD.
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Figura 5.3: Espectros de ATR-FTIR de los SPU de la Serie L: a) PLH, b) PLL y ¢) PLD.

En base al analisis anterior y teniendo en cuenta la estructura quimica de los
componentes de la formulacion empleados (macrodiol, diisocianato y extendedor de
cadena), se proponen las estructuras quimicas idealizadas del Esquema 5.7 para los
dominios de segmentos duros de los SPU de la Serie H, producidos por interacciéon por

puente de hidrégeno e interaccion entre nubes m—electronicas.
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Esquema 5.7: Estructuras quimicas propuestas para los dominios de segmentos duros producidos por
interaccion por puente de hidrogeno en a) PHH y b) PHL, e interaccion por puente de hidrogeno y entre

nubes n-electronicas en ¢) PHD.

En los SPU de la Serie L existen varias estructuras posibles debido a que, como
se mencionod anteriormente, la estructura asimétrica del LDI conduce a una reactividad
diferente de sus grupos isocianato. Por este motivo, las estructuras quimicas de los SPU
de la Serie L resultan de mayor complejidad y las interacciones presentes entre los

grupos funcionales son dificiles de asignar.

5.3.4 Analisis de los parametros de solubilidad

Los valores de Fgi, Fpi y Fni empleados para el célculo de los pardmetros de
solubilidad (84, 8p Y h, Seccion 5.1.2) se extrajeron de los datos tabulados por Van
Krevelen [7, Tabla 7.8], mientras que los valores de volumen libre molar (V) se
calcularon de acuerdo a Feedors [7, Tabla 7.3].

En la Tabla 5.2 se muestran los parametros de solubilidad calculados para
diferentes segmentos duros, segmento blando de PCL, algunos solventes organicos y
agua. Se presentan los valores calculados para los segmentos duros sintetizados en la
tesis y para algunos segmentos duros alifaticos y aromaticos encontrados en poli(éster

uretanos) biomédicos reportados en la literatura.
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Tabla 5.2: Parametros de solubilidad para diferentes segmentos y compuestos.

Segmento 8 (J.em™)"?

Segmentos duros sintetizados en la tesis *

HDI-A-H-A-HDI 23,7
HDI-A-L-A-HDI 25,2
HDI-D-E-D-HDI 23,8

Otros segmentos duros alifaticos *

HDI-HDO-HDI 22,8
HDI-HDA-HDI 20,9
HDI-BDO-HDI 23,4
HDI-BDA-HDI 21,3

Segmentos duros aromaticos *

MDI-EDA-MDI 30,2
MDI-HDA-MDI 28,0
MDI-BDO-MDI 26,2

Segmento blando alifatico *
PCL 20,2

Compuestos liquidos °

Dietiléter 15,1
Tetrahidrofurano (THF) 18,6
1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) * 18,9
Cloroformo 19,0
Acetona 20,3
g-caprolactona 20,7
N,N’-Dimetilacetamida (DMAc) 22,1
2-propanol 23,5
N,N’-Dimetilformamida (DMF) 24.8
Agua 47,9

* Valores calculados por el Método de Hoftyzer-Van Krevelen, empleando
volumen libre molar calculado de acuerdo a Feedors.

® Valores reportados por Van Krevelen [6, tabla 7].

Los segmentos duros sintetizados en la tesis presentan valores del parametro de
solubilidad ligeramente mayores a los de otros segmentos duros obtenidos a partir de
HDI, aunque menores que los valores correspondientes a segmentos aromaticos
derivados de MDI. Se puede inferir entonces que los segmentos duros obtenidos

resultan termodinamicamente menos mezclables con la fase blanda de PCL que otros
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segmentos basados en HDI. Si bien esta es una prediccion meramente termodindmica,
existen consideraciones cinéticas y estéricas de los segmentos duros que deben tenerse
en cuenta para justificar la separacion de fases. Se reportd en la literatura que la
movilidad de los segmentos duros aromaticos es menor a la movilidad de los segmentos
alifaticos de HDI [13]. En el caso de los segmentos HDI-D-E-D-HDI, la presencia de
anillos aromaticos no afectd el parametro de solubilidad (practicamente igual al
segmento que contiene A-H-A) aunque, como se discutira en el capitulo proximo, si

afectd las propiedades térmicas y la separacion de fases.

5.4 Conclusiones parciales

La exploracion de diferentes condiciones experimentales (concentracion,
catalizadores, alimentacion de la reaccion, estequiometria) permitié optimizar la sintesis
de dos series de poliuretanos segmentados mediante el método de dos etapas en
solucion. De esta manera se obtuvieron SPU lineales a partir PCL diol, HDI o LDI
(Serie H o Serie L) y nuevos extendedores de cadena con funcionalidad urea-diol y
diéster-difenol.

La viscosidad intrinseca de los materiales de la Serie H resultdé mayor que los
correspondientes de la Serie L, sugiriendo que la reaccion de polimerizacion y el grado
de interaccion entre las cadenas dependen de la naturaleza del diisocianato y del
extendedor de cadena empleados.

Teniendo en cuenta el andlisis por espectroscopia de infrarrojo y los mondémeros
empleados en las formulaciones, se propusieron estructuras idealizadas para los
segmentos duros de los SPU de la Serie H, en las que existen interacciones por puente
de hidrogeno bidentado en PHH, una menor densidad de puente de hidrogeno en el caso
de PHL, ¢ interacciones via puente de hidrogeno y apilamiento © en PHD.

En base a consideraciones termodinamicas, los segmentos duros sintetizados con
HDI exhibieron una menor tendencia a mezclarse con segmentos blandos de PCL que
otros segmentos duros con HDI reportados en la bibliografia. Esto refuerza la hipotesis

de que los extendedores de cadena disefiados favorecerian la separacion de fases.
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Capitulo 6: Efecto de la composicién y estructura quimica del segmento duro en las
propiedades térmicas y mecanicas de los poliuretanos segmentados

6.1 Introduccion

Ademas de la estructura primaria (composicion quimica de los bloques o
segmentos, longitud y rigidez de cadena, grado de entrecruzamiento, etc.) la morfologia
de los poliuretanos esta determinada en gran medida por las interacciones entre las
cadenas poliméricas. Dependiendo de la estructura y la morfologia, como en muchos
otros tipos de materiales, los poliuretanos muestran un amplio intervalo de propiedades

térmicas y mecanicas.

6.1.1 Analisis térmico de SPU

El estudio del comportamiento térmico de poliuretanos segmentados es
importante para comprender la morfologia y la extension de las uniones
intermoleculares. El analisis mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) permite
la observacion de multiples transiciones térmicas correspondientes a la transicion vitrea,
cristalizacion y fusiéon de dominios blandos (Tgs, Tcs, Tms) y transicion vitrea,
cristalizacion y fusion de dominios duros (Tgpn, Teh, Tmp)-

La T, depende del contenido de segmentos duros y del Mn de los segmentos
blandos, por lo que la variacion del valor de T, en funcion de la composicion o
estructura quimica se emplea como un indicador del grado de separacién de microfases
[1]. En los poliuretanos formulados con MDI se encontraron diversos factores que
afectan este proceso, la cristalizacion de cada componente, el impedimento estérico de
los segmentos duros para formar puente de hidroégeno, y el grado de compatibilidad
termodinamica entre los segmentos duros y blandos [2]. La cristalizacion es el factor
mas importante para los poliuretanos con segmentos blandos de 2000 Da, mientras que
los restantes factores determinan la extension de la separacion de fases en poliuretanos
con segmentos blandos de cadenas mas cortas.

Las fases blandas ricas en macrodiol se estabilizan principalmente por fuerzas de
van der Waals, mientras que las fases duras ricas en segmentos formados por la reaccion
del diisocianato con el extendedor de cadena, se estabilizan por interacciones de tipo
puente de hidrogeno y/o entre las nubes electronicas m de anillos aromadticos
(apilamiento ).

Los segmentos blandos de poliéter y poliéster muestran una disminucién de la

Tg,s con el aumento del peso molecular del macrodiol. Los poli(éter uretanos) muestran
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mayor incompatibilidad de segmentos que los poli(éster uretanos), debido a que los
grupos éter son menos polares que los grupos éster. Por este motivo, los poli(éter
uretanos) tienen valores de T, que permanecen relativamente constantes al aumentar el
contenido de segmentos duros, indicando que la penetracion de segmentos duros
aislados en la fase blanda es limitada. En los poli(éster uretanos) la mayor tendencia a la
mezcla de fases se demuestra en el aumento de la Ty con el contenido de segmentos

duros [3].

6.1.2 Propiedades mecénicas de SPU

Las propiedades mecanicas observadas en los poliuretanos segmentados lineales
estdn determinadas en gran medida por la separacion de microfases. Los segmentos
duros presentan puntos de entrecruzamiento fisico que refuerzan el material. En general,
el comportamiento mecanico de un SPU depende del tamafio y la concentracion de
dominios duros, el grado de agregacion de los segmentos duros en los dominios, la
capacidad de las cadenas de orientarse en la direccion del estiramiento, y la capacidad
de los dominios blandos de cristalizar en ese proceso [4].

El aumento en el contenido de segmentos duros (manteniendo constante el peso
molecular del macrodiol) o de su longitud (manteniendo constante su contenido)
produce un incremento del médulo de Young y la dureza del material, asi como una
disminucion de su deformacion ultima [5]. En estos casos aumenta la fraccion en
volumen de segmentos duros, o bien, su grado de ordenamiento en los dominios (mayor
cristalinidad y fases mas separadas). Ademas, los segmentos duros con grupos urea
generan dominios duros mas cohesivos, presentando también valores elevados de
modulo elastico.

En poli(éster uretanos) con extendedor de cadena derivado de fenilalanina se
observa una mejora en las propiedades mecanicas con el incremento del contenido de
segmentos blandos [6], lo que se atribuye a tres factores:

a) Los diisocianatos asimétricos y extendedores de cadena voluminosos dificultan
la cristalizacion de dominios duros, reduciendo su capacidad para actuar como agentes
de refuerzo o como sitios de entrecruzamiento fisico. Por lo tanto, el aumento del
contenido de segmentos duros no mejora en este caso las propiedades ultimas del

material.
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b) La cristalizacion de dominios blandos de PCL puede ser preponderante en la
resistencia y rigidez del polimero. Los dominios blandos cristalinos pueden actuar como
puntos de entrecruzamiento fisico de manera similar a la que normalmente se atribuye a
los dominios duros.

c) El incremento en el grado de separacion de fases observado con el aumento del
contenido de PCL conduce a mejores propiedades mecanicas. Este fendémeno resulta del
incremento en la cohesion de los segmentos duros, debida a una morfologia de fases
segregadas. Por lo tanto, resulta de importancia tanto la cristalinidad de los dominios
blandos como el grado de la separacion de fases.

Las reacciones de transesterificacion, que pueden producirse eventualmente en
la etapa de extension de cadena, afectan seriamente la distribucion de segmentos duros y
deterioran las propiedades mecanicas. La mejora de la distribucion de segmentos y, en
consecuencia, de las propiedades mecanicas de los SPU, se puede lograr con el empleo
de segmentos duros uniformes “pre-armados” [7,8], estrategia comentada en la Seccion
5.3.1L

Los isocianatos simétricos y extendedores con un numero par de atomos de
carbono empacan en una red cristalina mucho mas efectivamente que moléculas
asimétricas con un nimero impar de atomos de carbono. La rigidez del segmento duro
también afecta las propiedades mecanicas. Los grupos aromaticos introducen unidades
grandes, rigidas y planas que aumentan significativamente la rigidez de la cadena
principal y mejoran la cristalinidad. La atraccion entre nubes de electrones m también
favorece la atraccion entre cadenas. Las ramificaciones laterales impiden a las
moléculas empaquetarse en una red cristalina, en este sentido, moléculas lineales
promueven la cristalinidad del segmento duro mas que moléculas ramificadas.

En un sistema multifase, el comportamiento mecanico en traccidn esta
estrechamente relacionado con la morfologia de los dominios y la separacion de fases.
El ciclo de carga-descarga exhibe cierto grado de histéresis en la curva tension-
deformacion. Este fenomeno se atribuye a la fluencia o disrupcion de los segmentos
duros con la deformacion, lo que disminuye su capacidad de reforzar la fase gomosa. La
histéresis es una funcion de la ductilidad y la capacidad de reestructuramiento del
material, y depende de la naturaleza y el grado de mezcla de fases en la interfase de

dominios [9].
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El proceso de fractura puede representarse por tres etapas: inicio de
microfisuras, propagacion lenta y falla catastrofica del material [10,11]. Las fases
dispersas tienden a interferir con el paso de propagacion de fisuras, redistribuyendo
energia que de otro modo causaria su aumento de tamafio hasta la rotura del material.
Por otra parte, las fisuras pueden ser conducidas a los limites de fases. Asi, una
morfologia bifasica es esencial para tener elastomeros de elevada tenacidad. La
resistencia se mejora con segmentos duros largos y rigidos, con alta energia cohesiva.
Aungque la interacciones de tipo puente de hidrégeno pueden contribuir a la cohesividad
de los dominios, el enlace puente de hidrogeno en si mismo no es directamente
responsable de la resistencia de los poliuretanos.

En este capitulo se examina la relacion entre la composicion y estructura
quimica del segmento duro y las propiedades térmicas y mecanicas de los SPU

sintetizados en el capitulo anterior.

6.2 Métodos

6.2.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La determinacion de las propiedades térmicas de los productos sintetizados
(temperaturas de transicion vitrea, temperaturas y entalpias de fusion y temperaturas y
entalpias de cristalizacion) se llevé a cabo en un calorimetro Shimadzu DSC-50,
empleando purga de nitrégeno y una velocidad de barrido de 10 °C.min", en el intervalo
de temperaturas de -120 °C a 250 °C. La T, se midio en el inicio de la transicion (onset).

El porcentaje de cristalinidad del segmento blando (X,) se calculé mediante la relacion:

AH , experimental

(100—%Hsj
100 100

AH teorico

c

donde AH, experimental es la entalpia de fusion de dominios blandos por gramo de
SPU, %HS es el porcentaje de segmentos duros en el poliuretano (valores determinados
en la Seccion 5.3.2), y AHy, teorico es la entalpia de fusién para PCL 100% cristalina

(148,05 J.g™), valor empleado en el Capitulo 3.
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6.2.2 Ensayos mecanicos

Los ensayos de traccion uniaxial se realizaron empleando probetas rectangulares
de 35 mm x 5 mm x t mm (donde t = 0,4 £ 0,1) cortadas de filmes de los SPU. Se utilizé
una maquina universal de ensayos Instron Modelo 4467 con un extensometro para
elastomeros (Instron), una celda de carga de 100 N y una velocidad de traversa de
5 mm.min"'. Los ensayos se efectuaron a temperatura ambiente (18 + 2 °C).

Para los ensayos de desgarro (tear strength) se utilizaron probetas rectangulares
de 37,5 mm de largo y 12,5 mm de ancho, con un corte longitudinal de 25 mm (longitud
de propagacion de desgarro de 12,5 mm), empleando una velocidad de traversa de

250 mm.min"' (ASTM D1938-02). El Esquema 6.1 muestra la geometria de la probeta,

el modo de solicitacion y los diferentes modos de propagacion del desgarro.

!

'

Esquema 6.1: Probeta empleada en el ensayo de desgarro y diferentes modos de

propagacion del desgarro: a) correcto, b) y c) incorrectos.

La energia de desgarro (Gy) se determin6 como:

G, =2-

s |
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donde F es la fuerza para el desgarro sobre la longitud del camino desgarrado, w,
multiplicada por dos debido a la formacion de dos nuevas superficies [12]. Se emple6 la
fuerza maxima ya que el film es altamente deformable; para materiales con baja
ductilidad se emplea la fuerza promedio de desgarro.

En todos los casos se ensayaron al menos cuatro probetas para cada material y se

promediaron los resultados obtenidos.

6.3 Resultados y Discusion

6.3.1 Propiedades térmicas

Los SPU exhiben un comportamiento térmico asociado fuertemente a su historia
térmica y al método de procesamiento. Las propiedades térmicas de los SPU,
presentadas en la Tabla 6.1, se determinaron durante el primer barrido de temperatura.
El segundo barrido se efectué con muestras llevadas previamente desde una T > Tpp
hasta T < Ty por inmersion en nitrogeno liquido, o bien dejando enfriar la muestra a la
velocidad de enfriamiento no controlada del equipo. En ambos casos s6lo se observaron
las transiciones asociadas a los dominios blandos (Tys y Tms) y en el caso de
enfriamiento brusco se observd ademads la cristalizacion de dominios blandos (T.s). En
la Tabla 6.2 se detallan algunas propiedades de poliuretanos, sintetizados a partir de
PCLdiol,g00, diisocianatos alifaticos y diversos extendedores de cadena, reportadas en la
literatura.

PHH presentd una T, de -61,4 °C, mientras que PHL mostré un valor muy
cercano (-61,1 °C). Estos valores de T, resultaron ligeramente inferiores a los de los
SPU correspondientes de la Serie L, y los mds cercanos a la transicion vitrea del
macrodiol (Tg PCL diol = -69,3 °C). Esto indica la presencia de microfases con cierto
grado de separacion en los SPU extendidos con A-H-A y A-L-A. Cabe sefialar que los
valores de T,s de PHH y PHL resultaron los mas bajos encontrados en la literatura
(Tabla 6.2). Por otra parte, los polimeros extendidos con D-E-D (PHD y PLD)
mostraron valores de T, cercanos a -53 °C, desviacion que refleja la existencia de una

morfologia con un mayor grado de mezcla de fases.
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Tabla 6.1: Propiedades térmicas de los SPU sintetizados (Series Hy L).

Tg’s T , AHm,Sa X Tg’h Tm,h AHm’ha

Serie  SPU,&% 0) Jey (%) (0 (°C) dgh

PHH -614 27,0/39,9 31,5 27,2 108,2 162,2/171,4 34
H PHL  -61,1 29,0/44,4 350 304 - 101,1 6.4

PHD -53,2 26,6/39,3 29,8 264 - - -

PLH  -59,5 29,6 29,1 25,9 65,6 160,6/174,0 10,1
L PLL  -58)9 36,0 50,0 44,7 - 82,0 3.2
PLD  -53,1 31,6 21,1 0,5 - - -

* Entalpia de fusion expresada por gramo de SPU.

Como se observa en la Figura 6.1, los termogramas de los poliuretanos de la
Serie H mostraron dos picos endotérmicos (T,s) asociados a la fusion de dominios
blandos, mientras que los termogramas de la Serie L (Figura 6.2) presentaron un tnico
pico endotérmico. En ambas series, los valores de T, resultaron menores que la
temperatura de fusion del macrodiol (T, PCL diol = 50,5 °C), lo que puede atribuirse a
la formacion de fases cristalinas de menor extension y dominios paracristalinos. El
analisis de las entalpias de fusion (AHy,) evidencio el efecto de la conectividad entre
los segmentos duros y blandos en la cristalizacion. La restriccion en la movilidad de
cadenas en los SPU produjo una notable disminucion de la X de los dominios blandos
de PCL (X. PCL diol = 65,5 %). PLD resulto el tinico poliuretano con capacidad de
cristalizar durante el primer barrido de DSC, mostrando un pico exotérmico (20,5 J.g™)
ancho, centrado en 5,2 °C. Los dominios cristalinos formados fundieron a 31,6 °C,
siendo la cristalinidad de PLD practicamente despreciable (X, = 0,5 %).

De los SPU de la Serie H, s6lo PHH exhibi6 una transicion de segundo orden,
correspondiente a Ty, (108,2 °C). A mayor temperatura se observd un pequefio pico
exotérmico (130,6 °C), seguido por dos picos endotérmicos a 162,2 °C y 171,4 °C. Estas
transiciones se pueden atribuir respectivamente a la cristalizacion y fusion de dominios
duros con diferente grado de ordenamiento. La presencia de grupos funcionales con alta
energia cohesiva (dos grupos uretano y dos grupos urea) en los segmentos duros de
PHH, sumada a la simetria estructural (Esquema 5.7a), contribuyeron al incremento de

la separacion de fases. Por su parte, PHL exhibiéo un pico endotérmico a 101,1 °C
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asignado a la fusion de dominios duros. En este caso, la estructura asimétrica del
extendedor de cadena A-L-A no evitd la asociacion de segmentos duros mediante
interacciones por puente de hidrogeno entre grupos funcionales urea, uretano y
carbonilo de hidantoina (Esquema 5.7b). En el material PHD no se observaron
transiciones térmicas correspondientes a dominios duros (Figura 6.1), lo cual puede
atribuirse a que los extendedores de cadena voluminosos dificultan el ordenamiento que
conduce a la cristalizacion de segmentos duros [6].

A pesar de la existencia de muchos trabajos en la literatura que estudian
poli(éster uretanos) y poli(éster uretano ureas) formulados con PCLyy (Tabla 6.2),
existen muy pocos que reportan la presencia de transiciones térmicas de dominios
duros. Entre éstos se encuentran SPU formulados con HDI que emplean como
extendedores de cadena BDA [19] o un derivado de fenilalanina [13]. PHH result6 el
unico SPU formulado con HDI que mostrd T,p, ademds de elevadas Tpnp, en
comparacion con todos los materiales descriptos hasta el presente.

La longitud de cadena promedio y distribucion de longitudes de cadena de los
segmentos duros determina también las propiedades térmicas de los SPU. Como se
observa en la Tabla 6.2, los SPU formulados con PCL;¢0, BDI y extendidos con BDA
[8,19], BDO [8,20] y BDO-BDI-BDO [7] exhiben T, y AHmpn con distintos valores.
Aunque el BDI también es simétrico y los SPU presentan fuerzas intermoleculares
similares a las de los SPU sintetizados en esta tesis, la presencia de segmentos duros de
menor longitud favorecié la formacién de dominios duros cristalinos. Sin embargo, este
aspecto por si solo no asegura el mejor conjunto de propiedades térmicas y mecanicas

para un material.
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Tabla 6.2: Propiedades térmicas y mecanicas de SPU formulados con PCL, diol reportados en la literatura para aplicaciones biomédicas.

Propiedades térmicas

Propiedades mecanicas

Ref. SPU Tg,s Tm,s AI—Im,s Tm,h AIhIm,h E Gu &u Oy &y Gt
(°O) (°C) dgh (O (dg") (MPa) (MPa) (%) (MPa) (%) (klm?)
13 PCL2000 : HDI : Phe -51,9 45,3 63,0 75,7 - -
16 PClLaoo : HDI: BDO -57,6 43,0 23,0 - - 9,8  472@N 723
PCL,goo : IPDI : BDO 458 40,2 36,7 - - 52 6,420 100
17 PCLygy : HDI : BDO - - - - - 85  362@% 806
PCLyggo : BDI : BDA -56,7 20,2 228 2185 10,5 52 29@10 1042 161
19 PCL,y : LDI : BDA -52,1 40,5 15,9 90,9 11,5 40 7@ 800 36
PCL,ooo : HDI : BDA -51,0 21,5 17,3 129,0 10,0 38 38@10 1168 137
14 PCLao: BDI:eLys 543 447 - - - 38 13@1° 841
PCL,goo : BDI : BDA -53,2 40,2 - - - 78 29@10 660
; PCLayyo: BDI: BDO-BDI-BDO -54,0 16,7 11,0 1304 145 70 44@10 560
PCL,oo : BDI-BDO-BDI-BDO-BDI  -60,4 9,2 13,9 1283 242 105 35@10 650
PCL,oo : BDI : BDA -57,0 19,7 28,0 189,0 10,8 145 46“1° 835 352
8  PCLyg : BDI : BDO -54,0 24,3 9,3 68,5 11,2 232 23,19 843 158
PCL,g00 : BDI : BDO-BDI-BDO -54,0 17,9 9,1 1304 14,5 70 45@10 560 188
20 PCLayg : BDI: BDO -56,4 16,4 11,5 79,5 15,0 30,1 38,4 1150 4,8 29,6 97
6  PCLyo: LDI : Phe -51,9 45,1 - - - 81,9 30,8°°% 676
31 PCLagy : LDI : BDO -58,9 36,2 - - - - 23@1% 1700 - - -
15  PCLygy : LDI : BDO - - - - - - 32@10 1000 8,0 20,0
PCL,g0 : LDI : eLys (1:2,5:1,5) -59,4 37,6 6,6 - - 153 3402 1460 9,3 11,3
22 PCL,gy : LDI : eLys (1:3:2) -59.5 36,8 0,7 - - 291 283%° 1240 14,9 10,6
PCLsggo : LDI : eOrn -59,0 40,6 24,9 - - 130 23,5%° 1310 8,8 17,6
18  PCLygy : HMDI : BDO -54,7 35,0 25,1 52,0 5,2 10 479200 720
21 PCLagp : HMDI : BDO 51,0 45,0 - - - 11 33927 780
12 PCLagy : CHDI : CHDM -53,6 3,5 11,0  223.8 5,4 46 33@h 950 114

E: Modulo de Young; G, y €,: tensién y deformacion ultimas; o, y &,: tension y deformacion de fluencia; @: xxx mm.min”; G;: energia de desgarro.
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Los resultados reportados sobre el analisis de las propiedades térmicas de SPU
empleando LDI, extendidos con etil éster de lisina y ornitina [22], derivado de
fenilalanina [6] o tiramina [23], evidenciaron la ausencia de transiciones térmicas de
dominios duros. Los tinicos SPU formulados con LDI en los que se observaron estas
transiciones son los extendidos con BDA [19], que exhibieron una endoterma centrada
en 90,9 °C, asignada a la fusion de dominios duros. Sin embargo, las muestras de PLH y
PLL presentaron dominios duros semicristalinos con algunas diferencias relevantes. Si
bien ambos polimeros contienen un derivado de lisina que conecta los segmentos
blandos con los extendedores de cadena, PLL exhibi6 una exoterma muy ancha de baja
AHp,j, mientras que PLH mostr6 una Tgp, (65,6 °C) y dos picos agudos con la mayor
AHpnn observada en ambas series. A pesar de la estructura asimétrica del
macrodiisocianato terminado en LDI, la capacidad de los polimeros extendidos con
A-H-A de asociar sus cadenas de segmentos duros mediante puente de hidrogeno
permitio el mejor empaquetamiento de los dominios duros. En el caso de PLD, al igual
que en PHD, no se observaron transiciones térmicas correspondientes a segmentos
duros. Como se mencion6 anteriormente, este hecho puede atribuirse a la presencia de
una morfologia de fases menos separadas.

Por lo tanto, en los SPU de ambas series, la composicion y estructura de los

extendedores de cadena tuvo un efecto significativo en la quimica de segmentos duros.

Flujo de Calor (ImW) —» Exo

T T T T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200
Temperatura (°C)

Figura 6.1: Termogramas de DSC de los SPU de la Serie H: a) PHH, b) PHL y c¢) PHD.

121



Capitulo 6: Efecto de la composicion y estructura quimica del segmento duro en las
propiedades térmicas y mecanicas de los poliuretanos segmentados

o

Flujo de Calor (mW) —» Exo
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T
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200

Figura 6.2: Termogramas de DSC de los SPU de la Serie L: a) PLH, b) PLL y ¢) PLD.

6.3.2 Propiedades mecénicas

6.3.2.1 Ensayos de traccion uniaxial

Los resultados de las propiedades mecanicas determinadas mediante ensayos de

traccion uniaxial se resumen en la Tabla 6.3, donde se muestran los valores de modulo

de Young (E), tension y deformacion ultimas (o, y €y, respectivamente), tension y

deformacion de fluencia (oy y €y, respectivamente) y energia de desgarro (Gy).

Tabla 6.3: Propiedades mecanicas de los SPU determinadas mediante ensayos de traccion uniaxial.

Serie. SPU (MEPa) (N?lga) (;:) (h?ﬁa) (OS/Z) (kJ(.}ntq'z)
PHH 1644 51403  469+38 i i 103
H  PHL  56+3  70+20 6194155  52+04 34+8 89
PHD  54+4  69+15 1006120 34+09 1946 340
PLH  8+2 11406  53+18 i i 6,5
L PLL  47+16 02+01 8707 i i 0.4
PLD  49+3 2207 6714 i i 3,0
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La Figura 6.3 muestra las curvas de tension-deformacion para los SPU de la
Serie H. En esta serie se encontraron dos tipos diferentes de comportamiento. Por un
lado, PHH se comportd como un elastdbmero blando, con modulo de Young y
propiedades ultimas inferiores a las mostradas por los poliuretanos PHL y PHD. El
aumento de la tension con la deformacion produjo un alineamiento de cadenas hasta su
maxima extension previa a la rotura en este material. Resulta evidente que la estructura
quimica y la simetria de HDI y el extendedor de cadena A-H-A incrementan las fuerzas
de atraccion secundarias entre cadenas paralelas, formando un empaquetamiento mas
denso y aumentando la capacidad de los segmentos duros de actuar como sitios de
entrecruzamiento fisico (Esquema 5.7a). En la misma serie, PHL y PHD poseen
estructuras de segmentos duros diferente (Esquemas 5.7b y 5.7¢), comportandose como
poliuretanos mas tenaces. Estos polimeros presentaron un punto de fluencia seguido por
la formacion de un cuello en la probeta, region en la que tiene lugar una extensa
reorganizacion de las cadenas poliméricas. Una vez alcanzada la tensién de fluencia, la
tension disminuy6 ligeramente. En el caso de PHL se produjo deformacion plastica a
tension constante (cold-drawing) hasta alcanzar un cierto valor en donde el cuello
formado se extendio por la probeta. Al final de esta reorganizacion la tensidn aumento
con la deformacion hasta que se produjo la rotura del material. PHD present6 una region
de cold-drawing diferente, donde luego de la fluencia se produjo un aumento de la
tension hasta completar la propagacion del cuello. PHD exhibio una deformacion ultima
mayor (g, = 1000 %) que PHL, mientras que el médulo de Young y la tension ultima
resultaron similares para ambos SPU. Los elevados valores de resistencia a la traccion y
deformacion a la rotura determinaron en PHD la mayor area bajo la curva de tension-
deformacion, indicando su mayor tenacidad frente a los otros poliuretanos de la Serie H.
En este caso, la estructura simétrica del segmento duro (HDI - D-E-D - HDI) permite el
establecimiento de fuerzas de atraccion secundarias entre los segmentos duros mediante
interacciones de tipo puente de hidrogeno e interacciones entre nubes electronicas m de
anillos aromaticos adyacentes (apilamiento 7) (Esquema 5.7¢).

Los SPU de la Serie L mostraron propiedades mecanicas inferiores que los
poliuretanos correspondientes de la Serie H (recuadro de la Figura 6.3). PLH presentd
un valor de mddulo de Young un 50 % menor que PHH, mientras que PLD mostré un
modulo ligeramente inferior que el encontrado para PHD. Por su parte, el valor

encontrado para PLL resultd el menor de ambas series.
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Las diferencias estructurales entre HDI y LDI revelaron diferencias
significativas en los poliuretanos extendidos con D-E-D (PHD y PLD). La estructura
asimétrica de LDI, que efectia la conexion entre segmentos blandos y D-E-D, impide la
formacion de un empaquetamiento ordenado de segmentos duros. Los valores de
deformacion a la rotura obtenidos para PHD y PLD mostraron una diferencia muy
marcada. En el caso de PLD la deformacion ultima se redujo a tan s6lo un 7 %, como
puede observarse claramente en el recuadro de la Figura 6.3. Siguiendo las mismas
consideraciones referidas a la estructura quimica del derivado de lisina, PLL resulté un
polimero muy débil. A pesar de haber detectado mediante calorimetria (Seccion 6.3.1)
transiciones endotérmicas correspondientes a la fusion de dominios duros, la asimetria
introducida en los segmentos duros por LDI y A-L-A impidi6 la formacion de regiones
ordenadas de largo alcance. La estructura quimica de los segmentos duros de la Serie L
tuvo un impacto significativo en las propiedades mecanicas resultantes. Las propiedades
observadas dependieron en mayor medida del isocianato, bloque que delimita los

segmentos duros.

PHD

Tension (MPa)

o 10 20 3 4 0
T T T T T T T T T T

0 200 400 600 800 1000

Deformacion (%)

Figura 6.3: Curvas de tension-deformacion en traccion representativas para los SPU de
la Serie H. Recuadro: Curvas de tension-deformacion para los SPU de las Series Hy L

en la region de bajas deformaciones.

Existen pocos trabajos reportados en la literatura donde se estudian las
propiedades mecanicas de poli(éster uretanos) y poli(éster uretano ureas) formulados
con PCLyg0, entre los que se encuentran SPU que emplean HDI, BDO [16,17] y BDA
[19] (Tabla 6.2). Comparando estos valores con los presentados para PHD, SPU que
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presenta las mejores propiedades mecénicas de la Serie H, se observa que PHD posee un
mayor modulo (mas del 40 %), aunque también una menor tension ultima. La presencia
de los anillos aromaticos confiere mayor rigidez al material, aunque éste presenta menor
densidad de puente de hidrogeno, lo que influye en la magnitud de la tension Gltima.

Los trabajos en los que se utiliza LDI, emplean BDO [15,31], BDA [19],
derivado de fenilalanina [6] y etil éster de lisina y ornitina [22] como extendedores de
cadena. Todos los SPU de la Serie L presentan propiedades mecénicas inferiores a las
de esos materiales. Resulta evidente que la asimetria del LDI y la complejidad
estructural de los extendedores de cadena A-H-A, A-L-A y D-E-D influyen

negativamente en las propiedades observadas.

6.3.2.2 Ensayos de carga y descarga ciclica

Como se coment6 en la Seccion 6.1.2, en un sistema multifasico el
comportamiento del ciclo de carga y descarga (histéresis) esta relacionado con la
morfologia de los dominios, composicion quimica y separacion de fases [24,25]. Las
mejores propiedades elastoméricas se han obtenido en poliuretanos con un contenido de
25 % de segmentos duros aislados [26].

Existen distintos mecanismos responsables de la histéresis a diferentes niveles
de elongacion. La histéresis se atribuye a la disrupcion con la deformacion del sistema
de puentes de hidrégeno presente en las regiones de dominios duros, conduciendo a una
disminucién en el refuerzo de la matriz gomosa y promoviendo una deformacion
permanente. Altos niveles de histéresis a bajas deformaciones pueden resultar de
deformacion plastica de la estructura vitrea o semicristalina y/o disrupcion de los
dominios de segmentos duros interconectados. Por otro lado, un comportamiento mas
£0omoso con una recuperacion relativamente alta, sugiere una morfologia consistente de
dominios duros aislados, dispersos en una matriz de segmentos blandos amorfa [5,27].

Los ensayos de carga y descarga ciclica se llevaron a cabo hasta niveles de
deformacion crecientes, y los resultados para PHH y PHL se muestran en la Figura 6.4.
PHH presentd dos caracteristicas de ablandamiento por tension (Stress softening)
(Figura 6.4a). En primer lugar, al someter el material a sucesivos ciclos de deformacion
se observaron valores de tension menores que los correspondientes a porcentajes de
deformacion del ciclo precedente. En segundo lugar, a valores de deformacion mayores

que los aplicados previamente, los valores de tension no fueron afectados por la
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deformacion previa. Este comportamiento de ablandamiento por tension es
caracteristico de materiales separados en fases, y en literatura se citan diversas
interpretaciones de este fendomeno [28,29]. La elevada histéresis observada en PHH
puede interpretarse como resultado de la alta cohesion e interconectividad de segmentos
duros, que incrementa la energia disipada con la deformacion. La tension perturba el
ordenamiento en los dominios duros, conduciendo posiblemente a la disociacion de

algunos puentes de hidrogeno inter-urea [27].

Tension (MPa)
N
1

14
04
T T T T T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150
Deformacion (%)
a)
6

Tension (MPa)

0 10 20 30 40 50
Deformacion (%)

b)

Figura 6.4: Curvas de tension-deformacion en traccion para a) PHH y b) PHL. Los
numeros en las curvas de PHL indican: (1) region elastica, (2) descarga posterior a la
fluencia, (3) carga del segundo ciclo, (4) descarga del segundo ciclo, y (5) carga del

tercer ciclo.
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La Figura 6.4b muestra el comportamiento mecanico de PHL. Los ciclos de
carga y descarga se llevaron a cabo en la region elastica (1) y luego de fluencia (2 a 5).
En la region elastica, la histéresis observada en los ciclos resultdé muy baja. La
repeticion de ciclos (straining) produjo un efecto poco significativo en el
comportamiento del material, presentando una deformacion residual casi constante. Es
razonable que en la region eldstica no se produzca una modificacion significativa en la
estructura de los copolimeros en bloque. Superada la tension de fluencia, se produjo la
deformacion plastica del material y aumentaron tanto la energia perdida por histéresis
como la deformacion residual. Como era de esperar, los ciclos siguientes (curvas de
carga 3 y 5) partieron desde una muestra predeformada (prestrained). Teniendo en
cuenta este comportamiento, para ciertas aplicaciones en ingenieria de tejidos se
requieren materiales que presenten elevada tension de fluencia, ya que las
deformaciones plasticas (inelasticas) pueden causar la falla catastrofica del dispositivo,

por ejemplo, en la apertura y oclusion de valvulas cardiacas [30].

6.3.2.3 Ensayos de desgarro

En determinadas aplicaciones se requiere de la sutura de un material o tejido, por
lo que resulta de interés el estudio del desgarro. Los valores de G; para los SPU se listan
en la Tabla 6.3. La energia de desgarro de PHL result6 algo menor que la determinada
para PHH. Este resultado estd de acuerdo con el menor empaquetamiento de segmentos
duros en PHL, que implica una mayor facilidad para perturbarlos. PHD mostr6 el valor
mas alto de Gy, lo que se puede explicar mediante dos efectos que impedirian la
propagacion de fisuras: dominios duros con menor energia cohesiva que los que
presentan interacciones uretano-urea pueden deformarse mas facilmente, y estos
cambios en la morfologia pueden favorecer la orientacion de cadenas. La energia de
desgarro de los SPU de la Serie L resultd inferior a la observada en la Serie H.
Nuevamente, la naturaleza del empaquetamiento de los segmentos duros de la Serie L,
comparado con los correspondientes polimeros de la Serie H, condujo a una menor
resistencia al desgarro. La comparacion con los resultados presentados en la literatura es
dificil de establecer por la escasez de datos publicados.

Debido a que las propiedades mecanicas dependen fuertemente de las

condiciones del ensayo (velocidad de deformacion, tipo de mordazas, temperatura y
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condiciones ambientales, etc.) éstas se deben tener en cuenta al comparar los resultados

observados con los reportados en literatura para polimeros con estructura similar.

6.4 Conclusiones parciales

La variacion de la composicion de los segmentos duros (diisocianato y
extendedor de cadena), permitié investigar la relacion estructura-propiedades de los
SPU sintetizados. La diferente estructura quimica y simetria de los segmentos duros
influy6 en la separacion de fases en dominios duros y blandos, como se evidenci6 en el
comportamiento térmico de los materiales. La asociacion de segmentos duros se
increment6 con el disefio de segmentos constituidos por un diisocianato simétrico y/o
extendedor simétrico (PHH, PHL, PLH). La energia de cohesion de los segmentos duros
tuvo un importante efecto en el comportamiento mecanico observado. La incorporacion
del extendedor de cadena aromatico produjo efectos opuestos en los poliuretanos de
ambas series. PHD exhibi¢ la mayor elongacioén y energia de desgarro. Sin embargo,
PLD mostr6é un médulo apenas inferior a PHD y la minima deformacion a la rotura.

La Serie H mostré propiedades mecanicas superiores a la Serie L, siendo ademas
PHD el SPU que exhibi6é las mejores propiedades mecanicas de ambas series. Los
valores de energia de desgarro obtenidos desaconsejan el empleo de estos SPU en
aplicaciones que requieren suturas. Los SPU de la Serie L encuentran su potencial
aplicacion en situaciones donde se requiere un comportamiento mecanico con bajo nivel
de carga y deformacion.

El rango de propiedades obtenidas con el empleo de diisocianatos no toxicos y
las modificaciones introducidas en la estructura de segmentos duros, permitio la
preparacion de biomateriales muy atractivos para aplicaciones en ingenieria de tejidos
blandos. Esto justifica su procesamiento para la obtencion de matrices tridimensionales

porosas y el estudio de su comportamiento degradativo in vitro.
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Capitulo 7: Estudio de Propiedades Bioldgicas in vitro de poliuretanos segmentados

7.1 Introduccion

El estudio de la biocompatibilidad in vitro e in vivo de los biomateriales y
dispositivos médicos es un paso imprescindible para ensayar un material cuyo fin sea su
implante en humanos, o bien, su interaccion con tejido humano. Los ensayos in vitro
son muy Utiles para la evaluacion de los efectos bioldgicos de los biomateriales y tienen
como ventaja que no requieren el uso de animales de experimentacion, la rapidez con
que se realizan los estudios y su relacion costo-efectividad. Los cultivos celulares
constituyen modelos toxicoldgicos alternativos de gran sensibilidad para estimar la
toxicidad de los biomateriales. Los ensayos in vitro permiten el estudio de interacciones
a corto plazo y proporcionan informacion fundamental acerca de algunas interacciones
celulares y moleculares con los biomateriales, aunque soélo pueden reproducir
parcialmente las condiciones que se presentan in vivo [1-3]. Por lo tanto, los ensayos in
vitro no pueden reemplazar a los ensayos in vivo.

En este capitulo se presenta el estudio de algunas propiedades bioldgicas in vitro
de los poliuretanos sintetizados correspondientes a la Serie H, debido a que esta serie
presenta las propiedades mecéanicas méas adecuadas para su aplicacion en regeneracion
de tejidos blandos. Para evaluar la respuesta de estos materiales en contacto con sangre,
se emplearon diversas técnicas para determinar la adsorcion de proteinas plasmaticas, la
adhesion y activacion de plaquetas, la formacion de trombos sobre la superficie y la

citotoxicidad.

7.1.1 Interacciones superficiales con el medio bioldgico

Las interacciones superficiales de los biomateriales poliméricos con el medio
biolégico son fundamentales para determinar la respuesta de cuerpo extrafio o la
biocompatibilidad. Por lo tanto, el disefio de materiales biocompatibles requiere el

conocimiento y control de estas interacciones.

7.1.1.1 Adhesion de proteinas

A pesar de la extensa literatura publicada en el area, los fundamentos bioldgicos
de las interacciones entre un biomaterial y el medio sanguineo representan todavia un
tema que da lugar a controversias, debido a la multiplicidad y complejidad de eventos

adversos que se inician cuando un biomaterial se pone en contacto con la sangre [4,5].
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El primer evento que tiene lugar, anterior incluso a la adhesion de plaquetas, es
la adsorcidn rapida de proteinas sobre la superficie [6,7], las que influyen notablemente
en la interaccién posterior con la sangre. La composicién y reversibilidad de esta
adsorcion y, por lo tanto, la actividad anticoagulante o antitrombogénica del material,
depende principalmente de las caracteristicas de la superficie polimérica.

Si bien no se pueden especificar los pardmetros mas importantes para
comprender la respuesta bioldgica que tiene lugar en la superficie (probablemente
interactCan varios parametros simultaneamente), se han publicado numerosos estudios
que evaltan la rugosidad, la distribucion de grupos funcionales anionicos y la densidad
de interacciones electrostaticas en el polimero, el balance hidrofébico/hidrofilico en la
superficie, la segregacion en microdominios heterogéneos, etc [8]. Por lo tanto, uno de
los mayores retos cientificos para mejorar la funcionalidad de los biomateriales es
controlar la adhesion proteica, ya sea favoreciendo cierto tipo de conformaciones, o
reduciendo la cantidad de proteinas sobre la superficie [9].

El tipo y cantidad de proteinas sanguineas adsorbidas en la interfase biomaterial-
sangre induce la posterior adsorcion y activacion plaquetaria. El fibrindgeno constituye
un componente muy importante de dicha capa proteica, ya que es capaz de inducir los
procesos de adhesién y agregacion plaquetaria por interaccion directa con los receptores
plaquetarios GPIIb/Illa [10]. Chinn y colaboradores demostraron que la adhesion
plaquetaria se inhibe casi por completo cuando el plasma es deficiente en fibrindgeno
[11]. Por otro lado, se sabe que la adhesion y activacion plaquetaria se reduce
significativamente en materiales recubiertos con albumina. Esto se debe a que la
membrana plaquetaria no tiene receptores de albumina y, por lo tanto, no interacciona
especificamente con ella [12]. En consecuencia, ambas proteinas se suelen emplear
como controles positivos y negativos en los ensayos de trombogenicidad.

Entre las técnicas empleadas para el analisis superficial de biomateriales, muy
pocas son capaces de monitorear las interacciones dinamicas que surgen en un ambiente
fluido, asemejandose mas al medio bioldgico. Algunas de estas técnicas son la
elipsometria, la reflexion interna total, las guias de onda dieléctricas monomodo y la
resonancia de plasmén (Anexo 11.1). El conjunto de todas ellas nos ofrece la posibilidad
de estudiar fendbmenos dindmicos en un amplio rango de superficies.

La resonancia de plasmadn superficial (SPR) es una técnica capaz de monitorear
cualquier proceso dindmico [13], tal como adsorcién [14,15] o degradacién [16], en un

namero amplio de superficies con interés biomédico [17], en tiempo real, sin necesidad
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de marcar el analito ni de complicados procesos preparativos, y con una elevada
sensibilidad [7,18]. La SPR permite la obtencion de informacion acerca de la
especificidad, extension y cinética de dichas interacciones y la evaluacion de la
hemocompatibilidad in vitro de la superficie de biomateriales, monitoreando la

adsorcion superficial de seroalbdmina humana (HSA) y fibrindgeno humano (HFb).

7.1.1.2 Adhesion, agregacion y activacion plaquetaria

La hemostasia es un mecanismo de defensa que funciona estrechamente ligado a
los procesos de reparacion tisular y protege la integridad del sistema vascular. La
ruptura del fino equilibrio hemostatico, provocada por multiples factores, conduce a la
formacion de un tapon hemostatico constituido por plaguetas (trombo
primario/hemostasia primaria) sobre un area lesionada, al que se le afiade una red de
fibrina (trombo estable secundario/hemostasia secundaria) [19,20]. Las plaquetas,
células anucleadas de 2-4 um de diametro (Figura 7.1), se encuentran en la sangre y se
originan de la fragmentacion del citoplasma de megacariocitos maduros [20,21]. Estas
desempefian la funcion de hemostasia debido a su extraordinaria capacidad de responder

a estimulos [22].

b

Figura 7.1: Plaquetas observadas con un microscopio electrénico.

El citoesqueleto plaquetario es un gel viscoelastico, responsable de mantener la
estabilidad de la membrana, su forma discoide y los cambios morfolégicos que
experimentan las plaquetas una vez activadas. Las plaquetas tienen un sistema de
canaliculos que permiten el trafico de los diferentes mensajeros y proteinas en la

activacion plaquetaria, asi como de la liberacion del contenido de los granulos [23].
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Ademas de granulos o —que son los predominantes en las plaquetas— y granulos densos,
las plaquetas tienen otros tipos de granulos: granulos de glucégeno, lisosomas y
microperoxisomas.

La membrana plaquetaria expresa una serie de glicoproteinas (GP) de la familia
de las proteinas ricas en leucina (GP Ib) y de la familia de las integrinas (GP Ilb/llla),
que constituyen receptores de los estimulos de adhesion/activacion plaquetaria y
permiten la interaccion/adhesion plaqueta-plaqueta respectivamente [19,20,23-25].

Cuando se lesiona el endotelio vascular, las estructuras del subendotelio se
ponen en contacto con el flujo sanguineo, y por ende con las plaquetas. Se inician
entonces interacciones entre las proteinas adhesivas en la pared vascular (Factor de von
Willebrand y colageno) y los receptores de la membrana de las plaquetas (complejos de
GP 1b/IX/V y la/lla) [19,20,24,25]. La adhesion de las plaquetas al endotelio vascular
mediante fuerzas de deslizamiento inicia los procesos de activacion plaquetaria, que
involucran una reorganizacion a nivel de su citoesqueleto generando cambios
caracteristicos en la morfologia celular debidos a expresién y cambios de conformacion
de proteinas de membrana. Asi, las plaquetas pierden su forma discoide, aumentan su
tamafio y comienzan a desarrollar finos pseudépodos formando una monocapa sobre el
area afectada.

La agregacion plaquetaria (interaccion plaqueta-plaqueta) que tiene como
propdsito final producir un trombo plaquetario que formara el tapon hemostatico,
aparece como consecuencia de la accion de agentes agonistas con receptores de
membrana. Esto induce una serie de reacciones bioquimicas que generan la
disponibilidad del complejo de glicoproteinas I1b/Illa. Este complejo expone un sitio de
fijacion que interactia con proteinas adhesivas, en especial con fibrindgeno. El
fibrinbgeno propicia la formacion de puentes plaqueta-plaqueta, lo que garantiza la
formacion del trombo primario [20,24-28]. La activacion de esta glicoproteina
constituye un paso fundamental de la agregacion plaquetaria [20].

La agregacion irreversible ocasiona liberacion del contenido intragranular, lo
que crea un mecanismo de retroalimentacion positiva que activa y atrae méas plaquetas
al area de lesion, amplificando el estimulo inicial [20]. Todos los eventos en la
activacion plaquetaria ocurren de modo sinérgico y casi simultdneos, promoviendo la

formacion y estabilizacion del tapon plaquetario.
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7.1.1.2.1 Ensayos in vitro

Los resultados obtenidos a partir de ensayos in vitro proporcionan gran
informacién a nivel celular sobre las interacciones plaqueta-superficie y plaqueta-
plaqueta.

La adhesion plaquetaria y el grado de activacion de las mismas se considera un
indicador de la trombogenicidad potencial del biomaterial [29]. Si bien estos parametros
no son suficientes para clasificar a un material como trombogénico y no predicen la
extension de los efectos trombogénicos locales o sistémicos, se ha demostrado que la
acumulacién y activacion de plaquetas en la superficie del material en un intervalo de
tiempo corto, pueden provocar el fracaso del material, especialmente en el caso de
prétesis vasculares de pequefio diametro [30]. Por lo tanto, estos experimentos cortos
resultan los méas apropiados para detectar materiales altamente trombogénicos por la
rpida acumulacion de plaquetas activadas en su superficie.

La adhesion y grado de extension de las plaquetas estdn fuertemente
relacionados con su grado de activacion. Inicialmente mantienen su forma discoide
propia del estado no activado (4rea 10-15 um?). Cuando se activan emiten pseudépodos
y adquieren forma circular (area 45-50 um?). Lin y colaboradores [31] describieron,
entre uno y otro estado, cinco etapas de activacion basandose en el grado de extension
de las plaquetas.

En este trabajo, la extension de la adhesion de plaguetas sobre las diferentes
superficies se estudié empleando la técnica de microscopia de epifluorescencia (Anexo

11.2), mientras que a través de SEM se evalud la morfologia plaquetaria.

7.1.1.3 Expresion de CD62P

Las selectinas son moléculas de adhesion celular que forman una familia de tres
glicoproteinas distintas: L-selectina, E-selectina y P-selectina. La P-selectina se
almacena en células inactivas, en los granulos o de las plaquetas y en los cuerpos de
Weibel-Palade en las células endoteliales [32].

En condiciones bioldgicas, las plaquetas circulan en un estado inactivo sin
interaccionar entre ellas o con otras células en el sistema vascular, como leucocitos o
células endoteliales. Luego de la activacion por un estimulo externo, tal como el

contacto con superficies sintéticas, las plaquetas exponen rapidamente receptores para
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propiciar la adhesion, propagacion y agregacion en sitios vasculares dafiados. Se ha
reportado que tanto las plaquetas como las células endoteliales inducen la adhesion
celular de la molécula P-selectina (CD62P) en el lapso de minutos, seguida de
activacion con agonistas como trombina [33]. El antigeno CD62P, es un polipéptido de
cadena Unica de 140 kDa. Luego de la adhesion celular, las moléculas de P-selectina
regulan la interaccion entre plaquetas, leucocitos y células endoteliales, y desencadenan
procesos de inflamacién y trombosis [34].

La expresion exagerada o sostenida del antigeno CD62P sobre las superficies
celulares puede tener enormes consecuencias sobre la pared vascular. De alli la
importancia que asumen los mecanismos de internalizacién a lisosomas involucrados en
su desaparicion [35].

La expresion de P-selectina (CD62P) se determiné en este trabajo mediante el
método ELISA [36] (Anexo 11.3).

7.1.1.4 Formacion de trombos

Un trombo es el producto final de la hemostasia, que se forma en los vasos
sanguineos. Este es un coagulo sanguineo formado por fibrina, plaquetas, globulos rojos
y gldébulos blancos. La embolia es un coagulo que se desplaza desde el sitio donde se
formd a otro lugar en el cuerpo. El trombo o embolia puede obstruir el flujo sanguineo,
impidiendo el suministro de oxigeno a los tejidos circundantes. Esto puede ocasionar un

infarto e incluso la necrosis de los tejidos que se encuentran en esa area [37].

7.1.1.5 Citotoxicidad

La evaluacion toxicoldgica de cualquier material para aplicaciones biomédicas
es una etapa esencial de su desarrollo. Existe una amplia variedad de ensayos y el tipo
de ensayo a efectuar estd determinado en gran medida por la aplicacion especifica del
material. Los ensayos toxicologicos deberian asegurar tanto como sea posible la
seguridad o aceptabilidad del material en las condiciones en las cuales cumple su
funcion. Se trata entonces de determinar la potencial toxicidad de un biomaterial, y
tomar medidas para minimizar sus efectos adversos hacia el paciente. Por lo tanto,
considerando los riesgos y beneficios de los dispositivos biomédicos, deben emplearse

de modo de producir el maximo beneficio con el minimo riesgo [38].
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La linea celular derivada del ovario de hamster chino (CHO) se emplea
frecuentemente en la investigacion bioldgica y médica, particularmente en ensayos
genéricos, de toxicidad, nutricion y expresion de genes (expresion de proteinas
recombinantes). Estas células se cultivan en monocapas y requieren prolina como medio
de cultivo. Debido a su rapido crecimiento, alta produccion de proteinas, y expresion de
genes estable a largo plazo, es la linea celular mas elegida, equivalente a la E. coli en la

investigacion biotecnoldgica.

7.2 Métodos

7.2.1 Resonancia de Plasmon Superficial (SPR)

La adsorcion cuantitativa de albdmina de suero humano (HSA) y fibrindgeno de
plasma humano (HFb) sobre las superficies de los SPU se estudid mediante un
biosensor de SPR basado en la configuracion Kretschmann [39]. Las mediciones se
realizaron con la colaboracion del Dr. Alvaro A. A. de Queiroz, responsable del
Laboratorio de Biomateriales de la Universidad Federal de Itajubd (UNIFEI), Minas
Gerais e investigador de la Universidad de Sdo Paulo (USP-IPEN), Brasil.

Se empled como chip sensor un cubreobjetos de vidrio sobre el que se deposito
una capa de Au de 65 nm de espesor (Balzer PLS 500, Figura 7.2). La fuente de luz de
un laser He-Ne (632,8 nm) se control6 con un modulador 6ptico y se acopld al sistema a
través de un prisma de poli(metacrilato de metilo) (n = 1,405). El haz reflejado se
enfocd luego en un detector de fotodiodos, y se obtuvo una sefial de SPR en funcion del

angulo de incidencia medido.

Preparacion de la muestra: Sobre una superficie metalica perfectamente limpia se
deposité una capa de SPU mediante spin coating de solucién en DMAc de 1 mg.ml™
con 12.000 rpm y una aceleracion de 7.500 rpmps durante 30 segundos. Posteriormente,
las muestras se secaron a 60°C durante 2 horas bajo vacio y se mantuvieron bajo vacio

hasta su utilizacion para mediciones de adsorcidn de proteinas.

Interacciones SPU-proteinas: Para el estudio de las interacciones de los SPU con las
proteinas HSA y HFb se emplearon soluciones proteicas de concentracion 4,2 g.dl™ en
caso de HSA y 0,24 g.dI™ para HFb (Sigma Co.) en solucién amortiguadora fosfato
10 mM (PBS, pH 7,4). La temperatura de trabajo fue de 37 °C.
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2) ' b)

Figura 7.2: a) Equipo Balzer PLS500 empleado para la preparacion de electrodos de oro.
b) Sustratos de vidrio recubiertos con oro (espesor = 65 nm).

El sensor se acopl6 al prisma empleando silicona como agente de acoplamiento,
y se monto la celda de fluidos sobre la superficie. Primero se pas6 PBS dentro de la
celda para obtener un medio de pH fisioldgico previo a la adsorcion de proteinas, y de
aqui se determind el angulo de resonancia A; mediante el software del equipo de SPR.
La solucion de proteinas se hizo fluir dentro de la celda a una velocidad de flujo
constante de 100 ul.min™, y la curva de SPR se monitore6 cada 2 minutos hasta que la
lectura del angulo de resonancia permanecié constante. Luego de 10 minutos se hizo
pasar PBS nuevamente dentro de la celda para lavar las proteinas débilmente adsorbidas
a la superficie del material, y de aqui se obtuvo el angulo de resonancia A,. Se
realizaron al menos cinco ensayos para cada proteina. La cantidad de proteinas
adsorbidas se pudo calcular a partir de la variacion de los angulos de resonancia de
acuerdo a la relacion ¢ = k.(A,—A1), donde c es la concentracion de proteinas adsorbidas
sobre la superficie del material, y k es la masa de proteinas por unidad de area y por
unidad de grado. La sensibilidad de las mediciones por SPR fue de 1 ng.mm? de
proteina adsorbida por cada 0,1° de desplazamiento. Asi, el valor de k fue de

10 ng.mm2.grado.
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7.2.2 Expresion de CD62P

Los ensayos de adhesion plaquetaria in vitro se llevaron a cabo empleando
placas ELISA recubiertas con SPU Yy sin recubrir. El plasma rico en plaquetas (PRP) se
preparé a partir de sangre fresca extraida a dadores adultos saludables que no habian
consumido farmacos con aspirina durante al menos 10 dias previos a la donacion. La
sangre se extrajo de venas antecubitales y fue colocada en tubos siliconados con citrato-
dextrosa-fosfato como anticoagulante (citrato de sodio dihidrato 10,5 mM, &cido citrico
anhidro 1,7 mM, dextrosa monohidrato 13,6 mM y fosfato monobasico de sodio
monohidrato 1,6 mM - CPD) y adenina (CPD-A1, Sigma Co.) en relacién 1,4, y
centrifugadas a 800 g por 10 minutos a 22 °C para obtener PRP.

Se agreg6 un volumen de 200 ul en placas recubiertas con SPU y se incubaron a
37 °C por 1 hora. Inmediatamente luego de la incubacion, se adicionaron 100 ul de PRP
en tubos conteniendo 20 ul del anticuerpo monoclonal anti-CD63 conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Inmunotech S.A.) y se incubaron durante 1 hora a
25 °C. Luego de lavar dos veces con PBS se agregaron 20 ul del anticuerpo monoclonal
anti-CD62P conjugado con ficoeritrina (PE) (Inmunotech S.A.) y se incubaron a 25 °C.
Luego, las plaquetas se lavaron dos veces con PBS, y se agregaron 50 ul de la enzima
(estreptavidina-peroxidasa de rdbano picante), incubandose por 30 minutos a 25 °C, y
lavadndose con PBS. Finalmente, se agregaron 50 ul del sustrato TMB y se dejo al
abrigo de la luz durante 15 minutos. La absorbancia de las muestras se determin0 a
450 nm empleando un espectrofotdmetro [40]. EI limite de deteccidn del ensayo ELISA
para CD62P fue de 1,05 ng.I™.

7.2.3 Adhesion plaquetaria

Las placas ELISA recubiertas con SPU y sin recubrir se incubaron en PRP (200
ul) por 30 minutos a 37 °C. Luego de lavar con PBS (pH 7,4), las plaquetas se fijaron
con glutaraldehido (solucién 1,5 % en PBS) a temperatura ambiente. Se agregaron 10 nl
de solucion de naranja de acridina y la epifluorescencia de las plaquetas marcadas se
detectdé empleando una cdmara digital (DN 100, Nikon Co.) montada en un microscopio
invertido. Una lampara de vapor de mercurio filtrada en el rango de 450-490 nm se
empled como luz de excitacion. Se utilizd un filtro para detectar la sefial de

fluorescencia con longitud de onda mayor a 515 nm. La morfologia de las plaguetas
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adheridas sobre las superficies de los filmes de SPU se observd mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM) (JEOL XL30).

7.2.4 Cinética de formacion de trombos

Se prepard una solucion empleando una parte de solucion acido-citrato-dextrosa
(&cido citrico 0,7 mM, citrato de sodio 9,3 mM vy dextrosa 13,6 mM - ACD) por cada
nueve partes de sangre humana. La solucion resultante se puso en contacto con soportes
de vidrio conteniendo los SPU. La coagulacion se inicié mediante el agregado de una
solucion de CaCly, y a los 30 minutos se pesaron los trombos formados. El peso relativo
de trombos en las diferentes muestras se determind tomando como referencia el 100 %

de los trombos formados en un soporte de vidrio.

7.2.5 Citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo agregando diluciones de los
extractos de SPU a cultivos de células de ovario de Hamster Chino (CHO) en placas de
Petri (15 x 60 mm?). Se emplearon como controles positivo y negativo soluciones de
fenol 0,02 % v/v y polietileno de ultra alto peso molecular (UHMWPE) [41],
respectivamente.

Preparacion de extractos. Los filmes de PHH, PHL, PHD y UHMWPE (6 cm?) se
esterilizaron con radiacion gamma (25 kGy) y se colocaron en frascos de vidrio de 100
ml junto con 60 ml del medio de cultivo MEM-FBS (medio Eagle con 10 % v/v de
suero de feto bovino y 1 % v/v de solucion de penicilina y estreptomicina) y se
incubaron por 48 horas a 37 °C. Los sobrenadantes se filtraron luego empleando
membranas Millipore de didmetro de poro de 0,22 mm, y realizaron diluciones en serie
de los extractos de SPU, UHMWPE y fenol (100, 50, 25, 12,5y 6,25 % v/v).

Preparacion de cultivo primario. Las células CHO se cultivaron en botellas de plastico
en medio de MEM-FBS, se colocaron luego en una incubadora a 37 °C con una
atmosfera 5 % v/v de CO, y humedad saturada, hasta obtener una monocapa celular. El
medio de cultivo se removié luego de la incubadora, y las células se lavaron con
solucion salina amortiguadora fosfato, libre de calcio y magnesio (CMF-PBS). Se

agreg6 una solucion de 0,2 % p/v de tripsina para despegar las células de la botella. Las
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células se lavaron dos veces con CMF-PBS, se resuspendieron en MEM-FBS, y la
suspension se llevé luego a una concentracion de 100 células.ml™.

Ensayos de citotoxicidad. Se colocaron 2 ml de la suspension preparada en cada placa
de cultivo (15 x 60 mm?) y se incubaron durante 5 horas para propiciar la adhesion
celular. Luego de este periodo, se removio el medio de cultivo y se agregaron a las
placas 5 ml del extracto puro, o bien, de la serie de soluciones (50, 25, 12,5y 6,25 %
v/v). Se agregé medio fresco (MEM-FBS, 5 ml) en la placa de las células CHO control.
Cada concentracion de los extractos estudiados se ensay0 por triplicado. Las placas se
colocaron en una incubadora a 37 °C con una atmdsfera 5 % v/v de CO, y humedad
saturada por 7 dias, luego de lo cual se removié el medio y las colonias se mezclaron
con un 10 % v/v de formaldehido, se llevo a una concentracion final de 0,9 % p/v y se
tifid con Giemsa (Anexo 11.4). Las colonias visibles en cada placa se contaron y se
compararon con el nimero de colonias de la placa control de células CHO, midiendo la
absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro. El potencial citotoxico del material se
expresd mediante un indice de citotoxicidad 1Csy (%), estimado por interpolacion de las
curvas de viabilidad celular, que representa la concentracion de extracto que suprime la

formacion de colonias celulares un 50 % en comparacion con el control.

7.3 Resultados y Discusion

7.3.1 Resonancia de Plasmon Superficial (SPR)

Se estudio la adsorcion de HSA y HFb sobre las superficies de los filmes de
PHH, PHL y PHD para examinar la extension de la interaccion superficial con proteinas
presentes en sangre humana. Como se mencioné en la Seccion 7.1.1.1, el tipo y
cantidad de proteinas sanguineas adsorbidas en la interfase biomaterial-sangre induce la

posterior adsorcion y activacion plaquetaria sobre la superficie del biomaterial.

143



Capitulo 7: Estudio de Propiedades Bioldgicas in vitro de poliuretanos segmentados

Reflectatice
[}
-1

O.af .
0.5 .
04— . . . . . :
38 40 42 44 45 48 50
Angle (Degree)
a)
1|:| T T T T T T
09 .
507} L5 .
B A
o A o |
w 0.8 ae o
f o APl e
0.3 T uuu ]
a AwPTHF ';ﬁ E
04t .
38 40 44 44 4 48
Angle (Degree)
b)

Figura 7.3: Espectros de SPR para filmes de PHL luego de contacto con a) seroalbimina
humana (HSA) y b) fibringeno humano (HFb). Concentracién de HSA: 4,2 g.dI?,
concentracion de HFb: 0,24 g.dI™, Temperatura: 37 °C. Las concentraciones de proteinas y

la temperatura son similares a las del cuerpo humano.

A partir del desplazamiento del angulo de SPR (Figura 7.3) y una curva de
calibracion de concentracion de proteinas, se calculé la cantidad de HSA y HFb
adsorbida en la superficie de los filmes en funcion del tiempo (Figura 7.4). Los
resultados muestran que los niveles de adsorcion se estabilizaron luego de 200 segundos
de exposicion de los filmes a las soluciones proteicas. La cantidad final de HSA

adsorbida fue de 31,4 + 1,94 ug.cm'2 en el caso de PHD, 23,1+ 1,5 ug.cm'2 para PHH y
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tan s6lo de 0,82 + 0,012 ug.cm™ para PHL. Por su parte, la cantidad de HFb adsorbido
fue de 350 + 90 ng.cm™ para el material PHH, 97,2 + 3,62 ng.cm™ para PHD y de
60 + 7 ng.cm? para PHL. La mayor adsorcién de HSA sobre filmes de PHH con
respecto a los de PHL se podria relacionar con una mayor extension de microdominios
hidrofobicos de PCL en la superficie del primero, lo que es consistente con una
separacion de fases méas pronunciada. Sin embargo, PHD registra una adsorcion de HSA
mayor que PHH, presentando una menor separacion de fases. En consecuencia, la
microheterogeneidad de las superficies que presentan estructuras con microdominios
hidrofobicos e hidrofilicos, diferente carga superficial y microcristalinidad, torna
compleja la elucidacion de los factores que determinan el comportamiento biolégico
observado.

La elevada adsorcion de HSA y la baja adsorcion de HFb sobre las superficies
de los filmes sugieren una baja adhesion y activacion plaquetaria. Se encontré una
relacién de HSA/HFb adsorbido de 320 para PHD, 66 para PHH y 13 para PHL. Por lo
tanto, a partir de estos ensayos, PHD podria presentar la menor adhesion y activacion

plaquetaria de los SPU de la Serie H.
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Figura 7.4: Adsorcion de: a) seroalbumina humana (HSA) y b) fibrindgeno humano (HFb),
en filmes de PHH, PHL y PHD medida por SPR a 37 °C.
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7.3.2 Adhesion plaquetaria

Como se menciono en la Seccion 7.1.1.2, las plaguetas juegan un rol clave en la
trombosis, por lo que el éxito de un biomaterial en contacto con sangre dependera, entre
otros factores, de la reduccion en la adhesion y activacion plaquetaria sobre su
superficie. Por este motivo, se investigd la adhesion plaquetaria en los SPU vy el

comportamiento de las plaquetas humanas sobre sus superficies.

Figura 7.5: Iméagenes de microscopia de epifluorescencia de plaquetas sobre a) vidrio y
filmes de b) PHH y ¢) PHL luego de exposicién a sangre humana (x 1000).

Las micrografias de epifluorescencia de las placas ELISA recubiertas con SPU y
sin recubrir incubadas con sangre humana se muestran en la Figura 7.5. Las superficies
de las placas ELISA sin recubrir favorecen la adhesion y activacion plaquetaria con
formacion de trombos, mientras que las superficies recubiertas con SPU se muestran
practicamente libres de plaquetas.

El area cubierta por plaquetas observada por microscopia de epifluorescencia se
utilizé como indicador de la trombogenicidad de las superficies. Tanto el nimero de

plaquetas como sus cambios morfoldgicos contribuyen al area superficial cubierta del
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sustrato. El célculo del area cubierta de plaquetas por unidad de &rea proporciona un
indice de adhesién y activacion plaquetaria. La relacion de plaquetas por unidad de area
adheridas a las superficies de los sustratos recubiertos con SPU luego de la incubacion
se muestra en la Figura 7.6. Se emplearon vidrio y silicona de grado medico (Si-gm)
como controles positivo y negativo, respectivamente. La relacion de areas cubiertas por
plaquetas en los sustratos de SPU no fue significativamente mayor que la observada

para los sustratos de silicona.
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Figura 7.6: Relacién de area cubierta por plaquetas por unidad de area
(100,000 um?) sobre las superficies de los sustratos recubiertos con PHH,
PHL y PHD luego de incubacion con PRP.

La Figura 7.7 muestra las micrografias SEM de recubrimientos de SPU y de las
placas ELISA sin recubrir como control positivo luego del contacto con sangre humana.
La activacion plaquetaria resulté marcadamente suprimida con los recubrimientos de
PHH y PHL (Figuras 7.7c y d), lo que puede ser atribuido a la elevada adsorcion de

HSA de esas superficies.
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Figura 7.7: Micrografias SEM de plaquetas sanguineas a) y b) activadas sobre superficies de vidrio, y sin
activar sobre recubrimientos de c) PHH y d) PHL, luego de incubacion con sangre humana a 37 °C por

15 minutos.

7.3.3 Expresion de CD62P

La Figura 7.8 muestra el resultado en porcentaje de células positivas CD62P. Se
observo una diferencia significativa en el porcentaje de plaquetas que expresaron
CD62P en los recubrimientos de los SPU en comparacion con las placas ELISA sin
recubrir. El grado de activacion plaquetaria en los SPU resulté del orden de la silicona
de grado médico, caracteristica que contribuye en forma complementaria a la potencial

biocompatibilidad de estos materiales.
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Figura 7.8: Expresion de plaquetas positivas CD62P (%). Vidrio y Si-mg
son los controles positivo y negativo, respectivamente.

7.3.4 Cinética de formacion de trombos y citotoxicidad

La cinética de formacién de trombos luego de exposicion de los recubrimientos
de SPU a sangre humana se muestra en la Figura 7.9. La formacion de trombos
disminuyé drasticamente con los recubrimientos de SPU, de acuerdo con los resultados
de adsorcidn de proteinas y adhesion y activacion plaguetaria obtenidos anteriormente.

Finalmente, los niveles de citotoxicidad de las muestras de SPU resultaron bajos
(Figura 7.10). Por lo tanto, la realizacion de estudios in vivo con modelos animales en
un futuro cercano permitird analizar el comportamiento de estos materiales con el medio
bioldgico.
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Figura 7.9: Cinética de formacion de trombos sobre las superficies de filmes
de PHL, PHH y PHD.
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Figura 7.10: Citotoxicidad de los extractos de SPU, control negativo
(UHMWPE) y control positivo (fenol) empleando células de ovario de
Hamster Chino (CHO).
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7.4 Conclusiones parciales

Las interacciones de un material con el medio biolégico dependen fuertemente
de la naturaleza de la interfase, y su estudio es fundamental para evaluar la respuesta del
material en un medio especifico. Por lo tanto, el disefio de materiales biocompatibles
requiere del conocimiento y control de estas interacciones.

Los estudios efectuados permitieron determinar algunas propiedades biolégicas
in vitro de los poliuretanos de la Serie H. La técnica de resonancia de plasmon
superficial resulto satisfactoria para estudiar la adsorcion proteica sobre la superficie de
los SPU, debido a la elevada sensibilidad del angulo de resonancia con los cambios del
indice de refraccion en las proximidades de la superficie metalica, producidos por la
adsorcion de proteinas. Valores elevados de adsorcion de HSA y bajos de HFb sobre las
superficies de los SPU, asi como baja adhesién y activacién plaquetaria, baja formacion
de trombos y baja citotoxicidad, determinan a priori la buena biocompatibilidad de estos
materiales, indicando su potencial viabilidad para aplicaciones en ingenieria de tejidos

bioldgicos.
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Capitulo 8: Obtencidn y caracterizacién de matrices porosas electrohiladas

8.1 Introduccion

La tecnologia de electrospinning constituye uno de los métodos de
procesamiento de vanguardia que presenta mayores ventajas para la produccion de
nanofibras. La técnica tiene la habilidad unica de producir nanofibras de diferentes
materiales y geometrias, bajo costo, relativamente alta velocidad de producciéon y
simplicidad en el disefio del equipamiento. Si bien el proceso se conoce desde 1934, no
fue sino hasta mediados de la década del *90 que comenzé el interés en su uso para la
obtencion de fibras. Desde entonces, se han electrohilado muchos polimeros sintéticos y
naturales, ceramicos y compuestos, para obtener fibras continuas de unos pocos
nanometros hasta algunos micrones que generan una membrana hilada no tejida
altamente porosa [1]. Una vez optimizado el proceso, las fibras resultantes no requieren
de una etapa extensa de purificacion, como por ejemplo, los whiskers submicrométricos,
las nanovarillas inorgéanicas y los nanotubos de carbono.

La técnica de electrospinning constituye una via sencilla y sumamente versatil
para la produccion de fibras de dimensiones micro y submicrométricas (por ejemplo, es
posible ajustar las condiciones del proceso para obtener fibras de 3 nm a 10 um). Sin
embargo, es un proceso sumamente complejo que depende de numerosos parametros,
entre los que se encuentran:

e aspectos termodinamicos del solvente, tales como presion de vapor, temperatura
de ebullicion, momento dipolar, constante dieléctrica (Tabla 8.1) [2];

e aspectos termodindmicos del polimero, tales como peso molecular y distribucion
de pesos moleculares, temperatura de transicion vitrea, cristalizacion y fusion,
solubilidad del polimero en el solvente o mezcla de solventes;

e propiedades intrinsecas de la solucion: viscosidad, concentracion, conductividad
eléctrica y tension superficial;

e variables del proceso: voltaje aplicado, distancia entre la aguja y la placa
colectora, velocidad de flujo de la solucion;

e parametros ambientales: temperatura de la solucion y humedad en la camara de
electrospinning.

Resulta entonces importante determinar las propiedades intrinsecas de las
soluciones y seleccionar apropiadamente los solventes y las condiciones experimentales

para la formacion de estructuras nanofibrosas.
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Tabla 8.1: Propiedades de algunos solventes organicos empleados en electrospinning [2].

Constante Momento  Tensién Viscosidad ~ Temp. de
Solvente dieléctrica  dipolar, Superficial, 2298 K,  ebullicion,

a298 K, & u (D) y(mN.m") 1 (mPa.s) Ter (°C)
Diclorometano (MC) 8,93 1,60 27,20 0,413 40
Acetona (Ac) 20,51 2,88 23,46 0,306 56
;;L’;;iﬁ’?ﬁ%%?ﬂom'z' 1670°  3-5° i 1,650° 58,2
Cloroformo 4,75 1,04 26,67 0,537 61
Tetrahidrofurano (THF) 7,43 1,75 26,40 0,456 65
2-propanol (IP) 19,29 1,56 20,93 2,038 82
Dimetilformamida (DMF) 37,24 3,82 35,20 0,794 153
Dimetilacetamida (DMACc) 37,81 3,70 36,40 1,927 165

* Valor estimado a 293,2 K.

® Valor calculado por métodos computacionales [3].

8.1.1 Fundamentos y aplicaciones de la técnica de electrospinning

Solucién polimérica
cargada en jeringa

Bomba de infusion
a jeringa

A

Aguja

Fuente de alto voltaje

Placa colectora

Cono de Taylor—

Microchorro——

Membrana

Figura 8.1: Equipo bésico para la técnica de electrospinning.
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El equipo basico, mostrado en la Figura 8.1, se compone de cuatro
componentes: un reservorio (jeringa) de solucion o material fundido que se conecta a un
tubo capilar (aguja de diametro interno de 400 um a 900 um), una bomba de infusiéon a
jeringa que permite suministrar un flujo constante y controlado, una fuente de alto
voltaje y un sistema colector, que en el caso mas sencillo es una placa metalica
conectada a tierra sobre la que se deposita el material electrohilado.

Cuando se aplica un voltaje del orden de 5 a 30 kV, la gota de la solucion del
polimero (o del fundido) pendiente de la aguja se electrifica fuertemente, y las cargas
inducidas se distribuyen uniformemente sobre la superficie. En consecuencia, la gota
experimenta dos tipos de fuerzas electrostaticas: una fuerza de repulsion entre las cargas
superficiales y una fuerza coulombica ejercida por el campo eléctrico externo. Bajo la
accion de estas interacciones, la gota se distorsiona tomando una forma conica, lo cual
se conoce como cono de Taylor. En estas condiciones, la tension superficial y la fuerza
eléctrica estan en equilibrio. Una vez que la resistencia del campo eléctrico alcanza un
determinado valor critico, las fuerzas electrostaticas repulsivas pueden superar la
tension superficial de la solucion de polimero. Esta situacion es inestable, provocando la
expulsion de un microchorro liquido cargado de la boquilla de la aguja. Este
microchorro electrizado sufre estiramiento y movimientos tipo latigazo (whipping),
dando lugar a la formacion de hilos largos y delgados. A medida que el chorro liquido
se deforma continuamente y se evapora el solvente (o solidifica el fundido), el diametro
de las fibras se reduce drasticamente. El estrechamiento del chorro durante el proceso de
electrospinning se debe a la presencia de diversas inestabilidades asociadas con el
microchorro electrizado. Particularmente, la regularidad y el diametro final de las fibras
dependeran fuertemente de la inestabilidad de whipping, que es el modo inestable por
excelencia en electrospinning. La aparicion de esta inestabilidad genera una flexion del
microchorro. La obtencion de fibras con pequefios didmetros se consigue gracias al
estiramiento y aceleracion del filamento fluido en la region de la inestabilidad.

Los componentes basicos del equipo de electrospinning pueden modificarse de
muy diversas maneras, lo que confiere a esta técnica una enorme versatilidad. Por
ejemplo, el empleo de un sistema dosificador de soluciones con multiples jeringas logra
la cobertura de un area mayor y aumenta la velocidad de produccion de nanofibras.
Empleando agujas coaxiales (concéntricas) se producen nanofibras compuestas, con un
corazon de un material distinto que el de la capa superficial. El polimero interior puede

incorporar un agente terapéutico de interés y formar parte de estructuras nanofibrosas

159



Capitulo 8: Obtencidn y caracterizacién de matrices porosas electrohiladas

tipo nticleo-cascara, donde el polimero exterior regula la liberacion sostenida del agente.
Por otro lado, también existen diversos diseflos del sistema colector. Los colectores
estacionarios dan como resultado nanofibras al azar mientras que los colectores en
forma de mandriles, bobinas o marcos de metal producen nanofibras alineadas. El tipo
de colector y su velocidad de rotacidon determinan el grado de alineacion de las fibras.
Esta alineacion también puede obtenerse mediante el uso de determinados arreglos de
electrodos.

Las fibras producidas resultan de gran interés no s6lo debido a su didmetro
nanomeétrico, sino también a su alta relacion area/volumen (por ejemplo, las nanofibras
con diametros de 100 nm presentan un area superficial de 100 m”.g") y al pequefio
tamafio de poros obtenido por superposicion de fibras. A partir de una adecuada
eleccion del material a procesar se pueden obtener matrices con una combinacion unica
de una elevada area superficial especifica, flexibilidad, tenacidad y resistencia a la
traccion. Esto permite numerosas aplicaciones tales como filtrado, catalisis, fibras
compuestas para refuerzo de materiales, Optica y nanocables para aplicaciones en
nanoelectronica y dispositivos biomédicos, entre otras [4].

En el campo biomédico, las aplicaciones potenciales de las nanofibras son
enormes y prometedoras [5-7]: matrices para regeneracion y/o reparacion de tejidos y
organos (injertos vasculares, nervios, piel, cartilago, huesos, musculos cardiacos,
corneas, expansion y diferenciacion de células madres), vectores para liberacion de
principios  activos,  dispositivos  biomédicos  biodegradables  implantables,
instrumentacion y diagnostico médico, tejidos de proteccion contra agentes infecciosos

y medioambientales, aplicaciones dentales y cosméticas.

8.1.2 Morfologia de los sistemas electrohilados

La viscosidad de la solucion polimérica (que depende de la concentracion del
polimero) es uno de los principales determinantes de la morfologia y tamafio de las
fibras poliméricas electrohiladas. La relacion entre la viscosidad y/o la concentracion de
la solucion y las fibras obtenidas por electrospinning se estudié en un gran numero de
sistemas. Influyen también otros factores, como las caracteristicas propias del polimero
(peso molecular, polidispersidad, grado de ramificacion), el tipo de solvente, la
temperatura y la presencia de aditivos [8]. Todos estos factores juegan un papel vital en

la iniciacion y estabilizacion de una estructura fibrosa.
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Dependiendo de las propiedades reologicas de la solucion pueden producirse
diferentes estructuras: perlas o gotas aisladas, fibras con perlas, y fibras. Para un
polimero de un determinado peso molecular, el efecto de la concentracion en la ruptura
del microchorro de solucion puede describirse por medio de dos concentraciones
criticas, Cij y Cys, que definen la transicion morfologica de una estructura que soélo
contiene perlas dispersas a una estructura constituida solamente por fibras. A
concentraciones de polimero por debajo de C;, el enmarafiamiento de cadenas en la
solucion (entanglement) es insuficiente y se produce una dispersion de gotas. En este
caso, el chorro al final del cono de Taylor se separa en pequefios minichorros, y cada
minichorro se desintegra en pequefas gotas, fendmeno conocido como electrospraying
[9]. Entre C;j y C;, se obtiene una combinacion de perlas y fibras, y cuando la
concentracion se aumenta por encima de Cs se producen fibras libres de perlas [10,11].
En soluciones muy concentradas, y por lo tanto muy viscosas, la gota se seca en la punta
de la aguja por evaporacion del solvente antes de que se pueda formar el microchorro,

impidiendo el proceso de electrospinning [6].

80 kDa

42,5 kDa

fibras

N° Berry (Be), N° entanglements

...............

Concentracion (% Peso)

Figura 8.2: Diagrama cualitativo mostrando el efecto de C y Be en la

morfologia para electrospinning de PCL con distinto Mn.

El niimero de Berry (Be) es un indicador importante de la conformacion
molecular y juega un rol fundamental en la capacidad de una solucion de formar fibras,
y en el control del didmetro de las mismas. Este numero adimensional es el producto de

la viscosidad intrinseca del polimero en el solvente empleado y la concentracion de la
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solucion polimérica (Be = [#7].C). Para cada sistema existen intervalos de Be entre los
cuales la conformacion de las cadenas poliméricas en solucion permite obtener diversas
morfologias mencionadas anteriormente. En la Figura 8.2 se muestra un ejemplo para

dos policaprolactonas de diferente peso molecular.

8.1.3 Electrohilado de poliuretanos segmentados

Los poli(éster uretanos) segmentados y poli(éster uretano ureas) segmentados
han sido poco empleados para la fabricacion de soportes nanofibrosos por la técnica de
electrospinning, lo que es sorprendente ya que estos polimeros comprenden una gran
variedad de materiales con propiedades disefiadas a medida de la aplicacion.

Hasta la fecha se han publicado muy pocos trabajos sobre la preparacion de
matrices poliuretanicas nanofibrosas para ingenieria de tejidos [12-15]. Sin embargo,
existe una imperiosa necesidad de matrices biodegradables con las propiedades
elastoméricas que presentan muchos de los tejidos blandos (por ejemplo, tejido
cardiovascular, gastrointestinal y urinario). Los poliésteres comunmente estudiados
(PGA, PLA y PLGA) son relativamente rigidos y no presentan la elasticidad adecuada
para estas aplicaciones. Las matrices elastoméricas pueden soportar los efectos de la
tension y carga ciclica, presentando una recuperacion elastica con muy baja histéresis.

Recientemente se han desarrollado algunos sistemas poliuretanicos
biocompatibles y biodegradables [16-18], aunque todavia no se encuentra
completamente descripta la relacion estructura-propiedades-procesamiento y la
estabilidad hidrolitica en esos materiales.

En este capitulo se presenta la preparacion y caracterizacion de matrices
poliuretanicas micro/nanofibrosas de interés biomédico mediante la tecnologia de
electrospinning de soluciones. Los poliuretanos seleccionados fueron PHH y PHD,
debido a su diferente composicidon, microestructura y propiedades mecanicas. Para la
obtencion de matrices con fibras uniformes, libres de defectos y con distribucion de
diametros controlada, se prepararon soluciones de PHH y PHD de diferente
concentracion (C) empleando distintos solventes. Se variaron los siguientes parametros
del proceso: voltaje aplicado (V), velocidad de flujo de la solucion (v) y distancia
boquilla-placa colectora (h), y se investigd y discutido la morfologia de las matrices

electrohiladas obtenidas en cada caso.
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8.2 Materiales y métodos

8.2.1 Materiales

Se emplearon dos poliuretanos de la Serie H: el poli(éster uretano urea) PHH y
el poli(éster uretano) PHD. N,N-dimetilacetamida (DMAc), acetona (Ac),
N,N-dimetilformamida (DMF), tetrahidrofurano (THF), isopropanol (IP) y 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP) se compraron a Aldrich Chemical Co. y se usaron como

solventes sin previa purificacion.

8.2.2 Preparacion de matrices fibrosas

Las soluciones se prepararon disolviendo las muestras de SPU en diferentes
solventes y mezclas de solventes, empleando agitacion magnética a 80 °C. La
concentracion de las soluciones (C) se vario entre 5 y 40 % p/v, dependiendo del
solvente empleado.

Las soluciones preparadas se cargaron en una jeringa de 10 ml conectada a un
tubo de poliamida, en cuyo extremo se colocé una aguja hipodérmica de acero
inoxidable con punta roma (didmetro interno = 838 um). La velocidad de flujo se
controld con una bomba de infusion a jeringa (ADOX S.A., Argentina, modelo Activa
A22). Se empled una fuente de alto voltaje (Gamma High Voltage Research Inc., USA,
modelo ES30P). Todos los ensayos se llevaron a cabo a temperatura ambiente
(18 £2 °C) en una camara con un sistema de extraccion de vapores (Figura 8.3).

Las soluciones se electrohilaron empleando un voltaje V = 10-20 kV, una
distancia entre la aguja y la placa colectora de aluminio h = 10-20 ¢cm y una velocidad
de flujo de solucion v= 0,5-3 mL.h". Las matrices obtenidas se secaron bajo vacio a
temperatura ambiente para eliminar completamente el solvente residual y se guardaron
en un desecador. La preparacion de matrices electrohiladas a partir de soluciones en
HFIP se realiz6 con la colaboracion del Dr. Vinoy Thomas, responsable del Laboratorio
del Center for Nanoscale Materials and Biointegration, University of Alabama at

Birmingham (UAB), USA.
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Figura 8.3: Equipo de electrospinning construido en nuestro laboratorio.
8.2.3 Caracterizacion de matrices fibrosas

8.2.3.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras se metalizaron con Au/Pd y se examinaron empleando un
microscopio electrénico de barrido (SEM, JEOL Ltd., USA) para observar la
morfologia de las matrices electrohiladas. La distribucion de didmetros de fibras y el
didmetro promedio de fibras se determinaron empleando un programa de analisis de

imagenes (Image-Pro Plus version 4.5.0.29).

8.2.3.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La determinacion de las propiedades térmicas de las matrices electrohiladas
(temperaturas de transicion vitrea, temperaturas y entalpias de fusion y temperaturas y
entalpias de cristalizacion) se llevd a cabo en un calorimetro Shimadzu DSC-50,
empleando purga de nitrogeno y una velocidad de barrido de 10 °C.min™, en el intervalo
de temperaturas de -120 °C a 280 °C. Los valores de T, y X. se determinaron siguiendo

las mismas consideraciones empleadas en el Capitulo 6.
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Los tratamientos térmicos con enfriamiento controlado se realizaron en un
’ . . . . .-l
calorimetro Perkin-Elmer Pyris 1, empleando una velocidad de barrido de 10 °C.min

. .1 . .
en calentamiento y de 5 °C.min" en enfriamiento.

8.2.3.3 Ensayos de traccion uniaxial

Los ensayos se realizaron empleando probetas rectangulares de 35 mm x 5 mm x
t mm (donde t = 1,25 + 0,15) cortadas de las matrices electrohiladas de los SPU. Se
utiliz6 una maquina universal de ensayos Instron Modelo 4467 con un extensometro
para elastomeros (Instron), una celda de carga de 100 N y una velocidad de traversa de

5 mm.min"". Los ensayos se efectuaron a temperatura ambiente (18 + 2 °C).

8.3 Resultados y Discusion
8.3.1 Estudio del procesamiento de PHH

Los solventes DMF y DMAc se emplean normalmente en la sintesis de
poliuretanos y en la preparacion de soluciones poliuretdnicas a partir de SPU
precipitados, o directamente desde el reactor, para la obtencion de filmes o
recubrimientos mediante técnicas de colada de soluciones o recubrimientos por
inmersion controlada. Como se observa en la Tabla 8.1, estos solventes poseen alta
constante dieléctrica y momento dipolar. Hasta la fecha se han reportado pocos estudios
que investiguen sistematicamente el efecto de la constante dieléctrica y el momento
dipolar de los solventes en el proceso de electrospinning [6]. Estas propiedades
eléctricas favorecen el procesamiento, particularmente cuando el momento dipolar del
solvente es alto.

En algunos trabajos se ha encontrado que la disminucion de la tension
superficial de la solucidén polimérica permite la obtencion de fibras uniformes sin gotas.
Sin embargo, no necesariamente un solvente con baja tension superficial es siempre
adecuado para electrospinning.

Dado que la DMAc resulté un buen solvente de PHH y permitio la obtencion de
filmes poliuretanicos, se prepararon soluciones de PHH en un intervalo de C = 5-40 %
p/v empleando DMAc, y se electrohilaron a V = 10-20 kV, h = 10-20 cm y

v = 0,5-3 mLh™. La Figura 8.4 muestra las morfologias obtenidas a partir de las
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soluciones electrohiladas. En el caso de C <30 % p/v solo se obtuvo una proyeccion de
gotas, indicando que en ese intervalo de concentraciones el enmarafiamiento de cadenas
poliméricas resultante no es suficiente para lograr la formacion de fibras. Por otra parte,
las soluciones con mayor concentracion (C > 40 % p/v) no se pudieron electrohilar
debido a que su elevada viscosidad impidi6 el procesamiento.

La Figura 8.4a muestra las microgotas casi esféricas, con diametros de entre
1,08 y 5,47 um, producidas debido al fendmeno de electrospraying, empleando una
solucion de C = 30 % p/v. Este comportamiento puede explicarse por la presencia de
fuertes interacciones intermoleculares, ain en soluciones con buenos solventes. En
polimeros altamente asociados por puente de hidrogeno, tales como poliuretanos,
poli(uretano ureas) y poliamidas, el efecto de las interacciones entre cadenas
poliméricas sobre la viscosidad de las soluciones no puede despreciarse [9]. Por lo
tanto, aunque la DMAc resulta un solvente apropiado para la preparacion de filmes de
PHH, la presencia de puentes de hidrogeno entre cadenas afecta la viscosidad de la
solucion, incrementando la cohesividad e impidiendo el flujo continuo y extensional del
chorro y, en consecuencia, el proceso de electrospinning.

Una alternativa para inducir la formacion de fibras consiste en favorecer la
evaporacion durante el procesamiento de los materiales, lo que puede lograrse mediante
el empleo de solventes adecuados y con bajo punto de ebullicion. Al utilizar la mezcla
de solventes DMAc/Ac 60/40 y una C = 20 % p/v se observé una morfologia de gotas
conectadas por fibras (beaded fibers) (Figura 8.4b). Si bien la acetona no es un buen
solvente para estos polimeros, la mezcla DMAc/Ac permite su completa disolucion y la
introduccion de una fraccion de solvente mas volatil que favorece la formacion de
fibras. Las soluciones de concentracion mayor a 20 % p/v no se pudieron procesar
debido a su elevada viscosidad. En este caso la calidad del solvente disminuye, y se
incrementan considerablemente los efectos de las interacciones entre cadenas de
polimeros en la viscosidad de las soluciones [9]. El empleo de soluciones de la misma
concentracion de SPU y DMF/THF 50/50 también produjo una morfologia de fibras y
gotas (Figura 8.4c). Al igual que en el caso anterior, el incremento en la concentracion
impidi6 el procesamiento de las soluciones debido a su elevada viscosidad. Con
respecto al diametro promedio de las fibras y al tamafio de las gotas, empleando
DMAc/Ac 60/40 se obtuvieron fibras y gotas de 260 = 50 nm y 3,00 £ 1,25 um,
respectivamente. Estos valores resultaron menores que los observados al emplear

DMF/THF 50/50 (320 = 130 nm y 4,61 &= 1,71 um, respectivamente).
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Si bien al emplear mezclas de solventes se formaron fibras, la presencia de gotas
intercaladas indica que no se alcanzaron las condiciones Optimas para la formacion de
fibras uniformes. Esto se debe a que los valores de concentracion critica dependen no

solo de la composicion quimica de las cadenas y las fuerzas de interaccion presentes,

sino también de las propiedades del solvente (0 mezcla de solventes) empleado.

Figura 8.4: Micrografias SEM (x1000) de PHH electrohilado empleando v = 1 mLh™,
a) C =30 % p/ven DMAc, V=12 kV, h=15cm, b) C =20 % p/v en DMAc/Ac (60/40),
V=20kV,h=15cm, c) C=20 % p/ven DMF/THF (50/50), V=20 kV, h=15 cm.

En literatura se encuentra reportada la obtencion de matrices electrohiladas de
polimeros altamente asociados por puente de hidrégeno empleando soluciones de HFIP.
El HFIP es un solvente orgénico polar que presenta una fuerte capacidad de establecer
enlaces via puente de hidrégeno con grupos carbonilo aceptores. Esta caracteristica le
permite disolver una amplia variedad de sistemas poliméricos, incluyendo muchos que
no son solubles en solventes organicos comunes, como por ejemplo poliamidas [19],
poliuretanos, poli(uretano ureas) [20], poliacetales, poliacrilonitrilos, policetonas,

poliésteres (como poli(acido glicolico)), colageno [21,22], gelatina y elastina [23,24], y
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agregados peptidicos con laminas . La manipulacion del HFIP requiere mucho
cuidado, ya que posee una elevada toxicidad y es considerablemente costoso. Como se
comentd en los Capitulos 5 y 6, tanto los poli(uretano ureas) como los poliuretanos
presentan redes tridimensionales donde las uniones via puente de hidrogeno actuan
como puntos de entrecruzamiento fisico [25,26]. Estas interacciones proporcionan una
alta energia cohesiva que contribuye a la presencia de un parametro de solubilidad
elevado. En consecuencia, la solubilidad de estos polimeros es posible solamente en

solventes organicos altamente polares, tales como DMF, DMAc y HFIP.

F10

F12

antiperiplanar (ap)
angulo torsional H5—C1-04-H6 = 180,08°

F8

sinperiplanar (sp)
angulo torsional H5—-C1-04-H6 = ~0°

Figura 8.5: Conformeros del 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP).
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Recientemente se estudioé la influencia de la conformacion y agregacion de
algunos alcoholes fluorados, entre los que se incluye el HFIP, en su capacidad donante
de puente de hidrogeno [27]. El cambio de la conformacion antiperiplanar (ap) a la
conformacion sinperiplanar (sp) del grupo H-C-O-H del HFIP (Figura 8.5) produce la
disminucion de la energia del orbital donante (Gon), lo que incrementa drasticamente el
momento dipolar molecular. La conformacion sp, que juega un rol crucial en el efecto
solvolitico ejercido por el HFIP [27, 28], predomina en agregados moleculares

enlazados por puente de hidrégeno (dimeros y trimeros).
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Figura 8.6: Micrografias SEM de PHH electrohilado a partir de soluciones de HFIP
empleando v =1 mlh!,V=15kV,h=15cm, a)C=10%p/v;b)C=15%p/v;c)C=20%

p/v; d) distribucion de diametros de fibras correspondiente a la matriz mostrada en c).

Considerando las propiedades del HFIP, se explor6 el comportamiento de PHH
en este solvente. Se prepararon soluciones de C = 5-20 % p/v, empleando una
intensidad de campo eléctrico de 1 kV.cm™ y una velocidad de flujo de 1 mlL.h™. Las
soluciones diluidas de PHH (C < 10 % p/v) produjeron gotas conectadas por unas pocas

fibras nanométricas (Figura 8.6a). Al incrementar la concentracion a 15 % p/v, la
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solucion aumenta su caracter viscoelastico, obteniéndose una morfologia tipo “collar de
perlas” (bead-on-string) (Figura 8.6b). Cuando la solucién supera la concentracion
critica de enmarafiamiento, las cadenas poliméricas pueden formar fibras continuas. La
morfologia obtenida con una solucion de PHH en HFIP 20 % p/v se puede observar en
la Figura 8.6¢. El diametro promedio de fibras resultante para la matriz obtenida fue de
1,22 £ 0,42 um, con una distribucion de diametro de fibras unimodal (Figura 8.6d).

La Figura 8.7 muestra la morfologia de las fibras de PHH obtenidas a partir de
una solucion de 20 % p/v en HFIP aplicando un voltaje de 10 kV. Este voltaje resulto
insuficiente para la formacion de fibras uniformes, como las mostradas en la Figura
8.6c, producidas con la aplicacion de 15 kV. Por lo tanto, en estas condiciones de
trabajo, la diferencia de potencial es un parametro de procesamiento que ejerce un

efecto importante en la morfologia.

Figura 8.7: Micrografia SEM de PHH electrohilado a partir de una solucion de HFIP
de C =20 % p/v, empleando h= 15 cm,v=1mLh" y V=10kV.

Las Figuras 8.8a y 8.8b muestran las micrografias SEM de las matrices
obtenidas a partir de soluciones de PHH en HFIP con C = 20 % p/v empleando
velocidades de flujo mayores (2 y 3 ml.h'l). Si bien se espera que el diametro de las
fibras aumente con el incremento de la velocidad de flujo de la solucidn, los resultados
obtenidos indican que se produjo el efecto opuesto. El aumento de velocidad de
alimentacion de 1 a 2 mL.h™ mostré una importante disminucion en el diametro de fibras
de 1,22 £ 0,42 um a 0,75 + 0.24 um. Esta disminucion puede atribuirse al efecto que
tiene la velocidad de flujo en la densidad de carga volumétrica y la corriente eléctrica de
la solucion polimérica [29]. En algunas soluciones poliméricas (polioxido de etileno,

poliacetato de vinilo, poliacido acrilico y SPU) el aumento de la velocidad de flujo
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produce un incremento de la corriente eléctrica [30], mientras que en otras, como por
ejemplo PCL, genera una disminucion de la corriente. En consecuencia, en el caso de
los SPU, un aumento de la corriente eléctrica conduciria a una disminucion del diametro
de fibra y de la densidad de carga superficial. Sin embargo, cuando la velocidad de flujo
se incrementd a 3 mL.h™ no se observé un cambio significativo en el diametro de fibras
(0,70 + 0,20 pum), cuya distribucion se muestra en la Figura 8.8c. Este resultado es
consistente con datos reportados en literatura para otros poli(éster uretano ureas)
electrohilados [22]. La matriz mostrada en la Figura 8.8b, que presenta el menor
diametro promedio de fibras y la distribucion mas estrecha, se selecciond para los

estudios posteriores.
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Figura 8.8: Micrografias SEM de PHH electrohilado a partir de soluciones de HFIP
empleando C = 20 % p/v, h =15 cm, a) v =2 mLh!, V =15 kV; b)v=3 mlh?,
V =15 kV; c) distribucion de diametros de fibras correspondiente a la matriz mostrada
enb).
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8.3.2 Estudio del procesamiento de PHD

Se prepararon soluciones de PHD empleando las mismas concentraciones y los
mismos parametros de procesamiento explorados en el caso de PHH.

Independientemente de la concentracion, las soluciones en DMAc, DMAc/Ac (60/40) y

DMACc/IP (60/40) condujeron a la formacion de gotas.

Diametro de fibra (um)

Figura 8.9: Micrografias SEM de PHD electrohilado a partir de soluciones de DMF/THF
(50/50) empleando v =1 mL.h", a) C = 10 % p/v, V=20 kV, h = 15 cm; b) C = 20 % p/v,
V=15kV,h=10cm;c) C =30 % p/v,V=20kV, h=15 cm; d) distribucién de diametros

de fibras correspondiente a la matriz mostrada en c).

Sin embargo, al procesar las soluciones en DMF/THF (50/50) se observo
claramente un efecto de la concentracion en la morfologia obtenida. Para el caso de
C =10 % p/v, a diferencia de los solventes anteriores, se observaron algunas gotas
conectadas a través de fibras nanométricas (Figura 8.9a). Por ese motivo, la
concentracion de la solucion se increment6 a 20 % p/v, condicion en la que se formaron
gotas conectadas por fibras (Figura 8.9b). Finalmente, un aumento adicional de la

concentracion a un 30 % p/v produjo una estructura fibrosa sin la presencia de gotas

172



Capitulo 8: Obtencidn y caracterizacién de matrices porosas electrohiladas

(Figura 8.9c), con un diametro promedio de fibras de 1,31 + 0,82 um. La distribucion
de diametros de la Figura 8.9d muestra una distribucion bimodal. Esta concentracion de
PHD favorecié el enmarafiamiento de cadenas con una viscosidad suficiente para
permitir el movimiento inducido por el campo eléctrico. Las soluciones de mayor

concentracion no se pudieron procesar debido a que su viscosidad resultd muy elevada.
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Figura 8.10: Micrografias SEM de PHD electrohilado a partir de soluciones de HFIP
empleando V = 15 kV, h = 15 cm, a) v = 0.5 mLh™', C = 20 % p/v; b) distribucién de

diametros de fibras correspondiente a la matriz mostrada en a); ¢) v = 1 mlh”,
C=20%p/v;d)v=2mlLh", C=20%p/v;e)v=1mLh", C=15% p/v. El recuadro en

¢) muestra la formacion de gotas av =1 mL.h™, C =10 % p/v.
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El poliuretano PHD también se procesé a partir de soluciones en HFIP. Las
micrografias SEM de las matrices electrohiladas se muestran en la Figura 8.10.
Inicialmente se trabajé con concentraciones menores a 20 % p/v, V = 15 kV,
v =0,5mlLh" y h =15 cm, condiciones en las que resulté muy dificil obtener fibras
continuas. Al incrementar la concentracion de la solucidon a 20 % p/v se produjeron
fibras, aunque las mismas no resultaron muy uniformes (1,39 + 0,56 pm), como puede
apreciarse en la Figura 8.10a. La Figura 8.10b muestra una distribucion de diametro de
fibras unimodal. Por su parte, las fibras obtenidas con v = 1 mLh"! no completaron la
evaporacion del solvente antes de alcanzar la placa colectora, debido al caracter
altamente viscoso que presenta PHD. La matriz resultante presentd puntos de union
entre las fibras (Figura 8.10c), y un aumento tanto del didmetro promedio como de su
distribucion (1,54 + 0,71 um). El procesamiento de la solucion de PHD con C = 20 %
p/v'y v =2 mLh' produjo una mezcla de gotas y fibras, con didmetro promedio de
fibras de 1,11 + 0,56 um, morfologia similar a las formada con C = 15 % p/v (Figuras
8.10d y 8.10e). El electrohilado de soluciones de PHD con C < 10 % p/v, empleando las
mismas condiciones de procesamiento, produjo solo gotas esféricas (4,49 + 0,71 um).
La morfologia resultante se muestra en el recuadro de la Figura 8.10e. Se seleccion¢ la
matriz mostrada en la Figura 8.10a para los estudios posteriores, debido a que presentd

fibras libres de gotas y una distribucion mas estrecha que la matriz de la Figura 8.9c.

8.3.3 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas de las matrices electrohiladas y de los filmes se
resumen en la Tabla 8.2.

La matriz electrohilada de PHH (PHH,,,) exhibio una Ty de -59,2 °C (primer
barrido), valor ligeramente superior al obtenido para el film. Como se observa en la
Figura 8.11, el termograma de PHH,, presentd solo un pico asociado a la fusion de
dominios blandos, con temperatura y entalpia de fusion menores que las obtenidas para
el film. La principal diferencia se mostré en la cristalinidad. El valor de X, disminuyd en
mas de un 50 % con respecto al film. La morfologia formada durante el electrohilado
esta determinada por los procesos de evaporacion del solvente y elongacion de la fibra
que solidifica. En polimeros semicristalinos este proceso puede incluir también la
formacion de cristales. Es de esperar que un menor tiempo disponible para la

cristalizacion genere cristales mas pequefios, mas defectuosos y menor cristalinidad

174



Capitulo 8: Obtencidn y caracterizacién de matrices porosas electrohiladas

[31]. El proceso de solidificacion durante la formacion del film, por el contrario, es mas
lento y tiene lugar a temperatura mas elevada, conduciendo a un material con un mayor
grado de cristalinidad. Una mayor restriccion en la movilidad de cadenas durante la
solidificacion rapida del material contribuy¢ a la notable disminucion de la X.. Ademas,
PHH;,,,s mostr6 un pequefio pico de cristalizacion (1 J .g'l) centrado en 32,8 °C, cristales
que fundieron a 50,1 °C. PHHp, presentd una T, ligeramente superior a la del film.
También se observaron dos picos endotérmicos, atribuidos a la fusién de dominios
duros con diferente grado de ordenamiento. Tanto T,,;, como AH,,;, resultaron mayores
a las encontradas para el film. Este comportamiento podria asociarse a la influencia del
flujo elongacional establecido por la técnica de procesamiento, que permite la mayor
interaccion entre segmentos duros, de menor longitud que el segmento blando.

PHD,,¢ exhibié un comportamiento térmico muy diferente a PHH,,,;, mostrando
una T,y dos picos asociados a la fusion de dominios blandos a temperaturas superiores
a las encontradas para el film (Figura 8.11). PHD,,, tampoco presento transiciones de
dominios duros. La cristalinidad de los dominios blandos de la matriz resultdé mas
elevada que la del film, efecto poco encontrado en la literatura. La presencia de una
fraccion mayor de cristales con un mayor grado de ordenamiento resulta dificil de
explicar en términos de la interaccion intermolecular. Zhuo y colaboradores también
observaron una mayor cristalinidad en nanofibras de SPU con memoria de forma,
atribuyéndola a un tropismo positivo del segmento blando [32]. El entendimiento de
este fenomeno requiere del empleo de otras técnicas tales como AFM y SAXS que
permitan analizar detalladamente la morfologia cristalina presente tanto en el film (bulk)
como en las microfibras, donde la cristalizacion tiene lugar en condiciones y
restricciones completamente diferentes.

Dado que las matrices presentaron dos picos asociados a la fusion de dominios
blandos, se llevo a cabo un tratamiento térmico para analizar su efecto en la Ty, . En el
caso de PHH,, se realizé un primer barrido desde temperatura ambiente hasta 70 °C,
temperatura que se mantuvo durante 5 minutos, observandose solo una pequeia
endoterma (1,2 J.g'l) a 48,5 °C. Un enfriamiento a velocidad controlada mostré una
exoterma asignada a la cristalizacion (Tes = -19,2 °C y AHps = -9,2 J.g'). En un
segundo barrido solo se observo fusion a 15,1 °C (14,2 J.g"). También se realizé otro
tratamiento térmico, efectuando un calentamiento a 30 °C durante 5 minutos, y luego se

enfri6 a velocidad controlada, observandose una exoterma de cristalizacion
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(Tes = -19,2 °C y AHs = -6,2 J.g"). En un segundo barrido la fusién ocurri6 en dos
picos (13,3 °C y 47,4 °C). Ambos tratamientos se realizaron también para PHDy,, con
resultados similares.

Por lo tanto, los tratamientos térmicos efectuados no permitieron la obtencioén de
cristales de dominios blandos con mayor Ty, lo que puede atribuirse a la restriccion que
impone la estructura microfibrosa en la capacidad de reordenamiento y la formacion de

dominios cristalinos de mayor extension.

Tabla 8.2: Propiedades térmicas de los filmes de SPU y sus matrices electrohiladas.

Tg,s Tm,s AHm,sa Xc Tg,h Tm,h AHm,ha

SPUCeo) 0 agh) @) (O ) (gh

PHHg, -61,4 27,0/399 31,5 272 1082 1622/1714 34

PHHpmat  -59,2 14,8 13,7 11,8 1153 204,3/2384 9,6

PHD¢y,  -53,2  26,6/393 29,8 26,4 - - -

PHDye -50,4  39,5/49,0 42,6 37,7 - - -

* Entalpia de fusion expresada por gramo de SPU.
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Figura 8.11: Termogramas de DSC de los filmes de SPU y sus matrices electrohiladas.
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8.3.4 Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanicas de las matrices electrohiladas, determinadas
mediante ensayos de traccion uniaxial, se resumen en la Tabla 8.3 junto a los resultados
de los filmes, donde se muestran los valores de mdédulo de Young (E), tension y
deformacion tltimas (G, y €., respectivamente) y tension y deformacion de fluencia (oy
y &y, respectivamente). La Figura 8.12a muestra las curvas de tension-deformacion para

las matrices electrohiladas.

Tabla 8.3: Propiedades mecanicas de los filmes de SPU y sus matrices electrohiladas.

SPU (MEPa) (Nclylga) (5/2) (l\/ﬁza) (E/Z)
PHHgim 16+ 4 51403 469 + 38 i i
PHHune 050,01 040,02 124432 i i
PHD fim 54+ 4 69+1,5  1006£120  34+09 1946
PHDp  7,5+0,1 0,7:+0,01 54411 i i

La diferente cristalinidad de PHDy,,x y PHH. se reflejo en la rigidez de los
materiales. PHD,, exhibi6é un médulo de elasticidad 15 veces mayor y una deformacion
final 50 % menor. La morfologia cristalina adoptada por ambos materiales, producto de
la técnica de procesamiento y la estructura quimica del segmento duro, influyd
notablemente en las propiedades mecanicas.

Como se observa en la Tabla 8.3 y en la Figura 8.12b las propiedades
mecanicas de las matrices resultaron inferiores a las de los filmes. Si bien existen muy
pocos trabajos dedicados al estudio de matrices poliuretanicas electrohiladas, este
comportamiento coincide con el observado en la literatura [20]. En una estructura
fibrosa la capacidad de refuerzo de los dominios cristalinos resulta menor, y la presencia
de defectos induce la rotura a menor grado de deformacion.

En la regeneracion de tejido de miocardio se requieren materiales elastoméricos
blandos donde, seglin las simulaciones tedricas, el valor de modulo elastico se encuentre
entre decenas de kPa y aproximadamente 1 MPa [33]. La naturaleza elastomérica
necesaria para estas aplicaciones de carga ciclica es imposible de alcanzar con los

poliésteres tradicionales. En particular PHH,,, retine estas propiedades y resulta de
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notable interés para el disefio de parches cardiacos que junto con el sembrado de

cardiomiocitos restauren la funcionalidad de regiones de tejido infartadas.
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Figura 8.12: Curvas de tension-deformacion en traccion de a) matrices electrohiladas,

b) comparacion de matrices electrohiladas con filmes.

8.4 Conclusiones parciales

La tecnologia de electrospinning permiti6 la obtencion de matrices

micro/nanofibrosas de PHH y PHD.
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Las propiedades de la solucion (solvente y concentracion de polimero) y los
parametros de procesamiento (campo eléctrico aplicado, distancia boquilla-colector y
velocidad de flujo de la solucion) se exploraron para la obtencion de fibras uniformes
sin gotas, analizando la influencia de estos parametros de procesamiento en la
morfologia de las fibras obtenidas. El aumento de la concentracion de las soluciones
produjo un aumento de la viscosidad que imposibilité el procesamiento. El empleo de
HFIP resulto el mas adecuado para electrohilar PHH y PHD.

Los tratamientos térmicos llevados a cabo en las matrices no permitieron la
obtencion de cristales de dominios blandos con mayor Ty, lo que puede atribuirse a la
restriccion que impone la estructura microfibrosa en la capacidad de reordenamiento y
la formacion de dominios cristalinos de mayor extension. La morfologia cristalina de
nanofibras tiene lugar en condiciones y restricciones completamente diferentes del film,
por lo que resulta complejo establecer un analisis comparativo.

El comportamiento mecadnico de las matrices electrohiladas dependi6é de la
morfologia cristalina adoptada, determinada por las condiciones experimentales de la
técnica de procesamiento y la estructura quimica del segmento duro.

Las matrices presentaron una estructura altamente porosa, con poros
interconectados, microestructura apropiada para aplicaciones biomédicas tales como
ingenieria de tejidos blandos y liberacion controlada de principios activos, lo cual

justifica el estudio de su comportamiento degradativo in vitro.
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Capitulo 9: Estudio de la estabilidad hidrolitica de poliuretanos

9.1 Introduccion

El término biodegradacion involucra la interaccion entre un material y un medio
bioldgico, que puede comprender mamiferos o microorganismos. La biodegradacion, en
el contexto de la interaccion entre un polimero y un organismo vivo, incluye todos los
procesos que llevan a la degradacion del material, ya sean hidroliticos, catalizados por
acidos y bases, oxidativos o enzimaticos.

La biodegradabilidad puede evaluarse mediante estudios in vitro, empleando
diferentes protocolos, los cuales permiten inferir el comportamiento in vivo, antes de la

realizacion de los costosos y extensos estudios en modelo animal.

9.1.1 Biodegradacion de polimeros sintéticos

Los polimeros biodegradables pueden sufrir procesos de degradacién superficial
y en masa. En el caso de los polimeros que se degradan en masa, la velocidad de
penetracién de agua en la matriz es mayor que la velocidad de degradacion del
polimero. El proceso es homogéneo, en el cual la degradacion ocurre a una velocidad
uniforme a través de la matriz polimérica. Por lo contrario, en los polimeros que sufren
degradacion superficial, la velocidad de penetracion de agua en la matriz es menor que
la velocidad de degradacién del polimero. Este proceso es heterogéneo y se conoce
como bioerosion, donde la degradacion se encuentra confinada a una fina capa
superficial de polimero.

Existen varios factores que afectan la velocidad de degradacion:

a) Presencia de enlaces susceptibles a hidrdlisis enzimatica: la velocidad de
degradacion enzimatica (facilidad de formacion del complejo enzima-sustrato) depende
de la estructura en las vecindades del sitio susceptible a degradacién, y también de la
estructura tridimensional del polimero (accesibilidad del sustrato).

b) Entrecruzamiento y solubilidad en agua: la degradacion es méas lenta en
polimeros insolubles, y depende del grado de hinchamiento. A mayor grado de
entrecruzamiento, el ingreso de agua se ve mas dificultado, por lo que se observa una
menor velocidad de degradaciéon. A su vez, cuanto mas hidrofilico es el polimero,

mayor es su velocidad de degradacion.
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c) Peso molecular: a menor peso molecular la velocidad de degradacién es mayor.
Los polimeros con grupos terminales polares y bajo peso molecular son méas hidrofilicos
que los correspondientes polimeros con alto peso molecular.

d) Morfologia cristalina: La degradacion se inicia en las regiones amorfas del
material, y cuando éstas se han hidrolizado comienza la degradacion de las regiones
cristalinas. La velocidad de degradacion del polimero depende del grado de
permeabilidad del mismo. Dado que las regiones cristalinas presentan un
empaquetamiento compacto, la penetracion de agua, y por lo tanto, la degradacion de
las cadenas poliméricas, ocurren mucho mas lentamente que en las regiones amorfas.
Por ello, polimeros semicristalinos se degradan méas lentamente que polimeros amorfos.
Sin embargo, durante la degradacion de las regiones amorfas del polimero, algunas
regiones cristalinas también pueden ser hidrolizadas. Asimismo, algunas cadenas
poliméricas no degradadas en las regiones amorfas pueden reorganizarse, resultando un
aumento de la cristalinidad del material.

e) Temperatura de transicion vitrea: la Ty refleja la movilidad de las cadenas
poliméricas, que determinan la facilidad de la difusion de agua y del ataque quimico. Si
la T4 de un material es menor que la temperatura fisiologica, las moléculas individuales
tienen mayor movilidad y resultan méas susceptibles al ataque quimico, o cuando sea
posible, enzimatico, lo que produce una degradacion mas rapida. Si la T4 es mayor a la
temperatura corporal, las moléculas individuales poseen una menor movilidad, y la

degradacion es mas lenta.

9.1.2 Degradacion de poliuretanos

La degradacion de poliuretanos, como la de otros materiales, depende del tipo,
lugar y solicitaciéon mecéanica del implante, asi como de su estructura quimica. Los
tiempos de degradacion de los poliuretanos pueden variar enormemente de acuerdo a su
composicién. Los poliuretanos biorreabsorbibles estan disefiados para sufrir
degradacion hidrolitica, oxidativa o enzimatica in vivo, dando lugar a productos de
descomposicion no toxicos.

En general, los poli(carbonato uretanos), poli(éter uretano ureas) y poli(éter
uretano dialquilsiloxanos) son mas estables in vivo que poli(éter uretanos) o poli(éster
uretanos). La degradacion in vivo de poliuretanos ocurre principalmente mediante

ruptura hidrolitica de enlaces éster y uretano [1], y ataque oxidativo y deterioro por
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factores ambientales en el caso de enlaces éter [2], acelerados por la accién de enzimas
[3], perdxidos, actividad catalitica de iones metalicos, formacion de grupos carboxilicos,
captacion de lipidos, calcificacion y sometimiento a carga de los implantes. Los
macrofagos pueden liberar enzimas hidrolasas en los sitios de implante a partir de sus
lisosomas [4], asi como sustancias hidroliticas y oxidativas (enzimas, anion superéxido,
radical hidroxilo, H,0O,, acidos, hipoclorito, etc.) [5] como parte de la respuesta
inflamatoria del organismo. La concentracion local de estas especies quimicas puede ser
muy elevada en la superficie polimérica, y sus efectos podrian acelerarse por la
liberacion de productos de degradacién. A pesar de que algunos estudios celulares in
vitro sugieren que las estearasas contribuyen a la ruptura hidrolitica de poli(éster
uretanos), hasta el momento, su degradacion in vivo no ha sido relacionada directamente
con enzimas hidrolasas [6].

Ademas de la quimica superficial, la diferente topografia de las superficies de
los poliuretanos también puede contribuir a su degradabilidad, asi como la activacion de
macrofagos [7]. Por ejemplo, la actividad enzimética en macrofagos es mayor en
membranas poliuretanicas suaves e hidrofébicas que en membranas porosas e
hidrofilicas [8]. En algunos trabajos se llevaron a cabo modificaciones en la superficie
de poliuretanos para alterar su bioestabilidad, introduciendo el uso de copolimeros
anfifilicos como aditivos, sin alterar la quimica del resto del material. Ward y
colaboradores [9] introdujeron un oligémero siliconado como modificador superficial
que disminuye la susceptibilidad a oxidacion. Santerre y colaboradores desarrollaron
una familia de modificadores superficiales fluorados, con capacidad de reducir la
extension de la hidrdlisis [10,11]. Méas recientemente, estos polimeros se emplearon
para liberar antioxidantes en la superficie de poliuretanos con el objeto de minimizar la
hidrélisis y reducir la oxidacion [12]. Del mismo modo, se estan explorando estrategias
para obtener poliuretanos con degradabilidad controlada para la liberacion de farmacos

y otras aplicaciones [13].

9.1.2.1 Efecto de la estructura de los segmentos blandos

La composicion del segmento blando del SPU se utiliza comUnmente para
modificar los tiempos de degradacion del material. En aplicaciones temporales se suelen
emplear poli(éster uretanos), formulados principalmente a partir de poliésteres de

g-caprolactona [14-17] y é&cidos lactico y glicolico [18,19], debido a su degradacion
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hidrolitica in vivo. Los cambios en la estructura fisica y quimica afectan su
biodegradabilidad. Asi, la velocidad de hidrolisis no enzimatica de polimeros de
a-hidroxicidos es mayor que la de B, v, 3y e-hidroxiacidos. De este modo, la PCL
proporciona una cierta estabilidad hidrolitica y propiedades mecanicas elastoméricas en
SPU. Pitt y colaboradores estudiaron la degradacion in vitro e in vivo de PCL [20]. En
este trabajo, se encontrd que las velocidades de degradacion en medio salino a 40 °C y
empleando conejos como modelo animal resultaron similares, sugiriendo fuertemente
que no hay enzimas involucradas en el proceso degradativo in vivo.

El empleo de copolimeros en bloque como segmentos blandos se utiliza como
estrategia para obtener cristalinidad y velocidad de degradacion intermedias. Utilizando
copolimeros de poliésteres hidrofébicos, como PCL, con polimeros hidrofilicos, como
polioxido de etileno (PEO), pueden obtenerse materiales con velocidad de degradacion
y adhesién celular mayores a las de SPU con segmentos blandos de PCL. En este caso,
los menores tiempos de degradacion se deben no sélo al aumento de la hidrofilicidad del
segmento blando, sino también a la disminucién de la cristalinidad del mismo.
Empleando copolimeros de PCL con &-valerolactona, e-decalactona, o por la
incorporacion de residuos de acido lactico y glicolico también se puede incrementar la
velocidad de hidrolisis del material, debido a que se producen cambios morfoldgicos
gue conducen a una disminucidn en la cristalinidad de los copolimeros.

Los enlaces éster hidrolizan tanto in vitro como in vivo, generando hidroxiacidos
que catalizan la degradacion, como el acido e-hidroxicaproico en el caso de PCL [21],
asi como también fragmentos con grupos uretano o uretano urea y grupos carboxilicos
terminales.

El empleo de poliésteres en el segmento blando incrementa el efecto de la
hidrélisis con respecto al uso de poliéteres y policarbonatos [1], Los enlaces éster
hidrolizan alrededor de un orden de magnitud mas rapido que los grupos uretano
(Esquema 9.1). La degradacion de segmentos blandos de poliéster puede observarse a
través de cambios en las propiedades mecanicas de los SPU, presentando una
disminucion de la elongacion a la rotura y un aumento en la cristalinidad, si el segmento
blando es semicristalino [18,22,23].
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Esquema 9.1: Susceptibilidad hidrolitica de diferentes grupos funcionales.

9.1.2.2 Efecto de la estructura de segmentos duros

La naturaleza del segmento duro y su grado de asociacion en microdominios
(fuerzas de cohesion, tamafio y concentracion), tienen una importante influencia en la
biodegradacion, y por lo tanto, cualquier proceso que perturbe esta estructura (estrés,
recocido, etc.) también afectard la bioestabilidad del SPU [24].

Durante la degradacion de poli(éster uretano ureas), los fragmentos conteniendo
grupos uretano y urea, productos de la hidrélisis de grupos éster en el SPU original, se
degradan a poliaminas. Se han sintetizado numerosos SPU a partir de poliisocianatos
alifaticos, degradando in vitro e in vivo a productos no toxicos. Como se discutié en la
Seccion 1.3.2.1, los SPU que emplean poliisocianatos aromaticos presentan productos
de degradacion de toxicidad elevada. Por ejemplo, se reportd que las espumas
poliuretanicas preparadas a partir de 2,4-tolueno diisocianato (TDI) degradan in vitro a
2,4-tolueno diamina (TDA), que es tdxica, carcinogénica y mutagénica. Sin embargo, se
encontré que al aumentar el porcentaje de segmento duro, la liberacion de TDA es
menor [25]. Esto ocurre ya que la biodegradabilidad del material disminuye debido a la
formacion de microdominios entre los segmentos duros, enlazados por puente de
hidrégeno. Estos resultados se correlacionaron con estudios in vivo [26,27], indicando
que el grado de asociacion por puente de hidrogeno es un parametro importante a

considerar en el estudio de la degradacion de un material.

188



Capitulo 9: Estudio de la estabilidad hidrolitica de poliuretanos

Existen también arquitecturas alternativas a las normalmente empleadas,
introduciendo segmentos duros degradables enzimaticamente. Por ejemplo, el empleo
de un extendedor de cadena diéster derivado de fenilalanina en formulaciones con LDI
y PCL o PEO, mostr6 sensibilidad a tripsina y quimiotripsina in vitro. En este caso, se
observO degradacion enzimética de grupos éster, uretano y urea, mientras que la
degradacion hidrolitica en solucion amortiguadora resulté menor. La elevada velocidad
de degradacion enzimética de este material se debe a la presencia de grupos funcionales
que pueden actuar como sustratos de enzimas, y a que, generalmente, la introduccion de
un grupo aromatico en la estructura de un poliuretano disminuye la cristalinidad del

mismo [28].

9.1.2.3 Estudio de la degradacion de poliuretanos

Algunos de los estudios in vitro empleados para evaluar la estabilidad de
poliuretanos y correlacionarla con su biodegradabilidad in vivo incluyen enzimas,
perdxido de hidrégeno, acido hipocloroso y acido nitrico, entre otros, como potenciales
agentes degradativos. Si bien el objetivo final es la degradacion in vivo del material, los
ensayos in vitro permiten el disefio de protocolos de degradacion acelerada.

Un sistema para evaluar la degradacion acelerada in vitro, que simula la
respuesta inflamatoria in vivo generada en la interfase de un biomaterial con un tejido
biolégico, es el medio H,0, / CoCl, [29,30,31]. Los cationes Co*? (0 eventualmente
Ag") catalizan la descomposicion de H,O, en radicales e iones hidroxilo por medio de la
reaccion de Haber-Weiss (Esquema 9.2). Los radicales hidroxilo inician luego la
oxidacion de enlaces éter y uretano [30]. En el caso de los enlaces éter, el proceso de
oxidacion se inicia cuando un radical hidroxilo sustrae un atomo de hidrégeno de un

grupo metileno ubicado en posicidn o con respecto al enlace éter [32].

Co? + H,0, —> Co"™® + HO + HO

Esquema 9.2: Reaccion de Weiss-Haber.

En ausencia de iones metalicos, el peroxido de hidrégeno no reacciona
apreciablemente [33], sin embargo, se han realizado estudios satisfactorios empleando

solo iones metalicos [34,35].
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Otros ensayos, llevados a cabo en condiciones no fisioldgicas, empleando la
enzima papaina [36] y condiciones hidroliticas extremas como NaOH 3 N a 150 °C
[37], se centraron mas en la liberacion de diaminas de elevada toxicidad como
productos de degradacion que en estudiar la degradacion de sistemas en medios
fisiologicos.

En este trabajo se estudia la absorcion de agua de las dos series de SPU, su
comportamiento hidrolitico en PBS a 37 °C y 70 °C, y su comportamiento oxidativo en
H,0, / CoCls,.

9.2 Materiales y Métodos

9.2.1 Materiales

Se emplearon matrices electrohiladas de PHH y PHD, y filmes de los
poliuretanos de las Series Hy L, y de PCL diol 42,5 kDa (Aldrich Chemical Co.). NaCl,
KCI, Na;HPO,;, KH,PO,4, NaNjs, P,Os anhidro, H,O, y CoCl, se emplearon sin

purificacion previa.

9.2.2 Ensayos de comportamiento hidrolitico

Los ensayos de degradacion hidrolitica se realizaron empleando muestras de 1
cm x 1 cm x h mm (donde h = 0,7 + 0,1) cortadas de filmes de los SPU, y de 2cm x 1
cm x h mm (donde h = 1,25 £ 0,15) para las matrices electrohiladas de SPU. En todos
los casos, las masas aproximadas de las muestras fueron de 100 mg. Las muestras se
colocaron en viales con 5 ml de solucién amortiguadora fosfato pH 7,4 (PBS: NaCl
0,137 M, KCI 0,0027 M, NaHPO, 0,01 M, KH,PO,4 0,0018 M, NaN3 0,05 % p/v) en
incubadora a 37 °C. El estudio se realizd sin recambio de la solucion para evaluar el
efecto de la liberacion de los productos de degradacion sobre el pH del medio. Los
ensayos se realizaron por triplicado y a diferentes tiempos predeterminados. Luego de
extraer las muestras, éstas se lavaron 3 veces con agua destilada y se secaron en
desecador con P,0s anhidro bajo vacio hasta peso constante. En el caso de las matrices
electrohiladas, el agua se elimind mediante liofilizacion. Finalmente, las muestras se

pesaron en una balanza analitica. La pérdida de masa se determiné segun la ecuacion:
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Pérdida de masa (%) = =" .100
m

[

donde m, es el peso de la muestraat =0, y m; es el peso de la muestra después de un
determinado tiempo en PBS. Luego de cada ensayo, se determind el pH final de cada
solucion de PBS empleando un pHmetro. En todos los casos, los valores obtenidos se
calcularon con una desviacion estandar teniendo en cuenta un intervalo de confianza de
90 %.

9.2.3 Ensayos de degradacion acelerada

9.2.3.1 Degradacion hidrolitica a 70 °C

Los ensayos de degradacion hidrolitica acelerada se llevaron a cabo empleando
muestras de filmes de los SPU. Las muestras se colocaron en viales con 5 ml de una
solucion PBS pH 7,4 en estufa a 70 °C. Los ensayos se realizaron por triplicado a un
tiempo de 40 dias. Finalizado el tiempo, se continu6 con el mismo procedimiento que en

la Seccién 9.2.2.

9.2.3.2 Degradacion en medio oxidativo

Los ensayos se llevaron a cabo empleando muestras de filmes y matrices
electrohiladas de los SPU. Las muestras se colocaron en viales con 5 ml de solucion
20 % p/v H,0, y 0,1 M CoCl, en incubadora a 37 °C. ElI medio degradativo se renovo
cada 72 horas. Los ensayos se realizaron por triplicado a un tiempo de 30 dias.

Finalizado el tiempo, las muestras fueron tratadas como en la Seccion 9.2.2.

9.2.4 Cinética de absorcion de agua

La absorcion de agua se determino gravimétricamente. Los ensayos se realizaron
por triplicado empleando muestras de las dimensiones usadas en la Seccién 9.2.2. Las
muestras se colocaron en viales con 5 ml de PBS en incubadora a 37 °C y se extrajeron
a tiempos predeterminados. Las muestras himedas se secaron ligeramente con papel de
filtro para remover sélo el exceso de liquido superficial y luego se pesaron en una

balanza analitica. La cantidad de agua absorbida se determind segun la ecuacion:

191



Capitulo 9: Estudio de la estabilidad hidrolitica de poliuretanos

Hinchamiento (%)= "o 109
m

(o]

donde m; es el peso de la muestra hiumeda después de un determinado tiempo y m, es el
peso de la muestra seca (a t = 0). Los valores obtenidos se calcularon con una

desviacion estandar teniendo en cuenta un intervalo de confianza de 90 %.

9.3 Resultados y Discusion

9.3.1 Cinética de absorcién de agua

Absorcién de agua (%)

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (min)

Figura 9.1: Cinética de absorcién de agua en PBS a 37 °C de filmes de SPU (SeriesHy L)
y PCL diol 42,5 kDa.

En la Figura 9.1 se observan los resultados de absorcion de agua a 37 °C de
filmes de los SPU sintetizados y, a modo comparativo, de PCL diol 42,5 kDa. Todos los
materiales presentaron un bajo grado de hinchamiento (inferior a 3 %). La absorcion de
agua en los filmes tuvo lugar principalmente en las dos primeras horas, luego de lo cual

aumenté muy poco. Como era de esperar, PCL diol 42,5 kDa present6 el menor valor
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(0,50 £ 0,09 %) debido a su hidrofobicidad y a su elevada cristalinidad (X. = 59,1 %).
Los filmes de PHH y PHD exhibieron valores similares (1,45 + 0,13 % y 1,48 £ 0,16 %,
respectivamente), e inferiores a PHL (2,14 + 0,14 %), mientras que los SPU de la
Serie L mostraron valores superiores (PLH = 2,51 £ 0,13 %; PLL = 2,96 £ 0,13 % y
PLD = 2,81 + 0,13 %). La naturaleza de la region interfasial entre los dominios de
segmentos blandos y duros en la Serie L podria ser la responsable de esta diferencia en
la absorcion de agua.

Por otra parte, las matrices electrohiladas mostraron una rapida absorcion de
agua que se mantuvo constante luego de los primeros 10 minutos de exposicion a PBS.
PHHma mostré un valor de 175,74 + 20,07 %, mientras que PHDpny absorbié un
113,63 = 12,36 % de agua. Estos valores resultaron mucho mayores que los de los
filmes, y la rapida absorcion indica que el agua se introdujo principalmente en los poros

interconectados de las matrices.

9.3.2 Evolucion del pH

En la Figura 9.2 se presenta la variacion de pH en los medios de degradacion
hidrolitica de filmes de los SPU sintetizados y de PCL diol 42,5 kDa. Las series de SPU
mostraron comportamientos diferentes. Los medios de la Serie H exhibieron una leve
disminucion (pH = 7,15 — 7,20) hasta 36 semanas de degradacion, produciéndose una
caida mas marcada al alcanzar las 52 semanas (PHH = 6,97 + 0,04; PHL = 6,92 £ 0,06 y
PHD = 6,86 + 0,03), aunque ApH resulto inferior a 0,60 en todos los casos. Los medios
de la Serie L mostraron una disminucién continua del pH, hasta superar levemente la
unidad de ApH luego de 52 semanas (PLH = 6,32 + 0,07; PLL = 6,39 + 0,02 y
PLD = 6,37 + 0,02). Esta caida en los valores puede atribuirse a la liberacion de
especies con grupos acidos carboxilicos y &cido e-hidroxicaproico, productos de
degradacion de cadenas de PCL, en mayor medida en los medios de la Serie L.

Por su parte, el valor final de pH observado en el caso de PCL fue de
7,28 + 0,03, lo que indica una baja liberacion de especies acidas al medio de PBS.

En la Figura 9.3 se observa la variacion de pH de los medios de degradacion de
las matrices electrohiladas y su comparacion con los filmes. Los valores de pH se
mantuvieron practicamente constantes en el tiempo estudiado (PHHpys = 7,38 £ 0,03 y

PHDpa = 7,32 £ 0,03) y similares a los obtenidos para los filmes.
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Figura 9.2: Variacion de pH en el medio de degradacion hidrolitica de filmes de SPU
(SeriesHy L) y PCL diol 42,5 kDa.
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Figura 9.3: Comparacion de la variacion de pH en el medio de degradacién hidrolitica

de las matrices electrohiladas y los filmes de PHH y PHD.
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9.3.3 Comportamiento hidrolitico

En la Figura 9.4 se observan los resultados de degradacion hidrolitica de los
filmes a 37 °C. Los SPU de la Serie H presentaron una pérdida de masa que no supero el
5 % luego de 52 semanas de estudio (PHH = 4,42 + 0,27 %; PHL = 5,00 £ 0,17 % y
PHD = 5,00 £ 0,27 %). Los materiales exhibieron un ligero incremento en la velocidad
de degradacion luego de las 36 semanas, resultado que concuerda con los valores de pH
obtenidos. Este hecho se debe a que la sucesiva ruptura de enlaces en las cadenas
poliméricas produce la reduccién del peso molecular, formando oligdmeros que pueden
solubilizarse en el medio. Por otra parte, los SPU de la Serie L mostraron una
disminucion de su masa muy superior (PLH = 10,68 + 0,36 %; PLL =19,63+0,32 % y
PLD = 17,82 + 0,43 %), aumentando considerablemente su velocidad de degradacion
luego de las 36 semanas. EI medio acido producido luego de 24-36 semanas es el

responsable del proceso de autocatalisis observado en este caso.
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Figura 9.4: Degradacién hidrolitica en PBS a 37 °C de filmes de SPU (SeriesHy L) y PCL
diol 42,5 kDa.
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La incorporacién del extendedor de cadena D-E-D produjo un incremento en la
velocidad de degradacion de los SPU con respecto a los extendidos con A-H-A. Este
aumento puede atribuirse a la presencia de grupos éster hidrolizables en D-E-D.

El comportamiento de los SPU formulados con A-L-A resultd similar a los
extendidos con D-E-D. En este caso, a pesar de la presencia de un grupo urea con
capacidad de formar puente de hidroégeno, un incremento en la velocidad de
degradacion puede explicarse por la estructura asimétrica del extendedor, que dificulta
la asociacion y empaquetamiento en los dominios duros.

Resulta evidente que la mayor absorcion de agua, la estructura quimica de los
segmentos duros y la naturaleza de la regién interfasial entre los dominios de segmentos
blandos y duros de la Serie L, delimitados por el diisocianato asimétrico LDI, tuvo un
impacto significativo en su estabilidad hidrolitica resultante.

La pérdida de masa de PCL resultd la mas baja (0,76 + 0,04 %), debido a su
elevada hidrofobicidad. Este resultado concuerda con valores de pH aproximadamente
constantes durante el periodo estudiado.

En la Figura 9.5 se muestra el comportamiento hidrolitico de las matrices
electrohiladas de PHH y PHD a las 12 semanas de incubacién, y en la Figura 9.6 su

comparacion con los filmes.
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Figura 9.5: Degradacion hidrolitica en PBS a 37 °C de matrices electrohiladas
de PHH y PHD.
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Figura 9.6: Comparacion de la degradacién hidrolitica en PBS a 37 °C entre matrices

electrohiladas y filmes.

Contrariamente a lo esperado, las matrices presentaron una pérdida de masa
inferior a los filmes en el tiempo de degradacion estudiado. A pesar de presentar una
estructura fibrosa, que permite un facil acceso de agua al interior de la matriz,
evidenciado por los elevados valores de absorcion de agua, las matrices mostraron
valores de pérdida de masa inferiores al 2 % luego de 12 semanas (PHHma = 0,74 £
0,10 % y PHDma = 1,98 £ 0,14 %). Estos resultados pueden explicarse por la diferente
cristalinidad de las estructuras fibrosas y compactas de los SPU, analizada en el
Capitulo 8. Las estructuras més cristalinas y con un mayor grado de asociacién por
puente de hidrogeno, dificultan en mayor medida el ingreso de agua en el material, y
por lo tanto, inicialmente degradan con velocidad menor.

A pesar de que PHD,, posee mayor cristalinidad de dominios blandos y exhibe
una absorcion de agua menor que PHHma, su pérdida de masa resultd mayor. La
diferencia entre estos materiales se encuentra en la estructura quimica del extendedor de
cadena. Si bien ambos compuestos presentan una simetria estructural, la presencia de
sitios de degradacion en el interior del segmento duro de PHDpmg contribuye al

comportamiento observado.
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9.3.4 Degradacion acelerada

En la Tabla 9.1 se muestran los resultados de degradacion hidrélitica y oxidativa
de los filmes en condiciones aceleradas.

Las series de SPU exhibieron un comportamiento diferente frente a la
degradacion hidrolitica acelerada. Los SPU de la Serie H presentaron una pérdida de
masa cercana al 20 %, mientras que los de la Serie L dieron lugar a disolucion parcial de
los filmes, cuyos residuos carecieron de consistencia mecénica. Una menor estabilidad
hidrolitica de los SPU de la Serie L concuerda con los resultados obtenidos en el ensayo
realizado a 37 °C. A partir de los valores de pH puede concluirse que los procesos
degradativos fueron autocatalizados por las especies &cidas liberadas.

Los materiales respondieron de manera diferente al medio oxidativo. Dentro de
cada serie, la pérdida de masa mostré una dependencia con el extendedor de cadena
empleado, aumentando en orden A-H-A, A-L-A, D-E-D. La acidez del medio oxidativo
contribuydé a la mayor degradacion de los SPU extendidos con D-E-D, debido a la
hidrolisis de los enlaces éster presentes en los dominios duros. Los materiales
formulados con el mismo extendedor de cadena exhibieron una degradacion mayor en el
caso de la Serie L. Nuevamente, el efecto del LDl como conector entre segmentos
blandos y duros genera una region interfasial desordenada que favorece el ingreso del

medio degradativo.

Tabla 9.1: Degradacion acelerada de los SPU sintetizados (Series Hy L)
y de PCL diol 42,5 kDa.

PBS 70 °C H H,0, / COC'Z
Serie  SPU (40 dias) PBSp7O oc  37°C (30 dias)
(%) (%)

PHH 16,84 +1,08 6,05+0,25 1,10+ 0,17
H PHL 20,81+1,74 599+0,12 2,58 +0,30

PHD 17,55+0,67 5,94+0,10 4,03+0,22

PLH - 4,87 +0,17 3,66 £0,15

L PLL - 4,96 + 0,07 4,66 + 0,09
PLD - 4,82 +0,08 -

PCL 320+0,06 6,99+0,03 0,78+0,14
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Las matrices electrohiladas sdlo se estudiaron en el medio oxidativo, mostrando
valores de pérdida de masa muy superiores a los encontrados para los filmes (PHHma: =
14,66 + 1,67 % y PHDma = 12,46 + 1,22 %).

La morfologia fibrosa de las matrices influy6 en la velocidad de degradacion
observada en el medio acelerado. Los resultados sugieren que esta velocidad no es
constante sino que depende del tiempo de degradacion y del tipo de muestra. Las
matrices iniciarian la degradacion més lentamente que los filmes, pero posteriormente
su velocidad aumentaria mas que la de éstos.

La pérdida de masa de PHH, en este medio resultd mayor que la de PHDyt,
contrario a lo observado en PBS a 37 °C. Si bien la pérdida de masa en PHH,; €S
menor a tiempos de degradacion bajos, esta matriz presenta un didmetro promedio de

fibra un 50 % menor que el de PHD,;, Situacion que acelera el proceso degradativo.

9.4 Conclusiones parciales

El bajo grado de hinchamiento (inferior a 3 %) encontrado en todos los SPU
concuerda con un alto contenido de PCL. Estos valores resultaron superiores a PCL
debido a la menor cristalinidad de los dominios blandos, y a los grupos polares
introducidos en los segmentos duros. La mayor absorcion de agua en la Serie L se
atribuy0 a la naturaleza de la region interfasial entre los dominios de segmentos blandos
y duros.

La estructura quimica de los diisocianatos y extendedores de cadena tuvo un
impacto significativo en la estabilidad hidrolitica y oxidativa de los SPU. Los SPU de la
Serie L presentaron mayor degradabilidad frente a los correspondientes de la Serie H.
Los valores de pH de la Serie L revelaron la presencia de degradacion autocatalizada,
que favorecio el proceso de pérdida de masa.

La introduccion de un extendedor de cadena con enlaces éster, que afiade sitios
hidrolizables en los segmentos duros, contribuy6 a la mayor degradacion de los SPU.

La morfologia fibrosa de las matrices electrohiladas influyd en la absorcién de
agua y en la velocidad de degradacién observada en los diferentes medios. Las
estructuras mas cristalinas y con un mayor grado de asociacién por puente de hidrégeno,
dificultan en mayor medida el ingreso de agua en el material, y por lo tanto,

inicialmente degradan con menor velocidad.
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El aumento en la pérdida de masa de las matrices con respecto a los filmes en
medio oxidativo acelerado indica que la velocidad de degradacion no es constante sino
que depende del tiempo de degradacion y del tipo de muestra.

El didmetro promedio de fibra influyd en la velocidad de degradacion de las

matrices electrohiladas.
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Capitulo 10: Obtencién y caracterizacion de redes
poliuretanicas biorreabsorbibles con hidrofilicidad controlada

10.1 Introduccién

La incorporacion de al menos un reactivo (poliisocianato, poliol) con
funcionalidad mayor a dos da lugar a la sintesis de redes poliuretanicas (PUN)
(Esquema 10.1). Estas redes pueden ser rigidas o elastoméricas, ya sea en la forma de
membranas no porosas o de espumas de celdas abiertas interconectadas o cerradas. El
interés por los poliuretanos entrecruzados para aplicaciones biomédicas, en
comparacion con los SPU, es ain muy limitado. En la literatura se encuentran escasos
ejemplos de redes poliuretanicas biocompatibles y biorreabsorbibles. En los primeros
trabajos, Bruin y colaboradores estudiaron sistemas obtenidos a partir de LDI y
copoliésteres estrella con 6 brazos, P(L-LA-co-CL) o P(GA-co-CL), iniciados por mio-
inositol [1,2]. Los elastomeros sintetizados demostraron ser de interés para la
construccion de piel artificial con dos capas: una capa inferior macroporosa permite la
regeneracion de la dermis, mientras que otra capa superior actiia como barrera contra la
infeccion y permite la permeabilidad del agua. Posteriormente, Storey y colaboradores
[3] investigaron los sistemas sintetizados a partir de LDI y una serie de copoliésteres
triol, mientras que Beckman y colaboradores [4] obtuvieron espumas rigidas a partir de
LDI, glicerol y agua, e incluso emplearon acido ascorbico para mejorar la actividad

biologica de los precursores de osteoblastos [5].

H
3n  0=C=N-CHyCHyCHyCHyCH-COO-CoHs 4 2n HO-CHQ-(::-CHz-OH
N=C=0 OH
LDI Glicerol
H
H  0=G-N-CH,-CHy-CH,-CH,-GH-COO-C,Hs
—f o-cH,C-cH,-0 H-N-C=0 4
| |
, o-c:Hz-cI:-cuz-o-]—n
¢ ¢
H-N-CHp-CHp-CHp-CHa-GH-COO-CoHs  C=0
NH H-N-CHy-CHy-CHy-CHy-CH-COO-CoHg
C=0 NH
]
C=0

Esquema 10.1: Ejemplo de sintesis de una red poliuretanica a partir de LDI y glicerol [4].
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Mediante la reaccion de poliéster polioles cortos iniciados por pentaeritritol, con
prepolimeros terminados en isocianato que son liquidos a temperatura ambiente, se
desarroll6 una familia de PUN biocompatibles y biorreabsorbibles [6]. Estos materiales
mostraron un amplio intervalo de propiedades mecanicas, obteniendo desde redes
elastoméricas hasta rigidas. Estas formulaciones pueden inyectarse in Situ y son
autocurables, lo cual presenta una enorme ventaja para su empleo en cirugias
minimamente invasivas como la artroscopia, adhesion a tejidos, capacidad para
incorporar componentes que favorezcan el crecimiento celular, rellenar defectos con
geometrias complejas, e incluso en ingenieria de tejidos. Recientemente, Guelcher y
colaboradores [7] investigaron este tipo de materiales como sustitutos de cementos
acrilicos para ortopedia empleando la técnica del cuasi-prepolimero. En esta estrategia
la mezcla reactiva se compone de un poliisocianato, obtenido a partir de un copoliéster
triol y exceso de di- o triisocianato, y otro componente, constituido por el copoliéster
triol. El empleo de copolimeros tribloque del tipo poli(6xido de etileno)-b-poli(6xido de
propileno)-b-poli(6xido de etileno) diol (PEO-PPO-PEO) en redes poliuretanicas,
permitié6 la obtencion de PUN hidrofilicas biocompatibles con comportamiento
reversible de hinchamiento termosensible negativo [8].

Aunque el estudio de poliuretanos segmentados y multibloques con
hidrofilicidad controlada por la composiciéon se encuentra en la literatura [9-11], son
muy escasos los trabajos relacionados con redes poliuretanicas hidrofilicas. En las redes
constituidas por segmentos hidrofilicos e hidrofobicos biorreabsorbibles, el componente
hidrofilico asegura el hinchamiento del sistema en un medio acuoso, mientras que la
parte hidrofobica regula el hinchamiento y resistencia mecanica. Ambos componentes
permiten la dispersion homogénea de principios bioactivos hidrofilicos, tales como
proteinas, péptidos y oligonucleotidos, e hidrofobicos.

Las caracteristicas de estabilidad y degradacion de los materiales poliuretdnicos
resultan ideales para el disefio de matrices para ingenieria de tejidos con capacidad para
liberar principios bioactivos. Sin embargo, el uso de poliuretanos en el campo de
liberacion controlada permanece bastante inexplorado [12]. Por otra parte, el desarrollo
de elastomeros blandos con propiedades mecanicas que se ajusten a las del tejido de
miocardio resulta de notable interés para la ingenieria de tejidos cardiacos. La

implantaciéon en regiones infartadas de parches formados por materiales sintéticos
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biocompatibles, elasticos, degradables y poblados in vitro con cardiomiocitos,
constituye una estrategia actualmente en etapa de exploracion [13].

En este capitulo se describe la obtencion y la caracterizacion preliminar de redes
poliuretanicas biorreabsorbibles con un intervalo de hidrofobicidad e hidrofilicidad. Las
redes preparadas son de tipo A; (B3 C,), donde A es un diisocianato alifatico, B y C son

los polioles, y los subindices indican la funcionalidad de cada uno.

10.2 Materiales y Métodos

10.2.1 Materiales

Se empled como componente hidrofoébico poli(e-caprolactonas) estrella de tres
brazos (PCL triol, Mn = 1060 y 3130 Da), sintetizadas como se detalla en la Seccién
3.2.2.2, y PCL triol comercial (Mn = 900 Da, Aldrich Chemical Co.). Como
componente hidrofilico se utilizé poli(etilenglicol) (PEG, Mn = 400 Da, Aldrich),
oligdbmero soluble en agua, de buena biocompatibilidad y baja toxicidad. El secado de
los polioles se llevo a cabo en estufa a 60 °C bajo vacio (4 torr) durante 2 horas. Se
empled 1,6-hexametilendiisocianato (HDI), N,N’-dimetilacetamida (DMAc, Aldrich
Chemical Co.) y dibutildilaurato de estafio (DBTDL, Fluka). La DMACc se separd en
fracciones de 30 ml, se purifico mediante secado con tamices moleculares (4 A) y se
destilo a 60 °C a presion reducida (10 torr). El resto de los reactivos se empled sin

purificacion previa.

10.2.2 Sintesis de redes poliuretanicas (PUN)

La sintesis se realiz6 empleando una metodologia desarrollada para obtener
filmes homogéneos, libres de burbujas, sin contenido de isocianato residual
(determinado por espectroscopia FTIR-ATR) y con buena desmoldabilidad. El
procedimiento adoptado consistid en el agregado de una cantidad predeterminada de
PCL triol en un tubo de vidrio de 2,5 cm de diametro, que se disolvié en una cantidad
minima de DMAc (por ejemplo 2 g de PCL triol en 2,5 ml de DMAc). A continuacion
se pesO la cantidad necesaria de PEGyp en el mismo recipiente y se agrego el
catalizador. Los polioles y el catalizador se mezclaron exhaustivamente durante 30

segundos con vortex, agregandose luego la cantidad necesaria de HDI. La mezcla
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reactiva se agitd con vortex durante 1 minuto y se llevd a 4 torr durante
aproximadamente 5 minutos, hasta la completa eliminaciéon de burbujas de aire
introducidas durante las etapas de mezclado. La mezcla reactiva ya desgasificada se
volco sobre una superficie de teflon, llevandose a cabo el curado y la eliminacion del
solvente en estufa de secado a 60 °C durante 24 horas (Esquema 10.2). Posteriormente,
el material obtenido se seco exhaustivamente bajo vacio (4 torr) a temperatura ambiente
para eliminar las trazas de solvente residual.

Los reactivos mantuvieron la relacion molar ( [OH]pcrior + [OH]pEGa00 ) X 1,05
= [NCO]upi. La serie completa comprende las redes con el 10, 30, 50, 70, 90 y 100 %
en peso de PCL triol en el componente hidroxilado. La muestras de cada serie se
nombraron como PX-Y, donde X e Y corresponden respectivamente a los porcentajes de
PCL triol y de PEGy4q en la formulacion. Por ejemplo, P70-30 indica una red sintetizada

empleando los polioles PCL triol en un 70 % y PEGygo en un 30 %.

\ 4 2 -
/ N\‘( >—N/
" \

HO OH
0
2n
OH + 6nOCN-E-NCO———>»
0
3 HO~AOH
0
H——N

Esquema 10.2: Sintesis de PUN con polioles hidrofilicos difuncionales e hidrofobicos
trifuncionales (entrecruzante quimico), para el caso particular de la formulacion P40-60,

expresada en moles.

10.2.3 Métodos de caracterizacion fisicoquimica

10.2.3.1 Determinacion del contenido de solubles

Las muestras se cortaron en circulos con punzén (espesor: 1,25 + 0,25 mm,
diametro: 10 mm) y luego se pesaron, se sumergieron en agua destilada durante 24

horas a 37 °C para extraer los solubles, se almacenaron a -20 °C en freezer y
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posteriormente se liofilizaron durante 24 horas empleando un liofilizador Virtis SP
Industries, Benchtop 2.0K, USA. Finalmente, las muestras se pesaron nuevamente para

determinar el contenido de solubles:
. m, —m;
Contenido de sol (%) = ———-100

donde m, es el peso inicial de la muestra, y m; es el peso de la muestra después de la

extraccion de solubles.

10.2.3.2 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Se empled un espectrometro FTIR Nicolet 6700 con un accesorio de reflectancia
total interna atenuada (ATR). Los espectros de las muestras, obtenidos a temperatura
ambiente realizando 64 barridos con una resolucion de 2 cm™, permitieron la

identificacion de grupos funcionales.

10.2.3.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de los productos sintetizados se determinaron
empleando un calorimetro Shimadzu DSC-50, con purga de nitrégeno y una velocidad
de barrido de 10 °C.min™', en el intervalo de temperaturas de -120 °C a 250 °C. La T, se

midio en el inicio de la transicion (onset).

10.2.3.4 Cinética de absorcion de agua

La absorcion de agua se determind gravimétricamente. Luego de extraer los
solubles, las muestras se colocaron en viales con 5 ml de PBS en incubadora a 37 °C y
se extrajeron a tiempos predeterminados. Los discos himedos se secaron ligeramente
con papel de filtro para remover s6lo el exceso de liquido superficial y luego se pesaron
en una balanza analitica. La cantidad de agua absorbida se expresé como porcentaje de
hinchamiento, determinado del mismo modo que en la Seccion 9.2.4. Los ensayos se

realizaron por triplicado.
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10.3 Resultados y Discusion

10.3.1 Sintesis de PUN

Se exploraron las condiciones experimentales mas apropiadas (tiempo,
temperatura, concentracion de mondomeros en solucion de DMAc) para la obtencion de
filmes homogéneos y reproducibles. Se empled la cantidad minima de DMAc para el
mezclado optimo de los reactivos en la formulacion y al mismo tiempo para obtener una
viscosidad de la mezcla reactiva apropiada para la etapa de colada.

Se sintetizaron tres series de redes poliuretanicas con distinto contenido de
componentes hidrofobicos (PCLggy, PCLjgs0 ¥y PCL3130) € hidrofilico (PEGagp), las que
se denominaron PUNyg, PUNjos0 y PUNs;39, respectivamente. El poliol comercial
PCLogy se utilizd para comparar las propiedades de los PUN obtenidos con los
sintetizados a partir de un poliol de peso molecular practicamente similar pero
completamente caracterizado. Como se describi6é en la Seccion 3.3.2, los poliésteres
estrella PCLjge0 ¥y PCL3130 tienen una funcionalidad de 3 (hidroxilos terminales = 3),
aunque presentan diferentes longitudes promedio de cadenas de PCL y distribucion de
especies (glicerol mono, di y trisustituido) (Tabla 10.1). Esta diversidad de especies
torna altamente compleja la determinacion del peso molecular promedio entre puntos de
entrecruzamiento, asi como la relacion propiedades—estructura de las redes

poliuretanicas.

Tabla 10.1: Caracteristicas estructurales de las PCL triol PCL;o50 ¥ PCL339
empleadas en la sintesis de PUN (ver Tabla 3.3).

NUmero de brazos
Relacién Mng  Mny : (%) Ln
[e-CL:OH] (Da) (Da) °

1 2 3
2:1 1060 777 2,1 20,1 46,4 33,5 45
8:1 3130 2832 2,7 1,1 30,6 683 13,1

Mn; = Mn tedrico, Mn = Mn obtenido por titulacion,

fe = funcionalidad efectiva, Ln = longitud promedio de cadenas de PCL.

La Tabla 10.2 muestra los valores del contenido de solubles para todas las PUN

sintetizadas. La fraccion sol aumentd con el incremento del contenido de componente
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hidrofilico (PEGugp). Un contenido de PEG4gy mayor al 70 % en peso en el componente
hidroxilado condujo a la disgregacion de las muestras durante el proceso de extraccion,
debida a la solubilizacién de partes de las mismas. Por lo tanto, no fue posible

determinar el contenido de solubles de las muestras P10-90.

Tabla 10.2: Contenido de sol (%) para las PUN sintetizadas.

.y Serie PUN1060 Serie PUN3130 Serie PUN()O()
Relacion . . .
PCL-PEG Contenido de sol Contenido de sol Contenido de sol

0 (%) (%) (%)
P100-0 4.7 1,1 2,1
P90-10 4.6 1,6 4,6
P70-30 - 10,7 5,3
P50-50 - 17,0 10,2
P30-70 20,0 16,0 21,7
P10-90 n.d. n.d. n.d.

10.3.2 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

En la Figura 10.1 se muestran dos regiones principales (metilenos y carbonilos)
del espectro infrarrojo de las redes poliuretanicas de las Series PUNjos0 y PUN3;30. La
region N-H, ubicada entre 3100 y 3600 cm™, mostré mucho ruido debido posiblemente
a la absorcion de agua de las muestras.

En la regién de grupos metileno se observaron dos sefiales a 2935 cm™ y
2862 cm” (viC-H y viC-H en CH,, respectivamente) para PUNo5 P100-0. Estas
sefiales modificaron su intensidad con la disminucion del contenido de PCL y el
aumento de PEGy en la serie, disminuyendo el pico de 2935 cm’! y aumentando el de
2862 cm™', debido a que los monémeros guardan la misma relaciéon de intensidades. La
misma observacion se realizo en las redes de la Serie PUNj30, a partir de las sefiales a
2939 cm™ y 2863 cm™ de P100-0.

La region de grupos carbonilo se localiza entre 1600 y 1800 cm™. La red
PUNjoso P100-0 exhibié una sefial centrada en 1724 cm’! (vC=0 en éster) que
disminuy6 su intensidad con la disminucion del contenido de PCL en la serie, y un

hombro en 1697 cm™ (banda carbonilo-uretano amida I) que evidencié la formacién de

212



Capitulo 10: Obtencién y caracterizacion de redes

poliuretanicas biorreabsorbibles con hidrofilicidad controlada

grupos uretano. Este hombro se mostré més pronunciado con el aumento del contenido

de PEGugo, debido a la formacion de mayor cantidad de enlaces uretano, y en las redes

con 50% de PEG se separ6 en dos picos manteniendo los mismos numeros de onda.

Independientemente de la longitud de cadena de PCL, los mismos efectos se observaron

en la Serie PUN3;30 (VC=0 en éster: 1720 cm’! y banda carbonilo-uretano amida I:

hombro en 1697 cm™).
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Figura 10.1: Espectros ATR-FTIR de las redes poliuretanicas PCL-PEGyq,. Serie PUNj(: @) region de

metilenos y b) region de carbonilos; Serie PUNj,3¢: ¢) region de metilenos y d) region de carbonilos.
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10.3.3 Propiedades térmicas

La Figura 10.2 muestra los termogramas obtenidos por DSC para las redes
poliuretanicas, los polioles PCL triol y PEGap. De acuerdo a los componentes
empleados en la formulacion (diol de cadena corta, triol y diisocianato), la ausencia de
un macrodiol condujo a una estructura de red polimérica sin microfases de dominios
blandos y duros. Por lo tanto, se espera la aparicion de una Unica temperatura de
transicion vitrea y eventualmente la presencia de una fase cristalina, dependiendo de la

longitud de cadena de los polioles.
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Figura 10.2: Termogramas DSC de las redes poliuretanicas PCL-PEGy: a) Serie PUNjq0,

b) Serie PUN3;30, ¢) Serie PUNggy. Se muestran también los termogramas de los polioles PCL

triol de distinto peso molecular y PEGyy.



Capitulo 10: Obtencién y caracterizacion de redes
poliuretanicas biorreabsorbibles con hidrofilicidad controlada

45 -
_50 -
PUNQOO
%7 A 4 PUNqpp6
| PUN
R 3130
e
o 65 PClai30 0
75 PCL 1060 o
-80 -
1l v PEG4OO
-85 T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Contenido de PCL triol (%) en el componente PCL-PEG

Figura 10.3: Variacion de T, de redes poliuretanicas en funcion del contenido de PCL triol de
distintos pesos moleculares: PUNggy (A ), PUNs0 (®) y PUNj3 30 (m). Se muestran también los
valores de T, de los polioles PCL triol de distinto peso molecular y PEGy, (recuadros con

simbolos abiertos).

El analisis de los termogramas de la Serie PUN 50 mostré claramente valores de
T, en el intervalo entre -46,5 y -54, 2 °C. Estos valores resultaron, l6gicamente, mayores
a la Ty de PCLjgs0 (-74,5 °C), debido al efecto producido por el entrecruzamiento
quimico. La variacion de capacidad calorifica aumentd con el incremento del
componente difuncional (PEGug). Los valores de T, siguieron la tendencia mostrada en
la Figura 10.3. La T, se incremento con el contenido de PEGaq, 1o que puede atribuirse
al aumento de la longitud de cadenas de (PEG — HDI),—. Los bloques uniformes de
PEG y HDI se conectan a través de grupos uretano, por lo que el aumento en la longitud
de estas cadenas conduce a una mayor interaccion por puente de hidrogeno. La
existencia de un numero mayor de grupos uretano se evidencio en el espectro infrarrojo
mostrado en la seccion anterior. Si bien se produjo un aumento en la longitud de cadena
entre puntos de entrecruzamiento quimico, la aparicion de una fraccion mayor de
entrecruzamiento fisico reversible se reflejo en el incremento de la T,. No se observaron
picos endotérmicos correspondientes a la fusion de cristales de PCL;¢50 0 PEGuqg (cuyas

Tm se encuentran en 47,8 °C y 6,5 °C, respectivamente). Solo se evidencid una
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endoterma de fusion muy pequeiia en el caso de P100-0, red que contiene unicamente
unidades de PCL interconectadas con HDI.

Todas las redes de la Serie PUN330 mostraron la sefial correspondiente a la T, en
un intervalo mayor de temperatura, entre -46 y -60°C, valores superiores a la T, de
PCLj3130 (-64,3 °C). Como en el caso de las redes de PCL ¢, la variacion de capacidad
calorifica aument6 con el incremento de PEGaq. Sin embargo, los valores de T,
resultaron menores a los observados para la Serie PUNjos. En todos los materiales se
observo una endoterma de fusion de cristales de PCL3j39, aunque en P10-90 resultd
poco apreciable. Los valores de T, disminuyeron desde 54,3 °C (PCL3;30) hasta 45,2 °C
en P10-90. La presencia de la fase cristalina restringio la movilidad molecular e influy6
en los valores de T, observados. La extension de la cristalinidad disminuyd con el
incremento de la longitud de cadenas de (PEG — HDI),—, y ambos factores condujeron
a un aumento de la T,. Los valores de T, de ambas series (PUNjos0 y PUN3i3)
coincidieron para las muestras P10-90, lo cual indica que con un bajo contenido de
PCL, el comportamiento térmico de la red resulta independiente de la longitud de
cadena de PCL triol (agente entrecruzante), siendo el entrecruzamiento fisico el factor
dominante.

En el caso de la Serie PUNggy todos los materiales resultaron completamente
amorfos, con valores de T, relativamente constantes en el intervalo entre -53 y -56 °C
(Tg PCLggo = -71,1 °C). En esta serie no se evidencio en los valores de T, la tendencia
observada en las Series PUNjos0 y PUN3;30. Esto podria atribuirse a varios factores que
indican una mayor heterogeneidad en las redes de PCLog. Por una parte, los valores de
T y cristalinidad de PCLogg (21,8 °C, 14 %) resultaron menores que los obtenidos para
PCLjos0 (47,8 °C, 48 %). Por otra parte, como se ha determinado en otros productos
comerciales similares (PCL diol de distintos pesos moleculares [14]), es muy posible
que PCLgg contenga restos de iniciador (glicerol) y menor cantidad de especies
trisustituidas. Estas caracteristicas contribuyen a la formacion de una red con mayor

inhomogeneidad.

10.3.4 Cinética de absorcion de agua

En la Figura 10.4 se presentan las curvas de absorcion de agua para las redes
poliuretanicas de las Series PUN3i3 y PUNggy, mientras que en la Figura 10.5 se

grafican los valores de hinchamiento de equilibrio en funcién de la composicion para las
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tres series. Como se menciond en el proceso de extraccion, un contenido de PEGug
mayor al 70 % en peso en el componente hidroxilado condujo a la disgregacion de las
muestras. En consecuencia, no se pudo registrar el hinchamiento de las muestras
P10-90.

Como se muestra claramente en la Figura 10.5, todas las series exhibieron
valores de absorcion de agua muy cercanos en el equilibrio. Los valores de
hinchamiento de equilibrio resultaron moderados, siendo el mayor de 66 % para la
formulacién P70-30, y se alcanzaron en aproximadamente 1 hora. Ademas, en P100-0 y
P30-70 estos valores resultaron idénticos. Esto refleja, como era de esperar, que la
absorcion de agua esta controlada solamente por el contenido de componente hidrofilico
y no depende de la longitud de cadena ni la cristalinidad del componente hidrofobico.

A partir de las 3 horas se comenzd a evidenciar la fragmentacién de algunos
sistemas altamente hidrofilicos, como P30-70 (resultados no mostrados). Esto indicaria
la solubilizacion de regiones con baja densidad de entrecruzamiento quimico, o el
comienzo de la degradacion, proceso que ocurre por un mecanismo puramente
hidrolitico favorecido por la presencia de enlaces éster, baja cristalinidad y elevado

contenido de cadenas de (PEG — HDI),— altamente hidrofilicas.
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Figura 10.4: Curvas de absorcion de agua a 37°C de las redes poliuretanicas PCL-PEGyq;
a) Serie PUN3130, b) Serie PUN&)O().
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Figura 10.5: Valores de hinchamiento de equilibrio para las redes poliuretanicas PCL-PEG
en funcion del contenido de PCL triol en el componente hidroxilado: PUNggo (A ), PUNjgg0
(®) y PUN; 30 (m).
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10.4 Conclusiones parciales

Se sintetizaron satisfactoriamente tres series de redes poliuretdnicas no
segmentadas, constituidas por segmentos hidrofilicos e hidrofébicos biorreabsorbibles.

Las propiedades térmicas de las redes revelan que, si bien el incremento del
contenido de PEG extendi6 la longitud de cadena entre puntos de entrecruzamiento
quimico, la mayor interacciéon por puente de hidrogeno en las cadenas de
—(PEG — HDI),— producida por una mayor densidad de grupos uretano, contribuyo al
aumento en el entrecruzamiento fisico y el valor de T,. Ademas, en el caso de la Serie
PUNG3130, la disminucion de la cristalinidad de PCL también condujo a un aumento de la
Te. A bajo contenido de PCL (10%), el comportamiento térmico de la red resulto
independiente de la longitud de cadena del agente entrecruzante, siendo el
entrecruzamiento fisico el factor dominante.

La absorcion de agua en estos sistemas estuvo controlada por el contenido de
componente hidrofilico y resultdé independiente de la longitud de cadena y la
cristalinidad del componente hidrofébico. Las redes con alto contenido de PEG (> 70 %
en peso del componente hidroxilado) se disgregaron en agua por solubilizacion parcial.
Para redes con menor contenido de PEG se alcanzaron valores de hinchamiento de
equilibrio de hasta 66 %.

Estos materiales resultan de interés para el disefio de matrices para ingenieria de
tejidos con hidrofilicidad controlada, la cual puede explotarse para modular la liberacion
de principios bioactivos al medio bioldgico. Los resultados preliminares obtenidos
justifican la continuacion de estudios dirigidos a determinar la estabilidad hidrolitica y

los perfiles de liberacion de drogas modelo.
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En esta tesis se estudiaron nuevos sistemas poliuretanicos biorreabsorbibles de
interés en el campo biomédico, en particular para la preparacion de filmes y matrices

micro/nanofibrosas de aplicacion en ingenieria de tejidos bioldgicos.

Se sintetizaron 'y caracterizaron  satisfactoriamente los  poliésteres
poli(e-caprolactona) diol y poli(e-caprolactona) estrella con grupos terminales hidroxilo,
y diferente funcionalidad y peso molecular. El anélisis de la estructura quimica revelo la
presencia de especies con diferente nimero de brazos, ya sea con el empleo de
iniciadores que poseen grupos hidroxilo equivalentes (trietilenglicol y pentaeritritol),
como no equivalentes (glicerol). La abundancia relativa de dichas especies dependi6 de

la alimentacion de la reaccion.

Se sintetizaron satisfactoriamente tres nuevos extendedores de cadena
difuncionales con grupos hidroxilo terminales y sus estructuras quimicas y propiedades
se caracterizaron completamente. Estos compuestos, con grupos funcionales urea-diol y
diéster-difenol, presentaron fuertes interacciones intermoleculares y solubilidad en
DMACc.

A partir de PCL diol, diisocianatos alifaticos (HDI o LDI) y los tres
extendedores de cadena disefiados, se sintetizaron dos series de poliuretanos
segmentados biorreabsorbibles, obteniendo materiales elastoméricos con morfologias de
fases separadas. La reaccion de polimerizacion y el grado de interaccion entre las
cadenas dependié de la naturaleza del diisocianato y del extendedor de cadena. Los
extendedores de cadena y los segmentos duros impartieron caracteristicas particulares a
cada material. Termodindmicamente, los segmentos duros sintetizados con HDI
exhibieron una menor tendencia a mezclarse con segmentos blandos de PCL que otros
segmentos duros con HDI descriptos en la literatura. Esto refuerza la hipdtesis de que

los extendedores de cadena disefiados favorecen la separacion de fases.

Aungue son muchos los factores y las variables que determinan la morfologia de
los poliuretanos segmentados, la investigacién del comportamiento de estos materiales y
la interpretacion de la relacion estructura-morfologia-propiedad es posible mediante una

seleccion adecuada de variables y técnicas de analisis.
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La variacion de la composicion de los segmentos duros (diisocianato y
extendedor de cadena), permitio investigar la relacion estructura-propiedades de los
SPU. La diferente estructura quimica y simetria de los segmentos duros influy6 en la
separacion de fases en dominios duros y blandos, como se evidencio en el
comportamiento térmico de los materiales. La asociacion de segmentos duros se
incrementd con el disefio de segmentos constituidos por un diisocianato simétrico y/o
extendedor de cadena simétrico. El rango de propiedades obtenidas con el empleo de
diisocianatos no toxicos y las modificaciones introducidas en la estructura de segmentos
duros, permitio la preparacién de biomateriales muy atractivos para aplicaciones en

ingenieria de tejidos blandos.

Los estudios efectuados permitieron determinar algunas propiedades bioldgicas
in vitro de los poliuretanos, mostrando baja adhesion y activacion plaquetaria, baja
formacion de trombos y baja citotoxicidad, resultados que indican a priori la buena

biocompatibilidad de estos materiales.

La preparacion de matrices poliuretanicas micro/nanofibrosas pudo llevarse a
cabo empleando la técnica de electrospinning. Una vez establecidas las condiciones
experimentales y los parametros de procesamiento se obtuvieron membranas con fibras
uniformes y sin gotas. Las caracteristicas propias de la técnica de procesamiento de
membranas fibrosas condujeron a morfologias cristalinas diferentes. El desarrollo de
estructuras semicristalinas a partir de microchorros de soluciones poliuretanicas es un
proceso complejo, poco estudiado en la literatura. Las matrices presentaron una
estructura altamente porosa, con poros interconectados, microestructura apropiada para
aplicaciones biomédicas tales como ingenieria de tejidos blandos y liberacidn

controlada de principios activos.

Los filmes poliuretanicos y matrices microporosas evidenciaron un
comportamiento diferente en ambas series en los medios degradativos estudiados. La
estructura quimica de los diisocianatos y extendedores de cadena tuvo un impacto
significativo en la estabilidad hidrolitica y oxidativa de los SPU. La introduccién de un
extendedor de cadena con enlaces éster proporciond sitios hidrolizables en los

segmentos duros, que contribuyeron a la mayor degradacion de los SPU. La morfologia
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fibrosa de las matrices electrohiladas influyé en la absorcion de agua y en la velocidad
de degradacion observada en los diferentes medios. ElI diametro promedio de fibra

afectd la velocidad de degradacion de las matrices electrohiladas.

Finalmente, se sintetizaron satisfactoriamente tres series de redes poliuretanicas
no segmentadas, con distinto contenido de segmentos hidrofilicos de poli(etilenglicol) y
segmentos hidrofébicos biorreabsorbibles de PCL estrella de diferentes pesos
moleculares y nimero de brazos. Las propiedades térmicas de las redes revelaron que, si
bien el incremento del contenido de PEG extiende la longitud de cadena entre puntos de
entrecruzamiento quimico, la mayor interaccion por puente de hidrégeno en las cadenas
de —(PEG - HDI),— contribuy6 al aumento del entrecruzamiento fisico. La absorcién de
agua en estos sistemas estuvo controlada por el contenido del componente hidrofilico y
resulté independiente de la longitud de cadena y la cristalinidad del componente

hidrofobico.

Trabajos de investigacion futuros

El trabajo experimental realizado en esta tesis deja abierta la posibilidad de
continuar profundizando algunos de los temas estudiados y explorar otros aspectos
laterales.

La incorporacion de segmentos blandos hidrofébicos e hidrofilicos en la
formulacion de SPU permitiria el aumento de la hidrofilicidad del material asi como la
modificacion de la velocidad de degradacion.

En lo que respecta a la preparacion de matrices fibrosas, la introduccion de
agentes porogénicos que incrementen el tamafio de poro obtenido por la técnica de
electrospinning resulta de notable interés ya que se mantiene la estructura fibrosa que
proporciona una caracteristica biomimética valiosa. La generacién de estructuras
fibrosas tubulares elastoméricas para el desarrollo de protesis vasculares de pequefio
diametro constituye otro aspecto de alto interés actual.

Los resultados de los estudios efectuados con las redes poliuretanicas justifican
la continuacion de estudios dirigidos a la preparacion de matrices porosas mediante
técnicas de eliminacién de agentes porogénicos, la determinacién de la estabilidad

hidrolitica y los perfiles de liberacion de drogas modelo.
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ANEXO |

Determinacién de viscosidad intrinseca

La viscosidad de un polimero en solucion es una propiedad muy interesante para
la determinacion del peso molecular. La viscosimetria capilar de Ubbelohde
proporciona una técnica sencilla para la determinacion de las viscosidades cinemaética
(v), dinamica (7), relativa (), especifica (7p) e intrinseca [7] (o viscosidad limite) de
soluciones poliméricas.

La viscosidad cinemética (v) se determina a partir de la constante del

viscosimetro k y el tiempo (t) de escurrido del solvente o solucién:

v=k-t

La viscosidad dinamica (7) se obtiene a partir de v y la densidad (o) del solvente

o solucion:

n=v-9o

A su vez, la viscosidad relativa (7;) de las soluciones poliméricas se calcula
empleando los valores de viscosidad dinamica del solvente y la solucion polimérica en
cada caso, 7, y 7, respectivamente:

n

ne=—
o

Por su parte, la viscosidad especifica (ns) se determina a partir de la viscosidad
relativa (n,):
=T,

775p = =T -1
o

La viscosidad especifica depende de la concentracion. EI nimero de viscosidad

se define como:

s

C,

NUmero de viscosidad =
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Este valor indica la contribucion del polimero a la viscosidad total. En un
sistema ideal, ns / €2 no es funcion de la concentracion, pero una solucion no es un
sistema ideal y, por lo tanto, hay que extrapolar a concentracion nula. Este resultado se

denomina viscosidad intrinseca [n]:

[n]= lim (7/co)

C, >0

Para efectuar la extrapolacion se debe conocer la dependencia de la viscosidad

especifica con la concentracion. Huggins propuso una ecuacion muy aproximada:

72
C—p=[77]+k1-[77]2-02

2

Esta ecuacion se aplica solo a soluciones diluidas, generalmente del orden del
1 % plv, para las que graficando 7 / C; en funcion de la concentracion permiten
construir una recta cuya ordenada al origen es la viscosidad intrinseca, y cuya pendiente
es también funcién de [n]: cuanto mayor es [7], tanto méas varia la pendiente con la
concentracion. El parametro k; es una constante hidrodindmica denominada constante
de Huggins.

La ecuacion de Kraemer también nos aporta una férmula vélida para bajas

concentraciones:

LU/ 5
C

2

La representacion conjunta de las ecuaciones de Huggins y Kraemer en una
misma gréafica da como resultado la confluencia de las rectas en una misma ordenada al

origen, que es el valor de [7].

La viscosidad intrinseca es la magnitud que se relaciona con el peso molecular
promedio viscoso (M,) de un polimero, mediante la ecuacion de Mark-Houwink-
Sakurada: [77] = K.M,?, donde Ky a son dos parametros constantes propios de cada par
polimero-disolvente a la temperatura de trabajo y se calculan a partir del conocimiento
de [#] y del peso molecular determinado por otros procedimientos, como osmometria de
membrana, difusion de luz, etc. Por ese motivo, el método viscosimetrico no es un

método absoluto, ya que no nos da el peso molecular sino so6lo a través de una ecuacion
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empirica que equivale a un calibrado. Independientemente de esto ultimo, el valor de 7;
0 de [#] nos permite tener una aproximacion relativa para caracterizar los polimeros

sintetizados.

230



Anexos

ANEXO 11

Fundamentos de las técnicas experimentales empleadas en los ensayos in vitro

All.1 Teoria de la Resonancia de Plasmon Superficial (SPR)

La técnica de SPR se basa en un fendmeno 6ptico asociado a la oscilacion de
densidad de carga en la interfase entre dos medios que poseen constantes dieléctricas de
signos opuestos (por ejemplo un metal y un dieléctrico). La excitacion Optica de un
plasmén superficial se produce mediante una onda evanescente y se consigue cuando un
rayo de luz incide en la interfase entre la capa metalica y el medio dieléctrico a un
angulo determinado, denominado angulo de resonancia. La excitacion del plasmon
superficial provoca un descenso muy grande de la reflectancia del metal. Si se mide la
intensidad del haz reflejado en funcion del &ngulo de incidencia de la luz, se observa un
minimo muy pronunciado para el angulo de resonancia. El angulo de resonancia
depende, en gran medida, del indice de refraccion del medio colindante a la lamina
metélica.

Para excitar una onda de plasmon superficial con una onda electromagnética
incidente en la superficie se deben cumplir las condiciones de resonancia, es decir, que
los vectores de propagacion del plasmon superficial y de la onda electromagnética sean
iguales. Los plasmones superficiales Unicamente existiran si la permeabilidad eléctrica
del metal y el medio dieléctrico son de signo contrario. Estas condiciones solo se
cumplen para frecuencias del infrarrojo o del visible con algunos metales. La eleccion
del metal es critica, ya que debe presentar electrones libres. Los metales mas apropiados
son la plata, el oro, el cobre y el aluminio siendo los dos primeros los mas cominmente
utilizados. La plata, porque proporciona picos de resonancia muy agudos y el oro por su
estabilidad. En general los plasmones superficiales se producen con frecuencias del
rango del visible con grandes pérdidas a longitudes de onda mayores (infrarrojo). La
determinacion del espesor Optimo de la capa metélica es fundamental para obtener el
valor minimo de reflectancia, y depende de las constantes dpticas del metal y de la
longitud de onda de la luz. Existen dos formas de excitar dpticamente y alcanzar las
condiciones de resonancia: mediante reflexion total con estructuras prismaticas
acopladas o empleando redes de difraccion. La primera es la mas utilizada debido a su

simplicidad y se denomina configuracion Kretschmann (Esquema All.1).
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Tnidad de
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a) b)

Esquema All.1: a) Configuracion de Kretschmann de un equipo de SPR; b) Ejemplos tipicos de curvas

de SPR, antes (I) y después (1) de adsorcion proteica.

El angulo de resonancia es muy sensible a los cambios que se producen en el
indice de refraccion en las proximidades de la superficie metélica, como por ejemplo,
producto de una interaccion quimica (Esquema All.1).

El &ngulo de resonancia depende de la longitud de onda incidente, del indice de
refraccion del prisma, del metal y de la capa de muestra que se desea detectar. Si
Unicamente la Gltima cambia, la SPR puede utilizarse para monitorear cambios en el
indice de refraccion de las capas adsorbidas en la superficie metélica. Los cambios en el
indice de refraccion pueden relacionarse con variaciones de masa y, por lo tanto, con
interacciones especificas entre las moléculas de analito depositadas previamente en la
superficie metéalica y sus receptores especificos.

Cuando se utiliza luz monocromatica para excitar la respuesta de la SPR, existen
dos formas de medirla: seguir la variacion del angulo de resonancia acoplado o seguir la
intensidad de la luz reflejada a un angulo fijo. En este trabajo se empled el primer
método. El segundo método sélo puede utilizarse cuando los cambios en el indice de
refraccion son muy pequefios. Ademas del monitoreo in situ de las interacciones, se
puede obtener informacion acerca de la especificidad, concentracion y cinética de

dichas interacciones.

232



Anexos

All.1.1 Aplicaciones de la SPR

Las aplicaciones de esta técnica son numerosas y en continuo aumento [1].
Caben destacar el estudio de las propiedades Opticas de una capa metalica, medidas de
espesor de filmes y de indices de refraccion de capas organicas sobre superficies
metalicas [2], estudio de la adsorcion de proteinas a biomateriales [3], medidas de
interacciones moleculares especificas, tales como reacciones inmunoldgicas,
interacciones virus-proteina e hibridacion de ADN, entre otras. En un contexto méas
general, la SPR ha resultado Gtil en aplicaciones medioambientales, determinacién de
contaminantes organicos, aplicaciones biotecnoldgicas, médicas, clinicas, en gendémica

funcional y en proteémica.

All.1.2 Referencias

[1] Green R.J., Frazier R.A., Shakesheff K.M., Davies M.C., Roberts C.J., Tendler
S.J.B. Surface plasmon resonance analysis of dynamic biological interactions with
biomaterials. Biomaterials, 21 (18): 1823-1835, 2000.

[2] Corneillie S., Ngoc L.P., Schacht E., Davies M., Shard A., Green R., Denyer S.,
Wassall M., Whitfield H., Choong S. Polyethylene glycol-containing polyurethanes for
biomedical applications. Polym Int, 46 (3): 251-259, 1998.

[3] Green R.J., Davies M.C., Roberts C.J., Tendler S.J.B. Competitive protein
adsorption as observed by surface plasmon resonance. Biomaterials, 20 (4): 385-391,
1999.

All.2 Microscopia de Epifluorescencia

Los fluorocromos son sustancias que tienen la propiedad de emitir un fotdn de
una longitud de onda determinada cuando son excitados por un fotdn incidente de una
longitud de onda caracteristica. La parte de la molécula que emite la fluorescencia se
denomina fluordforo. Las moléculas de fluorocromo se utilizan para marcar ciertas
estructuras celulares, destacandolas del resto de los elementos que componen la célula.
Esto permite identificar distintas moléculas o conjuntos de moléculas. El fluorocromo

puede tener afinidad por distintos elementos celulares o puede ser acoplado
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qguimicamente a otras moléculas como anticuerpos que reconocen especificamente

cierto componente celular.

lente ocular

filtro de barrera 3

verde

filtro de barrera azul

fuente de luz

£

=

Espejo dicroico

lente objetiva

muestra (fluorescencia verde, excitada con azul)

Esquema All.2: Funcionamiento de un microscopio de epifluorescencia.

La microscopia de epifluorescencia es una técnica que emplea un microscopio
disefiado para el uso de diferentes tipos de luz (blanca, ultravioleta, azul, verde, etc.,
dependiendo del filtro utilizado). EI funcionamiento del microscopio de
epifluorescencia se explica en el Esquema All.2. La radiacién procedente de la fuente
atraviesa un primer filtro que selecciona la longitud de onda capaz de excitar al
fluorocromo, antes de incidir sobre la muestra. Esta luz se refleja en un espejo
dicromatico (o dicroico) e incide sobre la muestra, excitando al fluorocromo, el que
emite fotones de una longitud de onda mayor que la incidente. La luz emitida por la
muestra no se refleja sino que atraviesa el espejo dicroico y llega a un segundo filtro que
selecciona la longitud de onda de emision del fluorocromo, pasando a través del ocular
para ser vista por el observador. Finalmente, la luz ingresa a un fotomultiplicador que la
convierte en una sefial eléctrica.

La observacion por epifluorescencia se basa en la coloracion que adquieren las
particulas observadas (en algunas ocasiones inapreciables de otro modo) al ser excitadas
con radiacion de una longitud de onda especifica. La muestra puede o no tefiirse con un
colorante especifico. En nuestro trabajo se emple6 tincion con naranja de acridina.

De esta manera, la epifluorescencia resulta de utilidad para el analisis de

superficies de biomateriales en los que se puede observar el depoésito de células, como
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por ejemplo la adhesion y agregacion plaquetaria, eventos relacionados con la

hemocompatibilidad de las superficies.

All.2.1 Referencias

[1] http://iie.fing.edu.uy/investigacion/grupos/gti/timag/trabajos/2007/proteus/epifluores

cencia.html

[2] http://lwww.unicosci.com/espanol/micro/h606.htm

All.3 Método ELISA

El ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzima o ELISA (Enzyme Linked-
Immuno-Sorbent Assay) es una técnica de ensayo inmunoenzimatico (EIA o Enzyme-
ImmunoAssay) que permite la deteccion tanto de antigenos como de anticuerpos.
Ademas de esto, tiene aplicaciones en la deteccion de otras sustancias como lo son:
drogas, enzimas, hormonas, antibidticos y metabolitos, entre otros.

El ELISA se basa en la premisa de que un inmunoreactivo puede ser
inmovilizado en una fase sélida y su reactivo reciproco puede unirse a una enzima; en
ambos casos las sustancias retienen su actividad inmunolégica donde la reaccion
inmundgeno-anticuerpo es monitoreada midiendo la actividad de una enzima.

Hay diversos tipos de ELISA: directo, indirecto, de competencia y de sandwich.
En este trabajo se ha empleado el método ELISA de sandwich, debido a su elevada
objetividad, sensibilidad y especificidad (debido a la amplificacion de sefial que permite
el segundo anticuerpo), la buena estabilidad de sus reactivos, su automatizacion y a que
no requiere de equipos caros ni muy sofisticados. EI ELISA de sandwich también es
conocido como ELISA de captura, dado que en el mismo se captura un antigeno y se
detecta mediante la utilizacion de inmunocomplejos. Los pasos que involucra un ELISA
de sandwich o de captura son (Figura All.1):

1. Se cubre el pocillo con un primer anticuerpo que detectara el antigeno presente
en la muestra.

2. Se aflade la muestra problema, y si el antigeno esté presente sera retenido en el
pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo.

3. Se agrega un segundo anticuerpo anti-antigeno.

4. Se afiade una enzima que se une al segundo anticuerpo.
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5. Se le agrega el sustrato, el cual sera convertido por la enzima en un producto

detectable al espectrofotometro de ELISA.

(1) (2) (3) (4) (5)

2§\~-_.
IO 2

Y Y Y Y Y

Figura All.1: Pasos para la realizacion de un ELISA sandwich.

All.3.1 Referencias

[1] http://www.telmeds.org/modules.php?name=News&file=article&sid=495

[2] CD62P (sP-selectin) ELISA KIT, Trail R2/DR5 ELISA KIT, 4: p. 1-6, 2008.

All.4 Tincion de Giemsa

La tincion de Giemsa es un método habitual para el examen de frotis sanguineos
(estudio que brinda informacion sobre el niumero y forma de las células sanguineas a
través de la observacién al microscopio) y otro tipo de muestras bioldgicas, que permite
la tincién diferencial de zonas con un alto contenido de ADN. Es especifica para los
grupos fosfato de ADN y se une a regiones con elevadas cantidades de uniones adenina-
timina. Esto permite distinguir perfectamente al microscopio 6ptico el nlcleo celular,
los cromosomas durante la mitosis, y en algunos casos, incluso el ADN mitocondrial.

La tintura Giemsa es una mezcla de azur B, eosina y azul de metileno. La
técnica radica en la disociacion controlada de las sales de eosinato que ocurre al
insolubilizar la mezcla por disolucion en H,O destilada; la eosina asi liberada colorea el
componente extracelular y determinadas extructuras acidéfilas; y los derivados de azur,
las estructuras de caracter basofilo. Las diferentes coloraciones obtenidas se detallan en
la Tabla All.1.
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Tabla All.l. Coloraciones esperadas empleando solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 6,8.

Tipo de célula

Tincion de Giemsa

Nucleos

Linfocitos

Monocitos

Granulocitos neutrdfilos
Granulocitos eosinofilos
Granulocitos basdfilos
Trombocitos

Eritrocitos

Plaquetas

Parasitos sanguineos

rojo a violeta
plasma azul
plasma azul de paloma

granulos violeta claro

granulos rojo a azul
grisaceo

granulos violeta oscuro
violeta

rojizo

rosa palido

nucleos rojo claro

El tipico color de los nucleos celulares, mayoritariamente rojo purpura, se basa

en la interaccion molecular eosina y un complejo azur B — ADN. Ambos colorantes

forman el complejo. La intensidad de la coloracién depende del contenido de azur B y

de la relacion entre azur B y eosina amarilla. El resultado de tincion puede ser influido

por diversos factores, tales como el valor del pH de la solucion, las sustancias

amortiguadoras empleadas, el tiempo de tincion y fijacion.

All.4.1 Referencias

[1] Shapiro H.M., Mandy F. Cytometry in malaria: moving beyond Giemsa. Cytom Part
A, 71 (9): 643-645, 2007.

[2] http://www.impact-malaria.com/FR/EPS/Formations_et_cours_internationaux/Form

ation_de_la_Liverpool_School LSTMH/cours_liverpool/Unit_4/4 2 2 2.html.
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