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RESUMEN

La transesterificacion es una reaccion clasica en quimica organica y muy usada en la
industria. Existen numerosos antecedentes de su uso en laboratorios, asi como en la industria
farmaceéutica, para sintetizar moléculas anfifilicas (parte hidrofébica y parte hidrofilica), que
precisamente por presentar este caracter pueden formar micelas. Esto es debido a que la parte
hidrofébica de estas moléculas se agregan y forman el nucleo de las micelas, quedando
rodeados por una capa exterior que contiene la parte hidrofilica de la molécula. En el
presente trabajo fin de grado se ha utilizado la reaccion de transesterificacion para preparar
diversas macromoléculas anfifilicas a partir de bis-azobenceno dietiléster, un compuesto
escasamente soluble, y polietilén glicol monometil éter (MeO-PEGX) de diferentes pesos
moleculares, donde x corresponde a la masa molar del PEG empleado. Se usaron MeO-
PEG2000 en proporcion 1:1 y MeO-PEG350 en proporcion 1:1 y 1:2. Las reacciones de
transesterificacién se llevaron a cabo en ausencia de disolvente y en presencia del catalizador
metalico octanoato de estafio. Los resultados obtenidos por resonancia magnética nuclear
indican que una de las macromoléculas preparadas, el bis-azobenceno-diPEG350 se sintetiz6
con éxito obteniéndose con un buen rendimiento, estando su estructura de acuerdo con los
datos espectroscopicos. También se confirmd su capacidad para autoensamblarse,
probablemente en forma de micelas, encontrandose que la concentracion micelar critica es
1,318 mg/mL, segun los espectros de excitacion de fluorescencia de pireno. Al contrario que
el compuesto de partida bis-azobenceno dietiléster, el bis-azobenceno-diPEG350 es soluble

en la mayoria de los disolventes organicos usuales y en agua.
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1. INTRODUCCION

La reaccion de transesterificacion es una de las reacciones mas usadas en quimica
orgénica. Se pueden encontrar nimeros ejemplos de su uso en la sintesis de muy diversos
compuestos organicos asi como en la preparacion de materiales poliméricos; ademas, también
goza de innumerables aplicaciones industriales, desde la produccion de ésteres de aceites y
grasas hasta la busqueda de nuevas fuentes de energia renovable. En este trabajo fin de grado se
comentaran algunas aplicaciones de esta reaccion descritas en la ultima década, centrdndonos

especialmente en su uso en la industria farmaceéutica.

1.1 La reaccion de transesterificacion, ¢en qué consiste?

El término transesterificacion se usa generalmente para designar a las reacciones en las
que se produce un intercambio o sustitucion del grupo acilo o alquilo de un éster con otra
molécula. Asi, si un éster interacciona con un acido carboxilico para sustituir su grupo acilo por
el del &cido, la reaccion se denomina aciddlisis; si el éster reacciona con un alcohol para
sustituir su grupo alquilo por el del alcohol se conoce como alcoholisis; y si existe un
intercambio entre los grupos acilo y alquilo de dos ésteres diferentes, la reaccion se define como
interesterificacion (Figura 1) (Torossi, 2006).

Aciddlisis:
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Figura 1. Reacciones generales de transesterificacion



En la industria farmacéutica, la reaccion de transesterificacioén suele llevarse a cabo
mediante catélisis enzimética, usando habitualmente lipasas como Candida antarctica, 0 a

través de catalizadores metélicos, generalmente basados en zinc o en estafio.

1.2 Principales aplicaciones industriales de la transesterificacion

En los Ultimos afios esta reaccion ha sido muy usada para crear nuevos sistemas de
liberacion de farmacos, la mayor parte de ellos de tipo polimérico. Estos sistemas poliméricos
son capaces de controlar la liberacion de sustancias de interés farmacoldgico de modo que se
obtengan niveles sanguineos del farmaco definidos durante un tiempo especifico
(Schoenhammer y cols.,, 2009). Se elaboran usando polimeros biodegradables que
habitualmente presentan la caracteristica de ser anfifilicos, puesto que mejora la estabilidad
termodinamica en solucién acuosa de estos sistemas y los dota de capacidad de auto-ensamblaje
(Figura 2) (Shah y cols., 2010).

Hydrophobic Hydrophilic
99999999 - polymer core mPEG shell
olvent-
PHA copolymer (S)w. 090000099 Ve evaporation ‘,r'\
. R —
Couplingby Tin \.SJJEJ.)&J .,"m
catalyst
" Diblock copolymers Self-assembly Amphiphilic nann-assemhlv

mPEG

AFMimage of nanocontainers

Figura 2. Sintesis de un copolimero en blogue anfifilico y posterior auto-ensamblaje en
nanoparticulas.

El caracter anfifilico se basa en que el polimero presente una constitucion en bloques,
uno hidréfobo que forma el nicleo interno donde se solubilizara el farmaco de caracter lip&filo,
y otro bloque hidrofilico que formara la cubierta externa del sistema transportador. Es esencial
que el nanotransportador presente una cubierta externa formada por un material compatible con
la sangre y no téxico para evitar el reconocimiento por los macréfagos, prolongar el tiempo de
circulacion en sangre y permitir asi la liberacion sostenida del farmaco (Mosqueira y cols.,
2001; Duan y cols., 2006). EI PEG (véase el apartado “Abreviaturas”, pagina 37) se usa

frecuentemente como parte de la cubierta externa, debido a su biodegradabilidad vy
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biocompatibilidad, estando ademés aprobado su uso por la FDA. Asimismo, se ha comprobado
que la incorporacion de uno de sus derivados, el mPEG, en la cubierta externa reduce los efectos
secundarios asociados a los polimeros (Kumar y Homme, 2008).

En la bibliografia se pueden encontrar procedimientos que describen la preparacion de
nanoparticulas a partir de copolimeros en bloque anfifilicos usando la reaccion de
transesterificacion en presencia de 2-etilhexanoato de estafio (II) como catalizador (Figura 3)
(Shah y cols., 2010; 2012). Estos copolimeros consisten en una combinacion entre PHA y
MPEG, vy fueron sintetizados siguiendo el procedimiento de Ravenelle y Marchessault (Figura

3).
O] CHy0| CH,OQ
H,C = /I\.)LO“ + CH,0 0 OH
m
Low MV PHB macromolecules mPEG
N; | Tin(1n)
(20 min)
Ol CH,0
HC ™Y 0~ 1o~ CHs
q m
PHB-block-mPEG
Figura 3. Fase de transesterificacion del procedimiento (Ravenelle y Marchessault,
2002).

La encapsulacién del farmaco en estas nanoparticulas (Figura 4) presenta numerosas
ventajas por su reducido tamafio, alta estabilidad y baja toxicidad. Asi, permiten administrar la
dosis efectiva de principio activo en un sitio especifico durante un periodo sostenido de tiempo,
esto es particularmente interesante en el caso del tratamiento de tumores, evitando los efectos
secundarios asociados a dosis repetidas del farmaco. Esto es debido al efecto de permeabilidad y
retencion mejorada segun el cual las particulas de pequefio tamafio pueden permear facilmente
los tejidos tumorales aprovechando la defectuosa estructura de vasos sanguineos de estos
tejidos, asi como de un sistema linfatico dafiado, que carece de un drenaje efectivo para eliminar
particulas tan pequefias. De esta manera las nanoparticulas se concentraran en el tumor,

evitando asi la diseminacion del farmaco por el resto del organismo.
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P(3HV-co~4HB)-5-mPEG

Figura 4. Observaciones morfolégicas de nanoparticulas cargadas. (A), imagen
obtenida con AFM; (B), mediante TEM; (C), imagen ampliada tomada con TEM en la que se
puede apreciar la estructura core-shell polimérica de las nanoparticulas; (D), representracion

esquematica de la estructura interna de las nanoparticulas.

En el afio 2010 se realizé un estudio sobre la sintesis de un profarmaco polimérico de
ketoprofeno (Wang y cols., 2010). Los profarmacos polimeéricos de los antiinflamatorios no
esteroideos han sido desarrollados para evitar los efectos secundarios gastrointestinales y
mejorar la solubilidad y velocidad de liberacion. Se comprobé que el polimero que formaba el
profarmaco era estable en el ambiente gastrico y liberaba el farmaco lentamente, lo cual podria
reducir en gran medida los efectos indeseados de los AINE. En este estudio se defiende el uso
de la polimerizacion enzimatica para sintetizar polimeros, dado que es un método econémico,
sostenible y respetuoso con el medio ambiente. Por ello, una de las reacciones usadas en este
experimento fue la transesterificacion catalizada por lipasa tipo B de Candida antarctica
(CALB) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de una de las fases de la elaboracion del profarmaco de
ketoprofeno: Transesterificacion entre ketoprofén vinil éster y glicerol para producir

ketoprofén glicerol éster.

El potencial de la catalisis enziméatica para controlar procesos de polimerizacion de
manera ecolégica se comprob6 también sintetizando unas estructuras constituidas por PEG y
tetraetilén glicol, que servirdn como nucleo de novedosos dendrimeros disefiados para llevar
farmacos (Puskas y cols., 2011). Estos incluyen multiples agentes terapéuticos, de diagndstico,

de localizacion y de imagen (Figura 6).

Figura 6. Disefio del dendrimero para la liberacion especifica de farmacos.

Estas estructuras se sintetizaron mediante un proceso que incluia la transesterificacion
catalizada por CALB. Ademas, se argumenta que las reacciones de transesterificacion
catalizadas por lipasa son especialmente Utiles para la preparacion de compuestos Opticamente

activos por resolucion de racémicos.

Se han realizado estudios sobre la mejora de la solubilidad y la biodisponibilidad de la
artemisinina (Figura 7), farmaco antimalérico, mediante su asociacién a nanovehiculos de
ciclodextrina (CD) sintetizados por transesterificacion en presencia de la enzima termolisina

(Choisnard y cols., 2011; Yaméogo y cols., 2012).
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Figura 7. Estructura de la artemisinina.

Una de las ventajas que aporta la reaccion de transesterificacion enzimatica en este
procedimiento es la posibilidad de producir facilmente diversos derivados de CD y en grandes
cantidades, lo cual ofrece una amplia gama de morfologias del compuesto. Se demostrd que los
derivados anfifilicos de CD pueden auto-ensamblarse en nanosistemas con buenas propiedades
como transportadores de farmacos por via intravenosa. Para prolongar el tiempo de circulacion
en sangre y asegurar asi que el farmaco alcanza los eritrocitos infectados, estos derivados de CD

se integraron en una cubierta hidréfila constituida por ésteres de PEG.

Recientemente se ha descrito la elaboracion de hidrogeles poliméricos inyectables en
los que se emplea la reaccion de transesterificacion. Estos hidrogeles son muy utiles en
aplicaciones biomédicas como la ingenieria de tejidos y la liberacion controlada de principios
activos. Tradicionalmente se usa PEG para su fabricacion, pero estos hidrogeles basados en
PEG tienen algunas limitaciones: el control espaciotemporal de la liberacion del farmaco es
restringido, lo que da lugar a un alto porcentaje de farmaco liberado durante las primeras horas
de aplicacion; y la dificultad para controlar el tiempo de degradacion del material, de tal manera
que el hidrogel, mucho tiempo después de haber liberado la dltima cantidad de farmaco,
persiste en el organismo como un cuerpo extrafio. Usando la reaccién de transesterificacion
(Figura 9) se sintetizd un conjunto de hidrogeles con propiedades fisicoquimicas diversas, de
manera que se obtuviera una plataforma suficientemente versatil que permitiera superar las
limitaciones antes citadas (O’Shea y cols., 2015). Se utiliz6 CALB inmovilizada en resina
acrilica para catalizar la transesterificacién entre un poliol etoxilado y un exceso de tiol éster
(Figura 9a). Se usaron dos estructuras diferentes de poliol etoxilado y cuatro estructuras para el
tiol éster (Figura 9b). Como resultado se obtuvieron diversos tipos de poliol-ésteres que se
combinaron con diacrilatos de PEG de diferentes pesos moleculares para asi formar la

plataforma de hidrogeles (Figura 9c).
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Figura 8. Esquema general de la fabricacion del hidrogel.

Entre los hidrogeles de esta lista, se identificaron formulaciones que liberan el farmaco

gradualmente y que permiten ajustar el tiempo de degradacion del material.

Con motivo de abordar las limitaciones antes mencionadas de los hidrogeles de PEG, se
realiz6 también una investigacion en la que se sintetizd una serie de hidrogeles basados en
policarbonato con glicidol semiramificado como componente hidrofilo, en lugar de PEG
(Stevens y cols., 2015). Se trata de un compuesto descubierto recientemente, el cual mejora la
capacidad de hinchamiento del hidrogel y, por tanto, la liberacion del farmaco es mas lenta y
controlada. Esto se debe a que aumenta en gran medida la hidrofilia del hidrogel, por el gran
namero de grupos hidroxilo que posee. Para introducir el poliglicidol en la columna vertebral
del policarbonato se uso la reaccién de transesterificacion y asi reconfigurar la red polimérica

que forma el hidrogel (Figura 9). La reaccion fue llevada a cabo en presencia de acetato de zinc

como catalizador.
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Figura 9. Reconfiguracion de la red polimérica del hidrogel.

Los hidrogeles inyectables deben de cumplir una serie de requisitos para poder ser

utilizados como transportadores de farmacos, fundamentalmente:

1. Excelente biocompatibilidad

2. Tasa de gelificacion adecuada. Una tasa de gelificacion rapida conduciria a
obstruccion de la aguja durante la inyeccidn, y una tasa demasiado lenta provocaria
una rapida difusion del farmaco reduciéndose el efecto terapéutico.

3. Resistencia mecéanica apropiada, para evitar la liberacion anticipada del

farmaco.

Un equipo de investigadores analiz6 las diferentes alternativas para elaborar hidrogeles
inyectables de manera que cumplieran estos tres requisitos (Zhu y cols., 2017). La estrategia
mas versatil y sencilla resulta ser una gelificacion en un solo paso, combinando
simultaneamente procesos de entrecruzamiento fisico (puentes de hidrégeno e interacciones 7-
7) Y quimico (transesterificacion) entre los compuestos gelificantes. Siguiendo esta estrategia
(Figura 10) y usando PANAM y NHS-PEG-MAL como compuestos gelificantes, se obtuvieron
hidrogeles con un buen control de la tasa de gelificacion, biocompatibilidad favorable y

excelentes propiedades mecanicas.
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Figura 10. Esquema que muestra la estructura interna de los hidrogeles.

Aparte de los hidrogeles, existen otros sistemas de gelificacion poliméricos que son
sensibles a la temperatura (termogeles), y pueden ser sintetizados mediante la reaccion de
transesterificacion. Estos novedosos sistemas son muy prometedores especialmente para el
tratamiento en oncologia ya que duran mas tiempo sin degradarse comparados con otros
sistemas. Ademas presentan gran facilidad de administracién, dado que son inyectables y
gelifican en el cuerpo bajo las condiciones fisioldgicas, formando un depdsito in situ de gel
intratumoral. Esto permite administrar agentes quimioterapéuticos de forma minimamente
invasiva, ya que al localizar la liberacién de farmaco especificamente en el tumor se reducen los
efectos secundarios. Para demostrarlo, se realizd un experimento en ratones a los que se les
habia provocado un tumor en la espalda (Wu y cols., 2016). Como tratamiento, se uso un
farmaco ampliamente utilizado contra el céncer: doxorrubicina. A algunos ratones se les
administro este farmaco con fluorescencia en solucion salina (Figura 11, izquierda); a otros, se
les administr6 un termogel polimérico cargado previamente con doxorrubicina fluorescente
(Figura 11, derecha). Este termogel fue sintetizado usando la reaccion de transesterificacion en

presencia de un catalizador basado en estafio.
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Figura 11. Imagen de fluorescencia de ratones con tumor.

Las imagenes de fluorescencia muestran que el termogel permitié localizar el farmaco
especificamente en el tumor. Por el contrario, la solucién salina con doxorrubicina no mostré
fluorescencia, lo que indica que la concentracion de farmaco fue significativamente menor, y
que podria haberse difundido en todo el cuerpo o haber sido metabolizado cuando el termogel

no se us6 como vehiculo.

Dejando a un lado los sistemas de gelificacion, Du y colaboradores propusieron un
sistema de liberacién de insulina que permite la supervision del tratamiento (Du y cols., 2016).
Consiste en micelas fluorescentes sensibles a la glucosa, disefiadas y preparadas mediante

polimerizacidn fotoiniciada y transesterificacion enziméatica (CALB) (Figura 12).
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Figura 12. Ruta sintética del copolimero formador de micelas fluorescentes sensibles a

glucosa.
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Debido a la caracteristica anfifilica de los copolimeros utilizados, las micelas
poliméricas pudieron formarse mediante auto-ensamblaje y ser utilizadas para cargar insulina.
Se escogio este procedimiento por ser mas sencillo y econémico que otros métodos que usan
disolventes orgénicos, otros iniciadores y/o surfactantes. Ademas, la transesterificacion
enzimética permite facilmente la introduccion de compuestos fluorescentes. La fluorescencia de
las micelas hace posible su deteccion para mejorar la supervision del tratamiento, lo que

proporciona un nuevo enfoque en la terapia de la diabetes.
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Figura 13. Gréfica comparativa de la velocidad de liberacion de insulina segln varias

concentraciones de glucosa.

Como se muestra en la Figura 13, conforme aumenta la concentracion de glucosa,
aumenta la liberacién de insulina por parte de las micelas. Junto con los resultados, su gran
biocompatibilidad y baja toxicidad (debido en parte al uso de PEG) hace de estas micelas
buenos candidatos para la liberacion controlada de farmacos proporcionando una nueva

estrategia para fabricar sistemas autorregulados de liberacién de insulina.

Khatri y colaboradores sintetizaron un material de encapsulacién polimérico para el
colorante verde de indocianina (ICG) (Khatri y cols., 2017). Se trata de un compuesto con
numerosas aplicaciones médicas como por ejemplo en el tratamiento del cancer, pero que posee
ciertas limitaciones como una vida media corta y baja estabilidad en solucién acuosa. Con su
encapsulacion se pretende superar estas limitaciones. Los compuestos C y D se obtuvieron,
como se muestra en la Figura 14, a partir de la reaccion de transesterificacion del dietil éster de
PEG600 y el compuesto A. Como catalizador se us6 Novozym 435, el cual consiste en la
enzima CALB inmovilizada en un vehiculo hidr6fobo. Al igual que en algunos articulos citados

anteriormente, se escogio esta metodologia por ser respetuosa con el medio ambiente. Se
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encapsulo eficazmente el colorante ICG en micelas constituidas por los copolimeros anfifilicos

Cy D,y el colorante mostré una mejora en su estabilidad.

o)
oA 0d-
OH ?H oA o o/\r( 10
(o) \\i 1 [o)

L<_z. " PEG 600 diethyl ester R_Z
& Novozym 435, Bulk
HO  OH 70°C,48 h N

A (70%) B

50-55% acylation 50-55% acylation

Figura 14. Esquema de la sintesis de los copolimeros C y D.

La reaccion de transesterificacion puede llevarse a cabo ayudandose de las microondas.
Asi, Jing y colaboradores sintetizaron muy recientemente un copolimero (mMPEG-PLGA)
empleando este procedimiento (Jing y cols., 2018). Se trata de uno de los polimeros sintéticos
mas usados en la fabricacion de sistemas de liberacion de farmacos por su excelente
biodegrabilidad y biocompatibilidad, por ejemplo en la forma de nanoparticulas.
Tradicionalmente, este compuesto se sintetiza mediante transesterificacion llevada a cabo por
calentamiento convencional. Sin embargo, en este articulo se explora la sintesis del polimero a
través de la reaccion de transesterificacion promovida por microondas, dado que posee ciertas
ventajas frente al calentamiento convencional: se alcanzan altas temperaturas en periodos mas
cortos de tiempo, aumenta en gran medida la velocidad de reaccion y, a veces, los productos
resultantes tienen propiedades mejoradas. Esto ha atraido la atencion de numerosos

investigadores para seguir estudiando esta estrategia.

Quiza, una de las mas conocidas aplicaciones de esta reacciéon es la produccion de
biodiesel, combustible que se obtiene de lipidos naturales como aceites vegetales o grasas

animales y es una de las alternativas renovables a los derivados del petréleo. Sin embargo, uno
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de los problemas que presenta esta aplicacion de la reaccion de transesterificacion es la
acumulacién de grandes cantidades de glicerol, un subproducto de la produccion de biodiesel.
Por ello es urgente la blsqueda de nuevos usos para el glicerol, dada la dramatica disminucion
de su precio.

O

N

O O

o

Figura 15. Estructura del carbonato de glicerol.

Con este propoésito, se sintetiz6 carbonato de glicerol (GC) (Figura 15) por
transesterificacién de glicerol con dimetilcarbonato (DMC) usando un catalizador combinado de
litio y éxido de zinc (Song y cols., 2017). EI GC posee baja volatilidad, baja toxicidad y buena
biodegradabilidad por lo que es un ingrediente muy usado en cosmética, asi como para la
fabricacion de biolubricantes y la sintesis de polimeros y poliuretanos. Tal y como se indica en
el articulo, de todos los métodos para sintetizar GC, se escoge habitualmente la

transesterificacion por ser la reaccién con més rendimiento y casi ninguna reaccion secundaria.

OH
OI/\
Figura 16. Estructura del glicidol.

Otro derivado del glicerol con propiedades muy similares al GC es el glicidol (GD)
(Figura 16), compuesto muy Gtil para productos farmacéuticos y con muchas otras aplicaciones
como la elaboracién de perfumes, pinturas y detergentes. En una publicacion reciente, se estudié
el prodedimiento mas eficiente y respetuoso con el medio ambiente para sintetizar GD
(Kondawar y cols., 2017). Se trata de una sintesis en tindem: transesterificacion de glicerol con
DMC para producir GC seguido de su descarboxilacion en GD. El 6xido de bario en

combinacion con lantanidos resulto ser el catalizador mas eficiente para esta sintesis.
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1.3 Antecedentes

En cuanto a los precedentes encontrados de reacciones de transesterificacion en las que
estén implicados derivados del azobenceno, citaremos un articulo publicado hace méas de una
década (Kang y cols., 2002), pero que se trata del antecedente mas reciente encontrado. En
dicho articulo se describe la sintesis de polinorbornenos conteniendo azobenceno, obteniéndose

polimeros que presenta excelentes propiedades fotocromicas y estabilidad térmica.

2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fin de grado ha sido transformar la molécula hidrofdbica
bis-azobenceno dietiléster, compuesto con muy baja solubilidad, en diversas macromoléculas
anfifilicas mediante la reaccion de transesterificacién con distintos polietilenglicol monometil
éter de diferentes pesos moleculares. Posteriormente, comprobar la solubilidad de estos
compuestos en diferentes disolventes organicos y en agua, asi como su capacidad para formar

micelas.

3. METODOLOGIA

3.1 Métodos generales

Los reactivos y disolventes utilizados en las distintas sintesis fueron productos
comerciales de las firmas Sigma-Aldrich y Panreac empleandose sin purificacion previa.
Polietilén glicol monometil éter (MeO-PEGs) de diversas masas molares (MeO-PEG350 y
MeO-PEG2K) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y se secaron antes de su uso mediante

destilacion azeotropica con tolueno.

La evaporacion de disolventes se efectué a temperaturas inferiores a 40 °C con
presiones estimadas entre 10 y 25 mm de mercurio. En los procesos de secado y

almacenamiento de los disolventes se emple6 tamiz molecular de 4 A activado. Los puntos de
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fusion (p.f.) se determinaron empleando un aparato de la casa Stuart, modelo SMP10, en

capilares abiertos y sin corregir.

Cromatografia en capa fina

Se empled el método de cromatografia en capa fina (c.c.f.) con carécter analitico
cualitativo utilizando cromatofolios de gel de silice Merck 60 GFs, de un espesor de capa de
0.2 mm sobre aluminio. El eluyente utilizado en cada caso fue el mismo que el empleado en las
correspondientes cromatografias en columna. Como reveladores se utilizaron: a) luz ultravioleta

(A= 254 nm); b) Acido fosfomolibdico en EtOH al 3% y posterior calentamiento.

Cromatografia en columna

La purificacion y separacion de los productos de reaccion se realizd por cromatografia
en columna, empleando como fase estacionaria gel de silice de tipo 60, con un tamafio de

particula de 0.040-0.063 mm (230-400 mesh). El eluyente se indica en cada caso.

Espectros de Infrarrojo (IR)

Los espectros de absorcidn de IR se registraron en un espectrofotometro JASCO FT/IR-
4200.

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en un
espectrofotometro Bruker AMX-500 o Bruker AV300. Como disolventes se utilizaron
deuterocloroformo y dimetilsulfoxido hexadeuterado. La interpretacién de los espectros se
facilito utilizando los espectros de correlacion bidimensional homonuclear ‘H-'H, y
heteronuclear 'H-"*C, registrados empleando las secuencias de pulsos COSY y HETCOR,

respectivamente.

Espectros de absorcion en el Ultravioleta

Se registraron en un espectrofotémetro Shimadzu UV-2102PC de doble haz y registro
automatico a temperatura ambiente. Se prepararon disoluciones en agua, de concentraciones
comprendidas entre 1.72 10° y 3.68 10™ M. El registro se realiz6 a una velocidad media, para

longitudes de onda comprendidas entre 200 y 600 nm, siendo el camino 6ptico de 1 cm.

Espectros de excitacién en fluorescencia

Se registraron en un espectrofotometro Shimadzu UV-2102PC de doble haz y registro

automatico a temperatura ambiente. Se prepararon disoluciones en agua, de concentraciones
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comprendidas entre 1.72 10®° y 3.68 10° M. Se obtuvieron los espectros de excitacion en el
rango 280-380 nm, utilizando una longitud de onda de emision de 390 nm. La ranura de

excitacion y emision se fijan a 2.5 nm.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los termogramas DSC se adquirieron en un calorimetro TA DSC Q200, previamente
calibrado con indio. La cantidad de muestra empleada fue aproximadamente de 2 mg de
producto, colocadas en capsulas de aluminio y bajo atmdsfera de nitrégeno. La velocidad de
barrido fue de 10 °C/min.

Analisis Termogravimétrico (TGA)

El anélisis termogravimétrico se llevd a cabo en un aparato SDTQ600 de la casa TA
instruments. La cantidad de muestra empleada fue aproximadamente de 8 mg de producto,
colocadas en capsulas de platino, y registrandose el experimento a una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min, bajo un flujo de nitrégeno de 100 mL/min.

Tamario de particula y potencial zeta

El tamafio medio y el potencial zeta (carga superficial) de las nanoparticulas se
determinaron empleando un aparato zeta sizer (Nano ZS, Malvern Instrument) a 25 °C. Las
muestras estaban suficientemente diluidas para garantizar la difusion libre y el movimiento
browniano sin obstaculos de las particulas. Los resultados de DLS y de potencial zeta mostrados

se corresponden con la media de tres medidas.

Concentracién micelar critica (cmc)

Los valores de CMC se determinaron mediante espectroscopia de fluorescencia
(Shimadzu UV-2102PC), empleando la molécula de pireno como sonda entre la fase hidr6foba
y la acuosa a 25 ° C. Por un lado se prepar6 una disolucién de pireno en acetona (6-10° M). Por
otro lado, se prepararon una serie de disoluciones del compuesto a estudiar a diferentes
concentraciones. A continuacion, se afiadiéo 80 uL de la disolucion de pireno en acetona en
diferentes tubos Falcon de 50 mL y se evapord el disolvente a presién reducida. A cada uno de
estos tubos se afiadié 8 mL de cada una de las disoluciones del compuesto a estudiar, de tal
manera que la concentracion de pireno en la disolucion final fuera la misma en todos los tubos,
mientras que del compuesto a estudiar variaba entre 0.5 y 5.24 10° mg/mL. Posteriormente, los
tubos Falcon conteniendo la mezcla pireno-producto se sonicaron a 400 W durante 10 minutos

(intensidad y ciclo al maximo). Las muestras asi preparadas se dejaron reposar durante la noche

24



hasta el dia siguiente. Se midi6 la fluorescencia, obteniendo los espectros de excitacion en el

rango 280-380 nm, utilizando una longitud de onda de emision de 390 nm.

3.2 Sintesis de bis-azobenceno dietiléster

Productos ya descritos (Torres, 2017)

4-Hidroxi-(4’-etoxicarbonil)azobenceno (1)

Figura 17. Estructura de 4-Hidroxi-(4 -etoxicarbonil)azobenceno

A una disolucion agitada de 4-aminobenzoato de etilo (9.3 g, 0.0562 mol) en &cido
clorhidrico diluido (2 M, 100 mL), enfriada en un bafio de agua-hielo, se afiadié durante
aproximadamente 30 minutos una disolucidon de nitrito de sodio (4.8 g, 0.0564 mol) en agua (30
mL), procurando que la temperatura del bafio se mantuviera por debajo de los 5 °C. A la mezcla
de reaccion resultante de color amarillo se le afiadié fenol (6.34 g, 0.0673 mol), y se dejé
agitando durante 90 minutos. Trascurrido este tiempo, la mezcla de reaccién se vertié en un
matraz de 500 mL y se neutraliz6 con una disolucion saturada de NaHCO;. La mezcla se filtré a
vacio y el sélido obtenido se lavé con agua fria y se sec6 a vacio a temperatura ambiente.
Finalmente, el sélido obtenido se recristaliz6 de una mezcla de metanol y agua (1:1),

obteniéndose el producto del titulo como un sélido de color marron-rojizo (9.36 g, 63%).
P.f.: 162-164 °C.

RMN (CDCl): H, & 8.17 (d, 2H, H-e), 7.95-7.85 (2d, 4H, H-f, H-i), 6.97 (d, 2H, H-j),
5.95 (sa, 1H, OH), 4.42 (c, 2H, H-b), 1.43 (t, 3H, H-a).

IR: Vimax 3389 (OH), 1691 (CO), 1591 (arC=C), 1504 (N=N), 1278, 1223 cm™ (C-O).
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Trietilén glicol ditosilato (2)
a

Cc O O
N>
(@) .S”
O//S\\/O\d/e‘\o/f\/ 0" Ag
O

Figura 18. Estructura de trietilén glicol ditosilato

A una disolucion agitada de trietilenglicol (6 ml, 6.744 g, 44.9 mmol) y cloruro de tosilo
(22.88 g, 120 mmol) en diclorometano seco (70 ml), se afiadio etildiisopropilamina (EDPA,
20.9 ml, 120 mmol). Al cabo de 8 horas de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla de
reaccion se diluyd con algo mas de diclorometano (20 mL), se verti6 en un embudo de
decantacion y se lavo con agua destilada (3 x 10 mL). Finalmente, la fase organica que se seco
sobre MgSO, anhidro, se concentrd a vacio, y el residuo se purificé en columna utilizando como
eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (2:1), obteniéndose el producto del titulo como
un sélido cristalino (8.3 g, 40%).

P.f: 80-82 °C.

RMN (DMSO-dg): *H, & 7.79 (d, 4H, H-c), 7.48 (d, 4H, H-b), 4.11 (t, 4H, H-d), 3.56 (t,
4H, H-e), 3.40 (s, 4H, H-f), 2.43 (s, 6H, H-a); **C, & 144.86 (C-g), 132.43 (C-h), 130.09 (C-b),
127.57 (C-c), 69.90 (C-d), 69.56 (C-e), 67.87 (C-f), 21.05 (C-a).

Bis-azobenceno dietiléster (3)
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Figura 19. Estructura de bis-azobenceno dietiléster
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Una suspension de 4-Hidroxi-(4’-etoxicarbonil)azobenceno (1.0 g, 3.69 mmol),
trietilenglicol ditosilato (0.846 g, 1.845 mmol), carbonato de potasio anhidro (0.51 g ), y una
cantidad catalitica de yoduro de potasio en acetonitrilo seco (25 mL) se calenté a reflujo durante
3 dias. Transcurrido este tiempo, se enfrio a temperatura ambiente y se vertio en agua. El sélido
separado se filtrg, se lavo con agua fria y se secd en una estufa a vacio de bomba de acetite. El
residuo obtenido se recristalizé de acetato de etilo, obteniéndose el compuesto 3 (0.9 g, 75%)

como un sélido esponjoso.
P.f.: 139-141 °C.
Tm (DSC): 139.90 °C (AH = 69.83 j/g).
Toese. max. (TGA): 319 °C.

RMN (CDCly): *H, & 8.16 (d, 4H, H-a), 8.00-7.80 (m, 8H, H-b,b*), 7.02 (d, 4H, H-c),
4.41 (c, 4H, H-h), 4.22 (t, 4H, H-d), 3.91 (t, 4H, H-e), 3.79 (s, 4H, H-f), 1.42 (t, 6H, H-g); **C,
§ 166,15 (C-i), 161.84 (C-m), 155.26 (C-I), 147.09 (C-k), 131.57 (C-j), 130.53 (C-a), 125.14,
122.34 (C-b, b%), 114.93 (C-c), 70.98 (C-f), 69.69 (C-¢), 67.78 (C-d), 61.19 (C-h), 14.53 (C-q).

IR: vimax 1710 (CO), 1599, 1580 (arC=C), 1497 (N=N), 1277, 1243 cm'* (C-0).

3.3 Transesterificacion y sintesis de macromoléculas anfifilicas

Nuevas investigaciones:
Reacciones de transesterificacion. Procedimiento general

Se llevaron a cabo las reacciones de transesterificacion de bis-azobenceno dietiléster 3
con distintos polietilenglicol monometil éter de diferentes pesos moleculares (MeO-PEGX), en
presencia del catalizador metélico octanoato de estafio. La nomenclatura usada para referirnos a
los diferentes polietilén glicoles monometiléter de diferente masa molar es MeO-PEGX, donde x
corresponde a la masa molar del polietilén glicol empleado. Asi, por ejemplo, MeO-PEG350

corresponde a un polietilén glicol monometiléter de masa molar 350 gmol™.

Una mezcla de bis-azobenceno dietiléster 3 y MeO-PEGx del peso molecular
seleccionado, se calienta a 160 °C durante 30 minutos mientras se le hace vacio con una bomba
de aceite. Posteriormente, la mezcla fundida, homogénea, fuertemente coloreada, se calienta a

180 °C a vacio durante una hora mas. Transcurrido este tiempo, se enfria el matraz de reaccion a
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temperatura ambiente, y el residuo obtenido se disuelve en la minima cantidad de
diclorometano, purificandose por cromatografia en columna utilizando como eluyente una
mezcla de tetrahidrofurano-hexano. Finalmente, el residuo obtenido tras concentrar las
fracciones que contenian el producto buscado, se disuelve en la minima cantidad de
diclorometano y se precipita en hexano. Los rendimientos y sus datos espectroscopicos se
describen a continuacion.

Bis-azobenceno etiléster-monopeg350 (4)
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Figura 20. Estructura Bis-azobenceno etiléster-monopeg350

Una mezcla de bis-azobencenodietiléster 3 y polietilén glicol monometil éter (M,, 350 g
mol™®) en una proporcion 1:1, se tratd como se describe en el procedimiento general,
obteniéndose el compuesto 4 con un rendimiento del 40%. De la purificacion en columna se
recuper(d parte del producto de partida 3 (47%), por lo que el rendimiento corregido sobre el

reaccionado seria del 73%.

Bis-azobenceno-diPEG350 (5)
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Figura 21. Estructura de bis-azobenceno-diPEG350
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Una mezcla de bis-azobencenodietiléster 3 y polietilén glicol monometil éter (M,, 350 g
mol™) en una proporcién 1:2, se trat6 como se describe en el procedimiento general,

obteniéndose el compuesto 5, en un rendimiento del 81%.

RMN (CDCly): 'H, & 8.18 (d, 4H, H-b), 8.00-7.85 (m, 8H, H-c,f), 7.04 (d, 4H, H-g),
4.51 (m, 4H, H-2), 4.23 (m, 4H, H-i), 3.92 (m, 4H, H-j), 3.86 (M, 4H, H-3), 3.79 (s, 4H, H-K),
3.76-3.58 (m, 48H, H-4, PEG), 3.54 (m, 4H, H-5), 3.37 (s, 6H, H-6); °C, & 166.06 (C-1),
161.87 (C-h), 155.37 (C-d), 147.10 (C-e), 131.19 (C-a), 130.70 (C-b), 125.16 (C-c), 122.35 (C-
f), 114.93 (C-g), 71.93 (C-5), 70.98 (C-k), 70.71 (C-4), 70.63 (C-PEG), 69.69 (C-j), 69.22 (C-
3), 67.79 (C-i), 64.34 (C-2), 59.02 (C-6).

IR: vimax 1716 (CO), 1596, 1580 (Ar), 1242, 1091 cm™ (C-O).

Bis-azobenceno etiléster-monopeg2000 (6)
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Figura 22. Estructura de bis-azobenceno etiléster-monopeg2000

Una mezcla de bis-azobenceno dietiléster 3 y polietilén glicol monometil éter (M,, 2000
g mol™) en una proporcion 1:1, se traté como se describe en el procedimiento general,

obteniéndose el compuesto 6 en un rendimiento del 40%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo fin de grado se han preparado diversas macromoléculas anfifilicas
utilizado bis-azobenceno dietiléster (3) como parte hidrofdbica y polietilén glicol monometil

éster como parte hidrofilica.

4.1. Preparacion y caracterizacion de las moléculas anfifilicas

La sintesis del bis-azobenceno dietiléster (3) se llevo a cabo siguiendo el procedimiento
descrito previamente (Torres, 2017); (Figura 18).
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Figura 23. Estructura del bis-azobenceno dietiléster utilizado como parte hidrofébica.

Su preparacion se realiza en varios pasos de sintesis a partir de los productos
comerciales 4-aminobenzoato de etilo y fenol, tal y como se indica, de nuevo, en la parte
experimental de este TFG, y se muestra en la Figura 24.

El bis-azobenceno dietiléster 3 es un compuesto insoluble en agua, y que en general
muestra también muy baja solubilidad en disolventes organicos. En diclorometano o cloroformo
es algo soluble, siendo s6lo soluble en disolventes polares apréticos como el dimetilsulfoxido o
la dimetilformamida. Esta falta de solubilidad en los disolventes organicos habituales dificulta

su normal reactividad.
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Figura 24. Esquema de preparacion del compuesto 3

En este trabajo fin de grado se ha llevado a cabo la transfor

hidrofébica 3, escasamente soluble, en varias moléculas anfifilicas por reaccion de

transesterificacién con polietilénglicol monometil éter (MeO-PEGx) de diferentes pesos

moleculares y en presencia del catalizador octanoato de estafio. Los

aceptables (Tabla 1), y muestran una mayor solubilidad tanto en

organicos como en agua.

macion de la molécula

productos preparados,
MeO-PEG350-Azo, (MeO-PEG350),-Azo y MeO-PEG2000-Azo, se obtienen con rendimientos

diferentes disolventes

TABLA 1

Rendimiento obtenido y solubilidad en diferentes disolventes
Compuesto 3 4 5 6
Rendimiento 75% 73% 81% 40%
Agua - + + +
Metanol - + + +
Acetona - + + +
Diclorometano - + + +
TBME - - - -
Hexano - - - -
DMSO + + + +

Tabla 1. Rendimiento y solubilidad de los compuestos 3, 4,5y 6.
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Las condiciones de reaccion son similares a otras reacciones de transesterificacion
publicadas con anterioridad (Andrade et al., 2016). Debido a la gran insolubilidad de la
molécula 3, la reaccion de transesterificacion se realiz6 en ausencia de disolvente, a elevada
temperatura y en presencia de un catalizador metalico, como suele ser habitual en este tipo de
reaccion. A 160 °C el diéster de partida estd fundido, por lo que la mezcla inicialmente
heterogénea se homogeniza. Por otro lado, durante la reaccidn se disminuye la presion para
favorecer el equilibrio hacia la formacidn de los productos mediante la eliminacion de etanol del
medio de reaccion.

La caracterizacion estructural se realizd por resonancia magnética nuclear (RMN) vy
espectroscopia de infrarrojos (IR). Los espectros de infrarrojos de los compuestos 4-6 muestran
las bandas de absorcidn esperadas de acuerdo con las estructuras propuestas. Asi, la presencia
de las funciones éster y éter en la estructura de estos compuestos queda probada por la presencia
en los espectros de IR de las bandas de absorcién correspondiente a la vibracion de tension del
carbonilo de éster (1715 cm™), junto con las bandas que aparecen a 1242 y 1091 cm™, que se
corresponden con las vibraciones de tension del enlace C-O-C. Por otro lado, la presencia de los
anillos aromaticos de benceno esta apoyada por la presencia de las bandas de absorcion a 1596 y
1580 cm'™.

Dada la buena solubilidad de las diferentes muestras en cloroformo, a pesar de estar
unido al bis-azobenceno, los estudios de resonancia magnética nuclear se llevaron a cabo en
deuterocloroformo. Estos estudios pusieron en evidencia que los compuestos 4 y 6 no se
correspondian exactamente con las estructuras esperadas para estos compuestos, como se puso
de manifiesto al estudiar los espectros de protones. Particularmente al comparar las integrales de
las sefiales que aparecen a 4.43 y 1.44 ppm asignadas al metileno y metilo correspondientes al
radical etilo que llevan estos compuestos con la sefial a 4.25 ppm, asignada a H-i. Esta falta de
concordancia entre las integrales de estas sefiales nos lleva a concluir que los compuestos 4 y 6
no se purificaron de la manera mas adecuada, obteniéndose posiblemente como mezclas mono-
y dipegilado, o menos probablemente, acompafiado del bis-azo benceno de partida 3.

A diferencia de los compuestos anteriores, el compuesto 5 si esta de acuerdo los datos
obtenidos por espectroscopia de RMN con la estructura esperada. A continuacion, se incluye

los espectros de RMN de este compuesto (Figura 25).
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Figura 25. Espectro de ‘*H RMN de 5 en deuterocloroformo

La informacién méas relevante mostrada en los espectros de *H y **C del compuesto 5
esta relacionada con la desaparicion de las sefiales correspondientes al radical etilo presente en
el compuesto de partida 3. Por otro lado, se puede confirmar también la unién entre el MeO-
PEGOH inicial y el bis-azobenceno dietiléster, puesto que la sefial correspondiente al metileno
que lleva la funcion alcohol en el polietilén glicol monometil éter inicial debe de aparecer a un
mayor valor de desplazamiento quimico como consecuencia de la formacién de la funcion éster.
Asi, en el espectro de protones la sefial aparece a 4.50 ppm, aproximadamente 0.8 ppm mas alta
con relacion al desplazamiento quimico mostrado en el reactivo de partida (3.70 ppm). A la
misma conclusion se llega si se comparan los espectros de carbono-13 (Figura 26). Asi,
mientras en el reactivo de partida dicho metileno aparece a 61.30 ppm, en el producto
correspondiente a la transesterificacion aparece a un mayor valor de desplazamiento quimico, en
concreto a 64.34 ppm. Ademas, como se puede observar en la Figura 20, en el rango mostrado
de 75 a 58 ppm, no aparece ninguna sefial a 61.19 ppm, que es el desplazamiento quimico del
metileno del radical etilo en el compuesto 3. Todas estas asignaciones confirman que la reaccion

de transesterificacion ha tenido lugar de manera exitosa.
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Figura 26. Espectro de carbono-13 del compuesto 5.

Frecuentemente se puede observar, fundamentalmente en el espectro de protones y a
veces también en los de carbono-13, sefiales de menor intensidad que se corresponden con el
diastereoisomero Z (ver Figura 19). Es conocido que los azobencenos se encuentran como una

mezcla de isémeros cis y trans, siendo el mayoritario el isémero trans.

4.2 Preparacion y caracterizacion de las nanoparticulas

Es bien conocido que las moléculas que presentan caracter anfifilico, como ocurre en el
compuesto 5, pueden formar micelas. Esto ocurre porque la parte hidrofébica de estas moléculas
se agregan y forman el ndcleo de las micelas, quedando rodeados por una capa exterior que
contiene la parte hidrofilica de la molécula. Si la concentracién es muy baja en la disolucién,
estas moléculas se van a encontrar libremente dispersas en la misma. Sin embargo, al ir
aumentando la concentracion la energia libre del sistema va a ir aumentando debido a las
interacciones desfavorables entre la parte hidrofobica y las moléculas de agua. Cuando la
concentracion alcanza un determinado valor conocido como concentracion micelar critica
(CMC), las partes hidrofébicas se aislan del entorno acuoso y se orientan formando micelas
coloidales y alcanzando un minimo de energia. A concentraciones por debajo de la CMC, la
naturaleza de la molécula y el valor de las interacciones moleculares, determinaran la velocidad
de disociacién (Gauchera et al., 2012). A concentraciones por encima de la CMC, las micelas y
las moléculas que estan libres en la disolucion se encuentran en un equilibrio dinamico pero son

termodinamicamente estables y tienden a mantenerse en la forma de micelas.
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Para determinar la CMC del compuesto 5, se empled la técnica de fluorescencia
utilizando pireno como molécula fluorescente (Cui et al., 2011). El pireno es una molécula
hidréfoba y cuando se forman micelas, el pireno se ubicara preferentemente dentro o cerca de la
fase hidréfoba. Por lo tanto, sus caracteristicas fotofisicas cambian en comparacion con la
molécula de pireno en el agua. Este cambio en los espectros de excitacion de fluorescencia del
pireno (Figura 27), es decir, el aumento en la relacién de intensidad de los picos a 333-336 nm,
indica el inicio de la micelizacion.

Intensidad

Longitud de onda (nm)

Figura 27. Espectros de excitacion de fluorescencia de pireno en un medio acuoso

conteniendo diferentes concentraciones del compuesto 5.
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Figura 28. Evolucion de la relacion entre las intensidades de ls3/1334 del espectro de

excitacion del pireno en funcién de la concentracion de 5.
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Como se puede calcular de la Figura 28, el valor de CMC del compuesto 5 presenta un
valor de 1.318 mg/mL.

El tamafio y la distribucion del tamafio de las nanoparticulas formadas se
midieron utilizando un nano Zetasizer, tanto en modo de nimero como de intensidad. Se
encontro que la distribucion del tamafio de las nanoparticulas era unimodal y el mayor tamafio

de particula era en torno a 100 nm como se puede ver en la Figura 29.
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Figura 29. Dispersion dindmica de la luz (DLS) de las micelas
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Figura 30. Potencial Z de las micelas preparadas

La magnitud del potencial zeta (Figura 30) da una indicaciéon de la estabilidad del
sistema coloidal. En el caso del compuesto 5, el potencial zeta de las micelas formadas

presentaba una carga superficial de -7 mV.
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5. CONCLUSIONES

Se ha sintetizado con éxito bis-azobenceno-diPEG350 (compuesto 5) con un buen
rendimiento (81%), usando la reaccion de transesterificacion entre bis-azobenceno dietiléster
(compuesto 3) y MeO-PEG350.

El compuesto 5 es soluble en la mayoria de los disolventes organicos usuales y también
presenta una suficiente solubilidad en agua, mostrando por tanto unas caracteristicas de
solubilidad muy diferentes del compuesto 3, que esencialmente era insoluble en practicamente
todos los disolventes, excepto en DMSO.

El compuesto 5 es capaz de autoensamblarse, probablemente en forma de micelas. Los
espectros de fluorescencia, empleando pireno, y los datos obtenidos de medidas de DLS indican
que presenta una concentracion micelar critica de 1.32 mg/mL, y que el mayor tamafio de

particula es en torno a 100 nm.

6. ABREVIATURAS

AFM: microscopio de fuerza atémica

AINE: antiinflamatorios no esteroideos

CALB: lipasa tipo B de Candida antarctica

FDA: Food and Drug Administration

MPEG: metoxi-polietilén glicol

MPEG-PLGA: metoxi-polietilén glicol-polilactico-co-glicélico
NHS-PEG-MAL.: N-hidroxisuccinimida-polietilén glicol-maleimida
PANAM: poliamidoamina

PEG: polietilén glicol

PHA: polihidroxialcanoato

TEM: microscopio de transmision electrénica
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