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RESUMEN

En esta investigacion se sintetizaron los mondmeros M6A8, M6A12, M60OAS8
y M60A12 y se caracterizaron sus estructuras y sus propiedades liquido
cristalinas utilizando Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Microscopia
de Luz Polarizada (MLP). Los compuestos desarrollaron mesofases esmécticas
A y C. Dichos monémeros fueron polimerizados para obtener los
correspondientes polimeros con rendimientos superiores a 60%. Se estudi6 la
estabilidad térmica de |os mondmeros por termogravimetria (TGA).

Con € fin de generar una nueva aplicacion biotecnolégica y a desconocerse
los efectos dafiinos que podrian presentar en e organismo, se realizaron
ensayos de citotoxicidad de los monémeros y de los polimeros en la linea
celular inmortalizada de neuroblastoma SH-SY5Y, mediante la reduccion del
colorante MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) — 2,5-difeniltetrazolio],
el que es solo metabolizado por células vivas.

Se encontrd que la toxicidad, de los compuestos es baja respecto de células de
neuroblastomas, encontrandose un efecto dosis-respuesta para uno de los
monomeros M60OA12 no lineal con la concentracién. Los ensayos con MTT
indican gue bajo los tiempos y concentraciones en estudio los compuestos no
presentaron una citotoxicidad relevante. Los resultados obtenidos proyectan
posibles usos de estos cristales liquidos para la creacion de materiales
biomédicos o para e desarrollo de una matriz que pueda contener y liberar

féarmacos.
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ABSTRACT

In this work the monomers M6A8, M6A12, M60OA8 and M60A12 were
synthesized and their chemical structure and liquid crystalline properties were
characterized by Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Polarized Light
Microscopy (MLP). The compounds developed smectic A and C mesophases.
The monomers were polymerized to obtain the corresponding polymers with
yields higher than 60%. The thermal stability of the monomers was studied by
thermogravimetric analysis (TGA). In order to generate a new biotechnological
application, and since the harmful effects that could occur in the body was
unknown, cytotoxicity tests of the monomers and polymers were assessed.
They were performed in aimmortalized cell line of neuroblastoma SH-SY5Y,
by the reduction of dye content of MTT [3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide] which is metabolized just by living cells.

The citotoxicity of the compounds was low in neuroblastoma cells, and a non-
linear dose-response effect with the concentration was found for one of the
monomers M60A12. The tests with MTT indicate that under the times and
concentrations under study the compounds did not present a relevant
cytotoxicity. The obtained results project possible uses of these liquid crystals
for the creation of biomedical materials or for the development of a matrix that

can contain and release drugs.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo de los materiales ha formado parte importante en la historia de la
humanidad. EI hombre, desde muy temprano, manipul 6 distintos elementos de
la naturaleza, con e fin de crear herramientas que le permitieran sobrevivir y
mejorar su calidad de vida. Este contacto resulté ser tan importante que llegé a
marcar las diferentes etapas de la Prehistoria, que hoy conocemos como “la
edad de piedra” y “la edad de los metales”.

Una de las razones por las que todos los dias se buscan nuevas sustancias es
porgue los materiales influyen marcadamente en la sociedad. Todo e tiempo la
tecnologia nos deslumbra con nuevos artefactos tecnol gicos que nos facilitan
el trabgo, acortan distancias, nos conectan con € mundo, amenizan nuestro
guehacer diario y generan adelantos en é&reas tan importantes como la
medicina, la astronomia, la construccion, etc.

La expresion LCD (Liquid Crystal Display) utilizada para referirnos a las
pantallas de televisores, computadores y teléfonos celulares, se volvié muy
comun. El componente base que se utiliza para estos dispositivos, esta
construido por cristales liquidos. Estas estructuras no forman parte exclusiva
de artefactos tecnol6gicos, ya que en la en la naturaleza también los podemos
encontrar formando parte de membranas celulares (fosfolipidos), en
lipoproteinas que recubren el axén de las neuronas o en la simple pelicula de
una pompa de jabon. Las pantallas de cristales liquidos se producen en grandes

cantidades en todo e mundo. A comienzos del afio 2001 su produccién ya
1



alcanzaba unas 70 toneladas. Es por elo, que
conocer e impacto ecolégico y toxicologico. Se volvio cada vez mas
relevante!.

Se debe ademés entender que la produccion masiva de pantallas ocurre en
Asia. En Europa la situacion es diferente, debido a que las cantidades que se
manejan no acanzan los cientos de kilogramos. En e vigo continente los
tramos de 10 a 100 kilos, solo requieren como andlisis toxicologico e de
toxicidad aguda. El tramo 100 a 1000 kilos exige ademés pruebas de
mutagenicidad bacteria, de irritacion de piel y de ojos; Y por sobre los 1000
kilos hasta las 100 toneladas, se suman las pruebas de toxicidad aguda con un
segundo ensayo, mutagenicidad in-vitro y toxicidad sub- aguda.

De todos los cristales liquidos testeados hasta € 2001, solo una sustancia
resulto ser toxicay 8 fueron consideradas dafiinas. La primera fue eliminada de
las lineas de produccion de mezclas de compuestos liquido cristalinos y las
otras 8 incluidas en concentraciones menores a 10%.

Para formarnos una idea, teléfonos celulares, sistemas de navegacion y
pantallas de 15" con espaciadores de celdas de 6 pum y con una densidad
relativa de 1 g/cm3, entregan en promedio 0,6 mg de cristales liquidos por cm?
de pantala, cantidad no menor como para no considerar su toxicidad al
momento de producirlos.

Los cristales liquidos son sustancias que comparten caracteristicas de los

solidos cristalinos y de los liquidos. En un sdlido cristalino, las moléculas se



encuentras unidas de manera rigida, siguen un patrén de ordenamiento y
pueden desviar la luz, en cambio, en un liquido las moléculas se desplazan de
manera desordenada y a azar. Un cristal liquido tiene de los liquidos la
capacidad de fluir y de los sblidos la de desviar la luz, adquiriendo con ello
propiedades Opticas.

Los cristales liquidos fueron descubiertos en 1888 por e botanico y quimico
austriaco Friedrich Reinitzer?, quien observd un singular fenémeno, cuando
determinaba los puntos de fusion del acetato y del benzoato de colesterol,
extraidos previamente de unos vegetales. Reinitzer presentd sus primeros
resultados en la Sociedad de Quimica en Viena el 3 de Marzo de 18833, El
observO que a la temperatura de 145.5°C los cristales se fundian
transformandose en un liquido opaco y turbio, al continuar calentando, a los
178.8°C se tornaban en uno completamente claro y transparente, observandose
ademas una variacion de volumen y de calor en cada uno de los cambios de
estado®. Luego, al enfriar la muestra, observé que e proceso de transicion de
fases ocurrio de manerainversay alas mismas temperaturas.

Reinitzer, le detalla en una carta lo observado al fisico austriaco Otto Lehman,
un cristalografo muy respetado de esa €poca, quien era especialista en
microscopia de luz polarizada. Lehmann®, descubrié que la fase opaca y la
transparente del benzoato de colesterol presentaban zonas de estructura
molecular cristalina con actividad dptica, similares alas que poseen los solidos

cristalinos y fue él mismo quien impuso el término “cristales liquidos™®.



Los cristales liquidos, también denominados “mesofases”, presentan un orden

intermedio entre un solido cristalino y un liquido (figura 1).

LI0E NN NN/
IR YRR VAL
NMIERIYIER YA

Solido Cristal liquido Liqulda
Cristaling
hnleostrapia Anl=otrapla Iiotr-:upii
Fluidez Fluidez

Aumenta ] grado de desorden y fluldez

Aumzsto 4t la temperatura

Figura 1. Representacion de la disposicion molecular de un sdlido cristalino frente al aumento

de latemperatura.

L os Cristales comparten algunas propiedades fisicas de ambos estados’, fluyen
como lo hacen los liquidos, y a igual que los sdlidos cristalinos, son
termodindmicamente estables, anisotropos, parcialmente ordenados y
birrefringente?, porque cuando un haz de luz los incide, puede desviarlos con
dos indices de refraccion diferente. Se considera a un material anisotropo,
cuando € valor de las propiedades fisicas que presenta, como las opticas,
mecanicas, eléctricas, magnéticas, etc. dependen de la direccion en que estas se
aplican. En los Liquidos isotropos los valores obtenidos no dependen del

angulo de medida.



Durante la primera parte de la historia de los compuestos liquido cristalinos, €l
francés George Friedel®, estudié activamente este nuevo estado de agregacion
de la materia, hablé de “mesofase” cuando se refirio a ella y la clasifico de
acuerdo a grado de desorden adquirido®®!! en: Neméticos, Colestéricos y

Esmécticos!?.

a) Cristal liquido Nematico.

La fase nemética (figura 2)'3 es representada por la letra N y su nombre
proviene del griego vijpa (nema), que significa “hilo”, debido a los defectos
topol dgicos que presenta este tipo de textura (figura 5a 'y 6c¢). Esta fase cuando
se presenta lo hace a temperaturas mas altas que las deméas. Posee un mayor
grado de desorden en la posicién de sus centros de masa y tiene mucha
similitud con un liquido isétropo. Las moléculas pueden moverse lateralmente,

girar alrededor de un g e comln o deslizarse paralelamente a dl.

Opticamente un nemético se comporta como un material uniaxial con un
centro de simetria. Ademés unaimagen simplificada de la disposicion relativa
de las moléculas en la fase liquido-cristalina nemética se muestra en la figura

6C™.



a) _ gh. -

Figura 2. @) Esquemade unafase Nemética; b) Imagen de unafase Nematica por microscopia.

b) Cristal liquido Colésterico.

Figura 3 a) Esgquema de unafase Colestérica; b) Imagen de una fase Colestérica por microscopia

Como la primera vez que se observo esta fase fue en esteres del colesterol, se
designo para nombrarla el término “colestérico”. Este tipo de cristal liquido
representado en la figura 3'°, es una variante de la fase nemética, que solo se
da en compuestos aquirales. La simetria que presenta se puede reproducir en

campos de fuerza poco simétricos, generando una estructura en forma de



espiral. La distancia que existe entre las capas cuando la estructura completa
un giro de 360° se denomina pitch (p). Esta medida es un parametro importante
en algunas aplicaciones tecnoldgicas'® (Figura 4). El pitch de los cristales
liquidos colestéricos va del orden de varios cientos de nandmetros,
comparables con la longitud de onda del espectro visible. La forma de espira
de estos compuestos es la responsabl e de |os colores caracteristicos (por medio
de la reflexion de Brag'’ debido a la estructura periédica) y de su poder
rotatorio. El pitch puede ser muy sensible a ciertos parametros como por
gemplo: temperatura, composicion gquimica, campo eléctrico 0 magnético

aplicado®®.

1 Piteh J I||I I |I | ]|||[' Il

Figura 4. Diagrama de un pitch.

c) Cristal liqguido Esméctico (Sm).

El término “esméctica” se origina del latin “smecticus”, que significa
limpieza o tener propiedades similares a jabdn. Esta fase presenta moléculas

con una relativa libertad de rotacion sobre € €e Z y de traslacion sobre los
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ges X e Y. Las fuerzas lateraes entre las moléculas de la fase esméctica son
mas fuertes que las que existen entre las capas, es por elo que es posible €
deslizamiento de una capa sobre la otra sin perder € orden. Este fenémeno
es el que proporcionalafluidez alos solidos.

Existen varios tipos de fases esmécticas, cada una de ellas se identifica con

una letra que vadesdelaA (SmA) hastalaH (SmH)*.

~- b} ,: x 2 c) A

Figura5. Tipos de fases observadas con un Microscopio de Luz Polarizada: a) Fase Nemética
aunatemperatura de 100°C por calentamiento; b) Fase Esméctica A a unatemperatura de 55°C
por calentamiento; ¢) Fase Esméctica C alos 90°C por calentamiento.

Figura 6. Representacion esquemética de las mesofases: a) Nematica; b) Esméctica A;
c) EsmécticaC.



El segundo periodo de la historia de los cristales liquidos se inicia en 1925,
con la aceptacion de este nuevo estado de la materia por la comunidad
cientifica.

En e 1960 surge la Ultima etapa, en ella se crean los primeros relojes y
calculadoras con pantallas formadas en base a electrodos y a polarizadores.
Desde ese momento aumentd la cantidad de investigaciones que hasta hoy han
permitido descubrir nuevos fendmenos y desarrollar nuevas tecnologias

contribuyendo asi a mejorar la calidad de vida de |as personas.

s
o

8|
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Figura 7. Sub clasificacion de los cristales liquidos.

.br

Solides ‘ Liguidia

Los cristales liquidos pueden ser ademés termétropos y liétropos. Los
cristales liquidos termétropos presentan un estado liquido cristalino que
depende de rangos de temperatura y los litropos, dependiente de los grados
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de concentracion. Estos cristales liquidos estan formados por un sdlido
anfifilico, disuelto en un determinado solvente, en condiciones de
concentracion, temperatura y de presion definidos, con € fin de conseguir
distintos ordenamientos.

Los cristales liquidos que cambian con la temperatura (figura 7) se
clasifican®® de acuerdo a sus caracteristicas moleculares, como calamiticos

(varilla), discoticos (disco) y sanidicos (listén) 2.
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1.1. BASESDE SCHIFF.

Dentro del grupo funcional Imina (figura 8), encontramos a las bases de
Schiff, la diferencia esta en que en la Imina R” corresponde al sustituyente
que esta unido al Nitrogeno y puede ser un &omo de Hidrégeno, un arilo o
un alquilo y en labase de Schiff R”, solo puede ser un arilo o un aquilo.

N”R“

P

R R’

Figura 8. Representacién del grupo funcional Imina.

Las bases de Schiff que se caracterizaron en este trabgo se encontraban

sintetizadas en e laboratorio y se identificaron como MNR12 para los
monémeros y PMNR12 para los polimeros, donde n corresponde al

espaciador y 12 es la cantidad de carbonos que presenta la cadena metilénica.

n =8y 10. (Figura10).

H,

L 0

Y4 ¢ /AR —

e xokj\%\ﬂl//\——f: _\‘bN- ?’_\‘}_D?\}'_HJ
OH

Nesd

Figura 9. Estructura de una base de Schiff.

En la actualidad los compuestos que incluyen bases de Schiff en su estructura

son muy variados y pueden servir para crear redes macrociclicas en sistemas
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biologicos como metalporinas (hemoglobina, citocromos, clorofila, vitamina
B12), antibidticos (Valinomicina, Nonactina), complgjos con metales de

transicion, sensores para terapias fotodinamicas, medios de contrastes para

examenes clinicos, etc.??

1.2. DERIVADOSDEL AZOBENCENO

Dentro de los distintos grupos funcionales que encontramos en quimica
organica, existen los azos, |lamados también azocompuestos, azoderivados o
compuestos azoicos. Estas moléculas se representan mediante la estructura R-
N=N-R’, donde R y R' pueden estar formados por estructuras
hidrocarbonadas o por otros grupos organicos, y los &omos de Nitrogeno
estan unidos por un enlace doble.

Para distinguir dentro de la gran variedad de azos que existen, a aquellos con
los que se realizo esta investigacion, se referird en este trabgjo a ellos como
derivados azobencénicos, porgue ambos radicales tendran como sustituyente

un benceno (Figura 10).

7N\ /"
N
Figura 10. Estructura de un derivado del azobenceno.

12



2. HIPOTESISY OBJETIVOS

2.1. Hipétesis
Los azobencenos y las bases de Schiff presentan propiedades quimicas, fisicas

y biolégicas que permiten la creacion y el desarrollo de nuevos biomateriales

molecul ares.

2.2. ObjetivosGenerales

Sintetizar derivados de azobencenos, caracterizar y efectuar estudios de
citotoxicidad de los monémeros, de los polimeros de las bases de Schiff y de
los compuestos creados, con € fin de determinar si presentan caracteristicas y

propiedades liquido cristalinas que permitan desarrollar nuevas tecnol ogias.

2.3. Objetivos Especificos

Sintesis de compuestos azobencénicos.

Caracterizacion quimica de los compuestos.

Determinacion de las propiedades liquido cristalinas de |os monémeros
estudiados.

Estudio de mesofases por microscopia de luz polarizada de los
monomMeros.

Caracterizacion fisico quimica de los compuestos por Andlisis Térmico
Diferencial.

Estudio de la estabilidad térmica por Termogravimetria.
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Ensayos de citotoxicidad en cultivos celulares de neuroblastoma SH-

SY5Y.

3. MATERIALESY METODOS

3.1. Reactivos

1-Hexanol (CsH140): Merck, parasintesis, PM 102,18g/mol.
2,2’-azo-bis-isobutirilnitrilo AIBN (CgH12Na4): Aldrich, pureza 98% PM
220g/moal.

6-Chloro-1-hexanaol (Cl

(CH2)6OH): Aldrich, pureza=95.0%, PM 136,62 g/mol.

Acetato de etilo (CH3COOC:Hs): Merck, pro andlisis, PM 88,11g/mal.
Acetona (CH3COCHSz3): Merck, pro andlisis, PM 58,08 g/mol.

Acido clorhidrico (HCI): Merck, pro andlisis, PM 36,46 g/mol.

Acido metacrilico monémero: Aldrich, pureza 99%, PM 86,09 g/mol.
Alcohol Isopropilico ((CH3z)2CHOH): Aldrich, pureza > 99.7%, PM
60,1g/moal.

Antibi6tico estreptomicina-penicilina: GIBCO, Cat. 15140-122.

Azul de Tripan: Hyclone, Cat. SV30030.01.

Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazolio (MTT):
Invitrogen, Cat. M6494.

Cloruro de Tionilo (SOCl»): Merck, parasintesis, PM 118,97g/mol

Diclorometano (CH2Cl>): Merck, grado laboratorio, PM 84,93 g/mol.
14



Dimetilformamida (DMF): Merck, pro andlisis, PM 73,00 g/mal.
Dodecilsulfato de sodio (SDS): Sigma, PM 288.38 g/mal.

Etanol (CoHsOH): Merck, pro andlisis, PM 46,07g/mol.

Eter dietilico ((C2Hs)20): Merck, grado laboratorio PM 74,12g/mol.
Fenol (CeHsOH): Merck, pro sintesis, PM 94,11g/mol.

Filtros no pirogénicos de 0,22 m: Schleicher & Schuell.

Hidroquinona (CsHa (OH)2): Merck, parasintesis, PM 110,11g/mol.
Hidréxido de Potasio (KOH): Merck, pureza 99%, PM 50,00 g/mol.
Hidréxido de sodio (NaOH): Merck, pureza 99%, PM 40,00 g/moal.
Nitrito de Sodio (NaNO2): Merck pureza 99% PM 68,9 g/mol.

Papel filtro N° 1. Whatman, 55 nm, Cat. 1001055.

Perdxido de Hidrogeno (H202): Merck, calidad anditica, PM 34,02
g/mal.

Resorcinol (CeHa(OH)2: Aldrich, pureza= 99,0% PM 110,11 g/mol.
Sulfato de Sodio Anhidro (Na&SOs), Merck pureza 99% PM
142,04g/mol.

Tampodn fosfato salino (tableta): Sigma, Cat. P-4417.

Tiosulfato de Sodio (N&OsS): Merck, grado laboratorio PM
312,8g/moal.

Tolueno (C7Hs): Merck, pro andlisis PM 92,14g/mol.

Trietilamina ((C2Hs)3N), Merck para sintesis PM 101,19g/mol.

Tripsina: GIBCO, Cat. 15400.
15



3.2.

Yoduro de Sodio (Nal): Merck pureza 99% PM: 149,89g/mol.

Equipos

Andlisis Elemental Carlo-Erba EA 1108.

Campana de seguridad biol6gica Nuaire UN-425-400E.
Centrifuga Hettich Rotofix 32

DTA Mettler Toledo FP84HT.

Espectrofotometro ATI UNICAM UV3.

Estufa Nuaire US con sistema de filtracion HEPA y auto flujo de CO2.
Horno de calentamiento Instec HCS302.

Horno de calentamiento Linkman THM S 600.

Lector ELISA Bio-RAD 550.

Microscopio Estereoscopico Zeiss Stemi SV6.
Microscopio LeicaDMLP.

NMR Bruker WM 300.

Sonicador Ultrasons P-Selecta.

TG Netzsch TG209F1.

Vortex Eurolab MelB1719
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Sintesisdederivadosde Azobencenos.

La disponibilidad de recursos determiné las etapas de las sintesis de los
compuestos azos. Una vez obtenidos, fueron analizados por Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear de protones y la nomenclatura quedd
establecida de |a siguiente manera

Cuando R = H, € azo esfendlico.y se abrevia como MnAm (Figurall). Si
R = OH, €& azo es resorcindlico y se designa MNOAmM (Figura 12),
donde M representa e grupo metacrilato; n el espaciador; A corresponde al
grupo Azo fendlico y AO corresponde al grupo Azo derivado del resorcinol.
PMnAm y PMNOAmM corresponden a los polimeros de ambos grupos.

Para este estudio €l valorden=6yed demes8612.

Ay A~
T A )
M A

Figura 11. Representacion del Azo aromético derivado del Fenol

P o
OH _%u-n—r/f ;
M A

Figura 12. Representacion del Azo aromético derivado del Resorcinol.
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Los compuestos azos sintetizados fueron: M6A8, M6A12, M60OAS

y MB60OA12. Para sintetizar los monémeros azos, se utilizaron anilinas

gue se encontraban previamente preparadas en el laboratorio. Estas se
hicieron reaccionar con Fenol para producir los azos fendlicos o con
Resorcinol para formar los azos resorcindlicos. Posteriormente se
esterifico con Metacrilato de 6-Y odo-hexilo (M61), cuya preparacion se
detalla en la figura 13. Las anilinas utilizadas para este trabajo fueron

octiloxianilina (R8) y 4—(dodeciloxi) anilina (R12).

BT -1 -0

1A v F [ Hulthwroma o O

LS 1

B . \ 3

s - 4 L - - .

£l sony ’%_ £ Aghisin P 8 g AT E b+ T2l
T 20T wnsLaid MG | i MBI -

— conatznic
+

Figura 13. Esquema de sintesis paralaformacion del Mél.
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Figura 14. Ruta sintética de los monémeros Azos M6A12 (R=H) y M6AO12 (R=0H).

La figura 14 detalla la preparacién de los mondémeros azobencénicos en
estudio. M6A8 y MBAOS8 utilizan e mismo diagrama de sintesis, pero en
estos casos, la anilina con la que se parte es la 4-Octiloxianilina. Para los
mondémeros M6A12 y MG6AO12, se inicia la reacciéon con e

4- dodeciloxianilina.

4.1.1. Preparacion de Cloruro de Acido Metacrilico.

Dentro de un balon de dos cuellos completamente seco, se agrega una cantidad
conocida de acido metacrilico y sobre é se afiade gota a gota, desde un

embudo de adicién a presién constante, una cantidad equivalente en moles de
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cloruro de tionilo. La reaccion se lleva a cabo en un equipo a reflujo formado
por un agitador magnético, una barra magnética, un manto calefactor, un
refrigerante y una trampa de cloruro de calcio. Después de una hora de reflujo,
por destilacion simple se purifica € producto a una temperatura de 97°C.

Rendimiento: 70%.

4.1.2. Metacrilato de 6-Cloro hexilo (M6CI).

En un equipo compuesto por: un baldn de dos bocas con embudo de
adicion a presion constante; un refrigerante, un manto calefactor, una
barray un agitador magnético. Se adiciona lentamente a reflujo, una cantidad
equimolar de cloruro de metacriloilo a una mezcla formada por 6-
clorohexanol y trietilamina, todo esto disuelto en touleno seco. Se agita de
manera constante. El avance del proceso se controlé por cromatografia en capa
fina, alcanzando conversion a productos después de 4 horas. Al final de la
reaccion, precipita un solido de color blanco que corresponde a clorhidrato de
trictilamina. La solucion se resultante se filtra, separandola de la fase
organica, esta se lava con agua y la fase acuosa se extrae con dietiléter. Los
extractos organicos se recolectan y se purifica € producto por columna en
silicagel, utilizando como e uyente una mezcla de hexano/acetato de etilo 4:1.

M6CI. 'HRMN (CDCl3) & ppm; 6,02 (s, 1H, Trans H.C=C); 549 (s,
1H, CisH,C=C); 4,11 (t, 2H, CO,-CHy); 3,53 (t,2H, -CH>-Cl), 1,87 (m, 2H, -
BCH2-Cl), 193 (s, 3H, H,C=C-CH3); 1,80-1,76 (m, 6H, -CHy).

Rendimiento: 58%.
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4.1.3. Metacrilatode6- Yodo hexilo (M6l).

Se disuelve una cantidad conocida de M6CI en acetona seca dentro de un
bal6n de dos cuellos equipado con una barra magnética, un refrigerante, una
trampa de calcio y un agitador magnético. Se adiciona € equivalente en moles
de yoduro de sodio disuelto en la minima cantidad de solvente. La mezcla se
agita a temperatura ambiente por 24 horas, se filtra e cloruro de sodio
formado durante la reaccién y la solucion restante se concentra. En un
embudo de decantacion con éter etilico se agrega € concentrado y se lava
varias veces con una solucion acuosa de tiosulfato de sodio. Los extractos
organicos se juntan, se secan con sulfato de sodio anhidro y se concentran en
el rota vapor. El producto se purifica por columna en silica gel, utilizando
una mezcla hexano/acetato de etilo 4:1 como eluyente.

M6l *HRMN (CDCls) 8 ppm; 6,02 (s, 1H, Trans H,C=C); 5,47 (s, 1H, Cis
H,C=C); 4,04 (t, 2H, CO,-CHy); 3,18 (t, 2H, -CH-I); 1,86 (s, 3H, H,C=C-
CH3); 1,73 (m, 2H, -BCH-1); 1,54 (m, 2H, -BCH»-OH); 1,33 (m, 4H, -CH,-).

Rendimiento: 85%.

4.1.4. Sintessde 4-(4-Octililoxi-fenilazo)-fenol (A8).

Lareaccion sellevaa cabo en un equipo formado por un balon de dos bocas,
una barra magnética, un agitador magnético y un termometro, todo instalado
sobre un bafio de agua con hielo y cloruro de sodio En € balon se agrega

una cantidad conocida de 4-octiloxianilina (R8) disuelta en Etanol. Cuando la
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solucion se encuentra a una temperatura menor a los 0°C, se afiade lentamente
acido clorhidrico al 37%, procurando que la temperatura no supere los 0°C.
En paraelo, en un matraz se agregan cantidades equimolares de nitrito de
sodio, fenol e hidréxido de potasio 5 molar, los que reaccionan a 0°C. Esta
mezcla se adiciona lentamente y gota a gota sobre la anilina ya disuelta,
controlando siempre que la temperatura no exceda los 0°C. La reaccion
finaliza cuando se observa cambio de color a naranjo claro. El sélido
formado se filtra a vacio y posteriormente es neutralizado con HCI diluido.

Unavez seco se recristaliza con diclorometano.

(A8) 'H-RMN (CDCl3) & ppm; 7,79 (d, 2H, N=N-ArH), 7,74 (d, 2H,
HO-ArH), 6,93 (d, 2H, ArH-0-), 6,87-6,84 (d, 2H, HO-ArH-), 5,06 (s, OH-
Ar-), 3,97 (t, 2H, - O-CHy-) , 1,76 (m, 2H, -O-BCH3-), 1,52 (O-yCHy-), 1,40-

1,22 (m, 8H, -CH»-),0,82 (t, 3H, -CH3-). Rendimiento: 52%.

4.1.5. Sintesisde 4-(4-Dodeciloxi-fenilazo)-fenol (A12).

Se lleva a cabo la misma reaccion pero utilizando 4-dodeciloxianilina (R12).
(A12) 'H-RMN (CDCl3) & ppm; 7,80 (d, 2H, N=N-ArH), 7,01 (dd, 4H, HO-
ArH-N=N-ArH-0), 6,92 (d, 2H, HO-ArH-N=N-), 5,10 (s, OH-Ar-), 3,96 (t,

2H, -O-CH2-), 1,76-1,22 (m, 18H CH2-), 0,82 (t, 3H, -CH3-).

Rendimiento: 55%.
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4.1.6. Sintesisde 4-(2-Hidroxi-fenilazo)-5-octiloxi-fenol (OAS8).

En un equipo compuesto por: un bafio de agua, hielo y cloruro de sodio; un
bal6n de dos bocas, una barra magnética, un agitador y un termémetro, se
agrega a baldén una cantidad conocida de 4-octiloxianilina disuelta en
acetonitrilo. Una vez que la solucion estd a una temperatura menor a los 0°C,
se adiciona écido clorhidrico a 37%, procurando mantener latemperatura de la
mezcla estable. En paralelo, en un matraz se hace reaccionar una cantidad
equimolar de nitrito de sodio y de resorcinol con una solucién 5 molar de
hidroxido de potasio, controlando siempre € valor de la temperatura. Esta
mezcla se afiade lentamente y gota a gota sobre la anilina. La aparicion del
color naranja oscuro indicara que € compuesto azo se comenzo aformar. Una
vez findizado este proceso, e sblido que decanta se filtra al vacio y
posteriormente se neutraliza con HCI diluido. Para su purificacion una vez
seco se hace pasar por una columna en silica gel, utilizando como eluyente
hexano/acetato de etilo 4:1.

(OA8) 1H-RMN (CDCI3) & ppm; 7,71 (d, 2H, N=N-ArH), 7,63 (d, 1H, HO-
ArH), 6,92 (dd, 2H, N=N-ArH-0O-), 6,47 (dd, 1H, HO-Ar(OH)H-), 6,35 (d, 1H,
HO- Ar(OH)H-), 5,44 (s, 2H,-20H-Ar-), 3,95 (t, 2H, -O-CH2-), 1,78-1,25 (m,

12H, CH2-), 0,82 (t, 3H, -CH3-). Rendimiento: 55%.

4.1.7. Sintesis de 5-Dodeciloxi-2-(4-hidr oxi-fenilazo)-fenol
(OA12)

Se lleva a cabo la misma reaccion pero utilizando 4—-dodeciloxianilina (R12).
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(OA12) 'H-RMN (CDCl3) & ppm; 7,71 (d, 2H, N=N-ArH), 7,64 (d, 1H,
HO-ArH), 6,92 (d, 2H, ArH-O-), 6,47 (d, 2H, HO-ArH-), 5,06 (s, OH-Ar-),
3,95 (t, 2H, -O- CH») , 1,79 (m, 2H, -O-BCH>-), 1,51 (O-yCH»-), 1,40-1,19

(m, 14H, -CH>-), 0,81 (t, 3H, -CH3-). Rendimiento: 60%.

4.2. Alquilacion delos azocompuestos

4.2.1. Sintessde mondmer os M 6AS8

El compuesto azo ya sintetizado, previamente disuelto en DMF (N, N-
dimetilformamida), se agrega en un equipo areflujo con una cantidad en moles
equivalentes de bicarbonato de potasio. Se degja reaccionar por 30 minutos
controlando constantemente la temperatura para que no sobrepase los 80°C.
Posteriormente, se agrega el M6l y una punta de espatula de hidroguinona para
que € producto obtenido en la reaccion no polimerice. Durante el tiempo que
dura todo este proceso, se controla el avance de la reaccion por cromatografia
en placa fina. Unavez finalizado, se enfria atemperatura ambiente, se lava con
aguay de las soluciones acuosas se extrae €l producto con éter. La fase etérea
se lava en forma repetida con agua para eliminar la DMF. El producto se seca
con Sulfato de sodio anhidro y se concentra. La purificacion del sdlido
obtenido se redliza por cromatografia con silica gel, utilizando una mezcla

hexano/acetato de etilo 4:1 como eluyente.
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M6A8 H-RMN (CDCI3) & ppm; 7,89-7,86 (d, 4H, N=N-ArH), 6,94-6,90
(d,4H, -O- ArH-N=N-), 6,02 (s, 1H, Trans H2C=C): 5,47 (s, 1H, Cis H2C=C);
4,02 (m, 2H, -O- CH3-), 3,78 (M, 2H,-Ar-O-CH3-), 3,95 (m, 2H,CO2-CH2-),
1,94 (s, 3H, CH3-CO); 1,79 (O-BCH2-), 1,43-1,25 (m, 18H, -CH2-), 0,80

(t,3H, -CH3-). Rendimiento: 50%.

Andlisis Elemental Tedrico: C 71.54, H 8.93, N 5.23, O 14.30

Experimental: C 72.84, H 8.56, N 5.66, O 11,62

4.2.2. SintessdeM6A12

La preparacion del compuesto M6A12 se llevd a cabo utilizando la sintesis
descritaen e punto 4.2.1, solo modificando los reactantes.

M60OA12 H-RMN (CDCls) & ppm;7,91 (d, 4H, N=N-ArH), 6,94
(dd,4H, -O-ArH-N=N-), 6,03 (s, 1H, Trans H,C=C); 549 (s, 1H, Cis
H,C=C); 4,10 (t, 2H, -O-CHy-), 3,97 (m, 4H,CH2-O-Ar-N=N-Ar-O-CH2-),
1,87 (s, 3H, CHs-CO); 1,74-1,20 (m, 28H, - CH>), 0,81 (t,3H, -CHg).
Rendimiento: 45%

Andlisis Elemental Tedrico: C 73.39, H 9.40, N 5.35, O 11.86

Experimental: C 74.14, H 9.15, N 5.09, O 11.62
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4.2.3. Sintessde M60OA8

La preparacion del compuesto M60OAS8 se llevd a cabo utilizando la sintesis
descritaen e punto 4.2.1, solo modificando los reactantes.

M60OAS8 H-RMN (CDCI3) & ppm; 7,70 (d, 2H, N=N-ArH), 7,64 (d, 1H —
O- Ar(OH)-H-N=N-), 6,93 (d,2H, -O-ArH-N=N-), (6,53 dd 1H y 6,47 d 1H, -
O-2H- Ar(OH)- N=N), (6,03 (s, 1H, Trans H,C=C); 5,48 (s, 1H, Cis H,C=C);
4,09 (t, 2H, - O-CH-), 3,95 (m, 4H, -Ar-O-CHj,,) 2,09 (s, 3H, CH3-CO);
1,87-1,22 (m, 20H, - CH,-),0,82 (t,3H, -CH3z-).

Rendimiento: 45%

Andlisis Elemental Teodrico: C 70.53, H 8.79, N 5.35, O 15.45.

Experimental: C 70.56, H 8.29, N 5.49, O 15.66

4.24. Sintessde M60A12

La preparacion del compuesto M60OA12 se llevd a cabo utilizando la
sintesis descrita en € punto 4.2.1, solo modificando |os reactantes.

M60A12 'H-RMN (CDCls) & ppm; 7,70 (d, 2H, N=N-ArH), 7,66 (d,
1H — O-Ar(OH)-H-N=N-), 6.90 (d, 2H, -O-ArH-N=N-), (6,53 dd 1H y 6,47 d
1H, -O-2H- Ar(OH)- N=N), (6,03 (s, 1H, Trans H,C=C); 548 (s, 1H, Cis

H,C=C); 4,09 (t, 2H, - O - CH") ,3,95-3,94 (m, 4H, CO, - CH,- y ~CH-O-
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Ar-) 2,09 (s, 3H, CH3-CO); 1,87- 1,25 (m, 26H, -CH,- 0,82 (t, 3H,-CH3").
Rendimiento: 42%

Andlisis Elemental Teodrico: C 71,20, H 9.20, N 5.23, O 14.44.

Experimental: C 72.05, H 8.89, N 4.94, O 14.12.

4.3. Polimerizacion de M ondmer 0s azos

La polimerizacion se realizO via radicales libres utilizando 2,2'-azo-bis-
isobutirilnitrilo (AIBN) como iniciador. En un tubo hermético se coloco 1
gramo de mondmero disuelto en 9 ml de Tolueno seco. El tubo se tapa con un
septum provisto de una aguja de salida de gases y otra para burbujear
nitrogeno gaseoso por 10 minutos. Asi se desplaza € oxigeno presente en
el medio dela polimerizacion. Enseguida se agrega una solucion en 1 ml de
tolueno seco de 0,1 mg de AIBN vy se continta burbujeando por 5 minutos
mas para evitar que el AIBN reaccione con el oxigeno y provoque € término
de la reaccién generando un bajo rendimiento®. Para que |a polimerizacion se
lleve a cabo, la mezcla se calienta a 60°C durante 48 horas y después a 80°C
por dos horas mas. La solucion ahora viscosa del polimero en tolueno, se
agrega sobre un exceso de acetona fria (100 ml) para que precipite.
Posteriormente, se lava varias veces con pequefios volumenes de acetona para
eliminar los restos de monémeros que no se hayan polimerizado. La estructura
del polimero queda g emplificada en lafigura 15.
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Figura 15. Representacion del polimero con Ry = CyHome1. SiR=H y m=12
tenemos PM6A 12, st m=8 PMAS8. Cuando R= OH y m=12, PM60OA12y s
m=8, PM60AS.
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5. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

Para caracterizar los compuestos sintetizados se utilizO Microscopia de Luz
Polarizada, Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Andisis Térmico

Gravimétrico (TGA).

5.1. Microscopiadeluz polarizada (ML P)

Dentro de las distintas microscopias que existen, €l uso de laluz polarizada es
la mas efectiva para € estudio de materiales anisotropos que ademas sean
birrefringentes, ya que estos presentan texturas caracteristicas de sus fases
liquido-cristalinas®. En el microscopio, cada fase crea un cuadro de
imagenes, las que se conocen con € nombre de “texturas” y pueden ser
observadas cuando se encuentran entre dos lentes polarizados cruzados (figura

16). Esto se debe ala birrefringencia que presentan los cristales |iquidos™.

Fayo
Flanodeluz  Exracrdinario

||
Fuente de Luz @ E\
I

Podar izacdor

Combinacion de rayos de fuz
despies de lainterferencia

]
Anailzadon

Rayo
Ordiario
Whiestia

Birrefringents

Figura 16. Efectos de la birrefringencia sobre laluz polarizada.
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Para esta investigacion, se trabajo con un microscopio de luz polarizada que
estaba equipado con una camara de video Panasonic conectada a un
computador (figura 17). El microscopio ademas tenia acoplada una platina de
caentamiento, la que permitia llevar a distintos niveles de temperatura la
muestra estudiada. Asi se podian observar los cambios que se generaban en los
diferentes compuestos. Este método es fundamental para caracterizar
materiales liquido cristalinos, definir las temperaturas en las que se generan los
cambios de estado, analizar |a textura observaday con ello identificar los tipos

de fases involucradas.

Figura 17. MLP conectado a una camara de video y a un computador.

5.2. MicroscopiadeLuz Polarizada Tradicional.

La muestra es colocada sobre unalaminade vidrio, luego se lleva a una placa
calefactora, se calienta hasta que se transforma en liquida y luego se coloca

sobre ella un cubre objeto. Una vez enfriada, se ubica sobre e horno de
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calentamiento para observar las distintas texturas, calentando y enfriando con

las vel ocidades de cambio de temperaturas control adas.

5.3. Microscopia de Luz Polarizada con Soporte por Tension
Superficial

Se eabora un orifico de unos 3 mm de diametro aproximadamente en una
l&mina metdlica; cerca de la perforacion se agrega un poco de compuesto y se
calienta sobre una un placa calefactora. Cuando se funde la muestra, con una
espatula se esparce € liquido formado, pasando sobre € orificio con € mayor
cuidado posible para que se forme sobre la abertura una pelicula delgada y
suspendida (figura 18); luego, con mucho cuidado para que la lamina formada
no se rompa, se lleva a la placa de calentamiento del MLP para observar sus
texturas calentando y enfriando |as veces que sea necesario.

Esta técnica permite conseguir un ordenamiento molecular del tipo
homedtropo (perpendicular a la superficie), formando capas escalonadas, las
gue culminan en una asimetria esférica. La figura 19 muestra la diferencia que
hay cuando se observa un compuesto liquido cristalino en un microscopio de

luz polarizada con técnica convencional y con tension superficial.
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Figura 18. Diagrama que representa la formacion de una ldmina suspendida de compuesto
extendido por tension superficial.

Figura 19. a) M6A8 a 65°C en MLP tradicional con tension superficial;
b) M6A8 a80°C por MLP convencional.

5.4. CalorimetriaDiferencial de Barrido (DSC).

Por Microscopia de luz polarizada no se determinan de manera exacta las
temperaturas en las que se generan los cambios de fase. La destreza y practica
del observador influyen mucho, por este motivo, para caracterizar cada uno de
los materiales |as técnicas termo analiticas son imprescindibles.

El DSC mide la diferencia de temperatura entre una muestray un material de
referencia. Ambos son sometidos al mismo proceso de calentamiento en una

atmosfera controlada en funcion del tiempo, permitiendo con ello deducir si las
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transformaciones que presentan las muestras son endotérmicas o exotérmicas y

a qué temperatura ocurre e cambio de fase® (figura 21). Por lo tanto, con los
datos que entrega este andlisis podemos establecer |as transiciones de fases del
compuesto en estudio?’. Generamente por DSC no se pueden determinar
entalpias bajas como las de segundo orden, en cambio si se observan las de
cristal-cristal. Entalpias de transicién pequefias son dificiles de determinar,
pueden ser observadas si se aumenta la sensibilidad o se cambia la razén de
caentamiento. Un gemplo de este tipo de entalpias esta presentes en la
transicion: SmC - SmA, donde no hay calor latente, pero s un pequefio
cambio de energia debido aun cambio en el &ngulo de inclinacion?®®,

También sabremos si los cristales presentan polimorfismo (distintas formas

solidas o liquido cristalinas que tiene un material) y eventuamente calcular

su capacidad cal 6rica®.

B Calentamlento
e Bl Enfriamiento
Cr A Fase 1 Fase 2 I
5 A A
i V
Cr Fascl Fasc 2 I
P
Temperamea
Figura 20. Diagrama de energia frente atemperatura: Cr = cristd, | = liquido isbtropo.
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La figura 20 muestra un termograma caracteristico de un cristal liquido. Los
picos que se observan se relacionan con la forma de ordenamiento de las
moléculas a una determinada temperatura. El punto con mayor entapia
corresponde a la temperatura de fusion cristalina que es € paso del estado
solido a la mesofase, mientras que el de menor valor representa el paso de la

mesofase a estado isOtropo y se conoce como la temperatura de

) 30,31
aclaramiento '

Las transiciones de un compuesto organico polimérico se muestran en lafigura
21. Alli se destaca la transicion vitrea definida por una temperatura de
transicion (Tg), que es la temperatura en la cual algunos materiadles se
reblandecen, pasan de un estado duro-rigido a un estado mas gomoso-
glastico-flexible. En agunos casos, en los polimeros se produce una
cristalizacion por sobre la Tg; asi o que corresponde a la formacion de una
estructura solida més estable, la que se forma una vez que las cadenas
poliméricas se trasladan sobre la Tg. Asi, se origina un proceso exotérmico, €
gue a una temperatura mayor fundird para pasar al estado isétropo. A
temperaturas méas elevadas, se producira la degradacién del polimero, que se

observard como un dréastico cambio en laentalpia.
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Figura 21. Curva DSC de un polimero organico tipico.

Para obtener los datos necesarios y redlizar los andisis, se emplearon dos
crisoles de auminio Perkin ElImer de 20 pl. En uno de ellos se agrego la
muestra en estudio previamente pesada en una balanza analitica Precisa
125A, mientras que €l otro crisol sirvid de referencia. Se tomaron los
pocillos y se colocaron sobre una placa calefactora para conseguir que ambas
muestras a fundirse cubrieran de manera completa la base del crisol antes de
ser selladas al vacio. El elemento indio (491 n) se utilizé para calibrar e equipo
porque posee un punto de fusion, entalpias de vaporizacion y de fusion
conocidas (156.2°C; 231.5 kJ/mol; 3,253 kJ/mol). Luego, los crisoles se
introdujeron en un equipo Mettler Toledo (figura 22), controlado por un
procesador FP 90, que estaba conectado a un computador para €
almacenamiento de los datos. EI DSC, con la ayuda de un programa

especializado, permitio dentro de los 0°C y los 300°C, obtener e andlisis

35



térmico y establecer las transiciones de fase de cada uno de los monémeros.
Los barridos se llevaron a cabo tanto por calentamiento como por enfriamiento

a1°C/ min, 4°C/min y 5°C/ min.

Figura 22. Equipo pararealizar d DSC

5.5. AndlisisTérmico Gravimétrico (TGA)

El andlisis térmico gravimétrico (TGA) calcula cuanto se alterala masa de una
muestra y la rapidez con la que esto ocurre cuando es sometida a un cambio
de temperatura en una atmosfera controlada. Esta variacion puede ser pérdidao
ganancia de masa, ya sea porque la muestra se esta oxidando, deshidratando o
descomponiendo. La Termogravimetria puede utilizarse conjuntamente con €l
DSC, ya que permiten obtener informacién complementaria sobre €l

comportamiento térmico de un compuesto.
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Un TGA consta de una balanza analitica sensible, un horno, un sistema de gas
de purga que tiene por funciOn proporcionar una atmosfera inerte y un
microprocesador que controla € instrumento, y que ademas adquiere y
visualizalos datos obtenidos.

El comportamiento gravimétrico de las distintas muestras se conocio
agregando a un crisol de porcelana de 50 pl una cantidad conocida de
compuesto previamente masado en una balanza analitica y luego, se llevo a
una placa calefactora para que a fundirse se cubriera de manera homogénea
toda la superficie del recipiente. Después, se medid en un equipo TG
NETZSCH TG 209 F1 (figura 23). El rango de masa con € que se realizo €
estudio vario entre los 3mg y los 6mg, y € equipo trabao entre los 27.5°C y

|os 800°C a una velocidad de calentamiento de 5°C/min.

Figura 23. Equipo TG NETZSCH TG 209 F1.
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6. ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD

Se realizaron estudios de toxicidad in vitro para los mondémeros azobenzoicos:
M60OAS8, M60OA12, M6A8 y M6A12; para las bases de Schiff M8R12 y
M6R12, y paralos polimeros de ambos grupos de compuestos.

Los ensayos se llevaron a cabo en céulas de neuroblastoma SH-SY5Y,
entre los pasos de divisién 5 - 13 para los monémeros y 3 - 8 para los

polimeros. El marcador de viabilidad celular utilizado fueel MTT.

6.1. CultivoCdular.

Las células permanecieron sin actividad en un medio crio-preservante
formado por 900 pL de suero fetal de bovino (SFB) y 100 pl de dimetil
sulféxido (DM SO) dentro de un tubo a -80°C. El SFB antes de mezclarse con
el DMSO seinactivo, para ello se llevo a un bafio con la temperatura regulada
a 56°C por 45 minutos.

El tubo que contenia las células que se conservaban para futuros estudios, se
descongel 6 de manera répida en un bafio de agua a 37°C. Luego, se centrifugo
a 1000 rpm durante 4 minutos y e sobrenadante se aspir0 con una pipeta
Pasteur esterilizada que se encontraba conectada a una red de vacio. Las
células descongeladas fueron suspendidas en un medio de cultivo DMEM
(Medio de Eagle Modificado por Dulbeco) de alta glucosa (4.500 mg de
glucosa/ml), suplementado con 10% de suero fetal de bovino, 100U/ml de

penicilinay 100 U/ml de estreptomicina. La linea
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celular activada proliferé en botellas estériles de 75 cm? dentro de una
estufa de

cultivo a 37°C bgo una atmosfera compuesta por 95% de aire y 5% de
CO, Cuando la comunidad de células en e fondo del frasco fue superior a
85% del contenido, se descarté € medio de cultivo en e que estaban por
aspiracion y se lavaron los restos celulares con 4ml de solucion de buffer
fosfato saino (PBS) 1X. Después se volvio a aspirar y se agregd una
solucion de tripsina- EDTA a 0.25% para despegar las células del fondo y
poder separarlas entre ellas. Se golped suavemente e frasco para facilitar la
accion de las enzimas. Una vez que las células se despegaron se agregd 4mL
de DMEM 10% SFB. Se llevo a un tubo estéril de centrifuga de 50mL y se
centrifugd a 1000 rpm durante 4 minutos en una centrifuga Hettich 37 Rotofix
32, €l sobrenadante se aspird y € pellet de células depositado en el fondo del
tubo se suspendié en 10mL de DMEM 10% SFB.

Para contar las células se extrgeron del tubo 20uL de la solucion y se
diluyeron en 180uL de DMEM 10%SFB. De esta dilucion se tomaron 20uL y
se mezclaron con la misma cantidad del colorante Azul de Tripan, sustancia
que se utiliza para determinar viabilidad celular. Esta tintura penetra la
membrana de las células muertas tifiéendolas completamente de color azul.
Se depositd en una camara de Neubauer una alicuota, obteniendo con €ello la

cantidad de células por mililitro de medio de cultivo.
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El ensayo de citotoxicidad se llevo a cabo en placas con 96 pocillos. En cada
uno se sembrd 5.000 células en un volumen de 80 pl de medio DMEM.
Después de 24 horas de incubacion, se completé a 100 pl a agregar distintas
soluciones de monémeros o de polimeros. Como control de muerte positivo
se utilizé H,O,a 0,2% y SDS a 0,2%. Después de 48 horas de contacto
entre las células y e estimulo, se aspird € sobrenadante de cada pocillo y se
lavd 2 veces con una solucion de PBS 1X, luego seadiciond 100 pl de MTT
y Img/ml de solucion de PBS. Se llevé a una estufa decultivo por cuatro
horas y transcurrido este tiempo se aspird & medio de cada pocillo quedando
depositados en € fondo los cristales de Formazan (Figura 24). Estos se

disolvieron en 100 ul de isopropanol bajo agitacién constante por 2 horas.

Figura 24. Imagen de cél ulas obtenidas con un Microscopio Estereoscopico: a) Célulassin €l
estimulo; b) Células después de laformacion de los cristales de Formazan.

Este ensayo se basa en la reduccién metabélica del MTT, llevada a cabo por
la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa a un compuesto coloreado de

color azul (formazan), permitiendo asi, determinar s hay actividad
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mitocondrial en las cdlulas tratadas™. La cantidad de células vivas es

proporcional ala cantidad de cristales de formazan producidos (figura 25)
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.Figura 25. Conversion del MTT en Formazan por accion de la mitocondria

Después se midi6 la absorbancia de cada pocillo en un lector de placas ELISA

a 570 nm de longitud de onda®. Cada compuesto estudiado se sembré
seis veces y € ensayo fue realizado en tres oportunidades, por o tanto, cada
condicion fue repetida 18 veces.

Los resultados obtenidos, se graficaron y se realizaron los andlisis estadisticos
paramétricos (ANOVA vy test de Turkey-Kramer), en € software Minitab
Statistical 17. Estos estudios estadistico permitieron estimar si los resultados

obtenidos fueron significativos y no productos del azar.
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7. RESULTADOSY DISCUSION

7.1. Sintesisexperimental

Para optimizar € rendimiento de la sintesis, se utilizaron intermediarios
claves, partiendo de estructuras sencillas hasta llegar a moléculas més
complegjas. La reacciéon se llevd a cabo en tres etapas, comenzando por la
produccion de los halogenuros de alquilo, para continuar después con la

obtencién de los mondmeros y con ellos realizar después la polimerizacion.

Los derivados de azos fendlicos sintetizados fueron M6A8 y M6A12 y los
resorcinélicos M60OA8 y M60OA12. Para conseguir la formacion de productos,
fue muy importante controlar la temperatura en algunos pasos especificos de
la ruta sintética

La sintesis de los compuestos azos fue bastante complicada ya que tiene
muchas etapas criticas. El manejo del tiempo, de la temperatura 'y del pH son
claves en cada parte de la ruta. Durante € proceso, la mayor dificultad la
presento la sintesis de los fragmentos moleculares (sintones): A8, A12, OA8 'y
OA12, resultd ser la mas dificil, por las condiciones de temperatura en las
gue se debia trabgjar (0 °C). La etapa de la purificaciéon resulté ser la méas

pesada y la de mayor dificultad.

El rendimiento de la Ultima etapa de formacién de los mondmeros vario
entre un 42% y un 50%. La pequeiia diferencia se puede atribuir a largo de la

cadena y al grupo hidroxilo de los azos resorcindlicos. Pueden que estas partes
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de la estructura intervengan durante € proceso de purificacion cuando
pasan por la columna de silice, porque los compuestos que se obtuvieron en

mayor porcentaje fueron los de menor longitud y los derivados del fenol.

La polimerizacion radicalaria de los mondémeros se logré con un rendimiento

superior a 65%.

La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Protones permitio
verificar la identidad de cada uno de los compuestos obtenidos durante la
sintesis. Las sefiales espectrales permitieron distinguir si la cadena terminal de
cada monémero era de 8 o0 12 carbonos y ademas reconocer a los monémeros
azoaromaticos fendlicos y resorcindlicos. La diferencia entre ambos fue
entregada por los protones de la zona aromatica y por € proton del grupo

hidroxilo.

7.2. Caracterizacién Fisicoguimica.

Caracterizacion de las mesofases de | os derivados azobencéni cos.

Para registrar y determinar las texturas que presentan los compuestos en
estudio, primero se utilizé un Microscopio de Luz Polarizada (MLP) y luego
se determinaron las temperaturas de transicion por Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC). Las fases encontradas més frecuentes fueron la Esméctica
(SmA) y la Esméctica C (SmC). Los resultados obtenidos fueron los

siguientes.
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Mondémero M6A8

Figura 26. MLP con Tensién Superficial. a) Fase SmA a 70.0°C (enfriamiento); b) | (isGtropo) a
90.8°C (calentamiento); c) SmA a 88.8°C (enfriamiento); d) estructura del M6AS.

Los datos obtenidos por MLP nos indican:

Calentamiento: Cristal (75.0°C) — Is6tropo.

Enfriamiento: Isétropo - (78.6°C) SmA — (60.0°C) Cristal.

Los datos entregados por €l DSC fueron los siguientes:

Calentamiento: Cristal (77.0°C) — Isbtropo.

Enfriamiento: Is6tropo (71.1°C) — SmA - (61.1°C) Cristal
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Figura 27. DSC del monémero M6AS.

La figura 27 destaca por MLP la fase esméctica A, a los 70°C por
enfriamiento.

Los datos proyectados por el DSC (figura 27), presentan cuatro transiciones de
fase, en este caso, representadas cada una de ellas por |as maximas alturas que
sobresalen dentro de la rampa, por lo tanto, estamos frente a la presencia
de un compuesto liquido cristalino. Por MLP, a enfriar, se pudo apreciar la
fase esméctica A, gque se observé los 78.6°C. Como solo se aprecié un tipo

de fase por enfriamiento, que no se aprecio por calentamiento, diremos que

estamos frente a un cristal liquido M on6tropo
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Figura 28. a) Fase SmA focal conica por MLP Técnica convencional a 89.4°C
(calentamiento); b) Sm C a 60°C (calentamiento); ¢) Sm C a 67°C (calentamiento); d)
Estructuradel monémero M6A12.

Los datos obtenidos por MLP nos indican que las texturas encontradas y las

temperaturas de fases fueron:

Calentamiento: Cristal (52.0°C) — SmC (60°C) — SmA (89.4°C) - |

Enfriamiento: Isotropica (87.7°C) - SmA (75.9°C) — Cristal (70.5°).

Los datos entregados por e DSC fueron los  siguientes:

Calentamiento; Crista (52.6°C) - SmA (86.8°C) - Isdtropo.

Enfriamiento: 1s6tropo (90°C) — SmA (76.6°C) — SmC (67°C) — Cristdl.
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Figura 29. DSC del monémero M6A12.

La figura 28 muestra las fases esmécticas A focal conica y esméctica C,
observadas por calentamiento.

Al enfriar y llegar a los 75.9°C, por MLP la primera textura que aparece es
una SmA que presenta una estructura poligonal bien definida. Cuando esto
ocurre, diremos que estamos frente a una SmA focal conica. Este tipo de
distribucion es comun observarla cuando la nucleacion que se origina desde €l
estado isotropo, comienza aformarse en la superficie del vidrio.

Por MLP, las temperaturas de transicion al estado isotropo tienen estrecha
relacion tanto por calentamiento (89.4°C), como por enfriamiento (87.7°C),
el caso se repite en e DSC y casi a las mismas temperaturas (figura 29). No
ocurre lo mismo con el cambio de estado que pasa por € cristalino, ya que
no se pudo determinar de forma clara, tal vez por inestabilidad del equipo,
porque a querer alcanzar temperaturas menores a 0°C e DSC se

descompensaba. Las fases observadas en este estudio fueron lasmA y SmC.
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Figura 30. a) Fase SmA por MLP con Tension superficial a60,9°C (enfriamiento); b) Fase
SmA a62.1°C por tension superficial (enfriamiento); ¢) SmA a 60°C (enfriamiento);
d) Estructura del monémero M60AS.

Los datos obtenidos por MLP nos indican:

Calentamiento: Cristalina (40.7°C) — SmA (66.4°C) — Isotrépica.

Enfriamiento:lsotrépica (87.1°C) — SmA (60.9°C) — Cristalina.

Los datos entregados por e DSC fueron los siguientes:

Calentamiento: Cristal (45.0°C) — SmA (83.0°C) - Istropo.

Enfriamiento: Isétropo (85.0°C) - SmA (43.0°C) - Crigal.
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Figura 31. DSC para el monémero M60AS.

El primer Termograma realizado a M60AS, se hizo con una rapidez de
5°C/min. , pero como los cambios de transicion resultaron ser cas
imperceptibles por la baja energia involucrada, se realiz6 nuevamente, pero a
un flujo de 1°C/min. Es por dlo, que de todas las curvas presentadas es la
nica gque presenta esta vel ocidad.

En € gréfico de la figura 31, podemos observar que pese a gue las sefiales
correspondientes a casi todos los cambios de fase siguen siendo débiles, se
pueden distinguir claramente, asi que nuevamente estamos frente a un
compuesto liguido cristalino.

Por calentamiento y por enfriamiento se nota claramente una simetria entre las
temperaturas de transicion de fase.

Por MLP se pudo observar por caentamiento y por enfriamiento solo la

presencia de la fase SmA, a una temperatura que bordeaba los 60°C.
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Figura32. a) Fase SmC por MLP con vidrio pretratado con detergente a 80.3°C
(Calentamiento); b) Fase SmA por MLP a 62.7°C (enfriamiento); c¢) Fase Smc por MLP a
82.5°C (enfriamiento); d) Estructuradel M60OA12.

Los datos obtenidos por MLP nos indican gue las texturas encontradas y las

temperaturas de fases fueron:
Calentamiento: Cristal (55.7°C) — SmC (79.3°C) — SmA (90.4°C)-I.
Enfriamiento: | (98.2°C) — SmA (70.3°C) - SmC (50.9°C) - Cristal.

Los datos entregados por €l DSC fueron los siguientes:

Calentamiento: Cristal (55.7°C) — SmC (nd)* - SmA (98.8°C) - |.

Enfriamiento: | (92.2°C) — SmA (nd)’ - SmC (43.7°C) - Cristal.
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Figura 33. DSC del monémero M60A12.

Este compuesto presenta temperaturas de transicion muy similares entre ambas
rampas (figura 33) y los valores entregados por MLP se acercan bastante a
los entregados por el DSC.

Las texturas observadas por MLP en este mondmero corresponden a una SmA
y auna SmC. Las temperaturas en las que aparece la SmC por calentamiento y
la SmA por enfriamiento no pudieron determinarse por DSC ((nd)), solo se

establecieron por MLP (figura 32)
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7.2.1. Caracterizacion fisicoguimica de las bases de Schiff.

Monémero M8R12
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Figura 34. MLP con tension superficial: a) Fase SmC a56°C (cal entamiento);
b) Fase Isotropica a 85.4°C (enfriamiento); ¢) Fase isotrépica a 84.9°C
(enfriamiento); d) M8R12 a 81.7°C; €) Estructura del monémero M8R12.

L os datos obtenidos por MLP nos indican:

Calentamiento: Cristalina (58.4°C) — SmC - (98.9°C) Isotrépica.

Enfriamiento: Isotrépica (95.7°C) - SmC - (48.9°C) Cristalina.

Los datos entregados por e DSC fueron los siguientes:

Calentamiento: Cristalina (67.0°C) — SmC (99.5°C) — Isotrépica.

Enfriamiento: Isotropica (99.2°C) — SmC (49.0°C) — Cristalina.
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Figura 35. DSC del monémero M8R12

Con los datos obtenidos por e DSC (figura 35) y por MLP (figura 34)

podemos ver que las transiciones de fase estdn muy marcadas, por DSC se

observan claramente los cuatro picos con una alta energia, asi que podemos

asegurar que estamos frente a un compuesto liquido cristalino. Por

calentamiento, la temperatura con la que el mondmero llega a estado

isOtropo es practicamente la misma con la que e compuesto sale de ese

estado (0,3°C de diferencia). No ocurre lo mismo cuando transcurre la

primera transicién desde € cristalino (méas de 10°C de diferencia). La

textura que se observa por MLP cuando se parte desde el isotropo es la

SmC (Figura 344). Por enfriamiento figura el mismo tipo de textura.

53



Monémero M10R12

Figura 36. M10R12. MLP por Técnica convenciona. a) Fase Cristal a 45°C
(calentamiento); b) Fase SmA. MLP con Tensién Superficial a 97.5°C (enfriamiento);
¢) Fase SmC a 75.5°C; d) Fase SmC a99.7°C (enfriamiento); €) Estructura de la base
de Schiff M10R12.

Los datos obtenidos por MLP nos indican:
Calentamiento: Cristal (45.0°C) —SmC (89.0°C) — SmA-(100.5°C) - I.

Enfriamiento: | (57.7°C) - SmA (75.9°C) — SmC (99.7°C) - Cristalina.

Los datos entregados por €l DSC fueron los siguientes:
Calentamiento: Cristalina (55.7°C) — SmC (nd*) — SmA (98.8°C) -I.
Enfriamiento: | (97.7°C) — SmA (nd*) - SmC (43.7°C) - Cristalina
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Figura 37. DSC del monémero M10R12

El mondbmero M 10R12 presenta claramente propiedades liquido cristalinas. El
grafico muestra los cuatro puntos donde ocurren los cambios de estado (figura
37). Las temperaturas con las que pasan por € isotropo presentan una
variacion despreciable (menos de un grado), mientras que cuando pasa por €
estado cristalino, ladiferenciaacanzalos 12°C.

Por MLP, tanto por calentamiento como por enfriamiento se observaron dos
tipos de texturas, la SmA y la SmC (figura 36), cada una de ellas con su
respectiva temperatura a la que fue observada, o que no fue posible o que no

fue posible establecer por e DCS.
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M esofase por Calentamiento

M esofase por enfriamiento

M60A8 | C(40,7°C) - SmA (66,4°C) - I. | (87,1°C) - SmA (60,9°C) -C.

MB0OA12 | C(55,7°C) - SmC (79,3°C) - SmA (90,4°C) —1 | 1(98,2°C) - SmA (70,3°C) - SMC(50,9°C) -C.
M6AS Cristal (75,0°C) - 1s6tropo. | (78,6°C) - SMA (60,0°C) -C.

MBA12 | C(52,0°C) - SmC (60,0°C) - SmA (89,4°C) - I. | I (87,7°C) - SmA (75,9°C) — C (70,5°C).
M8R12 | C(58,4°C)-SmC (98,9) - . 1 (95,7°C) - SmC (48,9°C) - C.

M10R12 | C(45,0°C) - SmC (89,0°C) - SmA (100,5°C) - | | I(57,7°C) - SmA (65,9°C) - SmC (99,7°C) -C

Tabla1. Andisis por Microscopiade luz Polarizada.

M esofase por Calentamiento

M esofase por enfriamiento

M60A8 | C(45,0°C) - SmA (83,0°C) - I. | (85,0°C) - SMA (43,0°C) - C.

MBOA12 | C(557°C)-SmC (nd)* - SmA (98,8°C)-I. | I(92,2°C) - SmA (nd)* - SmC (47,3°C) - C.
MG6AS8 Cristal (77,0°C) - 1s6tropo. 1 (71,1°C) - SmA (61,1°C) - C.

M6A12 C (52,6°C) - SmA (86,8°C) - I. 1(90,0°C)-SmA (76,6°C)- SmC(67,0°C)- C.
M8R12 C (67,0°C) - SMC (99,5) - I. 1 (99,2°C) - SMC (49,0°C) - C.

M10R12 | C(557°C)-SmC (nd)* - SmA (98,8°C)-I. | 1(97,7°C) - SmA (nd)* - SmC (43,7°C)- C.

Tabla2. Andlisispor Calorimetria Diferencia de Barrido. ( nd* = no
determinada).
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7.3. Analisis Termogravimétrico.

Dentro de la gama de los andlisis térmicos que existen, estd el andisis térmico
gravimétrico. Cuando un material se calienta, su estructura cristalina puede
sufrir un cambio fisico, como una fusion, o uno de transicién de un estado
cristalino a otro o también entre mesofases s es un cristal liguido. Para
conocer € comportamiento térmico de descomposicién de los compuestos en
estudio, estos fueron calentados a velocidad constante (5 K/min) desde los
22°C hasta los 800°C. Las curvas Termogravimétricas obtenidas mostraron los

interval os de temperatura donde ocurri6 la mayor pérdida de masa.
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Figura 38. a) Andlisis Térmico Gravimétrico de M60OA8 y del M60OA12; b) Andlisis Térmico
Gravimétrico de M6A8 y del MBA12.
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73.1. TGA deMondémerosdederivados dd azobenceno.

La figura 38-a, compara |la pérdida de masa entre |os derivados azobencénicos
resorcinélicos. Se puede apreciar que los mondmeros M60A12 y M60OAS8
presentan un comportamiento de degradacion bastante similar, ya que los
puntos de inflexién muestran que las temperaturas en la que ocurren las
pérdidas de masa importante coinciden.

Existe aproximadamente un 5% de masa que se pierde a los 100°C en €
monomero M60OA8 y un 0,4% en e MB60A12. Se presume gue corresponde a
eliminacién de humedad absorbida por |os compuestos.

El monémero M60A 12 se descompone a partir de los 290°C y e M60AS lo
hace a la misma temperatura. La diferencia radica en que e porcentgje de
masa presente en este punto era menor en el M60OAS. Entre los 300°C y los
400°C € porcentaje de masa cae del 50 a 20%, observandose siempre
mayor cantidad de M6A0O12 que de M60OA 8 hastaquefinaizael proceso.
En la figura 38-b, se observa € comportamiento con € que ambos azos
fendlicos se desintegran frente a calor, situacién que no coincide con los
resorcinélicos. A los 230°C se comienza a descomponer e M6A8 mientras
que e M6A12 lo hace a los 245°C. Précticamente todo € M6A8 se
descompone a los 290°C y el M6A12 a los 340°C alin poseia algo de masa
remanente.

Al comparar entre si los compuestos fendlicos y los resorcindlicos (Tabla 3),

la cantidad de intermediarios, y por consiguiente, la masa molar de las
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moléculas tuvieron directa relacion con la temperatura de degradacion. A
mayor largo de cadena intermediaria, méas cantidad de enlaces presenta la
estructura y mas energia se necesita para romperlos. Si bien es cierto, las
temperaturas a las que comenzaron a degradarse los monOmeros azos
resorcindlicos fue lamisma, la cantidad de masa que fue presentando cada uno
a determinada temperatura a medida que avanzaba € tiempo fue distinta,
perdiéndose mayor cantidad de aguellos que tienen cadenas mas cortas.

Si hacemos la comparacion entre los azos derivados de los azobencenos
fendlicos y de los resorcindlicos que presentan la misma cantidad de carbonos
intermediarios, veremos que la presencia del grupo Hidroxilo aumenta la
estabilidad térmica de estos compuestos.

Al andlizar las energias de enlaces involucradas en las estructuras, las uniones
que cambian entre la molécula derivada del Fenol (C-H) con 414 kJ/mol de
energia entre sus enlaces, con las del Resorcinol (C-O-H) con 811kJ/moal,
vemos que presentan una diferencia que no es despreciable (casi 400kJ/moal),
variedad energética que puede influir directamente en la temperatura con la

gue cada compuesto se degrada.
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73.2. TGA de Monomerosde lasbases de Schiff
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Figura 39. Termograma de los mondmeros de las Bases de Schiff.

Nuevamente las rampas estudiadas se asemejan bastante, e incluso hay dos
puntos de temperatura en los que se presentan la misma cantidad de masa
degradada por minuto (80°C y 426°C).

Desde los 50°C, & mondmero M8R12 necesita menos calor para degradarse
que & MI10R12, esta sSituacion continla asi hasta los 280°C y 310°C
respectivamente. Nuevamente se aprecia que la molécula de mayor peso
molecular (M10R12) requiere de méas energia para su descomposicion, 1o que

concuerda con lo observado en los compuestos azobenzoicos.
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Figura 40. Andlisis Termogravimeétrico de bases de polimeros de las bases de Schiff:

a) PM8R12; b) PM10R12.

Otra manera de mostrar los datos en Termogravimetria es utilizando la
primera derivada de la curva de degradacion de la masa, en funcion de la
temperatura o del tiempo. La figura 40 corresponde a TG y a DTG de los
polimeros que se obtuvieron a partir de los monémeros de Bases de Schiff

La curva DTG (Derivada de la Termogravimetria), representa la variacion de
masa frente a la temperatura. La curva DTG informa e resultado del mismo
experimento que la curva TG (variacion del peso con respecto a latemperatura
o al tiempo), pero de forma diferente. Una curva DTG de un compuesto puro
puede ser considerada como propia, debido a la secuencia de procesos fisico-
qguimicos que experimenta en determinadas condiciones en un intervalo de
temperatura. DTG nos entrega la relacién que existe entre el porcentgje de
masa presente con respecto a tiempo. Al comparar las rampas de degradacion

de los mondmeros con sus respectivos polimeros, los cambios encontrados no
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son significativos. La tabla 3 presenta los datos obtenidos al comparar cada

monOMero con su respectivo polimero.

Compuesto % masa T°[°C] T°[°C]
M60A12 17 301.5 304.7
MG60AS8 17 297.3 301.2
M6A12 22 300.8 305.7
M6A8 22 296.7 302.8
M8R12 6,4 351.2 362.1
M10R12 6,4 367.6 3726

Tabla 3 Andlisis Termogravimétrico de mondmeros con sus respectivos polimeros.
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7.4. Citotoxicidad.

Los estudios de toxicidad se realizaron en cultivos de linea celular SH-SY5Y y
se sometieron a desiguales tiempos de exposicion, incubandose con los tipos
de compuestos liquido cristalinos a distintas concentraciones y evauando
la accidn citotdxica de los mismos. En lafigura 24, se observa la formacion de
los cristales de Formazan, los que se relacionan de manera indirecta con la
viabilidad celular. Después de 24 horas de tratamiento en los cultivos de SH-
SY5Y, no se encontraron diferencias especificas, pero con 48 horas, aparecio
una mayor diferenciacion entre ambos grupos funcionales en estudio. Hay que
especificar que la sefial que entrega la viabilidad de un medio sin haber sido
expuesto a ningiin compuesto de los que se estan estudiando, corresponde a lo
que en €& gréfico se denomingd “control”, el cual sirve de manera interna para
evauar la significancia estadistica (p). Asi que se asignd un 100% de
viabilidad al medio de cultivo DMEM SFB 10%.

El primer problema que se presentdé para conocer la citotoxicidad de los
azobencenos y de las bases de Schiff, fue que son insolubles en agua y
para probarlos en un cultivo celular debian estar disueltos. Asi que se
prepararon mezclasa 0,5% vivy d

1% v/v, formada por & solvente en estudio y el medio de cultivo en € que se
desarrollaban las células. Los solventes utilizados en este estudio fueron:

Tolueno, Tetrahidrofurano (THF), Cloroformo, Dimetilsulféxido (DMS), N-
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metil pirrolidona (NMP), Diclorometano (DCLMet) y Acetato de etilo (A de

Et). Como control de muerte positivo se usd SDS 0,2% y H,0, 0,2%.

Citotoxicidad de Solventes Organicos.
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Figura 41. Gréafico de Citotoxicidad de distintos solventes organicos en la linea celular
neuroblastoma SH-SY5Y. Todas las muestras con n=18 y 48 horas de estimulo.
Las células que presentaron el mayor porcentaje de viabilidad fueron las que se
sometieron a estimulo de la NMP y del THF (figura 41). Como la solubilidad
de los compuestos era mayor en e THF que en laNMP, es decir, se necesitaba
menos de la mitad de volumen de THF para disolver la misma cantidad de

compuesto que con la NMP, se optdé por el THF como solvente para este

andlisis.
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Figura 42. Gréfico de Citotoxicidad de monoémeros azobencénicos y de bases de Schiff en lalinea
celular neuroblastoma SH-SY5Y . Todas las muestras con n=18 a una concentracion de 0,2mol/|
durante 24 horas.

Para este caso y cada uno de los ensayos, € Blanco correspondi6 a solvente
utilizado para disolver los monémerosy los polimeros, el THF.

Este grupo de mondémeros incluye a los derivados de azobencenos y a las
bases de Schiff, cada uno de €llos a la misma concentracién molar y con €
estimul o aplicado por 24 horas.

Podemos ver que €l porcentaje de viabilidad representa la cantidad de células
gue contintan con actividad metabdlica, pese a haber sido expuestas a un
compuesto quimico gue no forma parte de su medio natural. Si comparamos
a las cdlulas que sblo estuvieron expuestas a solvente (Blanco) con las que
estuvieron expuestas a los monémeros, podriamos pensar que la inactividad
celular se debe principalmente al solvente utilizado, esta entre el 8 y & 20%,

dependiendo del monémero. También podemos observar que los valores
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obtenidos a partir de las bases de Schiff y de los azobencenos no presentan
diferencias significativas que nos permitan identificar a uno de ellos como mas
nocivo (figura42).

El andlisis estadistico, permitid ver que las desviaciones estandar son bastante
homogéneas y que en ningun caso una de €llas sobresale como para tener

que verificar los valores de absorbancia obtenidos durante € ensayo (figura

42).
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Figura 43. Gréfico de Citotoxicidad de mon6émeros azobencénicos y de bases de Schiff en la
linea celular neuroblastoma SH-SY5Y.Todas las muestras con n=18 auna concentracion de

0,2mol/I durante 48 horas.
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En & gréfico de la figura 43, se observa e porcentge de viabilidad que se
estudio después de haber aplicado e estimulo por 48 horas con una
concentracion de 0,2mol/I.

Podemos ver que a diferencia del estudio que se realizo por 24 horas, en éste,
se distinguen un poco mas los efectos de los compuestos, resultando ser los
derivados de azobencénicos provenientes del resorcinol lo que presentan el
menor porcentgje de viabilidad. A pesar de esto, puedo considerar que a la
concentracion estudiada no estamos frente a estructuras letal es, porque mas del
50% de las células estan vivas y no ocurrio lo mismo con los controles de
muerte positiva que se utilizaron.

Al comparar la viabilidad de las células frente a estimulo que estuvo presente
por 24 horas con € que estuvo 48 horas, podemos notar que e factor tiempo
no interrumpio la vida de las células, porgue aumento la viabilidad celular, por
lo que podria concluir que €l ciclo reproductivo de las células se mantuvo pese

a que estaba siendo expuesta a una sustancia extrafia a su medio.
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Estudio Dosis- Respuesta del MEAS
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Figura 44. Gréfico de Citotoxicidad de mondmero M6A8 en la linea celular neuroblastoma SH-

SY5Y. Todas las muestras con n=18 a distintas concentraciones durante 24 hor as.

Entre los mondémeros que sinteticé en € laboratorio, € derivado del fenol y
con la cadena terminal mas corta, el M6AS8, en e ensayos anterior (figura 43),
mostré ser € que presentaba el mayor porcentaje de viabilidad. Asi que lo
elegi para estudiar su respuesta a distintas dosis con los estimulos aplicados
por 24 horas.

La respuesta frente a la menor concentracién que utilicé es muy similar a la
gue entrega € Blanco, por lo que podria pensar que las células que
dejaron de tener actividad, lo hicieron por e efecto del THF y no por €
compuesto liquido cristalino estudiado.

Al aumentar la concentracién a doble, € porcentgje de viabilidad no bgjé ala
mitad, tal vez porque tenemos varios factores que afectan el andlisis de los
datos, como por gemplo, que las células siguen multiplicandose mientras
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algunas mueren y que el solvente con el que se trabgj 6 intervino, situacion que
no habria ocurrido si hubiese podido utilizar agua para disolver los cristales.
Lo que si hay que destacar, es que hay una clara relacion entre la
concentracion del mondmero agregado como estimulo y la viabilidad celular
(figura44).

En esta parte del estudio (Figura 45), se traba6 con concentraciones ppm

porgue para calcular la molaridad de los polimeros necesitaba conocer su masa

Citotuxicidad de les Polimeros (30ppm)
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molar y no realicé ningln experimento que me permitiera determinarla.

Figura 45. Gréfico de Citotoxicidad de los polimeros en la linea celular neuroblastoma

SHSY5Y .Todas las muestras con n=18 a concentraciones de 50 ppm. por 48 horas.

El estimulo en esta parte del estudio se mantuvo por 48 horas, ya que los
experimentos anteriormente realizados permitieron ver una mayor
diferenciacion entre los mondmeros cuando permanecian mas tiempo

expuestos a |os di stintos compuestos.
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Nuevamente la diferencia que existe entre las muestras sometidas a solvente
puro comparadas con las que estuvieron frente ala mezcla no superan el 25%
y en algunos casos es casi despreciable, asi que vuelvo a concluir que s la
viabilidad celular no llega al 100% es a causa del THF y no de los polimeros
estudiados.

Si hago una comparacion de acuerdo a los grupos funcionales, las bases de
Schiff presentan menos efectos citotdxicos que los derivados
azobencénicos, tanto en e caso de los monémeros como de |os polimeros.

En resumen, los ensayos de viabilidad muestran que aparentemente a las
dosis con las que se redlizO cada experimento, los compuestos no son
aparentemente citotoxicos, ya que € solvente utilizado para este estudio, era
un factor que influia demasiado en los andlisis.

La diferencia de viabilidad presentada por e conjunto de mondmeros y de
polimeros azobenceénicos, estadisticamente no es significativa y se observa que
las bases de Schiff, en que a las dosis investigadas resultaron tener mayor

porcentaje de viabilidad.
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8. CONCLUSIONES.

Se sintetizaron los monémeros M6A8, M6A12, M60OA8 y M60OA12 y se
caracterizaron sus estructuras.

Se caracterizaron las propiedades liquido cristalinas de los azo compuestos
sintetizados, encontrandose la existencia de las mesofases, EsmécticaA y C.
La polimerizacion de los mondmeros para obtener los polimeros PM6AS,
PM6A12, PM60A8 y PM60OA12 se llevd a cabo con rendimientos superiores
a 60%.

Las bases de Schiff previamente sintetizadas en el laboratorio presentaron
propiedades y texturas caracteristicas de cristales liquidos, con mesofases del
tipoEsmécticas detipo A y Esméctica C.

Para los derivados azos, su descomposicion es concordante con la estabilidad
de sus estructuras, encontrandose que en aquellos compuestos derivados de
resorcinol, la estabilidad térmica es mas alta que aquellos derivados del fenol.
La temperatura de degradacién de los mondmeros y de los polimeros, no
presentaron diferencias significativas.

Respecto de la citotoxicidad, se encontré que los compuestos estudiados y a
las dosis indicadas en cada ensayo, presentan una baja toxicidad en células de
neuroblastomas SH-SY 5Y, con una mortandad celular no mayor a 20%.

Se observé claramente un efecto dosis-respuesta en e monémero M6AS.

Debido a que la respuesta no fue inversamente proporcional a la cantidad de

73



monomero agregado como estimulo, se establece que no hay una funcién
lineal.

Los resultados del ensayo con MTT, indican que bago los tiempos y las
concentraciones con las que se trabajaron 10s compuestos, estos no presentaron

una citotoxicidad relevante.
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