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RESUMEN.

Polimerizacién en masa de los monémeros de L-lactida (LA), glicolida (GA)
y e-caprolactona (CL) fue realizada mediante el método de apertura de anillo a
145°C y 160°C, utilizando octoato de estafio y 1-dodecanol como iniciador y co-
iniciador, respectivamente. La caracterizacion de los polimeros se hizo mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC), cromatografia de permeacion en gel
(GPC) y resonancia magnética nuclear ('HNMR). Los resultados de
caracterizacion indicaron que los terpolimeros de poli(L-lactida-co-glicolida-co-¢-
caprolactona) (PLGC) y copolimeros de poli(L-lactida-co-glicolida) (PLGA) son
amorfos, con temperatura de transicion Tg de 28-53°C; mientras que los
homopolimeros resultaron ser semicristalinos. Todos los polimeros mostraron una
distribucion de peso molecular unimodal y se encontré que el peso molecular de
los polimeros es afectado por el tiempo de reaccidon, la temperatura y la

formulacién de la mezcla.




ABSTRACT.

Bulk polymerization of L-lactide (LA), glycolide (GA) and e-caprolactone (CL)
was accomplished by ring-opening polymerization at 145°C and 160°C, using
stannous octoate and 1-dodecanol as initiator and co-initiator, respectively.
Characterization of the polymers was done by means of Differential Scanning
Calorimetry (DSC), Gel-Permeation Chromatography (GPC) and Proton Nuclear
Magnetic Resonance ("HNMR) techniques. Results indicate that the poly(L-lactide-
co-glycolide-co-caprolactone) [PLGC terpolymers] and poly(L-lactide-co-glycolide)
[PLGA copolymers] have amorphous structure, with mean Tg values around 28-
53°C, while the homopolymers were semi-crystalline. All polymers exhibited a
unimodal molar mass distribution and the molecular weight of polymers was

influenced by the time, reaction temperature and formulation of the mixture.
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1. INTRODUCCION.

La ganaderia bovina y la industria de la carne en México representan una de las
principales actividades del sector agropecuario del pais y es posiblemente la

actividad productiva mas diseminada en el medio rural.

Desde mucho tiempo atras, la garrapata ha sido la principal causa de pérdidas a la
ganaderia nacional y constituye una limitante en la produccion de carne y de

leche, ademas de transmitir diversas enfermedades a los humanos.

La Ivermectina es un antiparasitario de uso veterinario en el control de la
garrapata; principalmente su uso en bovinos es muy extendido, resulta

conveniente y presenta una muy baja toxicidad cuando se usa adecuadamente [3].

Recientemente, la liberacion controlada de farmacos desde sistemas poliméricos
ha demostrado ser una alternativa para sustituir a los métodos de dosificacion
tradicionales. Entre las ventajas de estos sistemas estan la reduccion en la
administracién de las dosis del farmaco y el mantenimiento de concentraciones de
farmaco dentro de un nivel terapéutico por periodos de tiempo prolongados. Estos
dispositivos pueden ser implantados sin necesidad de quitar el implante, ya que
estos se degradan facilmente en compuestos no tdxicos que pueden ser

metabolizados por el cuerpo.

El campo de liberacion de farmacos encuentra aplicaciones no solo en la

medicina, sino en veterinaria y agroquimica.

Los poliésteres alifaticos biodegradables tales como polilactida (PLA), poliglicolida
(PGA) vy poli(e-caprolactona) (PCL) han sido el centro de numerosas
investigaciones por sus potenciales aplicaciones en los campos biomédico y
farmacéutico. Estos poliésteres son un grupo particularmente atractivos en el
desarrollo de sistemas poliméricos de liberacion controlada por su
biodegradabilidad y biocompatibilidad. Asi pues, el objetivo de esta linea de
investigacion se enfoca en el desarrollo de sistemas antiparasitarios de liberacion

controlada con el fin de controlar la garrapata en los bovinos.
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En este contexto, en el Laboratorio 213 de la Facultad de Quimica de la UNAM a
cargo del Dr. Rafael Herrera Najera se llevan a cabo investigaciones centradas en
la obtencion de polimeros biodegradables con aplicaciones farmacéuticas. Entre
los trabajos realizados en este laboratorio se encuentran los siguientes: Sintesis,
caracterizacion y reologia de polimeros de poli(DL-lactida-co-glicolida), poli(L-

lactida-co-e-caprolactona) y policarbonatos ciclicos.

Los poliésteres alifaticos biodegradables (presentan el enlace —CH,-COO-) tienen
un significado especial como sistemas de liberacion de farmacos puesto que estos
enlaces pueden romperse bajo condiciones suaves de temperatura y pH (37°C,
pH~7.4). Los polimeros de PLA, PGA, PCL, asi como sus copolimeros, exhiben un
amplio rango de propiedades fisicoquimicas, los cuales pueden modularse al
modificar parametros estructurales (como son la cristalinidad y el peso molecular,

entre otros parametros) durante la sintesis de estos materiales.

La velocidad de degradacion de estos compuestos varia de semanas a meses,
dependiendo del peso molecular, composicién quimica y morfologia del polimero.
En este sentido, los polimeros mas amorfos se utilizan como sistemas de
liberacién controlada de farmacos, mientras que los mas cristalinos se emplean en
la fabricacion de suturas quirurgicas, aplicacion en donde se requiere una alta

resistencia mecanica.

La sintesis de nuevos materiales que puedan servir de matrices (soportes) de
diversos farmacos representa un area importante dentro de la ciencia de nuevos
materiales. La relacidon entre microestructura y propiedades macromoleculares

puede entenderse mediante el control sobre la sintesis de estos materiales.

Es precisamente con esta perspectiva que se estudia la sintesis y caracterizacion

de copolimeros a base de L-lactida, glicolida y e-caprolactona.
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2. OBJETIVOS.

Este trabajo esta dirigido a la sintesis y caracterizacion de terpolimeros de L-
lactida, glicolida y e-caprolactona, para su posible uso como sistemas matriciales

en el campo de la liberacion de farmacos.

2.1. Objetivo Principal.

e Sintetizar y caracterizar una serie de copolimeros de tres componentes
mediante la polimerizacion por apertura de anillo (ROP) a partir de L-lactida,
glicolida y e-caprolactona, utilizando el sistema catalitico: octoato de

estano/1-dodecanol.

2.2. Objetivos Secundarios.

e Sintetizar los homopolimeros de poli(L-lactida), poliglicolida y poli(e-

caprolactona), asi como algunos copolimeros de poli(L-lactida-co-glicolida);

e Estudiar los efectos de las variables temperatura, tiempo de reaccion, y
composicidon quimica sobre la polimerizacion de terpolimeros y sus

propiedades tales como transicion vitrea y peso molecular.
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3. MARCO TEORICO.

3.1. Polimeros utilizados en aplicaciones farmacéuticas y médicas.

Varios son los polimeros que han sido investigados en aplicaciones farmacéuticas,
entre ellos se encuentran las lactonas. A continuacion se describen los poliésteres

alifaticos mas usados en este campo de investigacion.
3.1.1. Poli(L-lactida).

El mondmero de lactida presenta quiralidad en su estructura molecular, por lo que
existe en las formas de L-lactida, D-lactida y meso-lactida, ademas de la mezcla
racémica DL-lactida (ver Figura 3.1). La polimerizacién de L-lactida o D-lactida
mediante polimerizacion por apertura de anillo (ROP) conduce a la formacion de
PLA isotactico; por otra parte los polimeros formados a partir de la mezcla
racémica (rac-lactida) conducen principalmente a la formacion de diadas
isotacticas; mientras que en el caso de D,L-lactida se forman diadas sindiotacticas,
pero la mayor secuencia en la estructura es de naturaleza atactica. La
configuracion del polimero tiene consecuencias importantes en su cristalinidad. En
la Figura 3.1 se muestran las estructuras de las polilactidas. EI PLA atactico es, en
naturaleza, un polimero amorfo (Tg~53°C); mientras que el PLA isotactico es
semicristalino (~37% cristalino), su transicidén vitrea ocurre en Tg=57-65°C y

presenta un punto de fusion de 159-178°C dependiendo del peso molecular [10].

] = o] =
\(Lo %o% : o\‘)k /ﬁ() PLA isotactico
o/w( o
o . n
WH I I

‘1, Q Q
(e} N o) /eo ‘ o ‘ PLA sindiotactico
o O, ° ° n
‘ o o

L-lactida D-lactida
rac-lactida

Figura 3.1. Estereoquimica de la polilactida.
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El PLA es de interés para los cientificos no solo por su alta biodegradabilidad y
biocompatibilidad en aplicaciones biomédicas, sino por sus potenciales usos a
gran escala como empaquetamiento y elaboracion de fibras, entre otros. También
presenta excelentes propiedades comparadas con muchos plasticos basados en
petréleo. La forma L de la polilactida se considera mas biocompatible que la forma
DL [2].

Las polilactidas son solubles en solventes clorados tales como cloroformo vy
diclorometano, pero son insolubles en alcoholes tales como etanol. Las
polilactidas han sido copolimerizadas con diferentes mondmeros incluyendo otras
lactonas tales como glicolida y e-caprolactona para mejorar las propiedades de
biodegradabilidad.

3.1.2. Poliglicolida.

La poliglicolida es el poliéster alifatico mas simple del tipo [-O-CH,-CO-],, presenta
una temperatura de transicion vitrea entre 35-40°C, un punto de fusién de 224-
227°C y un 45-55% de cristalinidad. Se obtiene por policondensacién del acido
glicélico o ROP del dimero de glicolida. Los PGA’s son insolubles en la mayoria de
los solventes organicos debido a su alta cristalinidad. Sin embargo, es
biocompatible, se utiliza como suturas degradables, y presenta una velocidad de

hidrdlisis adecuada para muchas aplicaciones de liberacion de farmacos [9].
3.1.3. Poli(lactida-co-glicolida).

Copolimeros de glicolida con L-lactida o DL-lactida (PLGA) han sido desarrollados
en aplicaciones de liberacion de farmacos y en la elaboracion de dispositivos
quirurgicos dependiendo de la composicion quimica del copolimero, el peso
molecular y la morfologia. La cristalinidad presente en los correspondientes
homopolimeros de GA y LLA puede “romperse” mediante la copolimerizacion,
afectando principalmente la velocidad de degradacion del polimero [16].

15



Los copolimeros de PLGA se obtienen usualmente por ROP en masa de lactida y
glicolida utilizando octoato de estafio como catalizador a altas temperaturas (130-
220°C).

[Tapia Morales, 2007] describié en su trabajo que la sintesis en masa de
copolimeros de poli(DL-lactida-co-glicolida) era posible utilizando octoato de
estafo y 1-dodecanol en diferentes concentraciones, y que esto permitia un
control sobre el peso molecular obtenido. Fueron obtenidos polimeros amorfos
con temperaturas de transicion vitrea entre 23-38°C para copolimeros con un
%mol de glicolida menor al 70%. Los pesos moleculares obtenidos estuvieron en
el rango 9000<Mn<46000 [27].

El copolimero PLGA vy sus respectivos homopolimeros estan entre los polimeros
aprobados por la American Food and Drug Administration (FDA) para su uso en

investigacion biomédica.

3.1.4. Poli(e-caprolactona) y poli(lactida-co-glicolida-co-g-caprolactona).

El PCL es un poliéster alifatico sintético, biodegradable, biocompatible y altamente
hidrofébico. Se degrada de acuerdo a su peso molecular. Es soluble a temperatura
ambiente en muchos solventes organicos, entre ellos cloroformo, diclorometano y
tolueno. Es insoluble en alcohol y éter dietilico. Este polimero semicristalino
(aprox. 40% cristalinidad, Tg=-60°C y Tm=59-64°C) ha sido ampliamente usado en
numerosas aplicaciones biomédicas tales como el disefio de sistemas de
liberacidon controlada de farmacos, debido a su baja velocidad de degradacion, su
permeabilidad a los farmacos y no-toxicidad. También es utilizado con resultados

muy prometedores en suturas en ingenieria de tejidos.

Las estructuras quimicas de los mondmeros de lactida, glicolida y e-caprolactona

antes mencionados se muestran en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Estructura molecular de algunas lactonas y poliésteres alifaticos.

La Tabla 3.1 muestra los tiempos de degradacion comparativos de diferentes

polimeros en condiciones fisiolégicas.

Tabla 3.1. Tiempos de degradacion de algunos poliésteres de interés farmacéutico.

Polimero Tiempo de degradacién (meses)
Poli(L-lactida) 18-24
Poli(rac-lactida) 12-16
Poliglicolida 2-4
Poli(e-caprolactona) >24

Poli(L-lactida-co-glicolida) 50:50
Poli(rac-lactida-co-glicolida) 85:15

Poli(rac-lactida-co-g-caprolactona) 90:10 2

Fuente: [Lendlein & Sisson, (2011)].

La degradacion in vitro de estos materiales dependera de su forma (peliculas,
esferas, etc.), composicion quimica, cristalinidad, pH del medio y peso molecular
del polimero empleado. Las diferencias en la velocidad de degradacién
mencionadas en la Tabla 3.1 son debidas a la hidrofobicidad y cristalinidad de los
polimeros [13].
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La sintesis de poli(L-lactida-co-glicolida-co-e-caprolactona) [PLGC] mediante ROP
se ha reportado con el fin de estudiar su degradacion. La degradacion fue
estudiada in vitro en una solucién buffer de fosfatos (pH=7.4) a 37°C a partir de
nanoparticulas de polimero. Después de 9 semanas de degradacion, el PLLA solo
perdié el 10% de su valor original en peso molecular Mn, mientras que el PLGC
(63%mol LA, 27%mol GA vy el resto de CL) perdia hasta 90% en Mn, y el PLGA
(69% mol GA y 31%mo,l GA) llegaba a retener hasta 25% del valor de su peso
molecular original; por lo tanto, la velocidad de degradacion del PLGC resulté ser
mayor. Debido a propiedades tales como baja Tg y buena velocidad de
degradacion, se ha propuesto a los terpolimeros PLGC como posibles candidatos

en el campo de la liberacion de farmacos [28].

3.2. Rutas de sintesis de poliésteres alifaticos.

La sintesis de poliésteres alifaticos, asi como sus mecanismos, se encuentran
reportados en la literatura [1]. Una serie de distintos iniciadores/catalizadores han
sido investigados y para cada uno de ellos se han fijado las condiciones y los

mecanismos por los cuales ocurre la polimerizacion.

Existen hasta este momento, dos estrategias de sintesis: (i) la policondensacion
paso a paso de los a-hidroxiacidos vy (ii) la polimerizacion por apertura de anillo

(ROP) de las lactonas o lactidas correspondientes (Ver Figura 3.3).

H,C 0 o]
(0] 0 ‘
HO HO
) 0 OH OH
CH,
o]

Lactida Glicolida acido lactico  acido glicdlico

RO\ /'20
o]
ot
o
m n
(0]
PLA (m=0), PGA (n=0) y PLGA

Figura 3.3. Rutas de polimerizacién de PLA, PGA y PLGA.
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3.2.1. Policondensacion.

Es el proceso mas simple, pero no el mas eficiente. Consiste en la reaccion de
equilibrio entre el (los) acido(s) carboxilicos correspondientes con dioles para dar

lugar a una macromolécula de polimero correspondiente y agua (ver Figura 3.3).

El mayor inconveniente de la policondensaciéon de los a-hidroxiacidos es la
obtencién de polimeros de bajo peso molecular (Mn<<10000) y se debe a la gran
dificultad existente para remover completamente el agua formada, un subproducto

de la polimerizacion.

3.2.2. Polimerizacion por apertura de anillo (ROP).

Las polimerizaciones de lactonas via ROP permiten la obtencién de polimeros de
alto peso molecular (Mn>10000). Esta procede segun varios mecanismos:
anionico, cationico, por radicales, coordinacidn-insercion, mecanismo activado por
mondmero y enzimatico; dependiendo del tipo de mondmero de partida asi como

de los iniciadores empleados (sistema catalitico).

Los complejos de estano (ll) son los iniciadores mas usados y mas importantes
puesto que se obtienen facilmente. El 2-etilhexanoato de estafio (IlI) [octoato de
estano, Sn(Oct);] esta aprobado por la FDA para su uso en alimentos y
aplicaciones biomédicas; se ha fijado una concentracion de 20-50 ppm de
residuos de estano en esta ultima aplicacion [23]. La Figura 3.4 muestra la

estructura quimica del octoato de estano.

9. e
/Sn\ Y,
(@) O

Figura 3.4. Estructura quimica del 2-etilhexanoato de estano (ll).
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La incorporacion de pequefias trazas del metal en la cadena de polimero puede
limitar su uso como dispositivos de liberacion de farmacos. Los métodos de
purificacion de estos polimeros son casi siempre dilucion y precipitacion del
polimero en frio. El octoato de estafio se utiliza comercialmente para preparar
polilactonas y existen diferentes procedimientos de purificacion de estos

materiales [23].

El octoato de estafio es inherentemente mas activo que otros complejos metalicos
usados como iniciadores de polimerizacion ROP, los tiempos de reaccion en masa
son de pocas horas contra varios dias en comparacion con otros compuestos. Se
utiliza en conjunto con un co-iniciador (normalmente alcoholes primarios) para
promover la polimerizacion de lactonas por esta ruta, por lo que los alcdxidos

resultantes son formados in situ.

La ROP de mondmeros ciclicos como LA y GA permite un mucho mejor control en
la polimerizacién en términos del peso molecular, polidispersidad (PDI<2), grupos

terminales en la cadena del polimero y tacticidad.

3.3. Mecanismo de polimerizacion de lactonas usando octoato de estafio y
alcoholes como iniciadores.

La ROP de lactonas mediante el uso de alcoxidos de estano (1) procede mediante
un mecanismo de ‘coordinacion-insercion’ (ver Figura 3.5). De acuerdo a datos
experimentales y tedricos obtenidos, la polimerizacion comprende los siguientes
pasos: primeramente, un alcoxido es generado a partir de la reaccion entre
Sn(Oct), y un alcohol, R-OH, u otras especies protonicas (p.e. agua) mediante un
intercambio de ligandos; el siguiente paso es la coordinacion del centro metalico
del alcoxido con el carbonilo del monémero de lactona. Como consecuencia de
este ataque nucleofilico, el enlace acil-oxigeno del mondmero sufre escision y el
mondmero se inserta dentro del enlace metalico (apertura de anillo, iniciacién).
Esto genera una cadena susceptible de propagacion. El paso de propagacion
consiste de la insercién de mas mondmero dentro del enlace Sn-O activo [14].
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El agua presente en el sistema desactivara al iniciador, por lo tanto disminuira la
concentracion del iniciador activo y se produciran hidroxidos de estano, los cuales
son termodinamicamente mas estables que los alcoxidos de estafio y son menos
eficientes como iniciadores, entonces la polimerizacion resultara muy lenta.
Cuando todo el monémero se ha consumido, las especies en crecimiento pueden
sufrir terminacion al hidrolizarse el centro activo, dando lugar a un grupo terminal
hidroxilo al final de la cadena. Muy frecuentemente, la adicion de especies
proténicas (R-OH, H,O, HCI) es capaz de terminar el crecimiento de las cadenas
poliméricas. La Figura 3.5 muestra el mecanismo de coordinacidn-insercion

aplicado a la copolimerizacién de L-lactida, glicolida y e-caprolactona.
Generacion del alcoxido

Sn(Oct), + R—OH Oct—Sn—OR =+ Oct—H

Oct—Sn—OR + R—OH RO—Sn—OR —+ Oct—H

Apertura del anillo

RO—-Sn—OR

( o/b, - "

~° ~° -

O o

o O| o|
| \/\/\/l\)\L O\/\\
Ro\sn+o o o O/\lﬁ _ o
m-1 | n p-1
o o

Terminacion
(] o]
R]e )Ka/o\[)\{ /\/\/W,(O\/tg‘ o _OR
o o o >sn
m-1 o n D"‘/T + R-O-H
o o
R o (o) o OR/8n
\60 OW O/Y ~y + \
m-1g on P-1 o OR

Figura 3.5. Mecanismo de copolimerizacion de LA, GAy CL.
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En tales polimerizaciones, la eficiencia en el control del peso molecular no solo
depende de la relacion entre las velocidades Kpropagacion / Kiniciacisn, Sino del grado de

transesterificacion (reacciones laterales) presente.

3.4. Transesterificacion.

Las polimerizaciones ROP con alcéxidos de estafo llevadas a cabo a grandes
tiempos de reaccion o altas temperaturas presentan reacciones de transferencia
de cadena conocidas como transesterificacion. La Figura 3.6 muestra las

reacciones de transesterificacion encontradas en ROP de lactonas.

Polimero>—’_l\
(e}
o’ o
% \<( o Polimero
PEIRNS
ROSn —_— ROSn\ :(

Transesterificacion intramolecular

Transesterificacion intermolecular

ROSn )
o Polimero >\/Pol|mero
| ROSn\
—_ + ’(

= (¢}
/SnOR o ~SnOR

Figura 3.6. Reacciones de transesterificacion.

Estas reacciones pueden ocurrir tanto intramolecularmente (backbitting, resultando
como consecuencia en estructuras macrociclicas y cadenas mas cortas) como
intermolecularmente (redistribuciones de cadena). El centro activo metélico de la
cadena polimérica es el enlace Sn-OR proveniente del uso de octoato de estafio y
un co-iniciador de la forma R-OH.
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El equilibrio polimerizacion-depolimerizacion es un caso particular de reaccion de
transesterificacion molecular. Todas estas reacciones laterales resultan en
distribuciones mas estrechas de peso molecular. Las polidispersidades al utilizar

alcoxidos de estafio se encuentran en el rango de 1.5-2 [1,4].

Durante la copolimerizacion, diferentes reactividades en los monémeros seran
observadas. El orden de reactividad que se ha observado es el siguiente:
[Glicolida] > [Lactida] > [e-caprolactona]. Por lo tanto, pueden formarse bloques de
glicolida, los cuales pueden impartir cierto orden en la estructura final del polimero.
El octoato de estafio es un fuerte agente de transesterificacion; al incrementarse
las reacciones de transesterificacion se modifican las secuencias en la estructura

de la cadena evitando asi la formacion de copolimeros en bloque [1].

3.5. Caracterizacion.

Una completa caracterizacién de polimeros requiere de una serie de técnicas y
métodos que definan completamente los aspectos fisicos y quimicos mas
importantes del polimero. Entre éstas, deben incluirse o considerarse aquellas
técnicas que por su facilidad y disponibilidad permitan entender y predecir el

comportamiento de estos materiales.

En este trabajo los polimeros que se sintetizaron fueron caracterizados mediante
las técnicas de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), Cromatografia de

Permeacion en Gel (GPC) y Resonancia Magnética Nuclear de protén ("HNMR).

3.5.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Es una técnica de caracterizacion que permite observar las transiciones térmicas
que se presentan en un polimero cuando éste se somete a un incremento

progresivo de la temperatura.
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El Calorimetro Diferencial de Barrido es el instrumento a partir del cual se realiza
este tipo de analisis. Consiste de una camara que contiene dos celdas, una de
ellas contiene la muestra de polimero y la otra celda se mantiene vacia, ya que

sirve de referencia. La Figura 3.7 describe esquematicamente este equipo.

Muestra Referencia

\ /

\

Salida

1AN{

1
/il AT=0 i\
\ / —
AQ

Termopar
Termopar
v Temp. /Tiempo

Figura 3.7. Esquema de funcionamiento de un calorimetro diferencial de barrido.

o e ot

Durante todo el analisis, las muestras se mantendran a la misma temperatura
(AT=0) gracias a un programa de control sobre este parametro, y para que ello
ocurra, diferentes cantidades de calor fluyen hacia la muestra y hacia la celda de
referencia (AQ#0). Por lo tanto, el equipo mide las diferencias en la cantidad de
calor aportados a una sustancia y a una de referencia en funcién de la
temperatura. La diferencia en el flujo de calor sera constante mientras el polimero
no sufra transicion alguna. Sin embargo, cuando la muestra sufre una transicion, la
capacidad calorifica de la muestra cambiara y en consecuencia la diferencia en el
flujo de calor también lo hara. Esta diferencia es registrada en funcion de la
temperatura, o el tiempo, dando por resultado un grafico conocido como

termograma (ver Figura 3.8).
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Cristalizacion
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Transicidénvitrea

Flujo de energia

Fusion —m >

Temperatura

Figura 3.8. Termograma tipico obtenido mediante DSC.

Entre los parametros mas importantes que pueden obtenerse mediante el analisis
térmico por DSC se encuentran: la temperatura de transicion vitrea (Tg), la
temperatura de cristalizacion (Tc) y la temperatura de fusion (Tm). En la Figura
3.10 se muestra un ejemplo de una curva tipica de DSC, en el cual se aprecian las

transiciones que tienen lugar en un polimero (Tg, Tcy Tm) al calentarlo.

Un polimero puede visualizarse como largas cadenas de este material enrolladas
entre si. Los polimeros pueden presentar una estructura amorfa (completamente
amorfos) o pueden presentar regiones amorfas y cristalinas (semicristalinos). En
este sentido, la Tg es interpretada como la temperatura en la cual se manifiestan
los movimientos a escala macromolecular de los segmentos de cadena en las
regiones amorfas del polimero. Por debajo de esta temperatura, el polimero es
rigido. Por encima de este valor, el material es elastico.. Al calentar lentamente el
polimero por encima de su Tg, las cadenas tienen suficiente movilidad para
cristalizar a temperaturas por debajo de su punto de fusion. La Tg se observa
como un cambio en la linea base del termograma, y no implica cambio de fase
alguno. La fusién vy cristalizacion, en cambio, llevan asociados cambios de fase y

se ven en forma de picos en el termograma.
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En la parte correspondiente de los apéndices se encuentran los termogramas

obtenidos para aquellos polimeros que fueron caracterizados con esta técnica.

3.5.2. Cromatografia de Permeacion en Gel (GPC).

Es una técnica cromatografica que clasifica las moléculas de una solucién de
acuerdo a su tamafo, también es conocida como Cromatografia de Exclusion de
Tamario (SEC).

Los polimeros se encuentran polidispersos, esto es, exhiben variaciones en el
numero y longitud de cadenas de polimero como consecuencia de los
mecanismos de reaccion asi como de las condiciones empleadas; por tanto,
presentan distribuciones en el peso molecular. El principal uso del SEC es la
determinacion de pesos moleculares promedio y distribucion de pesos
moleculares de polimeros. De esta técnica, es posible conocer el peso molecular
promedio en numero del polimero (Mn) y la polidispersidad (D) que presenta un
polimero, entre otros. La Distribucién de Pesos Moleculares (MMD) de un polimero
se encuentra representada por medio de una grafica, como se aprecia en la Figura
3.9.

Mz
Mn

DaoacA malac~iilar N

Figura 3.9. Distribucién del peso molecular de un polimero.

Los valores de peso molecular mas importantes son el peso molecular promedio
en numero (Mn), el peso molecular promedio en masa (Mw), y la polidispersidad.

Todos ellos pueden correlacionarse con muchas propiedades fisicas del polimero.
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Los parametros mas importantes que son posibles calcular mediante esta técnica

son:

_ LN M;
2N;

_ YN M;* _ XWiM;
N; M; XW;

M,

M,

M. = YN M}
Z NN M?

Wi = N;M;

El valor de Mn es el peso de la muestra en gramos (N;M;) dividido por el numero
total de cadenas presentes (N;) donde M; es el peso de cada una de éstas
cadenas. Por otro lado, Mw es el peso de la muestra en gramos (N;M;) dividido por
el peso individual de las cadenas presentes (N;). La relacion Mw/Mn se denomina

polidispersidad y mide la amplitud de la distribucion MMD.

La separacién de moléculas con base en su tamafio se lleva a cabo dentro de una
columna rellena de un empaque que contiene moléculas porosas y de estructura
rigida. En SEC realmente lo que se mide es el volumen hidrodinamico, esto es, el
volumen que ocupan las moléculas cuando estan en solucién. La muestra
(polimero en solucion) se introduce en dicha columna y es eluida por el solvente
(fase mdvil); las moléculas de soluto mas pequefias recorren todos los poros (fase
estacionaria) del empaque y tardan mas tiempo en salir de la columna, a
diferencia de aquellas moléculas mas grandes que tienen acceso muy limitado a
solo unos cuantos poros del empaque y viajaran mas rapido, por lo que eluyen
pronto de la columna; por lo tanto los componentes de la muestra migran a
diferentes velocidades y eluyen de la columna a diferentes tiempos; el volumen
determina la difusion dentro de los poros, siendo las moléculas mas pequenas las

que favorecen este proceso (ver Figura 3.10).
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La separacién de tamafo ocurre dentro del volumen de la fase movil donde
moléculas de diferente tamano se distribuyen distintamente entre el solvente que
se mueve fuera del empaque y el solvente estancado dentro de los poros del
empaque. Un detector mide la concentracion de moléculas de soluto en cada
porcion de elucion de la columna. Entre los detectores mas importantes se
encuentran el de indice de refraccion (DRI), el de espectroscopia de infrarrojo (IR)
y el de ultravioleta (UV/Vis). La respuesta del detector frente al volumen o tiempo

de elucion arroja un grafico conocido como cromatograma.

Inyeccion. Separacion. Elucién.
o Las moﬂléculas Las moléculasmas
@o OR pequefiasentranen los grandes sealejande
e oo poros delgel. Las aquellas més pequefias.

- N moléculas més grandes
recorren las particulas

Particulas grandes. degel.

Particulas pequefias.

| | Particulas de gel.

Cromatograma o curva de elucion
de moléculas de soluto.

A Moléculas grandes.
A Moléculas mas pequefias.

Concentraciéon de moléculasde soluto.

Figura 3.10. Principio de funcionamiento de la técnica GPC.

La distribucién de peso molecular se obtiene solamente aplicando curvas de
calibracion, por lo que no es posible calcular un valor de peso molecular absoluto
sino que se requiere de una serie de estandares que relacionen el peso molecular
con el volumen de retencion. Los estandares mas utilizados son los de

poliestireno.

En los apéndices se muestran los cromatogramas de los polimeros.
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3.5.3. Resonancia Magnética Nuclear de proton (*HNMR).

Entre las pruebas mas interesantes y fundamentales de caracterizacion molecular
se encuentran la determinacion de la estructura quimica mediante la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR). Cuando Ia
espectroscopia se utiliza para identificar los hidrégenos dentro de una molécula, la

técnica recibe el nombre de resonancia magnética de proton (1HNMR).

Tiene su principio en las propiedades magnéticas de los nucleos. Solamente
aquellos nucleos que poseen un numero atémico impar presentan una frecuencia
de resonancia caracteristica (sefiales de resonancia) cuando son sometidas a un

campo electromagnético externo.

En '"HNMR, los aspectos mas importantes a considerar son el nimero (o grupo) de
sefales, posicion de las sefales, la multiplicidad de las sefales, y el area sobre

las sefales obtenidas del espectro de resonancia.

Cuando los protones se encuentran en distintos entornos (ambientes electrénicos)
dentro de la molécula y ésta se encuentra expuesta a una frecuencia constante,
los protones absorberan radiacion a distintas intensidades del campo magnético.
El espectrometro variara el campo magnético y presentara un grafico como
funcién de la intensidad del campo magnético. Este grafico tiene la apariencia

mostrada en la Figura 3.11, donde se utiliza el alcohol metilico como ejemplo.

Un espectro de resonancia "HNMR consiste de una serie de sefiales en forma de
picos o grupo de picos correspondientes a un solo tipo de nucleo. La razén de esto
es que los nucleos se encuentran acoplados (influenciados) por los campos
magnéticos de los nucleos adyacentes. En la Figura 3.11, los protones del grupo
metilo (6=3.35) de la molécula de alcohol metilico claramente se encuentran
diferenciados del protdn del grupo hidroxilo (6=4.8), y esto se debe a los diferentes

ambientes electrénicos en que se encuentran.
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Figura 3.11. Espectro 'HNMR del alcohol metilico.

Se utiliza una molécula estandar para fijar la escala del espectro, por lo comun se
emplea tetrametilsilano (TMS) como referencia. El desplazamiento quimico (3) se

define mediante la siguiente relacion:

desplazamiento del campo respecto al TMS (Hz)

o =
(ppm) frecuencia del espectrometro (MHz)

El desplazamiento quimico de los protones se mide en partes por millén (ppm),
independientemente del campo magnético y la frecuencia del instrumento

utilizado.
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Un espectrometro consiste de un recipiente o camara en donde existen las

condiciones necesarias para albergar un campo magnético (un iman); una muestra

contenida en un recipiente especial (vial) se introduce en el equipo y a

continuacion se hace pasar un campo magnético sobre la muestra, la muestra

entonces comenzara a absorber energia correspondiente a una longitud de onda

de las radiofrecuencias. Un emisor de radiofrecuencias irradia dicha energia hacia

la muestra donde un receptor la absorbe y mide las sefales, posteriormente un

detector compara dichas radiaciones. Finalmente una computadora convierte las

ondas observadas en un espectro de NMR interpretable. Un espectrometro tipico

aparece en la Figura 3.12.
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Los espectros de resonancia de todos los polimeros se encuentran en los anexos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1 Materiales.

Los mondmeros de L-lactida, LA (PURAC) y glicolida, GA (Sigma-Aldrich, 99%)
fueron recristalizados dos veces con acetato de etilo (Sigma-Aldrich, 99.5%); el
monomero e-caprolactona, CL (Sigma-Aldrich, 98%) fue secado con hidruro de
calcio, CaH; (Sigma-Aldrich, 0-2 mm, 90-95%) y destilado a presién reducida
(87°C, 33mmHg) previo a su utilizacion. Este mondémero fue almacenado en
frascos de vidrio con malla molecular. El octoato de estafio, Sn(Oct), (Sigma-
Aldrich, 95%) y el 1-dodecanol, C12H260 (Sigma Aldrich, 98%) fueron usados sin
previa purificaciéon. El tolueno (Sigma-Aldrich, 98%) se destil6 en presencia de
CaHy; por su parte, el éter (Sigma-Aldrich, 98%) fue destilado en presencia de
sodio metalico y benzofenona. Las soluciones con iniciadores fueron conservadas
en recipientes de vidrio bajo refrigeracion y en ausencia de luz. Otros solventes
empleados: diclorometano, DCM; tetrahidrofurano, THF (CHROMASOL V, grado
cromatografico); cloroformo deuterado, CDCl3; dimetilsulféxido deuterado, DMSO-
Ds y metanol (todos adquiridos de Sigma-Aldrich) fueron utilizados tal como se
recibieron. El Nitrégeno (99.998%) fue proporcionado por PRAXAIR.

4.2 Sintesis de polimeros.

Los polimeros fueron sintetizados via apertura de anillo (ROP), a partir de los
correspondientes monomeros y un sistema catalitico compuesto de octoato de

estano/1-dodecanol.

Fueron variados parametros de sintesis tales como el tiempo de reaccion, la
temperatura, la concentracién inicial de los iniciadores y la composicion molar
iniciales de los monomeros. El procedimiento utilizado se discute en detalle en los

siguientes puntos.
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4.2.1 Sintesis de homopolimeros.

La sintesis se llevd a cabo en masa y por lotes (4g) de la siguiente manera: se
alimenté a un matraz de fondo redondo, limpio y seco, el monémero junto con
soluciones de octoato de estafo y 1-dodecanol en tolueno previamente seco. El
matraz se purgd con nitrogeno, y fue puesto en un bafio de aceite de silicon a
145°C. La mezcla fue agitada con un agitador magnético de manera continua y se
mantuvo la atmadsfera inerte durante la polimerizacién. Finalizada la reaccién
(cuando la viscosidad del sistema es muy grande), el matraz se dejo enfriando
hasta la temperatura ambiente. El producto fue aislado al disolver el polimero en
DCM vy al hacerlo precipitar en un exceso de metanol frio. Finalmente, el polimero

fue secado a vacio a la temperatura del cuarto por 24h.

4.2.2 Sintesis de copolimeros y terpolimeros.

Una combinacién de los mondmeros fue alimentada a un matraz de bola, limpio y
seco, y se inyectaron las soluciones de octoato de estafo y 1-dodecanol en
tolueno o éter. El matraz fue purgado con Nitrogeno y enseguida puesto en un
bafio de silicon a 145°C o 160°C, segun era el caso. Nuevamente se dejo
reaccionando la mezcla por un periodo de tiempo establecido bajo atmdsfera de
Nitrégeno, después del cual el matraz fue enfriado a la temperatura ambiente en
una campana de extraccion. El producto fue disuelto en DCM vy precipitado en
metanol frio en exceso. El precipitado fue secado en una estufa conectada a vacio

convencional, a temperatura ambiente al menos por 24h.

4.3 Caracterizaciéon de polimeros.

Los polimeros fueron caracterizados mediante las técnicas de Cromatografia de
Permeacién en Gel (GPC); Resonancia Magnética Nuclear ('HNMR), vy

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).
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4.3.1. Calorimetria Diferencial de Barrido.

Las propiedades térmicas fueron medidas en un calorimetro DSC-60 (Shimadzu
Corp.) empleando nitrégeno seco como atmodsfera inerte. La calibracion fue
llevada a cabo utilizando estandares de Indio puro. Brevemente, las muestras de
polimero fueron pesadas en celdas de aluminio, selladas y examinadas en los
rangos de temperatura: 0°C a 225°C, con una velocidad de 10°C/min bajo
atmdésfera de nitrégeno (20mL/min). Las muestras fueron calentadas primero hasta
225°C (primera corrida), entonces fueron enfriadas hasta 0°C utilizando nitrégeno
liquido. En todos los casos se hicieron dos corridas, los datos correspondientes a

la segunda corrida son los que se reportan en este trabajo.

4.3.2. Cromatografia de Permeacion en Gel.

La distribucién del peso molecular, la polidispersidad (PD) y el valor de Mn de los
polimeros fue obtenida en un cromatégrafo de liquidos HP 1090, equipado con
una columna GPC (7.8x300mm, 10° A y 10° A) y un detector de indice de
refraccion Agilent 1100; fueron utilizados estandares de poliestireno (Polymer
Laboratories) para su calibracion y THF como la fase mévil a 1mL/min. Las
muestras de polimero se disolvieron en THF (2.5mg/mL) y fueron filtradas a través
de microfiltros (Millipore) de 0.45 um antes de inyectarlos al equipo. El analisis fue

llevado a cabo a 35°C y 60 mbar.

4.3.3. Resonancia Magnética Nuclear.

El espectro "THNMR fue obtenido en un espectrémetro Varian UNITY INOVA a 400
MHz y 26°C usando tetrametilsilano (TMS) como la referencia interna. Las
muestras fueron preparadas al disolver 20 mg de polimero en 1mL de CDCI; o
DMSO-Dg y puestas en tubos de vidrio de 5mm (diametro externo). Una vez
preparadas, las muestras se llevaron al laboratorio de Resonancia Magnética
Nuclear de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI), donde se

realizd el analisis.
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La composicién quimica de los polimeros fue calculada a partir de la integracion
del area de los picos, |, correspondientes a cada mondmero empleando la
informacion proveniente del espectro de resonancia. Para tal fin fueron utilizadas

las siguientes relaciones:

ILA

m =

B g 1241 12

I les /2

Al I2+ 1 12
le /2

My, = CL/

la+lgpa /241 12

Donde m; es la fraccidbn molar de i presente en el polimero; | corresponde al area
integrada de las sefales del protdn caracteristico que emite la senal; LA se refiere
a L-lactida, CL se refiere a la e-caprolactona y GA a la glicolida. La asignacién de

sefales caracteristicas de los protones se detalla en el capitulo 5.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Este capitulo contiene los resultados de la sintesis y caracterizacion de los
polimeros sintetizados, asi como la discusion de ellos. Primeramente se presentan
y analizan los resultados de los homopolimeros. Posteriormente, se presentan y
discuten los resultados correspondientes a algunos copolimeros de PLGA y

finalmente, se presentan aquellos correspondientes a los terpolimeros PLGC.

5.1 Nomenclatura.

De acuerdo a las cantidades de iniciador [Sn(Oct),] y co-iniciador (1-dodecanol)
empleados en la sintesis de polimeros, fueron asignadas una serie de claves de

producto a todos ellos para etiquetarlos y facilitar su registro (ver Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Nomenclatura utilizada en la sintesis de terpolimeros.

Descriptor %mol Sn(Oct), %mol dodecanol

1 0.06 0.2
2 0.125 0.07
3 0.2 0.07
5 0.02 0.07
7 0.06 0.03
8 0.06 0.07
9 0.06 0.33

Asi por ejemplo, la clave PLGCS8EDOQ indica que se esta refiriendo a un terpolimero
PLGC al cual se aliment6 0.06%mol de Sn(Oct), y 0.07%mol de dodecanol, el cual
corresponde al descriptor 8 de la Tabla 5.1. La letra E significa que las soluciones
de iniciadores fueron preparadas con éter, y en el caso de la letra T se refiere a
cuando éstas fueron preparadas con tolueno. El %mol de iniciadores se refiere a
la relacion en porcentaje de mondmero/iniciador o mondmero/co-iniciador. El
ultimo numero que sigue después de la letra T o E solamente indica un tiempo de

reaccion o composicion diferente entre los polimeros.
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5.2. Sintesis y caracterizacion de homopolimeros.

La sintesis de los homopolimeros de PLA, PGA y PCL se realizéo a 145°C, en
presencia de 0.06%mol de Sn(Oct), y 0.07 %mol de 1-dodecanol. El tiempo de
reaccion de sintesis fue diferente para los tres homopolimeros debido a las
diferencia en reactividad existentes entre los tres monomeros; el PLA fue
sintetizado en 5h, el PGA fue sintetizado en 3 h, mientras que el PCL fue

sintetizado en 16 h.
En la Tabla 5.2 aparecen los resultados de caracterizacion de los homopolimeros.

Tabla 5.2. Caracteristicas de los homopolimeros PCL, PGA y PLA

Polimero Tg (°C)? Tc (°C)? Tm (°C)? R (%)° Mn® PD°
PLAST 51.39 91.92 172.57 75 * *
PGAST - . 203.82 89 * *
PCL8T g g 60.89 86 73000 1.5

Tg: temperatura de transicion vitrea. Tc: temperatura de cristalizacion. Tm: temperatura de fusion.

? Valores obtenidos mediante analisis por DSC.

® Rendimiento determinado por gravimetria sobre el producto final.

¢ Determinado por GPC.

* No determinado.

Los homopolimeros PLA8T y PGAS8T no fueron caracterizados por GPC debido a
su insolubilidad en THF, solvente que es empleado por el equipo de GPC. Asi
también, el homopolimero PGAS8T no fue caracterizado por resonancia porque fue

insoluble en CDCl3 y DMSO-De.

El comportamiento térmico de los homopolimeros se muestra en las columnas 2-4
de la Tabla 5.2 y pueden verificarse en el apéndice A1. Se observé un
comportamiento semicristalino para el caso del PLA8T; en contraste, en los
polimeros PCL8T y PGAS8T, no se alcanzaron a percibir claramente los valores de

Tg correspondientes.
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La Tg=51.39°C del PLAST es relativamente baja con respecto al valor reportado
(la Tg reportada para el PLA es de 58-65°C para Mn~170000 o mayores, por lo
que el valor obtenido experimentalmente puede deberse al tiempo de
polimerizacién corto); sin embargo, estos valores se encuentran entre los rangos

observados por algunos investigadores [6,8,10,28].

Por lo tanto, los homopolimeros sintetizados de esta manera resultaron ser

materiales semicristalinos.

En las figuras B2 y B3 (Anexo B) se muestran los espectros de resonancia "HNMR
del PCL8T y el PLLAS8T. Para el PLLA las sefales correspondientes a los grupos
CH3 aparecen como un doblete a 6=1.56-1.58 ppm, mientras que el protén del
grupo CH aparece como un cuartete en 6=5.13-5.18 ppm. En el caso del PCL8T
se observan tripletes en 6=4 ppm y 6=2.3 ppm (la asignacion se observa en la

figura B2), dos senales traslapadas en 6=1.66 ppm y un quintuplete en 1.35-1.42
ppm.

5.3. Sintesis y caracterizacion de copolimeros PLGA.

En este caso, dos formulaciones de copolimeros de diferente relacion molar
LA:GA fueron sintetizadas a 145°C a 3.5h. Las caracteristicas finales de estos

copolimeros se muestran en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Propiedades de los copolimeros PLGA sintetizados.

Clave LA:GA? LA:GA®  T,(°C)° T,(°C)* R (%)° Mn' PD'

PLGAS8TO 50:50 49:51 47.3 48 71 11200 1.5
PLGAST1 70:30 68:32 51.7 53.5 97 32000 1.8

[LA: lactida], [GA: glicolida], [CL: e-caprolactona].

# Composicion molar de monémeros (%mol) en la alimentacion.

® Composicion molar final (%mol) obtenida mediante "HNMR.

¢ Valor calculado con la ecuacion de Fox (pag. 58, Anexo A4).

4 Valor experimental obtenido por medio de DSC.

¢ Rendimiento, determinado por gravimetria sobre el producto final.
" Determinado por GPC.
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De acuerdo al analisis térmico, los copolimeros de PLGA solo mostraron una Tg.
Estos simples valores en Tg obtenidos con DSC estan entre Tg=57-65°C del PLA
y Tg=35°C del PGA, lo que indica una fase amorfa continua (ver termogramas en

los Apéndices).

Se ha reportado que PLGA’s preparados a partir de L-lactida y glicolida que
contienen entre 25-70% de GA son amorfos, o que es deseable en aplicaciones

de liberacion de farmacos [8].

Los valores en Tg obtenidos mediante DSC fueron comparados con los valores
tedricos calculados con la ecuacion de Fox (Anexo A4). Estos valores muestran
una diferencia de hasta 2°C, puesto que la Tg depende también del peso
molecular. El valor de Tg aumenté de 48°C para el PLGA8TO (Mn=11200) a
53.5°C para el PLGA8T1 (Mn=32000), debido al peso molecular y a la relacion

glicolil/lactil en el copolimero.

Asi también, se observa en la Tabla 5.3 que un mayor contenido de L-lactida tuvo
un efecto tanto en el peso molecular como el rendimiento. Para el PLGA8T1 se
obtuvo el mayor rendimiento y se debe a su alto peso molecular; no sucedi6 asi
con el PLGA8TO (Mn~11000, 71% de rendimiento) posiblemente porque se
perdieron oligdbmeros durante la purificacién de la muestra (precipitacion vy filtrado).
La composicién molar del producto final fue muy cercana a la de alimentacién para

ambos copolimeros.

Un espectro de resonancia representativo de los copolimeros de PLGA se observa
en la Figura 5.1B. La sefal del grupo CH; del PGA aparece como un multiplete en
6=4.5-5 ppm (c); las sefiales del grupo CH del PLLA aparecen en 6=5.13-5.30 (a) y
las del grupo CH3 en 6=1.57-1.60 ppm (b). El area de los picos (a) y (c) de esta
figura fueron usados para calcular la composicion molar (%mol de cada

componente en el polimero).
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5.4. Sintesis y caracterizacion de terpolimeros PLGC.

Por ultimo, se analizaran los resultados de sintesis y caracterizacion de los
terpolimeros PLGC. Se estudio el efecto del tiempo de reaccién, la temperatura, y
la composicién molar sobre las propiedades de peso molecular y Tg del polimero

final.

Los terpolimeros PLGC de diferente composicién quimica fueron sintetizados a
145°C y 160°C con iniciadores preparados a partir de soluciones de tolueno o éter.
La caracterizacion por GPC mostré un perfil simétrico en todos los casos (y por lo
tanto resulta en una distribucién unimodal en los terpolimeros). El indice de
polidispersidad de todas las muestras fue menor a 2, como se esperaba en este
tipo de mecanismo de polimerizacion y se debe a las reacciones de

transesterificacion.

En la Figura 5.1 se muestra la comparacion entre los espectros de resonancia de
un terpolimero PLGC, un PLGA y el PCL. Se observa que los espectros contienen
todos los tipos de sefiales de hidrégeno correspondiente a los tres componentes:
GA, LAy CL.

La composicion de los terpolimeros PLGC fue determinada a partir de los
espectros "THNMR correspondientes usando las areas de los picos de los protones
metino de LA en 6=5.0-5.3 ppm, los protones metileno de GA en 6=4.5-4.9 ppm y
los protones a-metileno en 6=3.9-4.2 ppm del CL; estos corresponden a las

senales (b), (h), y (c) que aparecen en la Figura 5.1, respectivamente [19,22].

La aparicion de multipletes en un mismo protén (senales h, gy c en la Figura 5.1A
y B) se ha atribuido a la presencia de diferentes ambientes quimicos por el hecho
de presentarse diferentes secuencias monoméricas en los co- y terpolimeros. En
distintas publicaciones se establece que los terpolimeros PLGC presentan

microestructuras al azar, son amorfos y se confirman mediante "HNMR y *CNMR

[8].
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Figura 5.1. Comparacion de espectros '"HNMR: (A) PLGC, (B) PLGA y (C) PCL.
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5.4.1. Efecto del tiempo y temperatura de reaccion.

Las polimerizaciones fueron llevadas a cabo cambiando parametros como el

tiempo de reaccion, la temperatura, y con distintas concentraciones de iniciador y

coiniciador a fin de determinar las condiciones bajo las cuales se obtienen grandes

pesos moleculares y rendimientos mayores para los terpolimeros PLGC. En las

Tablas 5.4 y 5.5 se resumen las caracteristicas de estos polimeros.

Tabla 5.4. Polimerizaciones llevadas a cabo a T=145°C.

Polimero  LA:GA:CL* t(h) LA:GA:CL® R (%)° Mn® PD?
PLGCS8TO0 63:27:10 1.5 61:26:12 90 29000 1.8
PLGC8T1 63:27:10 3 64:30:06 91 35000 1.8
PLGC8T2 63:27:10 3.5 63:31:06 92 47000 1.6
PLGC8T3 63:27:10 5 64:30:06 97 40000 1.7

? Composicién molar (%mol) de alimentacion. [LA: lactida], [GA: glicolida], [CL: e-caprolactonal].

® Composicion molar (%mol) final obtenida mediante "HNMR.

° Determinado por gravimetria, sobre el producto final.

4 Determinado por GPC.

Tabla 5.5. Polimerizaciones llevadas a cabo a T=160°C.

Polimero  LA:GA:CL* t(h) LA:GA:CL® R (%)° Mn® PD?
PLGCS8EO 63:27:10 1.5 63:35:02 74 12500 1.6
PLGCS8E1 63:27:10 3 66:31:03 77 26000 1.8
PLGCS8E2 63:27:10 6 67:29:04 85 29000 1.8
PLGCS8E3 63:27:10 24 64:31:05 93 14000 1.7

@ Composicion molar (%mol) de alimentacion.

b Composicion molar (%mol) final obtenida mediante "HNMR.
¢ Determinado por gravimetria, sobre el producto final.
4 Determinado por GPC.
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El efecto del tiempo de reaccién y la temperatura se muestra en la Figura 5.2. Las
concentraciones usadas fueron 0.06 %mol de octoato de estafio y 0.07 %mol de

alcohol laurico y temperaturas de 145°C y 160°C.
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30000 -
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20000 -
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@ 1450C W 1600C

Figura 5.2. Efecto del tiempo y temperatura de reaccién sobre el peso molecular en terpolimeros.
Se encuentra indicada la composicién quimica por "HNMR.

A partir de la Figura 5.2 puede observarse que los pesos moleculares en numero y
los rendimientos se incrementan con el tiempo de la reaccién. A 145°C, el peso
molecular alcanzé un maximo en 3.5 h (Mn~48000) y después disminuyd a 40000
en 5h. De acuerdo a esta Figura, la reaccion de polimerizacion ocurre rapidamente
y se alcanzan rendimientos del 90% en 1.5 h, después se observa un incremento

hasta 92% en un tiempo de 3.5 h.
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Es bien conocido que a grandes tiempos de reaccion o a grandes temperaturas en
polimerizacion ROP usando octoato de estafo, la depolimerizacion se hace
presente debido a reacciones de trasferencia (transesterificacion), éstas a su vez
rompen las cadenas en fragmentos mas cortos (peso molecular mas bajo) y
modifican la secuencia en la cual se van pegando las unidades de los tres
monomeros que componen el copolimero final. Por lo tanto, se observa un
decremento en Mn de 45000 (3.5h) a 39000 (6h) a 145°C.

La tendencia observada a T=145°C es diferente de la observada a una
temperatura mayor. A un tiempo de reaccidon constante de 3h, y mediante la
comparacion de los polimeros PLGC8T1 (Mn=35000) y PLGC8E1 (Mn=26000), se
observé que el peso molecular alcanzado fue menor cuando la temperatura de
polimerizacion se incrementd a 160°C. Se asocia esto con un aumento en las

reacciones de transesterificacion al incrementar la temperatura.

Finalmente, un tiempo de reaccién muy prolongado para el polimero PLGC8E3

(24h) dio por resultado la disminucién marcada del peso molecular.

Las polimerizaciones se hicieron preferentemente al preparar soluciones de
iniciadores con tolueno, puesto que éste fue el solvente que mejor conservaba

estas soluciones en frio.

5.4.2. Efecto de la concentracién de octoato de estafo.

Para conocer el efecto de la cantidad del octoato de estafio sobre el peso
molecular, fueron sintetizados terpolimeros a distintas concentraciones de
Sn(Oct),; a 145°C, un tiempo de 3.5 h y 0.07 %mol de alcohol laurico. En la Figura

5.2 se muestran estos resultados.
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Figura 5.3. Efecto de la cantidad de octoato de estafio en la sintesis de terpolimeros.
Se encuentra indicada la composicion molar obtenida por 'TMNMR para cada punto.

A partir de la Figura 5.3, se observd un incremento en el peso molecular al
aumentar la concentraciéon de octoato de estafio de 0.025-0.06 %mol. Un peso
molecular maximo (Mn~48000) se obtuvo con 0.07 %mol de alcohol laurico y 0.06
%mol de Sn(Oct),. Al aumentar la cantidad de iniciador a 0.125 %mol, el valor de
Mn disminuyé hasta 14900. Con una concentracion aproximadamente de 0.2

%mol, el peso molecular se mantuvo practicamente constante.

El octoato de estaino mantiene el proceso de crecimiento macromolecular y la
formacién de especies activas. A una concentracion de 0.07 %mol de alcohol y al
aumentar la cantidad de (SnOct),;, se forman muchos mas centros activos
susceptibles de propagacién, por lo que el peso molecular aumenta hasta cierto
punto. En la Figura 5.3 se observo que el valor de Mn aumentaba de 38000 para
el PLGC5TO hasta 48000 para el PLGC8T2 cuando la concentracion de Sn(Oct),
aumento de 0.025 a 0.06%mol.
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La marcada disminucion del peso molecular posiblemente dependa de la reaccion
de transesterificacion en la cual el octoato de estafio participa, como puede

observarse en un cambio en la polidispersidad de estos polimeros (1.6-1.8).

Después de que todo el alcohol se ha consumido en formar las especies activas,
se observo que un exceso en la cantidad de octoato de estafio no contribuia a
formar mas especies activas y el peso molecular no se vié afectado. En la Figura
5.3 se observd que el Mn pasé de 14900 para el PLGC2T0O a 15200 para el

PLGC3TO, por lo que practicamente permanecié constante.

Por lo tanto, la concentracion de este compuesto permite modificar el peso
molecular del polimero resultante. En este sentido, el control en el peso molecular
de los terpolimeros no es adecuado mediante la concentracidon de octoato de
estano debido a que una concentracion alta de este compuesto puede dar lugar a
contenidos muy grandes de residuos de estafio, lo cual representa un riesgo
cuando el polimero se destina a su uso en aplicaciones farmacéuticas. Se reporta
que el mejor método de purificacion es el empleo de concentraciones bajas de
este catalizador. Con este fin concentraciones entre 0.001-0.06% son reportadas

con el fin de sintetizar polimeros para esta aplicacion [23].

Por lo anterior, las polimerizaciones se hicieron tratando de mantener una
concentracion de octoato de estafio baja. Se eligié la concentracion de 0.06%mol
de octoato de estafio debido a que fue la concentracién a la cual se obtuvo el peso

molecular maximo.

46



5.4.3. Efecto de la concentracién de alcohol laurico.

Una serie de terpolimeros PLGC fueron sintetizados con diferentes
concentraciones de coiniciador (alcohol laurico) para conocer el efecto que se
presenta sobre el peso molecular alcanzado durante la sintesis. El tiempo de
reaccion fue de 3.5h, la temperatura de sintesis fue de 145°C y la concentracion

de octoato de estario fue de 0.06 %mol.

La Figura 5.3 muestra la relacién entre el peso molecular y la concentracion de

alcohol laurico.
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Figura 5.4. Efecto de la cantidad de alcohol laurico en la sintesis de terpolimeros.

Se indica ademas la composicion molar obtenida por 'HNMR para cada punto.

En la Figura 5.4 se observa un aumento en el peso molecular (de 9000 a 48000)
conforme la concentracion de alcohol fue incrementandose de 0.03-0.07 %mol.
Esta ultima concentracién representd el maximo valor en Mn alcanzado con 0.06%

mol de octoato de estano.
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A concentraciones de alcohol mayores, se observa una disminucién gradual del
peso molecular, alcanzando finalmente el valor de Mn=7500 con una

concentracion de 0.33 %mol de 1-dodecanol.

De acuerdo al mecanismo de reaccion propuesto, primeramente el alcohol
contribuye a generar el alcoxido de estafio (que es el verdadero iniciador) y por lo
tanto aporta en la formacion de especies activas, por lo que se observa un
incremento en el peso molecular en una primera etapa; no obstante, si el alcohol
existe en gran exceso respecto al octoato de estafio, habran mas moléculas de 1-
dodecanol que actuarian como terminadores de cadena (es decir que obstaculizan
los sitios activos), esta es la razén por la cual disminuyé el peso molecular en los
resultados de la Figura 5.4, esto sucede a partir de una concentracién mayor a

0.07%mol de 1-dodecanol.

Esto concuerda con la tendencia observada en los datos experimentales sobre la
polimerizacion en masa de PCL, PLA y copolimeros PLGA, donde ha quedado
establecido el control en el peso molecular de los polimeros por medio de la
cantidad de un coiniciador (en la forma R-OH) [10, 23, 26]; por lo tanto, se
concluye que la cantidad de coiniciador permite la obtencién de polimeros con

diferentes pesos moleculares segun su concentracion.

Asi entonces, la sintesis de estos terpolimeros utilizando bajas concentraciones de
octoato de estano (0.06 % mol o menores) y distintas cantidades de alcohol podria
ser el mejor método para obtener polimeros de interés farmacéutico con diferentes

pesos moleculares.

5.4.4. Efecto de la composicién molar.

Las temperaturas de transicion vitrea cambian para diferentes relaciones molares
dadas por LA:GA:CL en los terpolimeros segun la composicion quimica. Todos los
polimeros que se seleccionaron para el analisis térmico por DSC fueron materiales
solidos, a excepcion del PLGC8T6 el cual se encontraba en un estado de liquido
viscoso (consistencia de un jarabe); este ultimo no fue caracterizado por analisis

térmico por esta razén.
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La Tabla 5.6 resume las principales caracteristicas de estos polimeros. Una unica
Tg para composiciones entre de terpolimeros fue detectada mediante el analisis

por DSC (Consultar Seccién DSC del apéndice).

Estos datos demuestran que los terpolimeros PLGC con un contenido entre 10-63
%mol LA, 10-45 %emol GA y 10-63 %mol de CL son amorfos. Se ha reportado que
la cristalinidad en estos terpolimeros aparece cuando el polimero contiene hasta

80% de CL [18]. Por lo que estos resultados estan de acuerdo con la literatura.

Tabla 5.6. Caracteristicas de algunos terpolimeros de diferente composiciéon molar.
[t=3.5h, excepto el PLGC8TO0 que fue sintetizado con t=1.5h].

Polimero LA:GA:CL® LA:GA:CL® Tg(°C)* Tg(°’C) R (%)° Mn' PD'

PLGC8T2 63:27:10 63:31:06 43.1 41.6 92 47000 1.6
PLGC8T4 45:45:10 45:50:05 38.5 37 70 8200 1.5
PLGC8TO 63:27:10 61:26:12 33.8 32.6 90 29000 1.8
PLGC8T5 63:10:27 58:28:14 294 28.4 82 29500 1.8
PLGC8T6 10:27:63 20:40:40 -4 * 58 8300 1.6

& Composicion molar (%mol) de alimentacién.

® Composicion molar (%mol) final obtenida mediante "HNMR.

¢ Valor calculado con la ecuacion de Fox.

4 Valor obtenido por medio de DSC.

® Rendimiento, determinado por gravimetria sobre el producto final.
" Determinado por GPC.

* No determinado.

Puede observarse de la Tabla 5.6, que la Tg de los terpolimeros se vio afectada
por la relacion molar (composicion) entre los tres mondmeros. El valor en Tg para
los terpolimeros PLGC8TO (composicion 61:26:12) y PLGC8T2 (composicidn
63:31:06) fueron de aprox. 33°C y 42°C, respectivamente.
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Comparando con el copolimero PLGA8T1 (composicion 69:31) con Tg~53°C, se
observo que la Tg disminuia para el caso de los terpolimeros de composicion
molar similar de lactil y glicolil, por la presencia de unidades de caprolactil, debido
a la relativa baja Tg del PCL  (-60°C). Esto se atribuye a la flexibilidad de las
cadenas de polimero; entre mayor fue el contenido de caprolactil, mas flexible

resultd el polimero y esto se ve reflejado en una disminucién del valor de Tqg.

En la Figura 5.5 se muestra el efecto que tuvo el contenido de caprolactil en los

terpolimeros sobre el valor en Tg y el rendimiento.
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Figura 5.5. Efecto del contenido de caprolactil sobre el rendimiento y Tg de algunos terpolimeros.

De la Figura 5.5, se observa que un incremento en la cantidad de CL provocé una

disminucién en el rendimiento y en la Tg de los terpolimeros.

Se obtuvieron grandes rendimientos (>80%) para los terpolimeros a los cuales se
alimenté una relacion molar de 63% de L-lactida, 27%mol de glicolida y 10%mol

de g-caprolactona.
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Esto sugiere que la cantidad de L-lactida también afectd el rendimiento. A menor
relacion molar de L-lactida (PLGA8T4 y PLGC8T6) se obtuvieron menores
rendimientos cuando la polimerizacién fue llevada a cabo en tiempos cortos (1.5-
3.5h). Esto puede atribuirse al hecho de que entre mas flexibles sean las cadenas
de polimero (mayor contenido de CL), éste sufrira un mayor grado de reacciones
de transferencia formando muchos mas oligomeros, afectando el peso molecular y

el rendimiento.

Los polimeros PLGC8T2 y 8T4 de la Figura 5.5 contienen un cantidad similar de
CL (5-6%), pero difieren en el contenido de LA; en el caso del 8T2, la cantidad de
LA fue mayor (63%mol) por lo que la Tg aumenta. Por esta razén se observa un
incremento del rendimiento en estos polimeros (contenido entre 4-6 %mol CL),

para después disminuir conforme el contenido de CL aumenta.

A partir del anexo C, diferentes polidispersidades (D=1.5-1.8) en terpolimeros
fueron observadas al realizar el analisis por GPC. En principio, un aumento en la
temperatura y/o en el tiempo de reaccion incrementan las reacciones de
transesterificacion. Las polimerizaciones llevadas a cabo con el octoato de estano
presentan reacciones de transferencia de cadena incluso en etapas de
polimerizacion tempranas (1.5-3.5h), esto explica también las polidispersidades

obtenidas.

Por lo anterior, factores como el tiempo de reaccién, la temperatura, y las
cantidades de 1-dodecanol y octoato de estafio modifican el peso molecular

alcanzado, la composicion final y la Tg de los co- y terpolimeros.

Terpolimeros PLGC de distintos pesos moleculares (entre 8000-50000) pueden
ser sintetizados por ROP con 0.06 %mol concentracion de octoato de estafio y con
diferentes cantidades de alcohol laurico desde 0.03-0.33 %mol. La concentraciéon
de estano debe ser baja con el fin de emplear estos polimeros como matrices de
liberacion de farmacos, el peso molecular de estos polimeros puede controlarse

con la cantidad de alcohol en la sintesis.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

6.1. Conclusiones.

Fue posible la sintesis de terpolimeros de L-lactida, glicolida y e-caprolactona
utilizando un sistema catalitico compuesto por Sn(Oct), y 1-dodecanol; el

mecanismo de polimerizacién fue por apertura de anillo.

La temperatura mostré un papel importante en la sintesis de terpolimeros PLGC.
Polimerizaciones conducidas a 145°C requirieron tiempos de reaccion cortos (1-
3.5h) para alcanzar rendimientos altos (~90%); en contraste, a 160°C se
necesitaron tiempos largos (~6h) para alcanzar rendimientos mayores al 80%

debido a que se acentuan las reacciones de transesterificacion.

El rendimiento, composicion molar y peso molecular obtenido de los polimeros
depende del tiempo de polimerizacion. La composicion quimica de terpolimeros
PLGC con composicion 63:27:10 fue la mas adecuada ya que los rendimientos
obtenidos en 3.5h fueron ~90%; mientras que al disminuir la cantidad de L-lactida
se alcanzaron rendimientos del 70%. Lo mismo sucedié con copolimeros de
PLGA, en la cual el PLGA de composicién 70:30 fue el de mas alto rendimiento
(~90%) al sintetizarlo en 3.5h.

El peso molecular (Mn) de los terpolimeros se vio influenciado por las cantidades
relativas de iniciadores y el tiempo de reacciéon. Se obtuvieron altos pesos
moleculares del orden de 40000, con 0.06%mol de octoato de estafio y 0.07% de
1-dodecanol y 3.5 h. A diferentes cantidades de octoato de estafio y 1-dodecanol,
fueron observados diferentes pesos moleculares (8000<Mn<47000) para

terpolimeros.
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Los terpolimeros de PLGC presentaron una temperatura de transicion vitrea
menor (Tg~35) cuando la composicion molar fue aprox. 63:27:10, en comparacion
con los copolimeros PLGA (Tg~55) cuando la composicion de éstos fue cercana a
70:30. Los terpolimeros y copolimeros son amorfos en el rango de temperatura de

0-200°C; por otra parte, los homopolimeros fueron materiales semicristalinos.

Las polidispersidades obtenidas en la sintesis de copolimeros y terpolimeros de
PLGA y PLGC usando el sistema catalitico: Sn(Oct)2/1-dodecanol, estuvieron en
el rango [1.5-1.8]; esto se debe a que el octoato de estafio es un fuerte agente de

transesterificacion.
6.2. Recomendaciones.

La finalidad de los terpolimeros PLGC y PLGA sintetizados en este trabajo es la
de considerarlos en futuras investigaciones de liberacion de farmacos. Una
caracteristica fundamental de estos polimeros es su velocidad de degradaciéon
bajo condiciones fisioldgicas (37°C y pH=7.4). Por lo tanto, este estudio debe
complementarse con la degradacion in vitro de estos materiales en tales
condiciones. Otra caracteristica importante es su biocompatibilidad, para ello se
recomienda la cuantificacion y eliminacion de los residuos de estafio en estos

sistemas para tales investigaciones.
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ANEXOS.

Esta seccion contiene informacién importante sobre los espectros, diagramas y métodos
de célculo referentes a las caracterizaciones hechas a los polimeros.

En el caso de los cromatogramas de GPC, éstos se agrupan de acuerdo al efecto que

presentan los parametros de: tiempo de reaccién, cantidad de octoato de estano, cantidad
de dodecanol y por ultimo la composicion quimica.

A. Resultados de Calorimetria Diferencial de Barrido (Termogramas).

A1. Homopolimeros.

\.\ / ____
vl
vl
(|
Ly
. I, Tm=60.89 oC
: I
2 \. }
E \ i
s T
s T
© T
T T
S T =
E‘ Tc=91.92 oC RS Tm=203.82 oC
Te=51.39 oC +
Tm=172.57 oC L
-99 -49 1 51 101 151 201
Temperatura(°C)
----- PGAST — — -PCL8T PLAST

Figura A1. Termogramas correspondientes a los homopolimeros
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A2. Copolimeros.

Tg=53.55°C
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e .
Tg=48.06°C
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Temperatura (°C)
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Figura A2. Termogramas correspondientes a los copolimeros PLGA.

A3. Terpolimeros.

Figura A3. Termogramas correspondientes a los terpolimeros PLGC.
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Figura A4. Termograma correspondientes al terpolimero PLGC8T0. Obtenido en un calorimetro
DSC 910 (Dupont Instruments), rampa de calentamiento: 10°C/min y atmosfera de N,.

A4. Calculo de Tg por medio de la ecuacion de Fox.

La relacion entre Tg y la composicion de un copolimero (en este caso, PLGA o PLGC) se
calculé por medio de la ecuacion de Fox; esta ecuacidon en particular es la mas simple
para este célculo; se obtiene a partir de consideraciones termodinamicas, y se aplica para
copolimeros al azar. La ecuacién de Fox utilizada para calcular la Tg de un terpolimero
PLGC es de la forma:

1 wia wea  wep
PLGC ~ TLA GA CL
Ty Ty Ty Ty

Donde,

Tg "¢ es la temperatura de transicion vitrea del terpolimero PLGC;

Tg", Tg®* y Tg®" son las temperaturas de transicién vitrea correspondientes a L-lactida,

glicolida y e-caprolactona, respectivamente.

Los valores de Tg usados en la ecuacién de Fox se tomaron de la literatura: Tg-*=58°C
Tg®=-60°C y Tg®*=35°C, [8, 10]. Wia, Waa Y WcL son las fracciones en peso obtenidas a
partir de las correspondientes fracciones mol: mpa, mga ¥ Mcy; éstas ultimas fueron

calculadas a partir del espectro de resonancia.
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B. Resultados de Resonancia Magnética Nuclear (Espectros).

b, d
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Figura B2. Espectro 'HNMR del homopolimero PCL8T.
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Figura B3. Espectro 'HNMR del homopolimero PLAST.
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Figura B4. Espectro 'HNMR del copolimero PLGAS8T1.
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Figura B5. Espectro "HNMR del copolimero PLGAS8TO.
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Figura B6. Espectro "HNMR del terpolimero PLGC5TO.
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Figura B7. Espectro "HNMR del terpolimero PLGC8T6.
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Figura B8. Espectro "HNMR del terpolimero PLGC8T4.
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Figura B9. Espectro "HNMR del terpolimero PLGC8T5.
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Figura B10. Espectro "HNMR del terpolimero PLGCS8TO.
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Figura B11. Espectro "HNMR del terpolimero PLGC7TO.
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Figura B13. Espectro 'HNMR del terpolimero PLGCS8ES.
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Figura B14. Espectro 'HNMR del terpolimero PLGC8T2.

b <|3 d f OI @
F{O\W/L%OH\”/(OMOMO\){}H‘
m- 3 c e g n i h p-1
a
a+d+f
b
h
e M l_Jh !
g & & £

1 (ppm)

Figura B15. Espectro 'HNMR del terpolimero PLGCS8E1.
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Figura B16. Espectro "HNMR del terpolimero PLGC3TO0.
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Figura B17. Espectro "HNMR del terpolimero PLGC8T1.
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Figura B18. Espectro "HNMR del terpolimero PLGC9TO.
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Figura B19. Espectro 'HNMR del terpolimero PLGC8T3.
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Figura B21. Espectro 'HNMR del terpolimero PLGCS8EO.
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Figura B22. Espectro 'HNMR del terpolimero PLGC1TO.
C. Cromatografia de Permeacion en Gel (Cromatogramas).
En todos los casos fueron obtenidos distribuciones de peso molecular unimodales;

los valores de polidispersidades para los terpolimeros estuvieron en el rango
[1.5<D<1.8] y los de pesos molecular en numero [6000<Mn<45000].

Mn=72629
Mw=10936
D=1.5058

T T
5 5.5 6 6.5 7 7.5 8

tiempo de elucién (min)

Figura C1. Cromatograma GPC correspondiente al homopolimero PCLS8T.
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Mn=31878
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D=1.8212
Mn=11158
Mw=16648
D=1.4921
5.5 6 6.5 7 7.5 8

tiempo de elucién (min)

— PLGA8TO ===PLGAS8T1

Figura C2. Cromatogramas GPC correspondientes a los copolimeros PLGA.
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Figura C3. Cromatogramas GPC correspondientes a los terpolimeros.

Efecto del tiempo de reaccion.
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Figura C4. Cromatogramas GPC correspondientes a los terpolimeros.

Efecto del tiempo de reaccion.

Mn= 37901
Mw=70306
D=1.855
Mn=15174
Mw=24817
D=1.6355
Mn= 14495
Mw=23982 T
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""""" PLGC3TO PLGC5TO PLGC2TO

Figura C5. Cromatogramas GPC correspondientes a los terpolimeros.

Efecto de la cantidad de octoato de estaro.
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_____________________ - Mn=7489 =~
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PLGC1TO ====- PLGC9TO PLGC 7TO

Figura C6. Cromatogramas GPC correspondientes a los terpolimeros.

Efecto de la cantidad de 1-dodecanol.
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Figura C7. Cromatogramas GPC correspondientes a los terpolimeros.

Efecto de la composicién del polimero.
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