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Resumen

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo.
Actualmente, existen diversos tipos de tratamientos contra esta enfermedad,
siendo la quimioterapia una de las mas resaltantes. En este contexto, los
compuestos de vanadio unidos a ligandos moleculares han demostrado ser una
interesante opcion para tratar diferentes tipos de cancer que las medicinas
convencionales no pueden curar; sin embargo, estos conjugados metéalicos
presentan complicaciones como una alta insolubilidad y una rapida eliminacion
del organismo. El uso de la técnica polimero-droga surge como una opcion para
superar estos impedimentos gracias al alto peso molecular inherente de los
ligandos poliméricos que aumenta el tiempo de permanencia de la drogay, si es
gue el conjugado resulta hidrosoluble, favorece una eficiente biodistribucion del
mismo en el organismo con la consecuente reduccion de la dosis necesaria. La
literatura exhibe pocas investigaciones en dénde se ha logrado sintetizar
conjugados poliméricos de vanadio hidrosolubles; adicionalmente, estos poseen
un muy bajo porcentaje del metal (0.18-0.36%) lo que reduce la efectividad de
los mismos para ser evaluados como posibles agentes terapéuticos. Esta
investigacion presenta el disefio y la sintesis de un nuevo complejo de
oxovanadio (IV) completamente hidrosoluble, el poli-(a,B-D,L-[N-(3-
di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)-
aspartamida]-co-[(2-hidroxietil)-aspartamida])-oxovanadio(lVV), usando una
copoliaspartamida derivatizada, no reportada previamente en la literatura, con
un contenido de vanadio del 3%. La variacion en la proporcion de las cadenas
laterales de los ligandos poliméricos, asi como en las condiciones de reaccién
(porcentaje de vanadio afadido, proporcion de cadenas laterales vy
concentracion de substratos) han demostrado ser factores clave en la
hidrosolubilidad y el rendimiento del presente conjugado polimérico de vanadio.
La caracterizacién de los polimeros y macro-complejos se ha realizado mediante
las técnicas de RMN, IR y UV-Vis que demuestran una alta pureza y
reproducibilidad de los mismos; el porcentaje de vanadio ha sido determinado
por AAS.
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1. Introduccién

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo.
Segun cifras de la OMS, en el 2012 se detectaron alrededor de 14 millones de
casos nuevos de esta enfermedad. Se estima que en las siguientes dos décadas
se produzca un aumento del 70% Yy se llegue a los 22 millones de casos nuevos
a nivel mundial.! Actualmente existen diversos tratamientos para combatir el
cancer; entre ellos, la quimioterapia es uno de los mas utilizados. Los principales
farmacos que se emplean en esta técnica son compuestos moleculares
organicos, estos medicamentos abarcan un amplio espectro en la accién
anticancerigena hacia distintos tipos de tumores; sin embargo, su propia

naturaleza limita su efectividad hacia otras lineas celulares malignas.?

El descubrimiento de la actividad anticancerigena de compuestos derivados del
platino fomenté la busqueda de otros metales con posible capacidad
terapéutica.® El vanadio demostré ser un buen candidato gracias a sus
comprobadas propiedades antitumorales y antidiabéticas; sin embargo, la accién
terapéutica de sus compuestos moleculares mostraba ciertas limitaciones.* En
este contexto, la técnica de conjugacion de un agente activo a un portador
polimérico ofrece una serie de ventajas que permitirian resolver los problemas
inherentes en estos compuestos. El alto peso molecular y efecto protector del
polimero aseguran una mayor concentracion y tiempo de permanencia del
agente activo en el sistema circulatorio; asimismo, el uso de un polimero
hidrosoluble favorece una eficiente biodistribucién y toma celular de la droga

reduciendo la dosis necesaria, y por consiguiente, sus efectos toxicos.>®

Sakurai y Zhang lograron sintetizar complejos poliméricos de vanadilo basados
en el poli &cido glutdmico y la carragenina/quitosano respectivamente con grupos
ligantes carboxilicos, los que en ensayos preclinicos mostraron un efecto insulino
mimético significativo.”®® Por otro lado, nuestro grupo de investigacion logro
desarrollar dos complejos poliméricos de oxovanadio (IV) derivados de la
polisuccinimida; el primero, del poliacido aspartico, con muy bajo rendimiento del
conjugado hidrosoluble y el segundo, con disefio mejorado, que logré superar el

problema.'®!! Sin embargo, todos los complejos descritos presentaban como
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deficiencia la pérdida progresiva de hidrosolubilidad al ser aislados en fase
sélida. Asimismo, otro inconveniente observado en estas investigaciones radica
en el muy alto peso molecular (500 kDa) de los vehiculos poliméricos
sintetizados por Sakurai, esta caracteristica introduciria toxicidad debido a la
lentitud con la cual serian eliminadas del organismo. Finalmente, la falta de
protocolos de sintesis eficientes para la obtencién de complejos poliméricos de
vanadio resulta ser otro problema observado en el desarrollo de este campo de

investigacion.

El problema de solubilidad descrito previamente se debe a la presencia de un
gran numero de grupos dicarboxilicos y monocarboxilicos libres presentes en los
complejos poliméricos mencionados. Estas cadenas laterales aumentan la
posibilidad de entrecruzamiento entre cadenas principales, via coordinacion del
cation vanadilo a grupos carboxilato de diferentes esqueletos poliméricos.
Asimismo, la formacion de zonas rigidas dentro de una misma cadena prinicipal,
por coordinacion del vanadilo a diferentes grupos terminales carboxilato,
contribuye a aumentar la rigidez del conjugado y, en consecuencia, disminuir la

solubilidad del complejo en medio acuoso.

En esta investigacion se propone el disefio, la sintesis y caracterizacion de un
innovador sistema polimérico capaz de actuar como un eficiente portador de
vanadio que, a su vez, podria liberar de forma controlada el agente activo. El
polimero estara constituido por una cadena principal poliaspartamida, provista
de cadenas laterales con grupos terminales carboxilato capaces de unirse
efectivamente al vanadio de forma bioreversible, asi como grupos hidroxilo que
cumplen una funcién exclusivamente solubilizante. La presencia de estos ultimos
grupos en el vehiculo polimérico dificultaria la multicoordinacién del oxovanadio
(IV) tanto por un factor estadistico como estérico. De esta manera, se lograria
superar el problema de la pérdida progresiva de solubilidad del conjugado una
vez aislado y secado sin desmedro en su capacidad de acarreo del agente activo.
Asimismo, el empleo de un esqueleto poliaspartamida permitiria obtener
conjugados con un peso molecular entre 25-50 kDa que asegura su baja

toxicidad en el organismo en vista hacia futuros estudios clinicos.
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El presente proyecto constituira, en primer lugar, un aporte valioso en el
desarrollo de protocolos de sintesis de complejos poliméricos de vanadio, de los
gue se encuentra poca informacion reportada, la que ademas no profundiza en
los factores (concentraciones, relacion polimero/metal, etc) que influencian los
rendimientos y pureza de estos conjugados. A su vez, el polimero sintetizado
representa un aporte innovador en la investigacion de sistemas poliméricos de
transporte y liberacién controlada de metalofarmacos, en este caso particular,

oxovanadio (1V).
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2. Marco tebrico

2.1. Céancer

2.1.1. Introduccién

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo.
Segun cifras de la OMS, en el 2012 se detectaron alrededor de 14 millones de
casos nuevos de esta enfermedad (Figura 1), asimismo, provocé la defuncion
de mas de 8.6 millones de personas en el mismo afio. Se estima que en las
siguientes dos décadas se produzca un aumento del 70% vy se llegue a los 22
millones de casos nuevos a nivel mundial, de los cuales mas de la mitad se
encuentren en las regiones mas pobres del mundo como Asia, Africa y

Latinoamérica.t

El término cancer agrupa a un amplio rango de enfermedades relacionadas con
el crecimiento y reproduccion no controlados de las células afectadas en
diferentes partes del organismo, que conducen a aglomeraciones de células
enfermas denominadas tumores. Los tipos de cancer que han sido detectados
mas frecuentemente en el hombre son los de pulmon, prostata, colon y recto,
estdmago e higado; por otro lado, los casos mas comunes en la mujer son los
de mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y estbmago. Existen cinco
factores de riesgo conductuales y dietéticos que causan, aproximadamente en
un 30% de los casos, la muerte de las personas que padecen de esta

enfermedad: 2

indice de masa corporal elevado

- Ingesta reducida de frutas y verduras
- Falta de actividad fisica
- Consumo de tabaco

- Consumo de alcohol

En lo que respecta al Perd, La Fundacion Peruana de Cancer, reporto la
aparicion de méas de 56 mil nuevos casos de cancer en el 2014; asimismo, la
Liga Peruana Contra el Cancer anuncié que se llegan a detectar alrededor de 45
mil nuevos casos de cancer anualmente en nuestro pais, cuyo tratamiento

supera una inversion de 4 mil millones de dolares.t* 14
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2.1.2. Patologiay tratamiento

La carcinogénesis se conoce desde mucho tiempo atras como el estado en el
cual las células sanas del cuerpo comienzan a crecer Yy multiplicarse
rapidamente. Se es posible encontrar diversos registros que datan de miles de
afios de antigiiedad acerca de tumores tanto en animales como humanos. Entre
la informacion mas antigua que se tiene a la fecha sobresale el hallazgo de
momias en Egipto que presentan rasgos de haber adquirido cancer alos huesos,

mas conocido como osteosarcoma.'®

El término cancer fue acufiado, parcialmente, por el médico griego Hipocrates
(460-370 AC) que le dio como nombre “carcinos” y/o “carcinoma” a una
enfermedad en la cual se generaban tumores que podian, 0 no, presentar
Ulceras. Siglos mas tarde, el médicoromano Celsus, traduciria ambas palabras

al término de “cancer”, que se emplea hasta la fecha.'®

Existen mas de 200 enfermedades catalogadas como céancer; sin embargo,
segun la clase de célula afectada, es posible dividirla en 5 categorias principales.
Los carcinomas afectan el recubrimiento interno y externo de los érganos,
mientras que los adenomas se manifiestan en el tejido glandular y los sarcomas
en el tejido de soporte; los linfomas, por su parte, se originan en el tejido del
sistema inmune y en los nodos linfaticos; finalmente, la leucemia se origina en la

medula 6sea para luego extenderse al sistema sanguineo.'’

Otra forma de clasificar a las células dafiadas es mediante su capacidad de
proliferacion. Las células que son capaces de extenderse hacia otras secciones
del cuerpo causando la destruccion de tejidos o el desarrollo de otros tumores
son conocidas como malignas, mientras que las que poseen un crecimiento
limitado se las conoce como benignas. Cabe mencionar que las células benignas
pueden resultar peligrosas si su crecimiento se da en una zona sensible y/o si
es que tienen tendencia a convertirse en células malignas después de un

tiempo.1718

Las células cancerosas no se comportan de la misma manera que las células
normales, las primeras tienden a crecer y morir sin seguir un orden establecido;
caso contrario ocurre con las segundas. Cuando las células enfermas son

localizadas se denominan carcinoma in situ; este tipo de cancer se observa
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cuando la enfermedad se encuentra en sus inicios y su tratamiento posee un alto

indice de recuperacion.

Células

o normales
5
‘

Células
cancerigenas
dividiéndose

Células
normales

Capilares Capilares

I\i/;fsig:ico Vaso
linfatico

Células
cancerigenas

Células
normales

Crecimiento
de nuevos
Vasos sanguineos

Esparcimiento
de las células
cancerosas

Figura 2. Comparacioén de tipos de tejidos celulares. a) Tejido normal, b) Carcinom in situ, c)
Tumor Invasivo!®

Cuando la enfermedad avanza, los tumores tienden a crecer rapidamente, por lo
cual crean una nueva red vascular mas amplia capaz de brindar el nivel de
nutrientes necesario para su desarrollo, a este proceso se le conoce como
angiogeénesis. Al tipo de tumores que se encuentran en esta etapa se les
denomina invasivos 0 metastasicos pues son capaces de viajar por el sistema
linfatico y/o vascular, depositandose en diferentes zonas del cuerpo y

favoreciendo la formacion de tumores secundarios (Figura 2). Las personas que
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presentan la formacion de este tipo de células poseen un muy bajo indice de

recuperacion.t®

El desarrollo de esta enfermedad es consecuencia de diversas alteraciones en
los genes responsables de la division y muerte celular, las cuales pueden ser
causadas tanto por agentes externos al organismo, tales como el consumo de
tabaco, la radiacion ultravioleta, rayos X, exposicion al asbesto y otros productos
carcindgenos, como por defectos genéticos hereditarios. Actualmente existen
diversos tratamientos para combatir el cancer. Sin embargo, la eleccion del
mismo dependera de diversos factores: el tipo de cancer, que tan expandido se
encuentre, la edad y las condiciones particulares del paciente. Entre las terapias
actuales, la cirugia, la radioterapia, la hormonoterapia, la inmunoterapia y la

quimioterapia son las mas conocidas.*’

Esta uUltima técnica se basa en el uso de drogas capaces de eliminar o reducir el
crecimiento de las células cancerigenas. El principal beneficio del tratamiento
radica en el amplio espectro de tipos de cancer que puede tratar; asimismo, la
forma de administracion de la droga es muy variada, aplicandose de forma oral,
intravenosa, por inyeccién intra-muscular, intra-arterial, intra-peritoneal y
mediante cremas. El efecto secundario mas reportado del tratamiento es la
generacion de fatiga; sin embargo, esta desaparece en poco tiempo por lo cual
resulta ser uno de los procedimientos mas empleados y con mejores indices de
recuperacion. Esta Gltima técnica generalmente se aplica en pacientes con
metastasis gracias a que ofrece la posibilidad de dispersién del agente activo por
todo el organismo; utilizar cirugia o radiacion para combatir esta dispersion seria
poco beneficioso y eficiente. Por otro lado, el tratamiento con hormonoterapia
utilizado especialmente para canceres de mama y proOstata, suele ser

complementado con quimioterapia.?®

Los principales farmacos que se emplean en la técnica de quimioterapia son
compuestos organicos como la Altretamina, 5-fluorouracilo, Daunorrubicina,
Topotecan, etc.? Estos medicamentos abarcan una amplio espectro en la accion
anticancerigena hacia distintos tipos de tumores; sin embargo, su naturaleza les

impide la interaccion hacia otras lineas celulares malignas, debido a esta razon
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se promovié la busqueda de otros compuestos quimicos con diferente

mecanismo de accion.

El descubrimiento del potencial terapéutico hacia diversas enfermedades de
distintos compuestos con metales de transicibn como centro activo fomento el
interés por la investigacion en este campo. A finales de los afios 60 se desarrollo
el primer metalofarmaco con una alta actividad anticancerigena, el cis-
diaminodicloroplatino(ll) (cisplatino); diez afios mas tarde la FDA aprobé su uso
para el tratamiento quimioterapéutico en seres humanos. Se demostré que este
compuesto es capaz de tratar, de forma muy efectiva, el cancer testicular,
ovarico, pulmonar, de corazon, vejiga, cuello y cervical; asimismo, resulta ser
muy efectivo hacia el tratamiento de otros tipos de cancer cuando se usa en
conjunto con diferentes drogas. Por su amplio rango de accion, el cisplatino se
ha convertido en un medicamento estandar que sigue siendo empleado hasta la
fecha en la técnica quimioterapéutica. Sin embargo, la alta efectividad del
complejo va aunada a diversos efectos secundarios, como vOmitos, neuropatia,
mielosupresion y nefrotoxicidad; asimismo, su administracion prolongada puede
generar la aparicion de nuevos tumores. Si bien se han desarrollado una serie
de derivados del cisplatino con el fin de reducir su toxicidad (oxaliplatin,
carboplatin, lobaplatin, nedaplatin, entre otros), la busqueda de nuevos metales
gue puedan ejercer una actividad similar y/o resulten activos hacia otro tipo de
cancer, sin los efectos adversos descritos, constituye un campo muy activo de

investigacion.232!

De la amplia variedad de metales conocidos, se descubrio que el rutenio, galio y
arsénico también poseen una alta actividad anticancerigena cuando se
encuentran coordinados. Los primeros compuestos de rutenio con actividad
antitumoral se descubrieron en el afio de 1952 por Dwyer y colaboradores, estos
se basaban en complejos de rutenio (II, Ill y IV) coordinados por ligandos
monodentados. Se descubrié que poseian una alta efectividad hacia el
tratamiento de tumores metastaticos y hacia un variado numero de carcinomas,
por lo cual, derivados de estos compuestos con ligandos mas elaborados han
sido evaluados clinicamente. Sin embargo, el estudio de esta linea de
metalocompuestos se vio retrasada por la aparicion del cisplatino. En lo que

respecta al galio, se ha logrado sintetizar el tris(8-hidroxiquinolato)galio(lll), un
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compuesto con actividad anticancerigena que es capaz de ejercer su actividad
mediante la absorcién oral, y ha logrado entrar a pruebas clinicas de fase I. El
arsénico es el unico metal, aparte del platino, que ha sido aprobado para su uso
en el tratamiento del cancer en seres humanos. El metalofarmaco Trisenox
(ATO), basado en arsénico, se ha empleado desde comienzos del siglo XX en la
lucha contra la leucemia promielocitica aguda; asimismo, la darinaparsina y el
s-dimetilarsenioglutation son nuevas drogas basadas en arsénico que han sido

aceptadas recientemente para formar parte de ensayos clinicos. 22

La efectividad en el tratamiento de esta enfermedad por los complejos
mencionados fomentd la investigacion en este campo de otros metales con
actividad terapéutica. A mediados de los afios 60°s el vanadio, del que se
conocia muy poco pero poseia buenas propiedades como agente antidiabético
y una baja toxicidad, fue elegido como un nuevo metal con posible capacidad

antitumoral.?®
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2.2. Vanadio

2.2.1. Aspectos generales, propiedades quimicas y biologicas

El vanadio es un metal de transicion que presenta el simbolo V con namero
atomico 23, fue descubierto en el afio de 1831 por Sefstrom y su nombre

foug})

proviene de la diosa nérdica de la belleza y fertilidad “Vanadis” (Freyja). Este
atomo ocupa la posicion numero 18 de los elementos que conforman la corteza
terrestre del planeta con una abundancia del 0.019 %; asimismo, es el segundo
metal de transicion con mayor concentracion en los océanos, siendo Unicamente

superado por el molibdeno.?3242

Este elemento se presenta raramente puro en la naturaleza, por lo general se
encuentra formando diversos compuestos gracias a la facilidad con la que puede
cambiar su estado de oxidacion desde -1 a +5 dependiendo del pH del medio.
La concentracién de vanadio en la superficie terrestre ha ido aumentando
considerablemente con el paso de los afios debido al uso continuo de
hidrocarburos, los cuales poseen una alta presencia de este elemento y su
combustién promueve la formacion de diversos 6xidos de vanadio, en especial
el V20s.23

A finales de los afios 70°s el vanadio fue afiadido a la lista de metales de
transicion esenciales para la vida al realizarse distintos estudios en animales. En
el ser humano se ha determinado que la concentracion ideal de vanadio es de
0.3 uM; esta se logra alcanzar sin el empleo de suplementos de vanadio debido
a su omnipresencia en los alimentos de consumo diario; sin embargo, su
deficiencia es capaz de causar disminucién en el crecimiento, problemas
reproductivos y alteraciones metabdlicas/celulares en los rifiones, corazon y

cerebro.2426:27
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Figura 3. Roles biologicos del Vanadio %

A pH fisiolégico y concentraciones micromolares, el vanadio esta presente en el
plasma en su estado pentavalente como HVO4? 0 H2VO4 monomérico. Una vez
reducido a VO?#* por la glutationa de eritrocitos o por acido ascorbico, entre otros
agentes reductores extracelulares, es transportado en el organismo por las
proteinas transportadoras de hierro, albumina vy transferrina. A nivel celular,
predomina la forma pentavalente del vanadio; el vanadato (V) ingresa a la célula
mediante canales aniénicos donde es reducido al catiébn vanadilo, VO?",
principalmente por la glutationa intracelular y luego es enlazado a diversas
proteinas. Se ha demostrado que el vanadio administrado a ratas en su estado
pentay tetravalente se distribuye a nivel intracelular principalmente en la fraccion
nuclear (30-40%) seguido por el citosol y las fracciones mitocondriales. Ademas
existe evidencia de que el vanadilo (IV) y el vanadato (V) en el citosol estan
coordinados a diversas biomoléculas via grupos coordinantes fosfato, carboxilo

y amino.?8

En lo que respecta a su distribucién en el organismo, diferentes estudios en
modelos animales han mostrado que el vanadio se acumula principalmente en

los huesos, seguido de los rifiones, bazo e higado y en menor grado en los
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pulmones y testiculos. La excrecion ocurre principalmente por via renal con un

tiempo de vida media en el organismo de 20-40 horas.?®

El mecanismo bioldgico de este elemento no se entiende a profundidad; sin
embargo, se cree que este se basa, principalmente, en la similitud que existe
entre los compuestos de vanadato (V) y los aniones fosfato. De esta manera, la
presencia de los primeros genera la alteracion de diferentes procesos
dependientes de la concentracion de los segundos como la inhibicién de
fosfatasas/quinasas y la regulacion de bombas de Na® y K*; asimismo, el
vanadato es capaz de unirse al ADP y/o NAD formando ADPV y NADV. Por otro
lado, el vanadio en sus estados de oxidacién (1V) y (V) puede interferir con la
formacion o eliminacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), con lo cual se

amplia su rol regulatorio en los sistemas bioldgicos (Figura 3).222324

Cabe mencionar que las areas de aplicacion del vanadio no solo se limitan al
campo bioquimico y médico, sino que también es empleado en la formacion de
catalizadores homogéneos y heterogéneos, en la sintesis de aleaciones
metalicas, en la formacion de nano-materiales o redes moleculares y en la

construccion de baterias.?®
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2.2.2. Vanadio como agente terapéutico

2.2.2.1. Vanadio, diabetes y otras aplicaciones

Entre los distintos efectos terapéuticos que muestra el vanadio, su actividad
antidiabética ha sido la mas estudiada hasta la fecha. Si bien el primer reporte
de una mejora en el estado de pacientes diabéticos por accion de un compuesto
de vanadio (NaVOs) data de 1899, el interés por este metal se vio opacado por
el descubrimiento de la insulina en el afio de 1922.2° Estudios mas profundos, in
vitro e in vivo, sobre la efectividad de sales de vanadio como agentes
insulinomiméticos se iniciaron en la década de los 80°s. Estas primeras
investigaciones demostraron, ademas de una notoria actividad hipoglicemiante,
otros efectos beneficiosos del metal como un aumento a la sensibilidad hacia la
insulina, la correccién de deficiencias en la hormona tiroides y la capacidad de
prevenir o revertir complicaciones secundarias de la diabetes como cardiopatia,
formacion de cataratas y excesiva ingestion de liquidos y alimentos. Sin
embargo, debido a la naturaleza salina de estos compuestos y su pobre
absorcion (1-2%), se requeria de altas dosis que inducian efectos adversos
relacionados con trastornos gastrointestinales en los modelos animales

estudiados (dolor abdominal, nausea, diarrea, etc).?%%

A inicios de la década de los 90°s, con el fin de mejorar la bioabsorcion del metal
y por ende su accion insulinomimética, se desarrollaron los primeros complejos
de vanadio (IV) con ligandos organicos; estos mostraron, entre otros efectos
terapéuticos, un control adecuado de los altos niveles de glucosa en sangre.
Posteriormente se han sintetizado un gran nimero de complejos vanadilo con
distintas esferas de coordinacion que incluyen atomos donadores de oxigeno,
nitrogeno y azufre, entre los cuales destacan el bis(metilmaltolato)oxovanadio
(IV) (BMOV) y el bis(alilxinato)oxovanadio (IV) (BAOV). Entre los principales
beneficios del primer complejo, sobresale su comprobada accién hipoglicemiante
superior a la del VOSOas; asimismo, es capaz de reducir altos niveles de
colesterol y triglicéridos en el organismo a concentraciones estables. Por otro
lado, analisis en ratas Zucker fa/fa mostraron que el BMOV también posee la
cualidad de aumentar la cantidad de insulina que puede generar el organismo y

su consumo permite disminuir la intolerancia a la glucosa. EI complejo
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bis(alilxinato)oxovanadio (IV) también posee caracteristicas terapéuticas
importantes. Ensayos preclinicos en ratones STZ mostraron la alta actividad
hipoglicemiante de este complejo, la cual resulté comparable a la del BMOV en
los casos de tipo agudo e incluso la superd en los casos cronicos. Finalmente,
se ha comprobado que el BAOV exhibe otras ventajas, como regulacion del peso
corporal, mejora en el metabolismo de lipidos y reduccién de la presién arterial,
las que lo convierten en un potencial metalofarmaco en el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 1 y 2. El Unico ensayo clinico en humanos empleando un
complejo de vanadio analogo al BMOV, el bis(etilmaltolato)oxovanadio (IV)
(BEQV), fue realizado por Orvig y colaboradores. Esta investigacion demostro
una biodisponibilidad del compuesto tres veces mayor que la de ensayos con
VOSOs. Este estudio completo la fase clinica | en el afio 2000 y la fase clinica

lla en el 2008.% 2% 30

El principal mecanismo de accion del vanadio hacia el tratamiento de la diabetes
se atribuye a la semejanza estructural entre el anion vanadato y el anion fosfato.
La presencia de vanadato dentro de las células genera, a diferencia del fosfato,
una uniéon muy estable entre el VO4? y distintas fosfatasas como la proteina
tirosina fosfatasa 1-B (PTP-1B); el enlace a esta enzima produce su inhibicién,
lo que a su vez mantiene activa las diferentes rutas de sefializacion para la toma

de glucosa con el consiguiente efecto hipoglicémico.?®

La actividad terapéutica del vanadio no se encuentra restringida Unicamente a la
diabetes, se ha descubierto la capacidad de este elemento en tratar otras
enfermedades tropicales como la leishmaniasis, amebiasis y la enfermedad de
Chagas; asimismo, posee actividad contra afecciones virales como la influenza,
el dengue, la tuberculosis y el VIH. Cabe resaltar el estudio de diversos
complejos de vanadio con resultados muy prometedores, llegando a ser incluso
mas efectivos que las drogas mas comunmente usadas en el tratamiento de

algunas de estas enfermedades. 232°
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2.2.2.2. Vanadioy el cancer

Desde el primer reporte de los efectos anticancerigenos de las sales de vanadio
en 1965, la investigacion en este campo ha continuado y se ha multiplicado en

las dltimas dos décadas con resultados sumamente prometedores. 3!

Los efectos antitumorales del vanadio y los mecanismos bioquimicos vy
moleculares por los que ejerce esta accion han sido extensamente investigados
in vitro usando un gran namero de lineas celulares malignas, que incluyen el
linfoma B y leucemia T celulares humanas, hepatoma, osteosarcoma asi como
los carcinomas testicular, mamario, ovarico, renal, pulmonar, nasofaringeo y de
laringe. A partir del conocimiento acumulado in vitro se ha logrado avanzar hasta
la fase preclinica invivo;y a través de numerosos estudios se ha demostrado el
gran potencial de este metal en la prevencién y terapia de una amplia variedad

de tipos de céancer.?’

Thompson y colaboradores realizaron el primer estudio en animales de los
efectos quimiopreventivos del vanadio en carcinogénesis inducida por drogas.
Encontraron que la administracién de VOSOa4 en la dieta de ratas previamente
tratadas con 1l-metilnitrosourea redujo la incidencia y numero promedio de
tumores mamarios inducidos por animal (multiplicidad), ademas de prolongar el
tiempo medio antes de su aparicion.®? Estos efectos se manifiestan de modo
similar sobre tumores de higado y colon inducidos por otros potentes

carcinégenos. 2?8

El vanadio ejerce su accion quimiopreventiva en la carcinogénesis quimicamente
inducida, principalmente, mediante inactivacion de los metabolitos activos
derivados de la droga carcinogénica en cuestion, via modulacién del contenido
y actividad de varias enzimas que participan en la metabolizacion de sustancias
xenobidticas en el higado y/o incremento del status antioxidante de los 6rganos

a ser afectados por el carcindgeno.?®

La efectividad del vanadio como agente antitumoral no se limita en absoluto a la
carcinogénesis inducida, pues han quedado ampliamente demostrados sus
efectos antitumorales sobre una variedad de lineas celulares de cancer humano

inoculados o heterotrasplantados en diversos 6rganos de modelos animales.
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En una investigacion reciente se demostr6 que el NH4VOs reduce
significativamente in vitro, en un modo dependiente del tiempo de administracion
y la concentracion, la viabilidad y proliferacién de tres de los tipos de cancer
humano mas comunes: mamario, cuello uterino e higado.*® Asimismo, esta sal
administrada en bajas dosis prolonga la tasa de supervivencia de ratones
heterotransplantados con el linfoma Dalton ascitico (DL); a su vez, reduce la
proliferacion celular del tumor gracias a una mejora en los parametros
hematoldgicos de los animales tratados.?® El vanadio mostr6 ademas ser
efectivo en el tratamiento de tumores del tejido conectivo/ fibroso. EI NavO4 en
particular, logré reducir en un 85-100% el crecimiento de un tipo de linfosarcoma

de origen humano altamente metéastatico (MDAY-D2). 2’

Si bien los estudios iniciales se realizaron mayormente con sales inorganicas de
vanadio, investigaciones mas recientes se han centrado en la sintesis y
evaluacion de las propiedades antitumorales de diferentes tipos de complejos de
vanadio con ligandos organicos, debido al efecto favorable de la complejacion
sobre la bioabsorcién de metalofarmacos por el organismo. Esto conduce a un
aumento en su efectividad con la consiguiente disminucion de las dosis
requeridas para observar alguna actividad farmacolégica; de esta manera se
reducen eventuales efectos colaterales adversos relacionados, principalmente,

con trastornos gastrointestinales leves (dolor abdominal, nausea, diarrea, etc).*

Gambino y colaboradores sintetizaron una serie de nuevos complejos
heterolépticos neutros de oxovanadio (IV), que incluyen un ligando 1,10-
fenantrolina y uno de un conjunto de 5 ligandos tridentados, derivados de la
salicilaldehido semicarbazona, en la esfera de coordinacion del metal. En un
estudio comparativo con cis-platino se evaluod el efecto antitumoral de dichos
complejos frente a una linea celular de leucemia humana aguda (HL-60),
obteniéndose valores de ICso de magnitud comparable. Esta es una
caracteristica deseable, pues implica que se requiere de bajas concentraciones
del agente activo para lograr un alto efecto citotoxico o antiproliferativo.
Asimismo, se comprobd la capacidad de estos complejos para inducir necrosis
y apoptosis en las células cancerigenas analizadas; esto tendria relacion con su
también demostrada interaccion con el ADN.3* Complejos mixtos relacionados

mostraron efectos antitumorales similares hacia lineas celulares de cancer
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hepético humano.3® Asimismo, en un estudio pionero, Koepf-Maier demostré la
inhibicion del crecimiento de tumores mamarios del tipo Ehrlich ascitico en
ratones heterotransplantados utilizando al complejo dicloruro de vanadoceno
(VDC), llegando incluso a curarlos completamente. Resultados similares fueron
obtenidos con otros complejos de vanadio como el “metvan” y un complejo mixto

peroxo relacionado.?’

Recientemente, Ledn y colaboradores sintetizaron tres complejos organicos de
oxovanadio(lV) que contienen ligandos oxodiacetatos bidentados con el fin de
analizar su actividad antitumoral frente a lineas celulares humanas MG-63
(osteosarcoma). Los resultados indicaron una alta bioactividad de los tres
compuestos gracias a su fuerte interaccion con el ADN lo que conduce a la
degradacion de las células tumorales. Asimismo, estos compuestos eran
capaces de alterar la actividad/metabolismo de distintas organelas como la
mitocondria y los lisosomas. Cabe resaltar de esta investigacion la superior
accion antitumoral del complejo VO(oda) respecto a los otros debido a su
considerable actividad antiproliferativa independiente de la concentracion
empleada.®® A finales del 2014, Kowol y colaboradores realizaron un estudio
sobre la accion antitumoral de complejos de vanadio (IV/V) unidos a ligandos
piridinicos de la familia de las tiosemicarbazonas hacia tres lineas celulares
cancerigenas distintas (ovario, colon y epitelial). Si bien no se observo ningun
cambio en la actividad antitumoral de estos complejos respecto a los ligandos,
una modificacién estructural del ligando (sustitucion del anillo piridinico por uno
fendlico) condujo a un complejo mucho méas activo que su correspondiente
ligando. Esto apoya la notable influencia de la estructura particular del ligando

sobre la eficacia terapéutica del metal.®’

De esta manera, se observa la alta efectividad en el tratamiento de distintos tipos
de lineas celulares cancerigenas mediante el uso de complejos de vanadio; sin
embargo, el salto hacia el empleo de estos compuestos como medicamentos
efectivos se ve retrasado por la necesidad de realizar estudios mas profundos
sobre la farmacocinética y los efectos a largo plazo que puedan generar en el
ser humano. Este proceso resulta ser complicado debido a la gran actividad
fisiol6gica desconocida del metal, por lo cual se prevée un avance lento, pero

con prometedoras expectativas.
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2.2.2.3. Mecanismos de la accién antitumoral del vanadio

Existe multiple evidencia de que los compuestos de vanadio ejercen sus efectos
antitumorales activando, tanto en células normales como cancerigenas,
diferentes rutas de sefializacion. La principal esta relacionada con la inhibicién
de proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) y/o activacién de proteinas tirosina
quinasas (PTKs); esto promueve la fosforilacion de restos tirosina en diversas
proteinas celulares, activando sus respectivas rutas de transducciéon de sefial.
En particular, las de una importante familia de proteinas transductoras de
sefales extracelulares en eventos intracelulares (MAPKSs). Este camino conduce
finalmente a la activacién de factores de transcripcién nuclear como el NF-KB,
gue regula la expresion de una variedad de genes capaces de ejercer un efecto
apoptotico sobre las células cancerosas.?®%° Otro mecanismo antiproliferativo
importante del vanadio es el de la ruptura indirecta del ADN mediante la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como radicales libre
hidroxilo, producidos por reacciones redox dentro del citosol gracias a la facilidad
en que el vanadio puede alterar su estado de oxidacion. Resulta de especial
interés que la generacion de ROS por vanadio se vea especialmente favorecida
dentro de células cancerosas.*®* Ademés, se ha demostrado que diversos
compuestos de vanadio (IV) y (V), interaccionan in vitro e in vivo con el ADN
induciendo directamente su ruptura.*? La ruta de sefializacion de las PTPs y
PTKs podria asimismo influenciar el potencial invasivo y metastatico de las
células tumorales, al regular la induccion de varias proteinas adhesivas
intracelulares, asi como la sensibilizacion de células cancerosas resistentes a
los efectos citotoxicos de diferentes agentes neoplasicos. Por ejemplo, se ha
descubierto que el vanadio complejado es capaz de reducir la resistencia al cis-

platino en células de cancer ovarico humano (Figura 4).2

De esta manera, el vanadio resulta un candidato atractivo para combatir al
cancer pues cumple, ya sea de modo independiente o en conjunto, con todos
los criterios deseables para un agente anticancerigeno efectivo: 1) efecto
antiproliferativo, 2) accion citotoxica y/o citostatica expresada via muerte celular
necrotica o programada (apoptosis), 3) reduccion y/o inhibicion del potencial
invasivo o metéastatico de las células cancerosas y 4) ausencia o reduccion de

la capacidad para inducir resistencia celular.?®
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Figura 4. Efectos anticancerigenos de compuestos de vanadio 28

En este contexto, otro aspecto de especial interés a considerar para el desarrollo
de compuestos de vanadio como posibles farmacos anticancerigenos es la
comprobada acumulacién preferente de este metal en células y tejidos
cancerosos respecto a aquellos normales. Asi, el contenido de vanadio,
estimado por fluorescencia de rayos X, resulté mas elevado en tejido mamario
canceroso. Asimismo, el ¥V complejado se acumul6 en alto nivel en ciertos tipos
de tumores y en mayor grado que el *V salino.?” Existe también evidencia de
gue el vanadio, administrado en ciertas lineas celulares de cancer (que incluyen
leucemia, cancer de colon, carcinoma pulmonar de Lewis, melanoma (B16) y
tumores Ehrlich ascite) heterotransplantados a ratones atimicos, se acumula
principalmente en las regiones ricas en acidos nucleicos de las células

tumorales.*®

Las beneficiosas propiedades mostradas por el vanadio hacia el tratamiento de
distintas enfermedades fomentaron la investigacion en nuevas formas de
administracion del metal, esto llevo al descubrimiento de la utilidad en emplear

polimeros como agentes capaces de mejorar su actividad en el organismo.

Tesis publicada con autorizaciéon del autor

No olvide citar esta tesis




2.3. Sistemas poliméricos de transporte y liberacion controlada de
metales

2.3.1. Introduccion y propiedades

Las primeras aplicaciones de compuestos poliméricos sintéticos al campo
medicinal tuvieron lugar a inicios de los afios 40°s, cuando eran utilizados,
principalmente, como expansores plasmaticos, materiales antisépticos y
recubrimientos de heridas. Sin embargo, veinte afios después, surgio la idea de
emplear macromoléculas, sean naturales o sintéticas, como agentes capaces
de actuar terapéuticamente por si mismos o cambiar la farmacocinética de
diferentes compuestos organicos e inorganicos. A esta nueva rama de la
macrociencia se le denominaria “Polimeros Terapéuticos”. Para este trabajo de
investigacion se describira especificamente a una subrama catalogada como

“vehiculos poliméricos”.**

Entre los vehiculos poliméricos mas investigados destacan los hidrogeles,
micelas poliméricas, dendrimeros y los conjugados polimero-droga; estos
dltimos resulta de interés para el presente trabajo de investigacion.®>*® Un
conjugado polimero-droga involucra una unién simbiética y biorreversible entre
los dos componentes: el polimero, que actia como un vehiculo de carga y
transporte, y la droga propiamente dicha. El polimero “sabe” como vencer los
obstaculos biolégicos y “entregar su carga” en el terminal adecuado mientras que
la droga “disfruta” de un viaje seguro para ejercer finalmente su bioactividad en

el tejido enfermo- > 4°

Es importante sefialar que, a diferencia de otros polimeros capaces de solo
encapsular fisicamente al agente activo, los conjugados polimero-droga poseen
beneficios adicionales como una alta capacidad de carga de la droga, una
liberacion prolongada del agente activo y una alta estabilidad del conjugado con
poca pérdida del farmaco durante su paso por el sistema sanguineo.*’ Asimismo,
esta técnica permite superar ciertas deficiencias encontradas usualmente en los

farmacos moleculares convencionales que limitan su efectividad.®
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El disefio y construccion del vehiculo polimérico resulta critico para el desarrollo
de un conjugado polimero-droga, ya que la actividad terapéutica del mismo
dependera fundamentalmente de una serie de caracteristicas estructurales y
qguimicas del polimero. El disefio basico debe incluir: 1) Una cadena principal
flexible, no toxica y biodegradable, y 2) cadenas laterales que contengan por lo
menos dos tipos de unidades, solubilizantes y ligantes, con grupos hidrofilicos y
coordinantes respectivamente. Es deseable, aunque no imprescindible, la
presencia de unidades sitio especificas; que orienten preferentemente la droga

hacia células y tejidos determinados (Figura 5). >°
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Figura 5. Representacion esquematica de los componentes de un conjugado
polimero-droga °

Otra caracteristica deseable en el disefio de un vehiculo polimérico es la
presencia de espaciadores, es decir, una cadena de longitud apropiada entre el
sitio de anclaje de la droga y la cadena principal, lo que disminuye el impedimento
estérico a la coordinacion ejercido por el correspondiente esqueleto polimérico y

facilita la liberacion del agente activo a nivel intracelular.

Otro aspecto importante a considerar en el disefio esta relacionado con el tipo

de unién entre el vehiculo polimérico y el agente activo, lo que determina
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finalmente el mecanismo intracelular de liberacion de la droga. En caso de
uniones covalentes fuertes, como enlaces peptidicos, la biofision es de
naturaleza enzimética, mientras que para ciertos enlaces coordinados dativos el
medio ligeramente acido (pH 5) en el espacio lisosomico induce una ruptura
hidrolitica.® En este contexto, cabe mencionar el observado aumento de acidez
en células cancerosas, capaz de reducir el pH en un rango de 0.5-1.0 dentro del
espacio lisosomico fomentando asi una liberacion mas rapida del agente activo.
Esto podria generar una actividad terapéutica mas pronunciada a dosis mas
bajas.*’

Por otro lado, la “arquitectura molecular” del polimero, la que comprende su
tamanfo, conformacién molecular en solucion, flexibilidad y ramificacion, juega un
papel clave sobre la farmocinética y biodistribucion in vivo de los vehiculos

macromoleculares. 48

El peso molecular (Mw) del polimero y mas especificamente su volumen
hidrodinamico (Vh), influyen de modo critico en los mecanismos de excrecion del
mismo. Para polimeros lineales, un rango referencial conveniente, basado en que
la eliminaciéon renal constituye el mecanismo principal de excrecién, es que su
Mw se encuentre entre los 25 y 50 kDa; de este modo, su diametro hidrodinamico
resulta del mismo orden de magnitud que los de los poros glomerulares de los
rifones evitando una excrecion demasiado rapida. Esto explica que en los
polimeros lineales el tiempo de vida media en el sistema circulatorio aumente
dramaticamente a partir de los 25 kDa.*® Por otro lado, para polimeros anionicos,
se determind que la toxicidad aumenta considerablemente cuando el peso
molecular supera los 50 kDa, lo que apoya el limite superior propuesto.*°48
Adicionalmente, el higado y los componentes del sistema reticulo endotelial
(RES) también son capaces de remover particulas de material polimérico de la

sangre por fagocitosis cuando su diametro hidrodinamico supera los 200 nm. 48

Otro factor que prolonga el tiempo de permanencia de la droga en el sistema
circulatorio y aumenta su biodisponibilidad hacia los diferentes organos y tejidos
esta relacionado con el efecto protector del polimero. Este disminuye las
reacciones con proteinas y otras biomoléculas capaces de secuestrar al agente
activo; ademas, el polimero reduce la permeabilidad vascular del conjugado

gracias a su alto peso molecular, dificultando una excrecién demasiado rapida.*®
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Figura 6. Distribucion de polimeros sintéticos en el organismo después de
su administracion por diferentes vias *°

El hecho que los conjugados polimero-droga contengan grupos hidrofilicos, le
confiere una alta solubilidad en los fluidos corporales acuosos; esto permite, su
rapida distribucion en el sistema circulatorio y evita su captura y eliminacion
fagocitica por el RES, mecanismo de depuracion clasico para material no

disuelto en el plasma (Figura 6). 4 4°

Asimismo, el caracter hidrosoluble del conjugado, permite su ingreso a la célula
por pinocitosis, un mecanismo de difusion activa tipico de polimeros solubles; el
cual resulta mas eficiente que el mecanismo de difusion pasiva, propio de
compuestos moleculares neutros. A su vez, elude los inconvenientes asociados
a compuestos cargados o muy polares incapaces de penetrar la membrana
celular por el mecanismo molecular previamente mencionado. La pinocitosis
involucra una invaginacion del polimero hidrosoluble por la membrana celular
para su posterior liberacién al interior de la célula, especificamente en los
lisosomas por accion de diversas enzimas o ruptura hidrolitica, favorecida por el

cambio de pH (Figura 7). 48
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En lo que se refiere al desarrollo de un conjugado polimero-droga de interés
como potencial agente anticancerigeno, la unién del compuesto activo a un
polimero es capaz de resolver uno de los problemas mas criticos en el
tratamiento quimioterapéutico, la resistencia inducida a una droga. Al cabo de
cierto tiempo de tratamiento, algunas de las células desarrollan resistencia a la
actividad de los agentes terapeulticos moleculares al producir mecanismos
enzimaticos capaces de expulsar al farmaco al entorno extracelular antes de
ejercer su accion. Entre los principales compuestos que realizan esta accion
sobresale la P-glicoproteina cuando se encuentra en grandes concentraciones;
esta proteina es producida en el endosoma. Las células que han adquirido esta
resistencia se multiplican y producen que el agente activo empleado pierda
progresivamente su eficacia. El uso de vehiculos poliméricos asociados al
agente activo cambia drasticamente la farmacocinética de la droga dado que su
entrada a la célula se realiza mediante pinocitosis. Al ser este mecanismo uno
muy diferente al de difusion pasiva utilizado por los compuestos moleculares, la
P-glicoproteina ya no es capaz de eliminar al agente activo, permitiendo

prolongar la efectividad en el tratamiento.> >

Finalmente, una caracteristica general e inherente a la mayoria de conjugados
polimero-droga es la acumulacion preferente de estos compuestos en tejidos
cancerigenos. A esta propiedad se la conoce como el “Efecto de Permeabilidad
y Retencién Aumentada” (EPR por sus siglas en inglés). A diferencia de las
células normales, los tumores desarrollan una compleja arquitectura vascular
con el fin de acelerar su crecimiento; sin embargo, esta resulta ser amorfa y con
un tejido endotelial discontinuo, lo que permite una facil hiperpermeabilidad de
diversas macromoléculas presentes en el plasma. Asimismo, estos carcinomas
poseen un sistema linfatico defectuoso que es incapaz de realizar un efectivo

trasvase de dichos macro-compuestos de regreso a la sangre.
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Figura 7. Representacion esquematica del efecto EPR y del mecanismo de entrada celular: Pinocitosis. Las células
tumorales poseen un sistema linfatico defectuoso y una estructura vascular deforme que deja trasvasar facilmente el
conjugado polimérico al tejido dafiado.*®
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De esta manera, se produce una acumulacion preferente del conjugado
polimérico activo en los tejidos cancerosos respecto a los normales. En
consecuencia, la union de agentes terapéuticos a polimeros disminuye la
toxicidad de los primeros ya que su distribucion no es uniforme en todos los

tejidos, sino que se vuelve especifica hacia los dafiados. 523

La conjuncién de todos estos factores favorables, que varian radicalmente la
farmacocinética y biodistribucion del agente activo en el organismo, justifican la
mayor efectividad terapéutica de los conjugados polimero-droga respecto a los

farmacos moleculares convencionales.
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2.3.2. Conjugados polimero-metal como agentes terapéuticos

La presente técnica se ha orientado principalmente al desarrollo de conjugados
con drogas anticancerigenas, limitandose en su etapa inicial a la unién de las
clasicas drogas antitumorales organicas usadas en quimioterapia como
daunorubicina, metotrexato y doxorubicina. El primer compuesto polimero-droga
sintético que llegé a la fase de ensayos clinicos (1994) fue el N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida (HPMA), copolimero conjugado a Doxorubicina, el cual mostrd

actividad quimioterapéutica en pacientes resistentes a otras drogas. >*

En la Tabla 1 se muestran, segun referencias bibliogréficas, los mas recientes
conjugados poliméricos que se encuentran participando en ensayos clinicos. Es
notable el amplio rango terapéutico para el que se analiza la eficacia de estos
farmacos; asimismo, cabe mencionar que muchos de estos agentes podrian

haber superado a la fecha los ensayos clinicos o encontrarse en las etapas

finales.*®
Tipo de
Conjugados Compaiiia carcinoma a Status
tratar
PEGe-irinotecan Nektar Tumor sélido Fase llI/1I
PHPMA-DACH- Access .
o ) Cancer de ovario Fase Il
oxaliplatin Pharmaceuticals
Cancer de mama,
PHPMA-
o Pfizer pulmén y Fase li
doxorubicin
colorectal
Cyclodextrin- Tumores solidos
) Cerulean Fase lla
camptothecin avanzados
. Cancer de
Polyglutamic . .
) ) Cell Therapeutics pulmoén y de Fase lll
acid-paclitaxel _
ovario
Polyglutamic
] ] Cancer de colon
acid- Cell Therapeutics ] Fase I/l
_ y de ovario
camptothecin

Tabla 1. Algunos conjugados polimero-droga analizados recientemente en
estudios de fase clinica >°
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No se ampliara la discusion respecto a estos agentes terapéuticos, puesto que,
al estar basados en compuestos organicos activos, escapan del objetivo central
de esta investigacion; no obstante, queda claro el avance que se esta generando

en esta rama de los polimeros terapéuticos.

En lo referente al uso de metalofarmacos como componente activo del
conjugado, el desarrollo se ha centrado en el empleo de complejos basados en
cis-platino (1) y ferroceno orientados hacia el tratamiento anticancerigeno. Neuse
y Duncan han investigado ampliamente en este campo, logrando sintetizar y
caracterizar una amplia serie de conjugados con metalofarmacos del grupo del
platino y de ferroceno; parte de los cuales han sido evaluados in vitro frente a

una variedad de lineas celulares con resultados positivos. 49 54>’

Investigaciones recientes han conducido al desarrollo de nuevos sistemas de
liberacion polimérica derivados del cis-platino que se encuentran actualmente en
ensayos de fase clinica. En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos
representativos; entre ellos, merece especial atencién el conjugado Prolindac
por involucrar a un polimero lineal. Este sistema ha mostrado una mayor
efectividad antitumoral a comparacion del Oxaliplatino, un metalofarmaco
basado en el platino; analisis pre-clinicos en ratones indicaron que el Prolindac
generd una mayor inhibicién en el crecimiento tumoral, menor toxicidad hacia
células sanas y ejercié una mayor distribucién, de hasta 14 veces, del platino en
células cancerosas. Ensayos clinicos de fase | mostraron la no toxicidad del
compuesto en pacientes que presentaban tumores solidos avanzados e incluso
se logré controlar la enfermedad en pacientes que presentaban cancer de
esofago, cérvix, tiroide y melanoma. Recientemente, esta droga ha entrado a
estudios de fase clinica Il donde esta siendo combinado con otros compuestos
antincacerigenos como paclitaxel y gemcitabina hacia el tratamiento de
pacientes con cancer de ovario y colorectal; asimismo, se han programado
estudios combinatorios de esta droga en China y Korea del Sur frente a otros

tipos de carcinomas.®®
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Tipo de carcinoma | Tamaifio aproximado

Sistema ) Status
a tratar del conjugado
Liboplatin Mama, gastrico 110 nm Fase lll
] Colorectal,
Aroplatin ] 1 um Fase Il
mesotelioma pleural
Lipoxal Gastrico avanzado 250 nm Fase |
ProLindac Ovario avanzado 25kDa Fase Il

Pancreatico
Nanoplatin avanzado o 30 nm Fase Il

metastatico

Tabla 2. Algunos conjugados poliméricos con drogas derivadas del cis-
platino recientemente analizados en estudios de fase clinica *®

Otros compuestos metdlicos unidos a vehiculos poliméricos que han sido
evaluados en su actividad antincancerigena son aquellos basados en cobalto y
rutenio. EI compuesto Co2(CO)s, unido a un copolimero en bloque derivado del
etilenglicol y el metacrilato de propargilo, fue analizado frente a células
leucémicas mostrando una considerable disminucion en la viabilidad de las
mismas; sin embargo, al emplear una micela entrecruzada de estructura similar
como vehiculo polimérico se reportd6 una reduccion total en su actividad
terapéutica. Esta disminucion se atribuye a un incremento en la dificultad de
entrada del macro-compuesto al entorno intracelular por una disminucion en la
flexibilidad del material polimérico en el plasma. Por otra parte, las drogas
anticancerigenas RAPTA-C y NAMI-A, basadas en rutenio, mostraron un notable
aumento en su actividad al encontrarse enlazadas a micelas hidrosolubles. El
RAPTA-C, en combinacién con el acido polilactico, experimenté un aumento de
20 veces en su eficiencia respecto al valor del ICso de la droga no unida al
polimero. Asimismo, la NAMI-A mostr6 una mejora en su potencial

antimetastatico por unién a un vehiculo polimérico via un grupo imidazol.>®

En contraste a los avances antes mencionados con otros metalofarmacos de
conocida actividad antitumoral, el desarrollo de conjugados poliméricos de

vanadio, como potenciales agentes terapéuticos, se encuentra aln en su etapa
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inicial. De particular interés para este proyecto, resultan aquellas investigaciones
relacionadas con el disefio, sintesis, caracterizacion y eventual evaluacion de la
efectividad terapéutica de conjugados vanadilo de polimeros naturales,
naturales derivatizados y sintéticos que presenten grupos ligantes carboxilicos.
Entre los naturales, se pueden citar los complejos vanadilo/quitosano y
vanadilo/hialuronato sintetizados y caracterizados por Baran y Kawashima.®%-%3
Asimismo, Kremer y colaboradores prepararon recientemente complejos
poliméricos de vanadio (IV) y (V) empleando macromoléculas aniénicas
derivadas de la celulosa. Estos compuestos fueron analizados en su capacidad
para liberar la especie activa bajo condiciones fisiologicas y se encontré una
interesante dependencia de la misma con el pH del medio que propiciaria una
liberacion selectiva en el intestino.® Por otro lado, Sakurai y colaboradores
obtuvieron el conjugado vanadilo-gamma-poli(acido glutamico), el cual fue
evaluado en modelos animales de diabetes mellitus (DM) tipo 1 y 2, logrando
disminuir significativamente los niveles de glucosa por administracién oral de
soluciones del complejo. Ademas, se mejoraron varios parametros relacionados
con esta enfermedad y se logr6 comprobar una superior actividad de estos
conjugados poliméricos respecto a la sal VOSOa4.”® Asimismo, Zhang y
colaboradores sintetizaron conjugados vanadilo de carragenina y quitosano
carboximetilados, los cuales mostraron cierta actividad hipoglicemiante in vivo
hacia la DM-2.°

Los Unicos sistemas poliméricos de liberacion controlada de vanadio que han sido
evaluados en su actividad antitumoral son el conjugado Xiloglucan oxovanadio
(IV) y poli-[e]-caprolactona-bis(maltolato)oxovanadio (IV) (Figura 8). El primero
fue desarrollado por Noleto y colaboradores y participé en un andlisis in vitro hacia
células B16F10 (melanoma). El conjugado polimérico logré reducir la viabilidad y
proliferacion de las células en un 50% luego de 72 horas de evaluacion, este
efecto es atribuido a la inhibicién en la toma de oxigeno celular por accion del
complejo; asimismo, las células afectadas mostraron una reduccion en la
expresion de la enzima piruvato quinasa y una disminucién en la subunidad F1
de la ATP sintasa. El segundo agente fue sintetizado por Burtt y colaboradores;
éste se analiz6 en ratones que presentaban un linfosarcoma altamente

metastatico (MDAY-D2) logrando inhibir su crecimiento hasta en un 80%.
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Asimismo, se confirmé que el empleo de estos compuestos no generd efectos
toxicos como en el caso de la administracion del BMOV que requeria de dosis
continuas y muy concentradas en el organismo. Pese a que este ultimo ejemplo
se basa en el empleo de una matriz polimérica y no un conjugado polimero-droga,
su actividad muestra la efectividad del uso de los vehiculos poliméricos hacia el

desarrollo de agentes terapéuticos mas efectivos . ¢

a) b}

OH

Figura 8. Estructura de los sistemas poliméricos a) xiloglucan vy b) poli-[€]-
caprolactona
En base a los antecedentes presentados, se puede concluir que el uso de la
tecnologia polimérica es capaz de mejorar considerablemente la actividad
terapéutica de distintos metales en el ser humano, no obstante, el estudio en
este campo es infimo, por lo cual resulta de gran relevancia el realizar una mayor
cantidad de experimentos que permitan ampliar la cantidad de informacién
pertinente en esta area fomentando su desarrollo hacia el tratamiento del ser

humano.
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2.4. Disefo y sintesis del conjugado poliaspartamida-vanadilo
2.4.1. Disefio

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, se logro sintetizar dos
conjugados poliméricos de vanadio con ligandos macromoleculares que
compartian diversos aspectos estructurales que les brindaban propiedades
especiales. En el Proyecto DGI 2010-0071 que culmind en una tesis de maestria
se us6é como ligando polimérico al acido poliaspartico.®®” En el posterior
proyecto DGI 2010-0205, que culmind en una tesis de licenciatura, se sintetizo
un ligando poliaspartamida derivatizado con un disefio mejorado respecto al del
proyecto anterior, manteniendo la cadena principal poliaspartamida pero con la
inclusion de cadenas laterales que contenian espaciadores y grupos carboxilicos

terminales.'168

Nuestra actual propuesta contempla la sintesis de un nuevo conjugado de
oxovanadio (IV) en que el ligando polimérico, poli(alfa,beta-D,L[N-(3-
di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)-
aspartamida]-co-[2-(hidroxietil)-aspartamida-], (PASP-DC-MC-MH), contiene,
ademas de las cadenas laterales con grupos ligantes dicarboxilicos (funcién
ligante) y monocarboxilicos (funcion ligante/solubilizante), cadenas laterales
adicionales con grupos hidroxilos terminales que cumplen una funcién
exclusivamente solubilizante. ElI nuevo ligando polimérico PASP-DC-MC-MH

cumple asi con el disefio basico de un transportador polimérico (Figura 9).

La conveniencia de mantener la cadena principal poliaspartamida obedece a
varios factores: 1) Facilidad de sintesis y derivatizaciéon del polimero
polisuccinimida precursor, 2) Versatilidad en la introduccion de cadenas laterales
de diferente longitud y con diferentes grupos funcionales terminales (ligantes,
solubilizantes y eventualmente sitio especificos) mediante reacciones organicas
usuales con diversos nucledfilos, 3) Alta solubilidad por la flexibilidad de la
cadena principal reforzada por la presencia de grupos solubilizantes, 4)
Biodegradabilidad por ruptura enziméatica lenta y controlada de los enlaces
peptidicos presentes, minima en los fluidos corporales (pH aprox. 7.5) y

favorecida en el espacio intracelular (pH aprox. 5).°

= : . . X <
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Asimismo, el hecho que se trate de una poliaspartamida sintética, la alfa,beta-
DL, la hace resistente a la degradacion por actividad de la alfa-peptidasa en el
plasma sanguineo, enzima selectiva hacia los grupos CH con conformaciéon L y

unidades alfa-péptido.®

Grupo ligante

Grupo O H
N

ligante/solubilizante

b=
=
\

Grupo
solubilizante

O, H
N

H

ol L ) !
HO g
y
PASP-DC-MC-MH

Figura 9. Estructura quimica del vehiculo polimérico PASP-DC-MC-MH

Ademas, su origen no natural permite un control adecuado de su peso
molecular.*® Esto Gltimo permitié que, en el trabajo de tesis de licenciatura antes
mencionado, se pudieran determinar las condiciones apropiadas para obtener
una poliaspartamida derivatizada dentro del rango de peso molecular adecuado
(25-50 kDa).!! Dichas consideraciones serviran de referencia para la sintesis del
nuevo conjugado . Por otro lado, Paolino y colaboradores realizaron ensayos en
conjugados derivados de la poliaspartamida, sus resultados mostraron la
tendencia del compuesto a concentrarse en tejido 0seo, una caracteristica
adicional que puede llegar a ser de utilidad para su uso como un posible agente

terapéutico.*:5°
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La introduccion de espaciadores en las cadenas laterales, entre los grupos
funcionales terminales y la cadena principal, es recomendable. Trouet y
colaboradores demostraron la influencia de la naturaleza y longitud de un
espaciador sobre el grado de liberacion enzimatica y consiguiente efectividad
terapéutica de un conjugado de la droga anticancerigena daunorubicina unida
covalentemente, via un espaciador peptidico de longitud variable, a un portador
albumina. En ausencia de espaciador, el conjugado resulté completamente
resistente a hidroélisis enzimatica, la liberaciéon del agente activo aumentd
ligeramente con el dipéptido (8%) y se optimiz6 (60-75%) en el tri y tetrapéptido.
Estos dltimos, mostraron una mayor eficacia quimioterapéutica in vivo frente a
un tipo particular de leucemia.®® Sin embargo, una excesiva longitud de la cadena
tiene un efecto contraproducente.®’ El vehiculo polimérico propuesto, PASP-DC-
MC-MH, contiene espaciadores de tres miembros para los grupos ligantes mono
y dicarboxilicos, lo que al distanciarlos de la cadena principal y a la vez aumentar
la flexibilidad de las cadenas laterales, facilita la coordinacién inicial y liberacion
posterior del oxovanadio (IV). La presencia de espaciadores no es requerida para
los grupos solubilizantes, por lo cual se ha escogido un espaciador de solo dos
miembros que evita la introduccion de hidrofobicidad por el uso de cadenas

alquilicas mas largas.

En la seleccion del vehiculo polimérico, otro factor importante a considerar es la
capacidad ligante del mismo hacia el agente activo. En nuestro caso, este es el
cation VO?*,el cual, por su naturaleza de &cido duro, posee una gran afinidad por
el oxigeno (base dura) y forma un enlace V-O particularmente fuerte con los
grupos carboxilicos; esto permite que el polimero ejerza de modo eficaz su efecto
estabilizante y protector hacia la droga. Por otro lado, el uso de grupos ligantes
dicarboxilados en PASP-DC-MC-MH genera anillos quelatos mas pequefios (8
miembros) por coordinacion al metal, que aquellos formados por los grupos
monocarboxilados mas distantes entre si. La ventaja de los primeros es que
presentan una mayor estabilidad y tienden a permanecer integros en el plasma
sanguineo, mientras que los monodentados presentan una pobre estabilidad

hidrolitica y conducen a una liberacion prematura del agente activo.*® °¢

El incorporar un segundo tipo de cadena lateral provista de grupos hidroxilo

terminales en el nuevo vehiculo polimérico con una funcién exclusivamente
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solubilizante permitira obtener un polimero mas soluble en medio acuoso con la
capacidad de resolver algunos inconvenientes observados en la sintesis de
complejos poliméricos de vanadio; estas seran discutidas en la siguiente seccion.
Al respecto, cabe mencionar el desarrollo de algunos conjugados poliméricos
vanadilo de origen natural y/o sintético que presentan ambos grupos funcionales
(OH y COOH) donde, incluso a pH's altos, se observa una complejacion selectiva

de los grupos carboxilos. %7

En lo que respecta a la posible efectividad del nuevo complejo polimérico en un
estudio posterior de su actividad anticancerigena, esta se veria favorecida por la
naturaleza macro-molecular del vehiculo polimérico que permitiria el
almacenamiento selectivo de los conjugados en tejidos cancerigenos gracias al
antes mencionado efecto EPR. Asimismo, esta acumulacion reduciria la
posibilidad de toxicidad del vanadilo en el organismo puesto que la accion

terapéutica ocurriria predominantemente en el tejido dafiado. 515253

Por otro lado, la superior hidrosolubilidad del complejo, gracias al uso de cadenas
laterales hidroxilo y una cadena principal flexible de poliaspartamida, facilitaria la
entrada del conjugado al ambiente intracelular mediante el conocido mecanismo
de pinocitosis, mucho mas efectivo que el de difusion pasiva, caracteristico en
compuestos de bajo peso molecular. Este mecanismo, ademas de aumentar su
potencial terapéutico, seria capaz de resolver, en algunos casos, los problemas
derivados de la resistencia inducida a una droga, discutidos en el acapite

anterior.>*®

Finalmente, el uso de agentes ligantes dicarboxilicos evitaria una liberacion
prematura del agente activo durante el transito del conjugado por el sistema
sanguineo del organismo. Esto se debe a que la liberacion del vanadio
solamente podria ocurrir a un pH &cido inferior a 5, caracteristico del entorno
lisosémico o mediante la accién de proteinas intracelulares, mientras que en el
plasma este se mantiene en un valor de 7.2, muy basico para inducir una

separacion por protonacion del grupo carboxilato.®
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2.4.2. Sintesis y caracterizacion

El presente trabajo propone el disefio, sintesis y determinacion estructural de un
complejo oxovanadio (IV) con el ligando polimérico poli-(a,3-D,L-[N-(3-
di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)-

aspartamida]-co-[(2-Hidroxietil)-aspartamida]) (PASP-DC-MC-MH), el cual fue
sintetizado por la carboximetilacion del poli-(a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-
aspartamidal)-co-[2-(hidroxietil)-aspartamida-] (PASP-MA-MH), que a su vez es
el producto de la amindlisis secuencial de polisuccinimida (PSI) con etanolamina
y la 1,3-propanodiamina. A continuacion se presenta el esquema de sintesis del
conjugado polimérico propuesto para la presente tesis; las siglas MH, MA, DC y

MC corresponden a las secciones poliméricas con grupos funcionales mono-

hidroxilados, mono-aminados, di-carboximetilados y mono-carboximetilados.

Método de Neriy col. / método adecuado por nuestro
grupo de investigacion

Policondensacion del 4cido aspartico

Sintesis del PASP-MA-MH

Método de Neuse y col./ método ha adecuar por nuestro

Auiels el B3 grupo de investigacion/ Método de Callicettiy col

Método de Neuse y col./método adecuado por nuestro

Carboximetilacion del PASP-MA-MH . L
grupo de investigacion

Sintesis del VO-PASP-DC-MC-MH

Método desarrollado por nuestro grupo de investigacion

Coordinacion del VO2* al PASP-DC-MC-MH ., .
que se adecuard a nuestro caso particular
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2.4.2.1. Sintesis del polimero precursor, polisuccinimida (PSI)

La sintesis de la polisuccinimida ha sido ampliamente discutida en la tesis para
optar el grado de Magister en Quimica “Sintesis de un nuevo vehiculo polimérico
alfa,beta-poli(D,L-acido aspartico) del agente activo antidiabético oxovanadio
(IV)*.19 Asimismo, también se usara como guia el método ligeramente modificado
empleado en la tesis para obtener el grado de Licenciatura en Quimica “Sintesis
y caracterizacion de un novedoso conjugado poliaspartamida-oxovanadio (IV)
como potencial metalofarmaco insulino-mimético” basado en las investigaciones
realizadas por Neri y colaboradores.'’"2 E| procedimiento de sintesis se

presenta en la figura 10.

o 200 °C, H;PO,
OH

Vacio, 3 Hrs

OH NH .

D, L - Acido aspartico . o
a, B - D, L - Polisuccinimida

Figura 10. Sintesis del PSI a partir del D, L — Acido aspartico

La pureza y estructura del polimero sera evaluada mediante la técnica de

resonancia magnética nuclear (*H-RMN).

2.4.2.2. Determinacion del peso molecular de la polisuccinimida por el

metodo de viscosimetria capilar

Mediante el empleo de la técnica de viscosimetria capilar, es posible establecer
una relacién entre el peso molecular y la viscosidad intrinseca de la
macromolécula. Esta ultima depende de diversos factores como la forma o
tamafno del polimero, temperatura de medicion empleada, solvente utilizado,

etc.”®
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La ecuacion de Mark-Houwink (Ecuacién 1) permite relacionar mateméaticamente

el peso molecular promedio del polimero, Mv, con la viscosidad intrinseca ([n]):

En donde "K" y “a” son constantes empleadas en el calculo las cuales poseen
un valor especifico dependiendo del tipo de polimero a analizar, el solvente que
se utiliza y la temperatura a la cual se trabaja. En el caso de la polisuccinimida,
estas toman los valores de 0.0132 g/mL y de 0.76, respectivamente, a 25°C."*
Finalmente, cabe mencionar que el empleo de esta técnica puede llegar a dar

valores cercanos al peso molecular real, Mw, de la macromolécula.

2.4.2.3. Sintesis del polimero intermedio, poli-(a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-
aspartamida])-co-[2(hidroxietil)-aspartamida] (PASP-MA-MH)

La sintesis de esta macromolécula se realizara mediante la amindlisis del anillo
polisuccinimida en DMF empleando como reactivos la etanolamina y la 1,3
propanodiamina (Figura 11). La reaccion propuesta se basara en los trabajos
previos desarrollados por Murga, Neuse y Callisetti; % ">7® estos seran
adaptados para poder realizar una sintesis de dos pasos continuos en un mismo

recipiente.

La adicién de grupos laterales amino e hidroxilo al polimero inicial permitira la
posterior derivatizacion de la especie amina libre de la 1,3 propanodiamina, que
conducira a la introduccion de los grupos carboxilato ligantes. Asimismo, las
cadenas hidroxilo formadas por la reaccion con etanolamina, introducirian una
mayor hidrosolubilidad a la macromolécula y reducirian la posibilidad de

entrecruzamiento mencionado en el acépite anterior.

Neuse ha realizado una amplia investigacién en la sintesis de macromoléculas
con cadenas laterales amino; entre sus principales recomendaciones resalta la
necesidad de emplear espaciadores con un numero de atomos de carbono
mayor a uno o dos; caso contrario, en la etapa de purificacion por didlisis, estas
cadenas tendrian la posibilidad de generar un rompimiento hidrolitico

considerable de la cadena polimérica principal.’® La 1,3 propanodiamina posee
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una cadena compuesta por tres carbonos por lo cual se evitaria el inconveniente
descrito. En lo que respecta al uso de la etanolamina, esta posee un espaciador
compuesto por dos carbonos; sin embargo, no se observaria la ruptura hidrolitica
mencionada pues el grupo presente en esta cadena es uno hidroxilo, menos
nucleofilico que el amino. Por otro lado, ambos espaciadores introducen una alta
estabilidad hidrolitica en las cadenas laterales, lo que aseguraria que los grupos
amido de estas Ultimas no se vean afectados en las reacciones y ensayos

subsiguientes durante esta investigacion.

Asimismo, sera necesario realizar la sintesis y purificacion bajo flujo de Nz(); si
bien Callicetti menciona la posibilidad de efectuar la primera etapa de la sintesis
en contacto con el aire, Neuse y Murga han comprobado la necesidad de
emplear corriente de nitrégeno para evitar una reaccion secundaria de los grupos
amino terminales con el CO2 del ambiente. Por otro lado, Neuse recomienda el
empleo de un gran exceso de la 1,3 propanodiamina pues, debido a que posee
2 grupos activos, si se emplea una cantidad estequiométrica se corre el riesgo
de propiciar un entrecruzamiento de cadenas principales, lo que conllevaria a la
disminucidn en la solubilidad de la macromolécula. Finalmente, cabe mencionar
gue, en esta etapa de la sintesis, se prepararan copolimeros con distintas
proporciones de cadenas laterales solubilizantes y ligantes con el fin de evaluar

el cambio en la hidrosolubilidad y capacidad de liberacién controlada producto

O\ H
H_| N
1) DMF, 0°C, 1 Hr
0
J— n-x 2)DMF, 25°C, 4 Hr
S X o)
DMF, 25-30°C HO [~

de esta variacion.

H
- N—
— —Ix O H
3 hrs, Tamb N
-
Q @]

O —
- X n-x

PSI PASP-MA-MH

H

Figura 11. Sintesis del PASP-MA-MH a partir del PSI
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El PASP-MA-MH seré caracterizado por espectroscopia FT-IR, tH-RMN, COSY
y HSQC.

2.4.2.4. Sintesis del polimero ligando, poli-(a,B-D,L-[N-(3-
di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-
(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]-co-[(2-Hidroxietil)-
aspartamida]) (PASP-DC-MC-MH)

En esta etapa de la sintesis del vehiculo polimérico se realizara la derivatizacion
de los grupos amino del PASP-MA-MH siguiendo los trabajos de investigacion
previos de Murga y Neuse.'' 7" Se empleara al acido bromoacético para realizar
esta carboximetilacion sin afectar al grupo hidroxilo; este se mantendra intacto
gracias a su reducido caracter nucleofilico. La derivatizacion permitira obtener
grupos di-carboximetilados y mono-carboximetilados; ambos con capacidad
ligante al oxovanadio (IV) (Figura 12). Neuse y Murga reportan una mayor
cantidad de la primera especie respecto a la segunda. Sera necesario mantener
el pH de la reaccién entre 6 y 8 con el fin de permitir el avance de la reaccién y
al mismo tiempo disminuir la posibilidad de que ocurran reacciones secundarias.
La macromolécula sera purificada por dialisis y recuperada en su estado sélido

mediante la técnica de liofilizacion.

. H
hgamegg;ll\)l:ihzame 2— N

B ] wiee [ O H
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NH Acido 2) H;0° NH
Bromoacético %

— H O x5 — ~n-x - - S: O H
PASP-MA-MH ol —
HO

&l

Y
PASP-DC-MC-MH

Figura 12. Sintesis del PASP-DC-MC-MH a partir del PASP-MA-MH

El PASP-DC-MC-MH sera caracterizado por espectroscopia FT-IR, 'H-RMN,
COSY, HSQC y HMBC.
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2.4.2.5. Sintesis del complejo polimérico Poli-(a,B-D,L-[N-(3-
di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-
(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]-co-[(2-Hidroxietil)-
aspartamidal)-oxovanadio(lV) (PASP-DC-MC-MH-VO)

Las condiciones de sintesis para la unién de oxovanadio (IV) con vehiculos
poliméricos han sido ampliamente discutidas en el trabajo de investigacion de
Murga y Karmaker y col.'™ ’® E| presente proyecto utilizard como base las
consideraciones de ambas investigaciones para la obtencion de complejos de
forma eficiente; sin embargo, sera necesario introducir cambios en algunos
parametros experimentales debido a la presencia de las cadenas laterales
hidroxilo extra. Como reactivos se empleara la sal VOSO4.XH20 que reaccionara

por metéatesis en medio acuoso con el PASP-DC-MC-MH.

La unién del agente activo podria realizarse tanto mediante los grupos
di-carboximetilados (DC) como los mono-carboximetilados (MC); no obstante, la
complejacién se veria méas favorecida con los primeros gracias a la antes
mencionada formacion de un anillo quelato de ocho miembros, mas estable que
el anillo demasiado grande que se formaria con el mono-carboximetilado (Figura
13). Asimismo, la investigacion de Murga ha reportado una mayor proporcion de
las cadenas DC respecto a las MC (4:1 a 2:1) la cual concuerda con los estudios
realizados por Neuse. Cabe mencionar que, en esta etapa de la sintesis del
conjugado, se obtendran copolimeros con distintas cantidades de vanadio ligado
con el fin de evaluar el cambio en la hidrosolubilidad y capacidad de liberacion

controlada producto de esta variacion.
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Figura 13. Sintesis del PASP-DC-MC-MH-VO a partir del PASP-DC-MC-MH
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El complejo PASP-DC-MC-MH-VO sera caracterizado por espectroscopia FT-IR
y UV-visible, mientras que la determinacion del contenido de vanadio se realizara

mediante Espectroscopia de Absorcion Atdmica (AAS).

2.4.2.6. Determinacion de la hidrosolubilidad de los compuestos

poliméricos sintetizados

La solubilidad del conjugado en medio acuoso se evalu6 mediante una
metodologia desarrollada por nuestro grupo de investigacion. Se busco disolver
el complejo en un periodo de tiempo definido, realizando el analisis por duplicado
y con diferentes volimenes de agua. Una vez finalizado el experimento, se
procedié a retirar el sélido remanente mediante decantacion para luego secarlo
con acetona y mantenerlo en desecador al vacio durante un considerable periodo
de tiempo. La cantidad de complejo disuelto se calculé mediante la diferencia de

pesos respecto a la masa inicial del conjugado analizado y el sdlido no disuelto.
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3. Problema e hipdétesis de investigacién

En los proyectos y tesis anteriormente mencionados de nuestro grupo de
investigacion, un problema recurrente durante la sintesis de los conjugados
poliméricos de oxovanadio (IV) fue la formacion simultdnea de un complejo
vanadilo insoluble, que disminuia el rendimiento del producto deseado e incluso
podia convertirse en el principal. Por esta razén, resultd necesario trabajar a
concentraciones muy diluidas de la macromolécula y el metal y con una
proporcion baja de vanadio en relacion a la disponibilidad de grupos
dicarboxilicos ligantes (2:1); de esta manera se logré obtener exclusivamente el
conjugado hidrosoluble deseado con un alto rendimiento (92 %). Sin embargo,
una vez aislados, estos conjugados iban perdiendo con el tiempo su caracter

hidrosoluble, lo cual limita su potencial desarrollo como agente terapéutico.'%1!

La pérdida de solubilidad mencionada se harelacionado, por un lado, con el gran
namero de grupos dicarboxilicos y monocarboxilicos libres en el conjugado
hidrosoluble, los cuales aumentan la posibilidad de entrecruzamiento entre
cadenas, via coordinacién del cation vanadilo a grupos carboxilato de diferentes
cadenas. Este fenomeno, que ha sido reportado para otros conjugados
poliméricos metalicos, incluso en el estado solido y a baja temperatura, ™
conduce a una disminucion de la flexibilidad del conjugado y consiguiente
reduccion en su solubilidad. Asimismo, la formacion de zonas rigidas dentro de
una misma cadena polimérica, por coordinacion del vanadilo a grupos terminales
carboxilato de diferentes cadenas laterales, contribuye a aumentar la rigidez del

conjugado.

A partir del andlisis previo, surgio la idea de insertar, ademas de las cadenas
laterales con grupos terminales mono y dicarboxilados, otras provistas de grupos
hidroxilo terminales que cumplan una funcién exclusivamente solubilizante y
sean incapaces de coordinar al cation vanadilo bajo las condiciones requeridas
para obtener un conjugado polimérico hidrosoluble y con un buen rendimiento.
Este nuevo planteamiento, permitiria disminuir el entrecruzamiento y la rigidez
derivados del exceso de grupos carboxilato libres. Su presencia en el vehiculo
polimérico dificultaria la multicoordinacion del oxovanadio (1V) tanto por un factor

estadistico como estérico. De esta manera, se lograria superar el problema de
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la pérdida progresiva de solubilidad del conjugado una vez aislado y secado sin

desmedro en su capacidad de acarreo del agente activo.

Asimismo, el conjugado polimérico propuesto en este proyecto presentaria varias
ventajas en relacion a los relativamente escasos trabajos publicados hasta la
fecha en complejos vanadilo poliméricos.” En primer lugar, seria hidrosoluble al
estado sélido lo cual constituiria un avance respecto al complejo sintetizado por
Sakurai y colaboradores, que fue preparado y evaluado en solucién, por lo que
solo pudo ser administrado por sondas intragastricas. La alta concentracion de
vanadio en el complejo sélido seria responsable de su caracter insoluble
producto de un gran entrecruzamiento. A su vez, el alto rango de peso molecular
de los polimeros polianiénicos utilizados en dicha investigacion (500 kDa),
conduciria a una eliminacion renal demasiado lenta con la consiguiente
acumulacion del vehiculo polimérico en el organismo, introduciendo toxicidad.
Este inconveniente se evitaria al utilizar una cadena principal poliaspartamida, la
cual, empleando condiciones de sintesis adecuadas, permitiria obtener
polimeros con un peso molecular entre 25-50 kDa, éptimo para su uso en analisis
clinicos. Como se menciono en el acapite anterior, el rango propuesto permitiria
obtener macromoléculas con un diametro hidrodinamico similar al de los poros
glomerulares de los rifiones, permitiendo su excrecién en un tiempo

apropiado.*5:55:56

Por otra parte, el contenido de vanadio presente en el conjugado a sintetizar en
este proyecto seria considerablemente mayor al obtenido por Zhang vy
colaboradores. La hidrosolubilidad al estado sélido de sus complejos vanadilo de
polisacaridos derivatizados fue conseguida a expensas de un muy bajo
contenido del metal (0,18-0,36%) para evitar el entrecruzamiento; esta limitada
concentracién del agente activo en el complejo explicaria su modesto efecto
hipoglicemiante a comparacion del logrado por Sakurai. Las caracteristicas
estructurales de la macromolécula propuesta en esta investigacion y, en
especial, la incorporacion de las cadenas laterales hidroxiladas, disminuirian
notablemente, la posibilidad de multicoordinacién y le permitirian coordinar
cantidades considerablemente superiores de oxovanadio (IV) (2-5%) a

comparacion del complejo macromolecular sintetizado por Zhang.®
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De acuerdo a lo expuesto en esta seccion, el presente proyecto constituiria, en
primer lugar, un aporte valioso en el desarrollo de protocolos de sintesis de
complejos poliméricos hidrosolubles de vanadio, de los que se encuentra poca
informacion reportada, la que ademas no profundiza en los factores
(concentraciones, pH, relaciébn polimero/metal, etc) que influencian los
rendimientos y pureza de estos conjugados. A su vez, el polimero sintetizado
representa un aporte de interés y utilidad en la investigacion de sistemas
poliméricos de transporte de metalofarmacos, en este caso particular,

oxovanadio (IV).
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Principal:

- Sintetizar y caracterizar un complejo polimérico hidrosoluble compuesto por
una poliaspartamida carboxi-hidroxilada (PASP-DC-MC-MH) ligada a
oxovanadio (IV).

4.2. Objetivos Especificos:

- Sintetizar los precursores poliméricos PSI, PASP-MA-MH y PASP-DC-MC-
MH.

- Determinar las mejores condiciones para obtener ligandos poliméricos que
permitan producir conjugados poliméricos de hidrosolubles.

- Sintetizar al conjugado polimérico PASP-DC-MC-MH-VO.

- Determinar la cantidad adecuada de sulfato de vanadilo a utilizar y las
mejores condiciones de reaccion para sintetizar conjugados poliméricos de
vanadilo hidrosolubles.

- Determinar el grado de hidrosolubilidad de los conjugados poliméricos de
vanadilo

- Caracterizar al PSI mediante RMN y a los PASP-MA-MH y PASP-DC-MC-
MH por FT-IR y RMN.

- Caracterizar al conjugado polimérico PASP-DC-MC-MH-VO por FT-IR y Uv-
Vis.

- Determinar el contenido de vanadio de los complejos hidrosolubles mediante
AAS.
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5. Parte experimental
5.1. Equipos, materiales y reactivos

5.1.1. Equipos

Los espectros de Resonancia magnética nuclear fueron medidos en el
espectrometro Brucker Avance IlI-HD Ascend 500 NMR del laboratorio de

Resonancia Magnética Nuclear de la Seccion Quimica.

Los espectros infrarrojos fueron obtenidos mediante el espectrofotdmetro FTIR-

Perkin Elmer Frontier.

Los espectros ultravioleta-visible fueron medidos en un espectrofotbmetro UV-
visible Perkin ElImer Lambda 850

La determinacion del contenido de vanadio se realizO mediante la técnica de
espectroscopia de absorcion atémica en llama (AAS) utilizando el espectrometro
OPTIMA 3000 DV Perkin Elmer.

La determinacién cualitativa del contenido de vanadio en el PASP-DC-MC-MH
se realizo mediante la técnica de Fluorescencia de rayos X utilizando el equipo
portatil FRX Bruker Tracer I11-SD, que cuenta con un tubo de rodio como fuente
de rayos-X, detector Xflash SDD de 10 mm? y una ventana de andlisis efectivo
de 3 mm? de diametro. El rango de potencial en el que puede trabajar el equipo
vade 15kV a40 kV y el rango de corrientes va de 1,3 yA hasta 26 pA. El software

utilizado para operar el espectrometro es el Spectra ARTAX v7.4.0.0.

La liofilizacion de las muestras se llevd a cabo en el liofilizador Labconco, Freeze
Dry System / LYPH LOCK 4.5.

En la sintesis de la polisuccinimida se us6 una bomba de vacio Leybold AG,
modelo DIVAC 2.2L.

El secado de la polisuccinimida tuvo lugar en una estufa Ecocell 55, modelo
LSIS-B2V / EC 55.

La centrifugacion de las muestras fue realizada en una centrifuga universal
Kossodo PLC-012E.

La medicion del peso molecular por viscosimetria capilar necesité del

termostatizador Julabo ED-5 para regular la temperatura de trabajo.
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La determinacién de la viscosidad de la polisuccinimida se llevd a cabo usando
el viscosimetro Schott, modelo Ubbelohde Din tipo I, capacidad: 15-20 mL,

longitud: 290 mm.

El secado de las muestras de complejos se realizé en un desecador al vacioy a
temperatura ambiente usando una bomba de vacio KNF NEUBERGER, modelo
UN 726.3 FTP.

5.1.2. Materiales

La remocion de agua residual presente en la 1,3-propanodiamina, etanolamina

y N,N-dimetilformamida se logr6 empleando tamices moleculares de 3A.

El gas nitrogeno (UHP) empleado como atmosfera inerte en todas las sintesis

poliméricas fue obtenido de Praxair (El Callao, Peru).

El nitrégeno liquido empleado en la etapa de liofilizacion para la sintesis del
PASP-MA-MH y el PASP-DC-MC-MH fue conseguido de AGA (El Callao, Peru).

La didlisis de los polimeros intermedio PASP-MA-MH vy final PASP-DC-MC-MH
se realiz6 a través de membranas de Spectrum Laboratories Inc., Spectra/Por®
de poro 4 de 12000-14000 MW CO.

5.1.3. Reactivos y solventes
5.1.3.1. Reactivos

De J.T. Baker:

- Acido fosférico al 85%

- Etanolamina al 99.5%

De SigmaAldrich:

- D,L-acido aspartico al 99%

- Sulfato de vanadilo hidratado al 97%
- Acido bromoacético al 97%

- 1,3-propanodiamina al 99%

- Cloruro de litio al 99%

- Solucion estandar de NH4VO3 1000 ppm
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- Bromuro de potasio al 99%

De Merck:

- Acido nitrico al 65%
- Hidréxido de sodio p.a.

- Acido clorhidrico al 37%

5.1.3.2. Solventes
De J.T. Baker:

- N,N-dimetilformamida p.a.
- Acetonap.a.
- 1-propanol p.a.

- Etanol p.a.

De Merck:

- Eter etilico p.a.
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5.2. Metodologia
5.2.1. Polisuccinimida (PSI), el polimero inicial

5.2.1.1. Sintesis
El monémero DL-acido aspartico finamente dividido (10 g; 75,2 mmol) se mezcla

completamente con &cido fosférico 85% (5 g; 43,5 mmol) en un balén de 500 mL
previamente calentado a 200°C. Luego de pasados 5 minutos de reposo, se deja
reaccionar hasta completar tres horas a presion reducida (menor de 20 mmHg).
Finalizado el tiempo establecido, se adiciona 100 mL de N,N-dimetilformamida
(DMF) al producto en caliente bajo atmésfera de N2 y se deja bajo agitacion
constante a temperatura ambiente por 12 horas sellado para evitar el contacto
con la atmosfera. El producto, una masa de consistencia viscosa y vitrea, debe
disolverse completamente bajo estas condiciones dando una solucién
homogénea marrén claro. La solucion resultante se vierte bajo agitacion continua
en un vaso de vidrio de 2 L conteniendo 500 mL de agua. El precipitado formado,
blanco y de aspecto escamoso, se filtra por succidén y se lava con agua hasta
neutralidad (eliminando todo rastro de HsPOa4). Una vez llegado a este punto, se
vuelve a lavar el producto con 1.5 L de agua destilada para asegurar la

eliminacion completa de DMF. El sdlido polimérico es secado a 105 °C durante

4 dias.

Rendimiento: 93%
'H-RMN (DMSO0-d®): 2.71 ppm (1H, B-CH2); 3.22 ppm (1H, B-CH2); 5.27 ppm

(1H, A-CH).
Determinacion del peso molecular por el método de viscosimetria

5.2.1.2.
capilar
Se preparan 500 mL de una solucién de LiCl 0.1 M en DMF. Luego, en una fiola

de 100 mL se prepara una solucién al 1% de PSI utilizando como solvente la

solucion previamente mencionada. Una vez obtenida la solucion polimérica al 1
%, se procede a preparar a partir de la misma y en fiolas de 25 mL, soluciones
al 0.2 %, 0.4 %, 0.6 % y 0.8 % mediante extraccion de 5, 10, 15y 20 mL

respectivamente; los recipientes se enrasan con la solucién de LiCl.
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El procedimiento a seguir para la medicion de los tiempos de flujo de la solucion

de LiCl y de las soluciones del polimero se detalla a continuacion:

e Seintroduce el viscosimetro de Ubbelohde en la chaqueta con agua a 25 °C
y se vierten en el mismo 25 mL de LiCl 0,1 M disuelto en DMF. Se deja
reposar 10 minutos.

e Se determina el tiempo de flujo de dicha solucién.

e Se retira la solucion de LiCl del viscosimetro y se introduce, previo enjuague
con la misma, la solucién de PSI al 0.2 %. Se deja reposar 10 minutos y a
continuacion se determina el tiempo de flujo.

e Serepite el mismo procedimiento para las soluciones al 0,4 %, 0.6 %. 0.8 %

y 1% y se toma el tiempo de flujo de cada una.

A partir de los resultados de tiempos de flujo obtenidos, se calculan las
viscosidades reducidas nred de cada una de las soluciones de PSI de acuerdo a

la ecuacion 2:

Donde to es el tiempo de flujo (segundos) de la solucion de LiCl en DMF usada
como referencia, t es el tiempo de flujo (segundos) de la solucion polimérica de

una determinada concentracién y ¢ es la correspondiente concentraciéon (g/mL).

Con los 5 valores de nred Obtenidos, se grafica nred vs concentracion. Se
extrapolan las concentraciones a cero y del intercepto de larectacon el eje Y se
obtiene el valor de la viscosidad intrinseca [n], el cual se introduce en la ecuacién
de Mark-Howink (Ecuacién 3) para el PSl y, despejando My, se obtiene el valor

del peso molecular.

M] = 1,32x1072M, %76 ..., (3)
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5.2.2. Poli-(a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamidal)-co-[2-(hidroxietil)-
aspartamida-] (PASP-MA-MH), el polimero intermedio.
5.2.2.1. Sintesis de Poli-a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamida] (PASP-
MA)

En un balén de tres bocas y de 50 mL provisto de un embudo de adicién con
compensacion de presion, se introduce, previo cuidadoso purgado con N2y bajo
atmosfera del mismo gas, una solucion de 8,4 mL (100 mmol) de propilendiamina
seca en 25 mL de DMF seco. Se burbujea dicha solucion con N2 durante 5
minutos. Por otro lado, se coloca en el embudo de adicién bajo atmdésfera de N2
una solucion, previamente burbujeada con N2, de 0.97 g de PSI (10 mmol de
mero) en 12.5 mL de DMF. A continuacion, se enfria a 0 °C la solucion de
propilendiamina y se le afiade gota a gota la solucién de PSI en el lapso de 20-
30 minutos. Una vez acabada la adicién, se deja reaccionar por 15 minutos a 0
°C y luego durante 5 h a temperatura ambiente, manteniendo una agitacion
constante. Al cabo de este tiempo, se vierte la mezcla de reaccion en 180 mL de
una mezcla 1:1 de 1-propanol/éter etilico y el producto precipitado se recupera
mediante filtracion al vacio bajo atmdsfera de N2. Finalmente, el sdlido
recuperado se disuelve inmediatamente en un volumen total de 100 mL de agua
saturada con N2. A continuacion se dializa con membranas de poro 4 de 12000-
14000 MWCO, previamente humedecidas exterior e interiormente con agua
destilada, por aproximadamente 40 h en agua saturada con N2. Es conveniente
no llenarlas demasiado puesto que se corre el riesgo de que se rompan durante
el proceso. Durante las 40 h que dura la dialisis se hacen por lo menos dos
cambios de agua de didlisis. Finalmente, la solucién dializada se congela con N2

liguido y se coloca en el liofilizador por 4-5 dias.

Rendimiento promedio: 59 %.

'H-RMN (D20) §: 1,58 ppm (2H, D-CH2); 2,58 ppm (2H, E-CH2) 2,61 ppm (2H,
B-CHz2); 3,14 ppm (2H, C-CH2); 4,54 ppm (1H, A-CH)
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5.2.2.2. Sintesis de Poli-a,B-D,L-[2(hidroxietil)-aspartamida] (PASP-MH)

En un balon de dos bocas de 25 mL y provisto de un embudo con compensacion
de presion, se disuelve 1.0 g de PSI (10.3 mmol de mero) en 9.3 mL de DMF.
Finalizada la disolucion, se introduce 1.50 mL (24.8 mmol) de etanolamina en 1.3
mL de DMF. La solucién de etanolamina se afiade gota a gota y bajo agitacion
constante a la de PSI manteniendo la temperatura entre 25-26 °C. Una vez
culminada la adicidon se deja reaccionar la mezcla hasta completar las 3 horas a

temperatura ambiente y bajo agitacion constante.

Finalizado el tiempo de reaccion se procede a neutralizar la solucion empleando
acido acético glacial. La solucion polimérica resultante es trasvasada a una
membrana de poro 4 de 12000-14000 MW CO, previamente humedecida exterior
e interiormente con agua destilada, para efectuar la eliminacién de solvente o
reactivo residual mediante dialisis por 48 horas en medio acuoso realizando
cambios de agua destilada cada 4 horas. Terminada la etapa de purificacion se
coloca la solucién en tubos de centrifuga y se congela empleando nitrégeno

liguido, luego se procede a liofilizar durante dos dias.

Rendimiento: 86%.

'H-RMN (D20) 6: 2,68 ppm (2H, B-CH>2); 3,22 ppm (2H, G-CH2) 3.52 ppm (2H,
F-CH2); 4.58 ppm (1H, A-CH)

5.2.2.3. Sintesis del Poli-(a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamidal)-co-
[2(hidroxietil)-aspartamida] (PASP-MA-MH)

Se disuelven 1.94 g de PSI (20 mmol de mero) en 156 mL de N,N-
dimetilformamida (DMF) seco en un balén de 25 mL bajo atmosfera de N2 . Una
vez acabada la disolucion, se le acopla al balén un embudo de adicién con
compensacion de presion y se vierte dentro de este una cantidad adecuada
(nimero de mmoles necesario para formar el contenido teérico deseado de
meros MH, sin usar exceso) de 2-aminoetanol seco (etanolamina) en 2.6 mL de
DMF seco. En bafio de agua y a temperatura ambiente se comienza la adicion
gota a gota de la solucion de etanolamina al PSI bajo atmosfera de N2 y agitacion
constante. Finalizada la adicion se deja reaccionar la mezcla hasta completar las

3 horas a temperatura ambiente y bajo flujo de No.
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Aparte, en un balén de 50 mL, se prepara previamente una solucion de una
cantidad adecuada (10 mmol respecto a la cantidad de mmol de PSI no
reaccionado) de 1,3-propanodiamina seca en 12.6 mL de DMF seco bajo
atmosfera de Nz. El recipiente se coloca en un bafio de hielo y agua hasta llegar
a alrededor de los 7 °C y se le acopla un embudo de adicién con compensacion

de presion; se sella con parafilm.

Una vez finalizada la reaccion con etanolamina, la solucion resultante se vierte
bajo atmodsfera de N2 en el embudo de adicion acoplado al balén de la 1,3-
propanodiamina. A continuacion, se procede a afadir gota a gota (1 gota cada 6
segundos, durante una hora aproximadamente) la solucién polimérica a la
solucion de 1,3 propanodiamina; debe cuidarse que, durante toda la adicion, la
temperatura del balén se mantenga en el rango de 7 a 9 °C, como maximo.
Finalizada la adicion, la mezcla de reaccidén se mantiene bajo flujo de N2 a 7°C
durante 10 minutos y luego se deja reaccionar a temperatura ambiente hasta

completar 5 horas.

Una vez terminada la reaccion, la solucién polimérica se diluye con 100 mL de
agua destilada saturada con N2@) y la mezcla se trasvasa a una membrana de
poro 4 de 12000-14000 MWCO para comenzar el proceso de dialisis. Este se
lleva a cabo en vasos de vidrio de 2L usando agua destilada acidificada a pH 3
(con HCI 37%). El tiempo de duracién de esta etapa de purificacion es de 52
horas, durante los cuales es necesario realizar cambios de agua cada 3 horas,
excepto en las noches. Asimismo, se debe mantener un flujo permanente de N2
a través del agua de dialisis, la cual debe recubrir la membrana con la solucion
polimérica. Antes de realizar el Ultimo cambio de didlisis se basifica la solucion
polimérica a pH 9-10 con solucion de NaOH 5M y se procede a dializar en agua

destilada a pH neutro.

Una vez culminada la etapa de purificacién, la solucion polimérica acuosa se
deposita en tubos de centrifuga para luego congelarla empleando nitrogeno
liguido. Finalmente, se procede a deshidratar el producto mediante la técnica de
liofilizacién durante 4 dias. El sélido polimérico es de aspecto esponjoso y

blanco, parecido al algodon. Rendimiento: 54%
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IH-RMN (D20) 8: 1,54-1,73 ppm (2H, D-CHz); 2,67-2.72 ppm (2H, B-CH2); 2,81
ppm (2H, E-CH2); 3,20 ppm (2H, C-CH2); 3,24 ppm (2H, F-CH2); 3.56 ppm (2H,
G-CHz2); 4.60 ppm (1H, A-CH).

13C-RMN (D20) §: 171,72-172,58 (C=0 amida); 50,59 (Ca, CH); 51,96 (Ca-hidro,
CH); 36,84 (Cs, CH2); 36,46 (Cc, CH»); 27,64 (Cp, CH2); 37,18 (Ce, CH2); 41,52
(Cr, CH2); 59,89 (Cg, CH2).

IR (KBr): 3294 cm™® (vn-HY vo+); 1714 cm™ (vec=o COOH); 1653 cm™ (vc=o de la

amida I); 1539 cm™ (dn-+ de la amida 11); 1063 cm™ (v o+ de grupo alcohol).

5.2.3. Poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-
(3-(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]-co-[(2-Hidroxietil)-
aspartamida]) (PASP-DC-MC-MH), el polimero ligando.

5.2.3.1. Sintesis del Poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-

aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida])
(PASP-DC-MC)

En un balén de 25 mL de dos bocas se coloca una solucion de 345 mg de PASP-
MA (2 mmol de mero) en 3 mL de agua saturada con N2. Paralelamente, se
prepara una solucion de acido bromoacético (8 mmol) y NaOH (12 mmol) en 2
mL de agua también saturada en N2. La ultima solucion se afiade lentamente a
la primera y se deja reaccionar durante 1 h a temperatura ambiente, luego se
aumenta a 80-85 °C y se deja bajo agitacion constante por 24 horas. Durante
este periodo de tiempo se controla el pH de la mezcla de reaccion cada 30
minutos manteniéndolo en un rango de 8-9 empleando soluciones de NaOH o
HCI segun convenga. Al finalizar el tiempo predeterminado la solucion se deja
enfriar a temperatura ambiente y luego se acidifica la mezcla de reaccidén con
HClc) hasta pH 0-1y se precipita la solucién resultante en 100 mL de una mezcla
1:1 de acetona/etanol. El solido blanco es recuperado mediante la técnica de
filtracion por succion y se disuelve en 50 mL de agua saturada con N2 para su
posterior dialisis durante 48 horas. Durante dicho periodo, el agua de dialisis se
cambia cada 3 horas exceptuando las noches. Finalmente, la solucién dializada

se congela con Nz liquido y se liofiliza por 4 dias. Rendimiento: 63%.
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!H-RMN (D20) &: 1.85 ppm (2H, D-CH2); 2.68-2.71 ppm (2H, B-CH2); 3.21 ppm
(2H, E-CH2); 3.21 ppm (2H, C-CHz2); 3.83 ppm (2H, H"-CH2); 3.83 ppm (2H, H-
CH2); 4.56 ppm (1H, A-CH)

5.2.3.2. Sintesis del Poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-
aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]-
co-[(2-hidroxietil)-aspartamida]) (PASP-DC-MC-MH)

Se disuelven 345 mg del PASP-MA-MH en 3 mL de agua destilada saturada con
N2 en un balon de 25 mL a 75-80 °C. Luego se procede a afadir al recipiente
una cantidad de acido bromoacético (1.21 veces las mmoles requeridas para
hacer reaccionar todas las cadenas PASP-MA dos veces) disuelto en 3 mL de
agua destilada saturada con N2 bajo agitacion constante. La mezcla se deja
reaccionando durante un tiempo aproximado de 12 horas manteniendo el pH
entre 6-8 mediante adicion de NaOH@c) a la temperatura previamente
mencionada. Al completar el tiempo establecido, se procede a dejar
reaccionando la solucion toda la noche (12 horas) a temperatura ambiente y bajo
agitacion, realizando una previa basificacion de la mezcla hasta pH 8. Al inicio
de la sintesis el pH debe medirse cada 5 minutos, con el paso de las horas la

variacion de este parametro se da en un intervalo de tiempo mayor.

Una vez finalizada la reaccion, se procede a enfriar la mezcla en un bafio de
hielo y se acidifica con HCI hasta pH 1 bajo agitacion constante. La solucién
polimérica acida obtenida se somete a dialisis con agua destilada a través de
una membrana de poro 4 de 12000-14000 MWCO para la eliminacion de
solventes e impurezas de bajo peso molecular. El proceso de dialisis dura un
total de 48 horas y se realiza el cambio de agua cada 3 horas, exceptuando las
noches. Una vez culminada la etapa de purificacién, la solucién polimérica
acuosa se deposita en tubos de centrifuga para luego congelarla empleando
nitrégeno liquido. Finalmente, se procede a deshidratar el producto mediante la
técnica de liofilizacién durante 3-4 dias. El producto sdlido final es de aspecto

esponjoso y blanco, parecido al algodén.

Rendimiento: 66%
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IH-RMN (D20) &: 1.80-1.88 ppm (2H, D-CHz); 2.68-2.74 ppm (2H, B-CH2); 3.24
ppm (2H, E-CH2); 3.24 ppm (2H, C-CH2); 3.24 ppm (2H, F-CH2); 3.57 ppm (2H,
G-CH2); 3.61-3.67 ppm (2H, H™-CH2); 3.78-3.82 ppm (2H, H-CH2); 4.61 ppm
(1H, A-CH).

13C-RMN (D20) 6: 171,73-172,41 (C=0 amida); 169,92 (C=0 carboxilico); 50,60
(Ca Yy Caidro, CH); 36,79 (Cs, CH2); 36,30 (Cc, CH2); 23,76-26,63 (Cb, CH2);
36,79-37,97 (Cg, CH2); 41,55 (Cr, CH2); 59,92 (Cg, CH2); 56,73 (CH, CH2); 48.63
(Cwr, CH2).

IR (KBr): 3301 cm™ (vn+y voH); 1717 cm™ (vc=o COOH); 1648 cm™ (vc=o de la
amida | y v, COO); 1542 cm™ (dn-+ de la amida 11); 1393 cm™? (v COOY); 1063

cm (vo-x de grupo alcohol).

5.2.3.3. Determinacion del contenido de bromo por el método de

fluorescenciade rayos X

Se mezclan y muelen cantidades predeterminadas del PASP-MA-MH a utilizar
con KBr sélido para formar pastillas con concentraciones en peso de bromo igual
ao0,1, 3, 8y10 %; luego de esto se prepara una pastilla del PASP-DC-MC-MH
a medir sin afadir KBr. Los 6 comprimidos deben de ser lo suficientemente
gruesos como para impedir el traspaso de los rayos X utilizados en la medicion.
Una vez terminado este proceso se realiza la medicién de cada una de las
muestras con el equipo portatil FRX Bruker Tracer [lI-SD (Tubo de rodio como
fuente de rayos X, detector Xflash SDD de 10 mm?, corriente de 30 uA, potencial
de 40 kV, filtro 4 y sin vacio) durante un tiempo de 60 segundos a 25 °C;
asimismo, es necesario realizar un analisis del fondo del equipo sin la presencia

de muestra alguna.

5.2.4. Determinacion de la cantidad de agua de hidratacién en la sal de

oxovanadio (IV) por calcinacion

Se colocan tres muestras de aproximadamente 80 mg de sulfato de vanadilo
(VOS04.xH20) en crisoles previamente pesados los cuales se llevan a la mufla.

Luego, se aumenta la temperatura de la mufla de 25 a 200 °C y se mantiene a
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esta temperatura por 20 minutos. Una vez terminado este tiempo se aumenta la
temperatura de 200 a 400 °C y se mantiene por 30 minutos. Seguido de esto se
vuelve a aumentar la temperatura de 400 a 600 °C y se mantiene por 30 minutos.
Llegado a este punto se aumenta la temperatura de 600 a 800 °C y se mantiene
a esta temperatura por 4 horas. Finalizado el tiempo de calentamiento, se dejan
enfriar los crisoles dentro de la mufla hasta los 200 °C, luego se retiran y se
colocan en un desecador con silica gel, donde se dejan reposar durante toda la
noche.Finalmente, los crisoles vuelven a pesarse y de acuerdo a la masa del
residuo de pentéxido de vanadio (V20s) se determinar el contenido de vanadio

en la muestra.

5.2.5. Poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-
(3-(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]-co-[(2-hidroxietil)-
aspartamidal)-oxovanadio(lV) (PASP-DC-MC-MH-VO), el complejo

5.2.5.1. Sintesis del poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-
aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]-
co-[(2-Hidroxietil)-aspartamida])-oxovanadio(lV)
A una solucion acuosa de PASP-DC-MC-MH se le agrega lentamente, gota a
gota y bajo agitacion constante, una solucion de VOS04.3H20. Se usan
concentraciones y volumenes predeterminados de ambas mezclas dentro de un
rango establecido experimentalmente en cada caso. Una vez culminada la
adicion, se procede a verificar que el pH del medio sea de 3, caso contrario este
se ajusta agregando pequefias cantidades de NaOH o HCI en solucién (con
concentraciones de 0.1, 0.5 0 1M segun convenga). Se deja reaccionar durante

16 horas bajo agitacion constante.

Al término de la reaccion se procede a verter la mezcla de reaccion en acetona
helada con el fin de precipitar el conjugado deseado. La relacion entre los
volumenes de acetona y la mezcla de reaccidon necesaria para lograr una
precipitacion completa del complejo se determinara experimentalmente; sin

embargo, esta proporcion sera cercana a 10/1 respectivamente.

El sdlido obtenido de coloracion celeste claro es separado de la mezcla mediante
centrifugacion e inmediatamente es lavado, empleando la misma técnica, con

acetona helada. El sdlido final es colocado en una placa de Petriy es secado al
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vacio y a temperatura ambiente dentro de un desecador con silica gel activada

durante un minimo de 8 horas.
5.2.5.2. Pruebas de hidrosolubilidad de los complejos poliméricos

En un vial de 5 mL se deposita una cantidad de 4.9 a 5.1 mg del complejo
sintetizado, luego se le aflade 0.5 mL de agua destilada a pH 7 y se deja disolver
bajo agitacion constante durante 0.5 horas; el volumen de aguay el tiempo para
cada ensayo seran aumentados independientemente y luego en conjunto hasta
un maximo de 2.5 mL y 2.5 horas. Terminado el tiempo de disolucion, se extrae
el sdlido que haya quedado en el vial por decantacion y este se trasvasa a un
tubo de centrifuga de 15 mL el cual se encuentre lleno de acetona helada.
Inmediatamente se procede a centrifugar el tubo durante 2 minutos a 2500
rev/imin y luego se descarta la acetona hidratada. Este proceso de lavado con
acetona y centrifugado se repite una vez mas. Finalmente el sélido es secado al

vacio durante un minimo de 8 horas.

5.2.5.3. Determinacion de Determinacion del contenido de vanadio en los
complejos por espectroscopia de absorcién atomica en llama
(AAS)

Se preparan 5 soluciones acuosas de 100 mL de 0, 3,5, 7y 9 ppm de V utilizando
una solucién estandar de NH4VOs (1000 ppm de V) en agua al 6% en peso de
HNOs. Estas seran utilizadas para obtener la curva de calibracion del metal. En
un vaso de precipitados se pesa entre 5 y 10 mg del complejo de oxovanadio
(IV) producto de un ensayo de sintesis particular y posteriormente se afiade 1
mL de é&cido nitrico concentrado para luego evaporar a sequedad. Las cenizas
resultantes del paso anterior se disuelven en 10 mL de una solucion de &cido
nitrico al 6%. Finalmente, se toma una alicuota de 1 mL de dicha disolucién y se
coloca en una fiola de 25 mL, se enrasa con agua destilada y las muestras son
llevadas al espectrometro de absorcion atémica (Lampara de vanadio modelo
PHOTRON Perkin Elmer, Detector de estado solido segmentado, monocromador
disefio Littrow y longitud de onda de 318.4 nm) para ser analizadas. Esta

medicion se realiza por triplicado para cada complejo.
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6. Presentacién y discusién de resultados
6.1. Polisuccinimida (PSI)

6.1.1. Analisis de la sintesis

La sintesis de la Polisuccinimida ha sido realizada basandose en el
procedimiento reportado por Neri y colaboradores’*’2. Asimismo, se ha
aprovechado la experiencia en esta sintesis adquirida en dos trabajos de
investigacion previos de nuestro grupo de investigacion los cuales concluyeron

en una tesis de maestria y una de licenciatura.'%!?

El método de sintesis de este polimero precursor se basa en la policondensacion
del mondmero D, L- acido aspartico (C4aH7NO4) empleando altas temperaturas,
alto vacio y é&cido fosférico (HsPO4) como catalizador. La reaccion implica, en
primera instancia, la formacién de enlaces amido intermoleculares mediante el
ataque del grupo amino de una molécula de &cido aspéartico hacia el grupo
carbonilo de otra. Luego de terminada esta etapa de union de moléculas, ocurre
una ciclacién intramolecular que, en d(ltima instancia, genera los anillos

succinimida.

Para realizar la policondensaciéon del PSI se ha empleado un equipo disefiado
previamente por nuestro grupo de investigacion, el cual permite realizar una
sintesis estética y con resultados similares a los descritos en el trabajo de Neri
y colaboradores. Este Ultimo empleaba como equipo de sintesis un

rotaevaporador al vacio para obtener el PSI con un rendimiento del 96 %. "% 72

Neri recomienda afadir a la mezcla de reaccion acido fosférico (HsPO4) como
catalizador con el fin de aumentar el tamafio de las cadenas poliméricas. A su
vez, menciona la necesidad de mantener la relacion molar entre HszPOa4 /
C4H7NOa4 en un rango dentro de 0.6-0.8 para maximizar el peso molecular del
polimero. El uso de H3PO4 para esta etapa es decisivo, pues permite evitar
reacciones secundarias que producen rupturas de cadenas poliméricas;
ademas, evita reacciones de desaminacion que resultan ser contraproducentes

para la presente sintesis.’* 8

En la tabla 3 se presentan los resultados de las 10 sintesis de polisuccinimida
realizadas. Cabe resaltar que el rendimiento es muy similar al reportado por Neri

y colaboradores (96%) siendo las pequefias variaciones resultado del proceso
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de purificacion donde una pequefia cantidad de sodlido se pierde al estar

fuertemente unido al papel filtro empleado.

Ensayo* Masa del Rendimiento ~ Temperatura promedio de
producto (g) (%) reaccion (°C)
1 7.02 96.22 175
2 6.62 90.74 180
3 6.66 91.26 195
4 6.34 86.40 200
S 6.84 93.71 200
6 6.86 94.03 200
7 6.85 93.85 200
8 6.96 95.41 203
9 7.04 96.53 203
10 6.85 93.94 200

*En todos los ensayos se empezé con 10,00 g del D,L-Acido aspartico

Tabla 3. Resultados de las sintesis del PSI
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6.1.2. Caracterizacién

En la tesis para optar por el grado de Magister “Sintesis de un nuevo vehiculo
polimérico alfa,beta-poli(D,L-4cido aspéartico) del agente activo antidiabético
oxovanadio (IV)” realizada por un miembro de nuestro grupo de investigacion,
se logré caracterizar al PSI exhaustivamente mediante espectroscopia infrarroja
(IR) y de resonancia magnética nuclear (RMN).2° En lo que respecta a la Gltima
técnica, la caracterizacion se realiz6 mediante las técnicas de H-RMN, *C-
RMN, Correlation Spectroscopy (COSY *H-'H) y Heteronuclear Single-Quantum
Correlation Spectroscopy (HSQC !H-3C). En la presente investigacion, los
espectros 'H-RMN medidos indican una buena correlacion entre los polimeros
obtenidos y los sintetizados en la investigacion previamente descrita, por lo cual
no se considerd necesario el utilizar pruebas adicionales para asegurar la pureza

de la polisuccinimida.

En lafigura 14 se presenta el espectro *H-RMN caracteristico del PSI. En latabla
4 se muestran las asignaciones para las sefiales de los hidrégenos de la

polisuccinimida.

Seiial Asignacion (ppm)

CH: (B) 2.70
CH: (B) 3.20
CH (A) 5.27

Tabla 4. Asignacion de las sefiales del *H-RMN en DMSO-d® del PSI

En el espectro se puede observar a 2.70 y 3.20 ppm la aparicion de dos sefales
pertenecientes a los protones no equivalentes del grupo metileno, mientras que
a 5.27 ppm se aprecia la sefial perteneciente al proton metino. Por otro lado, es
notoria la presencia de dos sefiales intensas a 2.50 y 3.36 ppm; la primera
pertenece a los protones residuales del DMSO deuterado y la segunda es

producto de los protones del agua remanente en el solvente mencionado.
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Figura 14. Espectro *H-RMN del PSI-7 en DMSO-d®.
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6.1.3. Determinacidon del peso molecular por viscosimetria capilar

Para la evaluacion del peso molecular de los PSI obtenidos en esta investigacion
se utilizo un viscosimetro Schott, modelo Ubbelohde. En la tabla 5 se muestran
los valores de peso molecular y viscosidad intrinsecas obtenidos para los
polimeros descritos en la tabla 3 del acapite 6.1.1. Como se observa, el analisis
por viscosimetria ha sido realizado con R?’s cercanos a 1; sin embargo, se ha
obtenido un menor peso molecular a comparacion del reportado por Neri

(superior a los 100 kDa). En el anexo 1 se muestran las graficas nred vs

concentracion de los PSI sintetizados.

Tiempo de
. Peso
reaccion Temperatura
Sintesis  Ecuacion de la grafica . Molecular
promedio (°C)
(kDa)
(Hrs)
1 n=261.36C+26.985 0.965 3 175 22.800
2 n=628.15C + 25.495 0.968 3 180 21.100
3 n=573.27 C+38.717 0.971 3 195 36.500
4 n=639.97 C +38.056 0.973 3 200 35.700
5 n=560.72 C +42.424  0.978 3 200 41.100
6 n=683.13C +43.435 0.989 3 200 42.500
7 n=708.20 C + 41.159 0.992 3 200 39.500
8 n=77091C +41.271 0.991 3 203 39.500
9 n=513.64 C +43.120 0.992 3 203 41.300
10 n= 518.18 C+41.971 0.984 3 200 40.200

Tabla 5. Viscosidades intrinsecas y pesos moleculares de las polisuccinimidas

obtenidas en las sintesis de PSI realizadas.

En el trabajo de tesis para optar por el grado de licenciatura previamente
mencionado, acontecié un hecho similar. Se realizaron ensayos empleando las
condiciones descritas por Neri y colaboradores (180 °C, alto vacio y 3 horas de
reaccion); sin embargo, se obtenian pesos moleculares menores al reportado
(45 kDa en promedio). Por esta razén, Murga decidio variar la temperatura de

sintesis incrementandola a 200 °C, con lo cual se llegé a sintetizar
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polisuccinimidas con un peso molecular alrededor de los 50 kDa. Asimismo
considerd importante asegurar la correcta aplicacion de vacio a la mezcla de

reaccion.

Para el presente trabajo se realizo la sintesis del PSI empleando las condiciones
reportadas por Neri en los ensayos 1y 2 (tabla 5); sin embargo, se obtuvieron
polimeros con pesos moleculares muy bajos (22 kDa). Es asi que, en los ensayos
3y 4 (tabla 5), se decidié trabajar a la temperatura recomendada por Murga; no
obstante, si bien se incrementd el peso molecular (36 kDa), aun resultaron

inferiores a los esperados.

A partir de estos resultados, se consideré necesario el modificar la temperatura
y el tiempo de reaccion del PSI con el fin de determinar si la variacion de alguno
de estos pardmetros permitia aumentar el peso molecular de las
macromoléculas. En latabla 6 se muestran los resultados de las polisuccinimidas
sintetizadas variando alguna de las condiciones mencionadas. Es importante

aclarar que estos ensayos se realizaron antes de obtener los polimeros con

mayor peso molecular (40 kDa) mostrados en la tabla 5.

. Temperatura . Peso
: . Ecuacion de la > Tiempo
Sintesis o de reaccion Molecular
grafica . (Horas)
promedio (°C) (kDa)
A n=867.86 C + 37.045 214 3 34.400
B n=1214.7 C + 37.114 215 3 35.600
C n=531.37 C + 37.399 203 35 34.600
D n=959.14 C + 39.137 204 35 36.800
E n=988.11 C + 35.364 200 6 32.400

Tabla 6. Pesos moleculares de las polisuccinimidas obtenidas en las sintesis

de PSl realizadas variando el tiempo o la temperatura de reaccion.

Los ensayos A-E mostraron que el aumento de la temperatura o el tiempo de
reaccion no producian alguna mejora en el peso molecular del PSI (32-36 kDa)
respecto a las sintesis siguiendo las consideraciones de Murga. No obstante,

durante el ensayo E se observo la presencia de pequefas fugas en el sistema
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de condensacion, por lo que, luego de realizar la reparacion del equipo se repitio
la sintesis de la macromolécula bajo las condiciones recomendadas por Murga
(PSI-5) obteniéndose un peso molecular de 40 kDa, mayor al de las
polisuccinimidas previamente realizadas. Las reacciones subsiguientes
permitieron concluir que al realizar la sintesis a 200 °C, durante 3 horas y
empleando un equipo completamente sellado, se lograba obtener polimeros con
un peso molecular cercano a los 40 kDa; no obstante, fue imposible llegar a
reproducir los valores obtenidos por Murga. Se plantea que la principal razén
por la cual no se llegd a obtener pesos cercanos a los 50 kDa se debi6 a
deficiencias en el vacio generadas por un posible desgaste de la bomba

empleada durante la sintesis de la polisuccinimida.

Esta idea resulta razonable al comparar los resultados obtenidos por Murga y
Neri; pese a que ambos siguieron aparentemente las mismas condiciones de
reaccion, se observa que este ultimo llegdé a obtener cadenas con pesos
moleculares de 100 kDa, el doble de lo reportado por el primero. Se propone que
la diferencia en resultados se debi6 a que la bomba de vacio utilizada por Neri y
colaboradores poseia una mayor potencia que la empleada por Murga. Cabe
mencionar que en el trabajo de investigacion realizado por Murga se utilizaron
reactivos provenientes de las mismas fuentes que los empleados para la
presente investigacion; asimismo, se utilizé la misma bomba de vacio con la
Unica diferencia en el tiempo de uso. Este ultimo equipo tiene 8 afios de trabajo
continuo, por lo que resulta posible que para el presente trabajo haya ocurrido
una disminucion en su eficiencia respecto al tiempo en que fue utilizado por

Murga.

Pese a que no ha sido posible llegar a los valores reportados por la literatura, el
emplear cadenas poliméricas con un peso molecular cercano a los 40 kDa
resulta adecuado para la presente investigacion, en la que se busca obtener
macromoléculas con un peso minimo de 25 kDa. En este contexto, cabe resaltar
gue en la posterior derivatizacion del PSI, se introduciran cadenas laterales que
incrementaran el peso molecular. En las dos etapas de sintesis siguientes que
con conduciran finalmente al polimero ligando, se emplearan membranas de

didlisis de tamafio de poro adecuado que permitiran filtrar las macromoléculas
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con bajo peso molecular, asegurando la obtencion de cadenas con una longitud

superior al minimo requerido.
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6.2. Poli-(a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamida])-co-[2-(hidroxietil)-
aspartamida-] (PASP-MA-MH)

6.2.1. Analisis de la sintesis y purificacion

La sintesis del copolimero mixto PASP-MA-MH ha sido realizada basandose en
los procedimientos de Neuse’® y Caliceti’® para los polimeros PASP-MA vy
PASP-MH respectivamente. También se ha utilizado como guia la experiencia

previa obtenida en la sintesis del PASP-MA por C. Murga. *

Como se menciond en el acapite 2.4.2, Neuse y Murga recomiendan sintetizar el
PASP-MA empleando un gran exceso de la 1,3-propanodiamina (10 moles por
mol disponible de PSI), puesto que este Ultimo posee dos puntos posibles de
ataque nucleofilico al PSI, lo que podria generar un entrecruzamiento de
cadenas poliméricas si es que se trabaja en condiciones equimolares de
reactivos. Por otro lado, mencionan la importancia de emplear una atmoésfera de
nitrogeno durante todo el proceso puesto que la 1,3-propanodiamina y el PASP-
MA tienden a reaccionar facilmente con el CO2 del aire debido al caréacter
altamente reactivo de sus grupos amino terminales. Asimismo, enfatizan la
necesidad de enfriar y mantener a 0°C la solucion del compuesto diamino, antes
y durante la adicion de la solucion polimérica a la misma, con el fin de evitar
posibles reacciones de hidrélisis, ocasionadas por el medio tan basico en el que
se trabaja. Con respecto a la sintesis del PASP-MH, Caliceti no reporta la
necesidad de utilizar las condiciones mencionadas, puesto que la etanolamina
es un agente nucleofilico moderado, mucho menos reactivo que la 1,3-
propanodiamina y con un solo punto de ataque preferente al PSI. No obstante,
dado que la sintesis del copolimero mixto PASP-MA-MH se llevara acabo de
manera secuencial, sin aislamiento del PSI parcialmente derivatizado, se
consider6 conveniente el trabajar bajo las condiciones recomendadas para el
PASP-MA durante todo el proceso de sintesis y empezar por la union de las
cadenas laterales hidroxietilo a la polisuccinimida, cuyo procedimiento puede ser
controlado con mayor facilidad. En este caso particular, no se utilizaria un exceso

de reactivo.

En la tabla 7 se muestran las 22 sintesis del PASP-MA-MH realizadas en este
trabajo de investigacion. Los primeros 11 ensayos se llevaron a cabo mediante

adicion del PSI parcialmente derivatizado con etanolamina a la solucién de la

*\

- . . . r L+
Tesis publicada con autorizaciéon del autor 2 e
No olvide citar esta tesis



1,3-propanodiamina a 0°C, purificacién del polimero por precipitacion en 100 mL
de 1-propanol/éter etilico 1:1 y didlisis neutra. En las sintesis restantes se fueron
introduciendo diversas modificaciones a este procedimiento inicialmente
planteado, basado en una combinacion de los procedimientos reportados por
Neuse y Caliceti para los polimeros de referencia PASP-MA y PASP-MH. A este

meétodo inicial se hara referencia en adelante como procedimiento basico.

Como se observa en la tabla 7, los rendimientos de los 11 primeros ensayos
realizados siguiendo el procedimiento basico varian segun la proporcion relativa
de cadenas laterales mono-hidroxiladas y mono-aminadas que presenten
(Desde 38% hasta 72%). Se plantea que esta diferencia tan marcada puede
deberse a que las macromoléculas PASP-MA-MH con mayor proporcion de
cadenas laterales hidroxietiladas pueden ser parcialmente solubles en la mezcla
de solventes empleada para la etapa de purificacion. Esta hipétesis se
reafirmaria al observar el rendimiento obtenido para los PASP-MA-MH con
mayor proporcion de cadenas laterales amino donde los porcentajes de

recuperacion son considerablemente mas altos.

Por otro lado, resulta curiosa la diferencia en rendimientos obtenida para los
copolimeros PASP-MA-MH sintetizados en comparacion a los reportados para
sus componentes, el PASP-MA por Neuse (73%) y el PASP-MH por Caliceti
(86%). Sin embargo, es importante destacar que la macromolécula sintetizada
en la presente investigacion es un copolimero no reportado que integra ambos
tipos de cadenas laterales, la del PASP-MA y el PASP-MH, por lo que no es
posible establecer una comparaciéon directa con los rendimientos de ambos

componentes por separado.

Para la sintesis del copolimero PASP-MA-MH se realizaron dos modificaciones
iniciales respecto al procedimiento basico las que se justificaran a continuacion,
y que fueron empleadas a partir de la undécima sintesis. Estas consistieron en
aumentar la temperatura del bafio de reacciéon durante la etapa de adicion del
PASP-MH a la diamina y eliminar la etapa de precipitacion del copolimero en

solventes organicos.
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(horas)

Tiempo de -
Proporcion teérica  PSlde | Moles de mero PSI o Rendimiento
Sintesis . - reaccion Masa (g)
de mero PASP-MH  partida | utilizados (x 107) ()

ﬁ 70% 1 10 8 0.628 37.69
T‘ 70% 1 10 8 0.646 38.79
3 ‘ 70% 1 10 8 0.697 41.81
4 ‘ 70% 1 10 8 0.719 43.12
5 ‘ 50% 1 10 8 0.980 58.46
6 ‘ 50% 1 10 8 0.958 57.12
7 ‘ 50% 2 10 8 0.956 57.04
8 ‘ 50% 2 10 8 0.963 57.41
9 40% 2 10 8 1.009 59.00
1—0‘ 40% 2 10 8 1.042 60.96
z 40% 2 10 8 1.151 67.31
12 ‘ 50% 5 10 9 0.913 55.43
13 50% 5 10 9 0.781 47.43
14 ‘ 70% 5 10 9 0.843 51.93
15 ‘ 70% 5 10 9 0.770 47.47
16 ‘ 50% 6 10 8 0.875 53.17
T‘ 40% 6 10 8 0.950 57.24
18° 50% 6 10 8 0.771 46.77
T‘ 50% 6 10 8 0.949 57.48
2—0‘ 70% 7 20 8 1.931 59.38
21 ‘ 50% 7 20 8 2.378 72.31
22 ‘ 40% 7 20 8 2.127 63.86

° Se registraron pequefias pérdidas del producto durante el proceso de purificacion
Tabla 7. Resultados de la sintesis del PASP-MA-MH

En los primeros once ensayos realizados para obtener al PASP-MA-MH usando
el procedimiento béasico se observo la precipitacion de un soélido blanco durante
el proceso de adicion del PASP-MH a la 1,3-propanodiamina en DMF a 0 °C.
Esta observacion no resulté importante para el caso de las macromoléculas con
mayor proporcion de cadenas laterales amino (= 50 %) pues el sélido se disolvia

rapidamente al llevarlo a temperatura ambiente una vez finalizada la adicién. Sin

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




embargo, para los polimeros con menores proporciones de dichas cadenas, se
formaba un sodlido gelatinoso que se mantenia estable durante todo el
procedimiento, disolviendose Unicamente en agua y mediante agitacion durante
varias horas, una vez finalizada la reaccion. Esta fraccion se llevaba
directamente a dialisis sin previa precipitacion con la mezcla de propanol/éter.
Se cree que el sdlido en cuestion podria estar constituido por cadenas de PASP-
MA-MH que, al encontrarse en solucién no acuosa (DMF), formarian una micela
en donde las cadenas laterales hidrofilicas constituirian el ntcleo al interactuar
entre si via enlaces de hidrogeno, mientras que las cadenas principales, mas
afines al solvente, formarian la superficie externa. Este problema no se observa
en la sintesis de los copolimeros con mayor proporcion de grupos amino
terminales, puesto que los enlaces de hidrégeno entre estos ultimos no son tan

fuertes como aquellos que se dan entre grupos hidroxilo.

Con el fin de evitar esta complicacion, se introdujo la primera modificacion con
respecto al procedimiento basico usado en las primeras once sintesis que
consistié en aumentar la temperatura de adicién a 7 °C y controlar que el proceso
de adicion fuese lo mas lento posible. El aumento de temperatura incrementaria
la movilidad de las cadenas poliméricas, mientras que una adicion lenta evitaria
la acumulacion local de dichas cadenas; ambos factores dificultarian la

interaccioén entre grupos hidroxilo que propicia la formacion de las micelas.

En lo que respecta a la segunda modificacién, Murga y Neuse utilizan un método
de purificacién para el PASP-MA basado en una primera precipitacion de dicho
polimero, disuelto en DMF, con una mezcla 1:1 propanol/éter seguida de un
posterior lavado con dichos solventes. Murga menciona la ineficiencia de esta
metodologia, dado que involucra varios pasos de centrifugacion y la naturaleza
pegajosa que adquiere el producto en contacto con la humedad del aire dificulta
Su extraccion; esto complica el procedimiento y genera significativas pérdidas en
el rendimiento. En la presente investigacion, como se menciono previamente, la
presencia de meros PASP-MH ademas de los PASP-MA en el copolimero
sintetizado, le otorga cierta solubilidad frente a la mezcla de solventes utilizada
para la precipitacion del mismo; lo que influiria también en el bajo rendimiento de
la macromolécula. Por otro lado, el procedimiento reportado por los autores

involucra una exposicion del copolimero al CO2 del ambiente, lo que podria
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favorecer una reaccion de carbamatacion de los grupos amino. Es por estas
razones que se decidio eliminar la etapa de purificacion por precipitacion, y se
eligio el dializar directamente la solucién polimérica con agua destilada saturada
de N2. Esta ultima metodologia ha sido empleada por Caliceti y en la sintesis de

otras macromoléculas con buenos resultados.”® 76

El aumento en la temperatura de adicion de la solucién polimérica a la 1,3-
propanodiamina y la eliminacion de la etapa de purificacion mediante la
precipitacion de los PASP-MA-MH en una mezcla 1:1 de propanol/éter,
permitieron facilitar la sintesis de los copolimeros posteriores a los realizados
con el procedimiento basico. La primera variacion eliminé completamente el
problema de aparicién de un sodlido insoluble durante la etapa del PASP-MA,
mientras que la dialisis directa permiti6 emplear menos solventes y simplificar la
etapa de purificacion del copolimero PASP-MA-MH. Asimismo, esta ultima
modificacion logro incrementar el rendimiento promedio para los PASP-MA-MH
con menor proporcién de meros PASP-MA (de 40% a 50%). Finalmente, el
andlisis por 'H-RMN de todos los copolimeros PASP-MA-MH sintetizados
permitio concluir que las dos variaciones mencionadas no generaron diferencias
en la pureza de las macromoléculas ni en la proporcién de meros PASP-MA y
PASP-MH.
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6.2.2. Caracterizacién

Para facilitar la caracterizacion por RMN e FT-IR del copolimero PASP-MA-MH
se preparo, siguiendo los procedimientos reportados por Murga y Caliceti, los
polimeros constituyentes PASP-MA-1 y PASP-MH-1.11 7 En las figuras 15y 16
se muestran los espectros *H-RMN de los productos obtenidos; en la tabla 8 se
presenta las asignaciones de los hidrégenos y el rendimiento obtenido para cada

macromolécula.

PASP-MA-1
. Peso (g) / ~ . o
PSI de partida . Sefal Asignacion (ppm)
Rendimiento (%)
CH: (D) 1.58
CHz (B) 2.61
10 1.02 /59 CHz (E) 2.58
CH: (C) 3.13
CH (A) 4.54
PASP-MH-1
_ Peso (g) / il . s
PSI de partida o Seiial Asignacion (ppm)
Rendimiento (%)
CH: (B) 2.67
CH:z (G) 3.22
10 4.21/86
CH: (F) 3.52
CH (A) 4.58

Tabla 8. Rendimiento y asignacion de las sefiales del *H-RMN en D20 del
PASP-MA-1y el PASP-MH-1 obtenidos experimentalmente.
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Ambas sintesis muestran un buen rendimiento, en el caso del PASP-MH-1 el valor
obtenido es el mismo que el reportado por Caliceti (86%); sin embargo, en el PASP-
MA-1 no se logra alcanzar el rendimiento reportado por Neuse (73%), pero si un
valor superior al de Murga (53%). El desplazamiento quimico de los hidrégenos en
ambos espectros H-RMN concuerda con lo reportado. En lo que respecta a la
pureza de las macromoléculas, el PASP-MA-1 no muestra sefales pertenecientes a
los reactivos empleados (PSI y 1,3-propanodiamina); no obstante, si se observa una
pequefia seflal a 2.91 ppm, no asignable al polimero, y que también ha sido
reportada por Murga, la cual no es considerada para el analisis. En el caso del
PASP-MH-1 es notable la presencia de dos pequefias integrales a 3.00 y 3.68 ppm,
las que provienen de la etanolamina residual que ha quedado atrapada en el
polimero; sin embargo, su minima proporcion permite asumir que el producto se
encuentra basicamente puro. En los anexos 2 y 3 se muestran los espectros IR del
PASP-MA-1 y PASP-MH-1, se observa que cada uno presenta las bandas

caracteristicas reportadas en la literatura.’® 76

En las figuras 17, 18 y 19 se muestran los espectros *H-RMN representativos de
los copolimeros PASP-MA-MH con diferente proporcién de cadenas laterales
sintetizados con la metodologia propuesta por la presente investigacion. En las
tablas 9, 10 y 11 se muestran los desplazamientos quimicos asignados para cada
hidrégeno de los tres tipos de copolimeros obtenidos. En las figuras 20, 21y 22 se
muestran los espectros IR representativos para los tres tipos de PASP-MA-MH

mencionados.

Asignacion (ppm)
CH (A) 4.61
CH> (B) y (E) 2.66*
CH: (C) 3.17
CH, (D) 1.63
CHz (F) 3.25
CH; (G) 3.56

*Solapamiento entre hidrégenos By E

Tabla 9. Asignacion de las sefiales del espectro *H-RMN en D,O del PASP-MA-MH-
20 (70% mero PASP-MH tedrico) a 25°C
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Asignacion (ppm)
4.60
2.67-2.72
3.20
1.73
281
3.24
3.56

Tabla 10. Asignacion de las sefiales del espectro H-RMN en D,O del PASP-MA-MH-
21 (50% mero PASP-MH) a 25°C

Asignacion (ppm)
4.59
2.67
3.19
1.70
2.76
3.25
3.56

Tabla 11. Asignacién de las sefiales del espectro *H-RMN en D,O del PASP-MA-MH-
22 (40 % mero PASP-MH) a 25°C
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Figura 20. Espectro IR del PASP-MA-MH-20 (70% mero teérico PASP-MH) en KBR.
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Figura 22. Espectro IR del PASP-MA-MH-22 (40% mero teérico PASP-MH) en KBR.
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6.2.3. Discusioén de resultados

En latabla 12 se muestran las proporciones experimentales de los meros PASP-MA
y PASP-MH en los copolimeros PASP-MA-MH, asi como los pesos moleculares
promedio obtenidos para dichos copolimeros en las 22 sintesis realizadas. En los
anexos 4 y 5 se encuentran descritos los procedimientos usados para calcular la
relacion entre cadenas laterales amino e hidroxilo, basada en el célculo de

integraciones relativas, y el peso molecular de cada macromolécula.

Proporcion de mero Proporcion de mero o Peso
PASP-MA (%) PASP-MH (%) Prop?r0|on molecular de
Sintesis Experimental mero
PASP-HIDRO ]
Tebrico Experimental Teérico Experimental (%) promedio

(g/mol)

1 30 33.17 70 56.93 9.90 158.06
2 30 30.88 70 58.33 10.79 157.37
3 30 31.25 70 57.21 11.54 157.10
4 30 31.50 70 58.50 10.00 157.80
5 50 49.53 50 40.90 9.57 160.32
6 50 44.73 50 44.14 11.14 159.03
7 50 48.09 50 41.27 10.64 159.68
8 50 48.76 50 42.29 8.95 160.50
9 60 53.77 40 33.02 13.21 159.31
10 60 53.81 40 35.71 10.48 160.49
11 60 57.30 40 33.30 9.40 161.41
12 50 49.96 50 39.91 10.13 160.14
13 50 43.99 50 46.46 9.45 159.50
14 30 31.93 70 60.23 7.84 158.78
15 30 27.63 70 63.25 9.15 157.70
16 50 46.80 50 45.50 7.7 160.77
17 60 56.67 40 35.66 7.67 161.97
18 50 46.64 50 41.75 11.61 159.07
19 50 46.90 50 42.35 10.75 159.47
20 30 34.71 70 57.42 7.87 159.13
21 50 47.72 50 42.32 9.96 159.92
22 60 57.64 40 33.54 8.82 161.70

Tabla 12. Proporcion experimental y peso molecular de los PASP-MA-MH

sintetizados
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Los resultados mostrados en esta tabla seran discutidos mas adelante, luego de
un analisis detallado de los espectros *H-RMN de los copolimeros mostrados. La
caracterizacion por espectroscopia *H-RMN de los PASP-MA-MH obtenidos se
llevé a cabo mediante un andlisis comparativo con los espectros *H-RMN de las
macromoléculas de referencia PASP-MA-1 y PASP-MH-1 sintetizadas
previamente. La asignacion completa de las sefiales se logr6 mediante la
aplicacion de las técnicas COSY y HSQC. En las figuras 15 y 16 se mostraron
los espectros *H-RMN de los polimeros referenciales PASP-MA-1 y PASP-MH-
1; asimismo, en las figuras 17, 18 y 19 se muestran los espectros H-RMN
representativos de los tres tipos de copolimero sintetizados con diferente
proporcion de meros PASP-MA y PASP-MH.

En la figura 23 se presenta el espectro COSY del PASP-MA-MH 21 (50% de
PASP-MH) en donde se muestran las correlaciones entre los hidrogenos
acoplados. Se observa claramente el acoplamiento entre las sefales a 3,24 y
3.56 ppm, ambas pertenecientes a los hidrégenos metileno F y G del PASP-MH
respectivamente. El desplazamiento y forma de cada sefal posee gran similitud

con el reportado en la literatura y el obtenido en este trabajo para el PASP-MH-
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Figura 23. Espectro COSY del PASP-MA-MH 21 a 25°C en Dz0. La flecha verde muestra el

acoplamiento de las sefiales F y G de los hidrogenos PASP-MH. Las flechas rojas muestran el
acoplamiento la sefial del hidrégeno D y los hidrégenos C y E del PASP-MA .La flecha negra muestra el
acoplamiento entre los hidrégenos A y B de la cadena principal del PASP-MA-MH. La flecha naranja

muestra el acoplamiento entre los hidrégenos metino y metileno del PASP-HIDRO.
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Por otro lado, en el rango de 1.5 ppm a 3.20 ppm, se observan las 3 sefiales
correspondientes alos hidrégenos metileno caracteristicos del mero PASP-MA,
C, Dy E, a 320, 154-1.73 y 2.81 ppm respectivamente. Si bien el
desplazamiento en el espectro *H-RMN de estos Ultimos hidrégenos, D y E,
difiere notablemente del reportado por Neuse y Murga asi como del observado
en este trabajo para el polimero de referencia PASP-MA-1, el espectro COSY
muestra la correlacion entre la sefial a 1.73 con las sefiales a 3.20 y 2.81 ppm,
esto confirma la identidad del primer pico como perteneciente a los hidrégenos
D. En este contexto, se postula que las pequeias sefiales a 1.54 y 160 ppm
también pertenecen a hidrégenos D de meros PASP-MA que se encontrarian en
regiones de alta acumulacion de los mismos, con minima presencia de meros
PASP-MH, por ello su similitud en el desplazamiento con los valores reportados
y obtenidos en este trabajo para el PASP-MA-1. El pico a 3.20 ppm fue asignado
como producto de los hidrégenos C, y no de los E, debido a su mayor cercania
con el grupo amido, relativamente mas electronegativo que uno amino, lo que
genera una mayor desproteccion y por ende su mayor desplazamiento hacia
campo bajo en el espectro. Esta propuesta fue respaldada mas adelante con la
caracterizacion del polimero PASP-DC-MC-MH derivado del PASP-MA-MH,
acapite 6.3.2, en donde la sefal perteneciente al hidrégeno E termina
desplazdndose a campo bajo luego de ocurrida la amidacion del grupo amino

adyacente.

Las sefiales a 4.60y 2.67-2.72 ppm han sido asignadas a los hidrogenos metino
(A) y metileno (B) de la cadena principal del PASP-MA-MH-21, respectivamente.
Esto fue posible gracias a la informacion proporcionada por los espectros COSY
y HSQC del PASP-MA-MH-21; este ultimo se muestra en la figura 24. El primero
permitié visualizar el acoplamiento existente entre A y B, mientras que con el
segundo se pudo comprobar que la sefial a 4.60 ppm no era debida a hidrégenos
de un grupo metileno, y por ende debia de provenir de un metino. Ambas sefiales
se ubican en posiciones similares a las de los correspondientes protones metino
y metileno de la cadena principal en los polimeros de referencia PASP-MA y
PASP-MH, observando un corrimiento maximo de 0.1 ppm hacia campo bajo en

el polimero.
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Figura 24. Espectro HSQC del PASP-MA-MH 21 a 25°C en D20. La flecha verde muestra la

correlacion entre el hidrogeno metino de los meros PASP-MA y PASP-MH con sus correspondientes
carbonos. La flecha roja muestra la correlacion entre el hidrdgeno metino de los meros PASP-HIDRO con
su respectivo carbono. Se observa que ambas sefiales no corresponden a hidrégenos metileno como el
resto. La asignacién de los carbonos con sus respectivos hidrégenos se realiza en el anexo 6
Finalmente, se observa una pequefa sefal a 4.42 ppm la cual solo presenta
acoplamiento con la region de los hidrogenos B de la cadena principal. Se
presume que este pico pertenece a un hidrégeno producido por una reaccion de
hidrolisis en los grupos amida de los meros PASP-MA y PASP-MH del
copolimero PASP-MA-MH. Murga en la tesis de licenciatura previamente
mencionada, hace referencia a la aparicién de una pequefia sefial en el espectro
'H-RMN del PASP-MA con un desplazamiento cercano al de la sefal
desconocida en este trabajo (4.34 ppm). Murga propuso y logré comprobar que
este pico provenia de una reaccion secundaria de hidrdlisis, producto del medio
basico generado por el gran exceso de la 1,3-propanodiamina en solucion. Para
el presente trabajo, la asignacion de la sefial problema a un metino de un mero
hidrolizado ha sido reforzada gracias al andlisis del espectro HSQC previamente
mencionado. En este se observa claramente que la sefial problema no puede
pertenecer a un metileno (CH2) y dada la imposibilidad de que pertenezca a un
grupo metilo por su particular desplazamiento solamente podria ser asignado a
un grupo metino (CH). La aparicion de esta pequefia sefial se observa en todos
los PASP-MA-MH sintetizados, y por estar asociada a una reaccién secundaria

de hidrdlisis se le designara en adelante como PASP-HIDRO (anexo 7).
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De manera similar a la que acaba de ser descrita para el PASP-MA-MH-21
haciendo uso de las técnicas COSY y HSQC se asignaron las sefiales *H-RMN
de los copolimeros relacionados PASP-MA-MH-20 y 22 con diferente proporcion

de cadenas laterales monoaminados y monohidroxilados.

La caracterizacion del PASP-MA-MH-21 culminé con un andlisis detallado de su
espectro infrarrojo mostrado en la figura 21. Se puede apreciar una banda
intensa y ancha de absorcion centrada en 3294 cm™ que corresponde a las
vibraciones de estiramiento de los enlaces N-H y O-H de los grupos amino,
amido e hidroxilo. Asimismo, se observan dos bandas intensas a 1653 y 1539
cm? las cuales provienen del estiramiento del doble enlace CO de la amida | y
la flexion del enlace N-H de la amida Il respectivamente. Por otro lado, a 1063
cm? destaca una banda medianamente intensa producto del estiramiento del
enlace C-O en el grupo alcohol del mero PASP-MH. Cabe mencionar que las tres
primeras bandas descritas se encuentran presentes en los espectros IR del
PASP-MA-1 y PASP-MH-1 sintetizados como referencia y a una frecuencia e
intensidad muy similar. Su presencia en ambos polimeros referenciales impide
utilizarlas para estimar variaciones en el porcentaje de meros en los copolimeros
PASP-MA-MH obtenidos en la presente investigacion. En cambio, la banda
medianamente intensa caracteristica del grupo funcional alcohol a 1063 cm™ si
resulta util para apreciar diferencias en el porcentaje de meros PASP-MH en los
tres tipos de copolimeros sintetizados. Al analizar los espectros IR de los PASP-
MA-MH-20, 21 y 22, mostrados en las figuras 20, 21 y 22 se observéd que la
banda a 1063 cm™ se reducia significativamente en el segundo. Este cambio
resulta l6gico si se toma en cuenta que el PASP-MA-MH-22 presenta la menor
cantidad de meros PASP-MH de los tres copolimeros sintetizados (40 % tedrico).
Esta disminucion en la intensidad de la banda podria utilizarse como un indicador

cualitativo para estimar la proporcion de meros del copolimero PASP-MA.

A continuacién se discutiran los resultados obtenidos en la sintesis de los tres

tipos de copolimeros PASP-MA-MH que se reportan en la tabla 12.

Como se mencioné en el acapite 6.2.1, los primeros 11 ensayos de sintesis del
PASP-MA-MH fueron llevados a cabo tomando en cuenta las consideraciones
de Neuse, Murga y Caliceti para lasintesis de los polimeros de referencia PASP-

MA y PASP-MH, es decir, lo que se ha designado como el procedimiento basico.

= : . . X <
Tesis publicada con autorizaciéon del autor 2 e
No olvide citar esta tesis



PASP-MA-MH 4
70 % mero MH teérico

A-HIDRO

G PASP-MA-MH 7

50 % mero MH tedrico

c BYyE
D

A-HIDRO

PASP-MA-MH 9

EC BYyE 40 % mero MH teérico
D

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 4 3 2 1 [ppm]

Figura 25. Comparacion de los espectros H-RMN de los PASP-MA-MH a diferente proporcién

obtenidos siguiendo las consideraciones de Neuse, Caliceti y Murga.

En la figura 25 se muestran los espectros *H-RMN a 25 °C representativos para
los tres tipos de copolimeros PASP-MA-MH con diferente proporcion de meros
PASP-MA y PASP-MH sintetizados siguiendo el procedimiento basico. Se
observa claramente como las sefiales de los hidrogenos F y C, producto de los
meros PASP-MH y PASP-MA respectivamente, varian en intensidad seglin su
proporcion relativa en el copolimero en el que se encuentren. Para el PASP-MA-
MH-4 con una mayor proporciéon de meros PASP-MH, se registra una sefal F
muy intensa, mientras que el pico C resulta ser muy pequefio. Lo contrario ocurre
en el copolimero PASP-MA-MH-9, con la menor proporcion de meros PASP-MH,

en donde ambas sefiales adquieren una intensidad muy similar.

En el acépite 6.2.1, se mencionaron dos modificaciones iniciales del
procedimiento basico que permitieron facilitar la obtencion de los copolimeros
PASP-MA-MH a partir de la undécima sintesis. Sin embargo, durante la etapa de
caracterizacion por H-RMN de las macromoléculas obtenidas en las primeras
once sintesis se identific6 una complicacion adicional que condujo a la
modificacion de los ensayos posteriores. Esta se basaba en la presencia de
impurezas producto del reactivo, la 1,3-propanodiamina, que no habia sido
completamente eliminado durante la etapa de purificaciéon. Las sefiales de este

compuesto molecular son apreciadas de forma mas clara al realizar la

Tesis publicada con autorizaciéon del autor

No olvide citar esta tesis




caracterizacion por *H-RMN a 75°C. En la figura 26 se observa el espectro *H-
RMN a 75 °C del PASP-MA-MH-12 donde resaltan las pequefias sefales

contaminantes a 2.17 y 3.26 ppm.
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—— 49053
—4.0742

_—3.3725
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——3.6849
2774
2628
2562
2485
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I LU U s S

Figura 26. Espectro 'H-RMN del PASP-MA-MH 12 en D20 a 75°C. Se observan las impurezas de la

1.0000
1.2325

[ppm]

1,3-propanodiamina a 2.17 y 3.26 ppm

Se plantea que la persistencia de la contaminaciéon de la macromolécula
producto con el reactivo 1,3-propanodiamina, a pesar del exhaustivo proceso de
didlisis al que se somete el copolimero, podria deberse a una fuerte interacciéon
de enlaces de hidréogeno entre los grupos hidroxilo y amino terminales de las
cadenas laterales del copolimero PASP-MA-MH con el reactivo en cuestion,
usado en gran exceso. Con el fin de eliminar este impase se planteé llevar a
cabo la etapa de purificacion por dialisis del copolimero PASP-MA-MH
empleando agua destilada en medio acido (pH 3). La protonacién de los grupos
amino de las cadenas laterales asi como del reactivo en exceso introduciria

repulsiones entre ellos, lo cual facilitaria la eliminacion de la 1,3-propanodiamina.

Para comprobar esta hipotesis se decidio re-disolver el PASP-MA-MH-12 (50 %
PASP-MA tedrico) en 20 mL de agua saturada de nitrogeno y dializarlo por
segunda vez durante 20 horas a pH 3 realizando 4 cambios de agua destilada

acida en total.
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Figura 27. Espectro 'H-RMN del PASP-MA-MH 12 redisuelto en D20 a 75 °C. Se observa el
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corrimiento de las sefiales producto de los hidrégenos C, D Y E respecto al PASP-MA-MH 12 original y la
desaparicion de las sefiales contaminantes productos de la 1,3 propanodiamina.

En la figura 27 se muestra el espectro *H-RMN del PASP-MA-MH 12 dializado
por segunda vez en medio acido. Se observé que esta modificacion permitid
eliminar las sefiales contaminantes producto de la 1,3 propanodiamina. Con el
fin de evaluar la efectividad de esta nueva modificacidon, se sintetizaron los
PASP-MA-MH-16 y 17 con proporciones tedricas de 50 y 60 % de meros PASP-
MA (Figura 28) realizando su purificacion en medio &acido. Al igual que en el
PASP-MA-MH-12 re-dializado, el espectro 'H-RMN a 25°C para estos dos

copolimeros muestra una alta pureza.

Sin embargo, pese a que se logro el objetivo inicial, se observé que la purificacion
en medio acido producia un inesperado desplazamiento hacia campo bajo de
todas las sefiales pertenecientes a la seccion PASP-MA de la macromolécula.
Para el PASP-MA-MH-12 y 12 re-dializado se observo que la sefial D paso6 de
2.16 a 2.28 ppm, la E de 3.19 a 3.39 ppm y la C de 3.68 a 3.72 ppm

respectivamente.

En un inicio se penso6 que el desplazamiento de las sefiales propias del mero
PASP-MA era consecuencia de algun tipo de reaccion secundaria que
involucraba a su grupo amino terminal. Un cambio quimico de dicho grupo
resultaria perjudicial en su posterior carboximetilacion, ya que esta involucra un

atague nucleofilico del mismo al reactivo usado en su derivatizacion.
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Figura 28. Comparacion de los espectros 'H-RMN en D20 a 75 °C de los PASP-MA-MH 12, 12 re-
dialisis, 16 y 17. Se observa que las sefiales producto del PASP-MA para los PASP-MA-MH 16 y 17,

poseen un desplazamiento muy similar
Con el fin de resolver esta incégnita, se llevd a cabo un estudio comparativo entre
dos reacciones de carboximetilacion empleando como reactivos a los
copolimeros PASP-MA-MH-16 y 19 con una proporciéon muy similar de cadenas
laterales PASP-MA y PASP-MH, pero con diferentes desplazamientos de sus
sefiales D, E y C (Figura 29). La caracterizacion por *H-RMN de los polimeros
derivatizados (PASP-DC-MC-MH) mostro que la diferencia en desplazamiento
de las sefiales mencionadas no tuvo consecuencia alguna sobre la identidad de
los productos. Esto llevo a concluir que el cambio en la posicién de las sefales
no es generado por una alteracion quimica del grupo amino. Un analisis mas
detallado sobre este experimento, asi como los espectros H-RMN de los

copolimeros derivatizados, se presentara en el acépite 6.3.3.

Durante esta etapa se logro sintetizar un nuevo copolimero, el PASP-MA-MH,
con tres diferentes proporciones de meros PASP-MA y PASP-MH partiendo de
los procedimientos reportados por Neuse, Murga y Caliceti para los polimeros de
referencia PASP-MA y PASP-MH e introduciendo una serie modificaciones tanto
en la etapa de sintesis como de purificacion del mismo. Estas variaciones
respondieron a la necesidad de resolver ciertas complicaciones experimentales

observadas durante la sintesis asi como a simplificar el procedimiento.
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Figura 29. Comparacién de los espectros *H-RMN en D20 a 25 °C de los PASP-MA-MH 16 y 19. El
PASP-MA-MH-19 fue dializado solamente 20 horas en medio acido para realizar la presente comparacion
por ende se observa la presencia de pequefios contaminantes. Se observa que las sefiales C,D Y E
producto del mero PASP-MA posee un desplazamiento muy diferente para cada copolimero.

Asi, se logro desarrollar una metodologia que permitio obtener los copolimeros
intermedios PASP-MA-MH puros y con proporciones experimentales de los
meros PASP-MA y PASP-MH reproducibles y cercanas a los valores teoricos
esperados. En particular, los porcentajes experimentales del mero PASP-MA
resultaron muy similares a las deseadas observandose, en general, una
desviacion maxima de alrededor del 3%. Cabe mencionar que las desviaciones
son considerablemente mayores en el caso de los meros PASP-MH del orden
de 5 a 10 % en las sintesis modificadas respecto al procedimiento basico.
Asimismo, la aplicacion de las técnicas bidimensionales COSY y HSQC condujo
a una asignacién precisa y completa de las sefales caracteristicas del
copolimero; esto resulté fundamental para el calculo de la proporcion relativa de
las cadenas laterales monoaminadas y monohidroxiladas asi como para
identificar la presencia de meros hidrolizados. Respecto a estos ultimos, cabe
comentar que pese a que se siguieron las recomendaciones de Neuse y Murga

no se logré reducir la reaccion secundaria responsable de su formacion.
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6.3. Sintesis del polimero ligando, poli-(a,B-D,L-[N-(3-
di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-
aminopropil)-aspartamidal-co-[(2-hidroxietil)-aspartamida]) (PASP-
DC-MC-MH)

6.3.1. Analisis de la sintesis y purificacion

La carboximetilacion del copolimero PASP-MA-MH a PASP-DC-MC-MH fue
llevada a cabo siguiendo el procedimiento propuesto por Neuse y tomando en
cuenta las consideraciones de Murga para la sintesis del PASP-DC-MC, asi
como los datos experimentales obtenidos en el presente trabajo.*:’” El reactivo
utilizado para la carboximetilacion fue el acido bromoacético; este posee un
carbono alfa altamente electrofilico que promueve la sustitucién de su halégeno
por el grupo amino terminal presente en el mero PASP-MA del PASP-MA-MH, lo

gue genera acido bromhidrico como producto secundario.

Neuse y Murga mencionan la necesidad de emplear un exceso de acido (4 mmol
por mmol de mero PASP-MA) para aumentar la probabilidad de generar una
mayor proporcion de cadenas laterales di-carboximetiladas (DC) sobre las mono-
carboximetiladas (MC). La predominancia de las primeras es deseable para la
presente investigacion pues genera polimeros con una superior capacidad
coordinante hacia el metal. La cercania entre los dos grupos carboximetilados
en los meros PASP-DC permite la formacion de anillos quelato relativamente
pequefios, mas estables que los que se obtendrian al coordinarse Unicamente
los grupos MC. Por otro lado, una menor cantidad de grupos mono-
carboximetilados asegura una disminucion en la posibilidad de entrecruzamiento
de las cadenas poliméricas producto de la coordinacién de grupos MC de
diferentes cadenas con el metal. Asimismo, una menor proporcion de estos
grupos, disminuiria la posibilidad de coordinacion entre dos MC de una misma
cadena y por ende, se evitaria el consiguiente aumento de rigidez, factor que
también disminuye la solubilidad del conjugado polimero-metal. Sin embargo, en
la presente investigacion se observé que el empleo de un gran exceso de acido
bromoacético generaba la aparicion de secciones poliméricas indeseables en
una considerable proporcion, lo que impedia el calculo adecuado del porcentaje

experimental de los distintos meros del PASP-DC-MC-MH. Se logr6 superar este
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inconveniente al modificar la metodologia propuesta, en el sentido de emplear
solo un pequefio exceso del acido bromoacético en vez del recomendado. En la
tesis de licenciatura previamente mencionada, también se describe la aparicion
de una sefial contaminante durante la caracterizacion del PASP-DC-MC. Murga
propone que este pico desconocido puede ser producto de un grupo
bromoacetamida; no obstante, este no fue considerado durante el célculo de la
proporcion de cadenas laterales en su macromolécula. En el acépite 6.3.3 se
realiza un andlisis mas profundo sobre esta complicacion asi como la posible

identificacion del grupo contaminante.

Por otro lado, en el procedimiento de sintesis del PASP-DC-MC tanto Neuse
como Murga consideran necesario el aiadir NaOH (6 mmol por mmol de mero
PASP-MA) al inicio de la reaccion asi como mantener el pH del medio en un
rango de 8-9 durante las primeras 12 horas de reaccion. No obstante, para la
sintesis del PASP-DC-MC-MH se decidié prescindir del NaOH inicialmente
afiadido y disminuir el rango de pH a 7-8. Estas variaciones se realizaron con el
fin de trabajar en un medio lo suficientemente basico que permita el avance de
la reaccion de carboximetilacion sin ser lo suficientemente alcalino como para
propiciar reacciones de hidrdlisis que pudieran romper las cadenas poliméricas.
Ademas, se decidié disminuir la temperatura de reaccién del PASP-DC-MC-MH
75-80°C, es decir 5°C menos respecto a lo recomendado por Neuse y Murga. Se
postula que esta modificacion permitiria trabajar a una temperatura adecuada
gue proporcione la energia necesaria para que proceda la reaccion sin ser lo
suficientemente alta como para promover la ruptura hidrolitica de las cadenas
poliméricas. Finalmente, Neuse recomienda realizar todo el proceso de sintesis
y purificacion del PASP-DC-MC bajo flujo continuo de nitrégeno; no obstante,
Murga reportd que la sintesis de esta macromolécula también podia realizarse
obviando esta consideracion, sin perjuicio en la pureza del macro-ligando. Con
el fin de simplificar el procedimiento se decidié seguir con la recomendacion de

Murga y realizar las sintesis del PASP-DC-MC-MH sin nitrégeno.

Estos tres cambios fueron probados desde las primeras sintesis realizadas para
adquirir experiencia en la obtencion del polimero de referencia PASP-DC-MC.
Se observé que la pureza de las macromoléculas y el perfil de las sefiales no

variaban independientemente de si se utilizaban estas modificaciones o no, por
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lo cual se decidio sintetizar al copolimero objetivo de la presente investigacion,

PASP-DC-MC-MH, utilizando estas Ultimas consideraciones.

En la tabla 13 se presentan los resultados obtenidos en las sintesis del PASP-
DC-MC-MH realizados. Cabe mencionar que, para la etapa de sintesis del
PASP-DC-MC-MH, se decidié emplear solamente macromoléculas que tuvieran
una proporcion de cadenas PASP-MA superior a 40 %. Esta consideracion se
realizo con el fin de sintetizar macro-ligandos que pudieran unirse a la mayor
cantidad de metal posible. El rendimiento obtenido para cada ensayo fue
calculado asumiendo que todos los grupos amino del precursor PASP-MA-MH

fueron derivatizados formando grupos di-carboximetilados.

Siesis | PASP-MA-MH | PASP-MA | Masade PASP- | Rendimiento
utilizado* tedrico (%) | DC-MC-MH (9) (%)
! 6 50 0.354 72.0
2 11 60 0.348 71.6
3 11 60 0.325 66.5
4 9 60 0.256 53.5°
° 9 60 0.341 66.5
6 16 50 0.310 62.0
! 19 50 0.301 59.9

° Se registré pérdidas durante el proceso de purificacion
* Rango de peso: 2.13 - 2.18 mmol

Tabla 13. Resultados de las sintesis del PASP-DC-MC-MH

De acuerdo ala experiencia adquirida, los resultados observados e introduciendo
las modificaciones antes mencionadas se ha logrado encontrar una metodologia
capaz de sintetizar al PASP-DC-MC-MH con alto rendimiento y pureza teniendo
como base los trabajos realizados por Neuse y Murga para la sintesis del PASP-
DC-MC.

Tesis publicada con autorizaciéon del autor

No olvide citar esta tesis




6.3.2. Caracterizacién

Con el fin de facilitar la caracterizacion por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear e infrarroja de los nuevos ligandos poliméricos sintetizados,
PASP-DC-MC-MH, se preparo, de acuerdo al procedimiento de Neuse y Murga
y partiendo del PASP-MA-1 como precursor, el PASP-DC-MC-1. En la figura 30
se muestra el espectro 'H-RMN de esta macromolécula; en la tabla 14 se
presentan las asignaciones de sus hidrégenos caracteristicos y el rendimiento

de la reaccion.

PASP-DC-MC-1*

Peso (g) /

Rendimiento (%) Sefial Asignacion (ppm)

CHz (D) 1.85
CH: (B) 2.68-2.71
CHz (E) 3.21

0.374/63.14 CH: (C) 3.21
CHz (H) 3.83
CHz (H’) 3.83
CH (A) 4.56

*Sintetizado a partir de 0.347 g de PASP-MA-1

Tabla 14. Rendimiento y asignacion de las sefiales del *H-RMN en D20 del
PASP-DC-MC obtenido experimentalmente.

El rendimiento del PASP-DC-MC-1 se encuentra dentro del rango reportado por
Neuse y Murga (mayor a 60 %); asimismo, el desplazamiento de los hidrégenos
concuerda con el asignado por estos autores.’® En lo que respecta a la pureza
de la macromolécula, no se observan sefales producto de acido bromoacético
remanente; sin embargo, se registran dos sefiales a 1.58 y 4.39 ppm que no
forman parte del perfil esperado. En el acépite 6.3.3 se realizara una descripcion
mas detallada sobre estas sefiales y su procedencia. En el anexo 8 se muestra
el espectro IR del PASP-DC-MC-1.

Las figuras 31 y 32 presentan los espectros *H-RMN representativos de los
PASP-DC-MC-MH con diferente proporcion de cadenas laterales sintetizados

con la metodologia propuesta por la presente investigacion.
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Figura 30. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-1 en D20 a 25 °C
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La tabla 15 muestra los desplazamientos tipicos para cada hidrogeno de los dos
tipos de copolimeros obtenidos. En la figura 33 se muestra el espectro IR para
el PASP-DC-MC-MH-6 mencionado y en la tabla 16 la asignacion de sus bandas
mas representativas. El espectro IR del PASP-DC-MC-MH-4, que es

practicamente idéntico, se muestra en el anexo 9.

PASP-DC-MC-MH-4 (60% PASP-MA teérico) ‘ PASP-DC-MC-MH-6 (50% PASP-MA tedrico)
Senial Asignacion (ppm) Sefal Asignacién (ppm)
CH (A) 4.60 CH (A) 4.62
CH2 (B) 2.69-2.74 CH2 (B) 2.68-2.74
CH2 (C) 3.24 CH2 (C) 3.25
CHz (D) 1.80-1.87 CH: (D) 1.80-1.88
CH2 (E) 3.24 CH2 (E) 3.25
CH2 (F) 3.24 CH2 (F) 3.25
CHz (G) 3.57 CH2 (G) 3.56

CHz (H") 3.61 CHz (H") 3.66
CH2 (H) 3.78 CH2 (H) 3.83

Tabla 15. Asignacion de las sefiales del *H-RMN en D20 del PASP-DC-MC-
MH-4y 6 a 25°C

PASP-DC-MC-MH-6
Banda (cm) Proviene

Banda ancha e intensa de estiramiento de enlaces N-

3301 ) ] ]
H amido y OH hidroxilo
o Banda de estiramiento C=0 del grupo carboxilo
(hombro)

Bandas de estiramiento simétrico del doble enlace

1648 C=0 de grupo amido | y del estiramiento asimétrico
del grupo carboxilato

1542 Banda de flexion de enlace NH de grupo amido I
1393 Banda de estiramiento simétrico del grupo carboxilato
1063 Banda de estiramiento de enlace C-O del grupo alcohol

Tabla 16. Asignacion de las bandas caracteristicas en el espectro IR del
PASP-DC-MC-MH-6
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Figura 31. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-4 en D,0 a 25 °C (40% mero tedrico PASP-MH)
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Figura 32. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 en D,O a 25 °C (50% mero tedrico PASP-MH)
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6.3.3. Discusion de resultados

En la tabla 17 se muestra la cantidad de acido bromoacético empleado en relacion

a aguella de meros PASP-MA presentes en el precursor PASP-MA-MH, los

porcentajes experimentales de cada tipo de meros contenidos en el polimero

producto y el peso molecular del mero promedio para las 8 sintesis del PASP-DC-

MC-MH realizadas. En el anexo 10 y 11 se encuentran descritos los procedimientos

realizados para calcular la relacion molar entre los diferentes tipos de cadenas

laterales (meros) presentes en el PASP-DC-MC-MH vy el peso molecular promedio

de cada macromolécula.

mmoles de PASP-

Ensayo | MA presentes en el

PASP-MA-MH
1 0.97
2 1.22
3 1.23
4 1.17
5 1.16
6 1.02
7 1.03

Acido
bromoacético
empleado

(mmol)

4.28

12.00

3.00

2.36

2.35

2.47

2,51

Proporciéon experimental de meros
PASP-DC-MC-MH

No se calculé

No se calculé

PASP-DC: 41.01 %; PASP-MC: 10.52% ;
PASP-MH: 34.88 %; PASP-HIDRO:
10.02%; PASP-MANR: 3.57%

PASP-DC: 33.86%; PASP-MC: 15.69%;
PASP-MH: 35.14%; PASP-HIDRO:
14.13%; PASP-MANR: 1.36%

PASP-DC: 33.39 %; PASP-MC: 15.66 %);
PASP-MH: 34.45 %; PASP-HIDRO:
13.99%; PASP-MANR: 2.51%

PASP-DC: 32.53%; PASP-MC: 9.88% ;
PASP-MH: 47.06%; PASP-HIDRO:
7.84%; PASP-MANR: 2.69%

PASP-DC: 31.88%; PASP-MC: 10.16% ;
PASP-MH: 41.96%, PASP-HIDRO:
13.14%, PASP-MANR: 2.51%

Proporcion
experimental de los
PASP-MA-MH

precursores

No se calculd

No se calculd

PASP-MA: 57.30%;
PASP-MH: 33.30%);
PASP-HIDRO: 9.40%

PASP-MA: 53.77%;
PASP-MH: 33.02%);
PASP-HIDRO: 13.21%

PASP-MA: 53.77%;
PASP-MH: 33.02%);
PASP-HIDRO: 13.21%

PASP-MA: 46.80%;
PASP-MH: 45.50%);
PASP-HIDRO: 7.70%

PASP-MA: 46.90%;
PASP-MH: 42.35%);
PASP-HIDRO: 10.75%

Peso Molecular
de mero

promedio (g/mol)

No se calculé

No se calculd

214.53

206.69

207.97

203.96

202.61

Tabla 17. cantidad de acido bromoacético empleado, proporcién de meros y peso molecular promedio

de los PASP-DC-MC-MH sintetizados
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La caracterizacion de los PASP-DC-MC-MH se realiz6 mediante un anlisis
exhaustivo de sus espectros *H-RMN, COSY, HSQC y HMBC comparandolos
con la informacion previamente obtenida de los ensayos PASP-MA-MH
respectivos y del copolimero de referencia PASP-DC-MC-1. Asimismo, se
empled la técnica de espectroscopia infrarroja para determinar las bandas
caracteristicas del PASP-DC-MC-MH, no observadas en los espectros del
PASP-MA-MH.

En la figura 34 se presenta el espectro COSY a 25 °C del PASP-DC-MC-MH-6
donde se muestran las correlaciones entre los hidrégenos acoplados de esta
macromolécula. Se observa claramente el acoplamiento entre las sefiales a 3.25
y 3.56 ppm, cuyos desplazamientos resultan ser idénticos al de los metilenos F
y G, respectivamente, de los meros PASP-MH del copolimero intermedio PASP-
MA-MH-16 (Figura 35), precursor del PASP-DC-MC-MH-14. Se deduce, por
tanto que estas sefiales deben pertenecer a los hidrégenos mencionados. La
ausencia de alglin cambio en la posicion de ambos picos permite concluir que,
como se esperaba, no ha ocurrido reaccion entre los grupos hidroxilo de las
cadenas laterales PASP-MH del polimero precursor PASP-MA-MH-16 y el acido

bromoaceético.
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Figura 34. Espectro COSY del PASP-DC-MC-MH-6 en D20 a 25°C. La flecha verde muestra el

acoplamiento de las sefales F y G de los hidrogenos PASP-MH. La flecha negra muestra el acoplamiento
entre los hidrégenos A y B de la cadena principal del PASP-MA-MH. La flecha roja muestra el
acoplamiento entre las sefiales C y E con la sefial D de los hidrégenos PASP-MA. Se observa que los

metilenos H y H" no presentan acoplamiento con alguna sefial del espectro.
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Figura 35. Espectro IH-RMN del PASP-MA-MH-16 en D20 a 25 °C

Asimismo, en el espectro COSY recién mencionado se observa un acoplamiento
significativo entre las sefiales a 2.68-2.74 y 4.62 ppm. Se han asighado estos
picos a los hidrégenos B y A respectivamente, puesto que el desplazamiento de
ambas sefiales no ha sufrido alteraciones significativas respecto al valor
registrado en el espectro *H-RMN a 25°C del PASP-MA-MH-16.

En este contexto resulta importante hacer mencién de la relacién de
integraciones (2.00:1.00) entre estos dos picos, B y A, determinada a partir del
espectro *H-RMN a 75 °C del PASP-DC-MC-MH-6 mostrado en la figura 36. El
fuerte desplazamiento hacia campo bajo de las sefales observado en dicho
espectro, permitié resolver la sefial del hidrogeno A (superpuesta con la del agua
residual en el espectro *H-RMN a 25°C) e hizo posible el calculo exacto de la

relacion de integraciones entre B y A previamente mencionada.

Al comparar esta Ultima relacion con aquella observada en el espectro *H-RMN
del PASP-MA-MH-16 a 75 °C, precursor del PASP-DC-MC-MH-6, (Figura 37) se
obtiene una relacion completamente distinta entre las sefiales B y A de 2.95 a
1.00 en este caso. Cabe aclarar que esta diferencia se debe a que en el PASP-
DC-MC-MH-6 la sefial E perteneciente al mero PASP-MA se ve desplazada
hacia campo méas bajo que en el precursor PASP-MA-MH-16. En este ultimo,
dicha sefial se encuentra superpuesta con el pico B, aumentando asi su valor de

integracion.
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Por otro lado, cabe recordar (acapite 6.2.3) que en el espectro *H-RMN a 75 °C
del precursor PASP-MA-MH-16 la sefial correspondiente al hidrogeno A fue
asignada a tres tipos distintos de hidrégenos metino, dos de los cuales se
encuentran superpuestos a 5.12 ppm y el tercero se ubica a 4.91 ppm. Este
ultimo es el que fue asignado al PASP-HIDRO proveniente de la reaccion
secundaria de hidrolisis, mientras que los dos primeros son producto de los
meros PASP-MA y PASP-MH.
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_ 32356
——32165
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_—23795
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Figura 36. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 en D,0 a 75 °C
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Estas observaciones permitieron plantear dos importantes hipotesis durante la
caracterizacion por *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6. En primer lugar, para el
espectro *H-RMN a 25 °C del PASP-DC-MC-MH-6, la relacion 2.00:1.00 entre
las dos sefales con un desplazamiento similar al de los hidrégenos B y A (2.68-
2.74 'y 4.62 ppm respectivamente) indicaria que todos los hidrégenos A de todas
las secciones del copolimero (PASP-MA, PASP-MH y PASP-HIDRO) se han
desplazado hacia una unica regién formando un solo pico. Esto constituye una
diferencia notoria con el precursor PASP-MA-MH-16 donde la sefial A del PASP-
HIDRO se encuentra separada a la sefial A del resto de los meros. En segundo
lugar, el aparente desplazamiento del hidrogeno E en el espectro *H-RMN del
PASP-DC-MC-MH-6 a 25 °C observado en la figura 32 respecto al
correspondiente precursor, donde aparecia superpuesto con la sefial B a 2.76
ppm, indicaria que se ha producido la reaccion de carboximetilacién entre el

grupo amino del PASP-MA con el 4&cido bromoacético.
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Figura 37. Espectro *H-RMN del PASP-MA-MH-16 en D20 a 75 °C
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Otra observacion importante respecto al espectro *H-RMN a 25 °C del PASP-
DC-MC-MH-6 (Figura 32) se refiere a la pequeia sefial a 4.40 ppm. En un inicio
se especulé que el pico en cuestion, dada su posicion muy cercana a la
observada para el PASP-HIDRO en el espectro *H-RMN a 25°C de su precursor,
el PASP-MA-MH-16 (Figura 35), podia ser producto del mismo mero. Sin
embargo, la relacién de integraciones (2:1) entre las sefales B y A del PASP-
DC-MC-MH-6, previamente mencionada, y la falta de acoplamiento entre esta
sefial problema y el pico B en el espectro COSY del PASP-DC-MC-MH-6 tomado
a 25°C (Figura 34) indicaban que el pico a 4.40 ppm no podia asignarse a la
sefal A del PASP-HIDRO, por lo que se le denominé como sefial I. Con el fin de
confirmar esta hipétesis se realizé un analisis HSQC a 25 °C del PASP-DC-MC-
MH-6 (Figura 38), donde se comprobd que el pico en cuestion no era producto

de un grupo metino, sino de uno metileno.

Este hallazgo permitié también reforzar la hipotesis previa que postulaba que la
sefal de los hidrégenos metino A del mero PASP-HIDRO del polimero precursor
PASP-MA-MH-16 se habia desplazado a campo bajo en el polimero ligando
PASP-DC-MC-MH-6, uniéndose con aquella proveniente de los hidrégenos A de
los otros meros (PASP-MA y PASP-MH).
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Este desplazamiento de picos resulta coherente si se toma en cuenta que el
andlisis de *H-RMN del PASP-MA-MH se realiza en un medio basico originado
por los grupos amino de los meros PASP-MA, mientras que el del PASP-DC-MC-
MH ocurre en uno acido debido a los grupos carboxilicos. Un entorno alcalino
propiciaria la desprotonacién de todos los grupos carboxilicos de las secciones
PASP-HIDRO, lo que en consecuencia generaria que el hidrégeno A del PASP-
HIDRO posea un entorno muy diferente al del hidrogeno A del PASP-HIDRO del
copolimero ligando PASP-DC-MC-MH. En el primer caso el metino A-HIDRO se
encontraria enlazado a un grupo COO -, mientras que en el segundo seria a un
COOH.

En lo que se refiere a la sefial problema I, ubicada a 4.40 ppm en el espectro *H-
RMN del PASP-DC-MC-MH-6 a 25°C (figura 32), cabe mencionar que Murga, en
su tesis de licenciatura, también describe la aparicion de una sefial extrafia en
una posicion similar (4.35 ppm). Murga realizé los analisis COSY y HSQC del
PASP-DC-MC los que le permitieron comprobar, al igual que en la presente
investigacion, que dicha sefial no mostraba acoplamiento con ninguna otra sefial
del espectro y que pertenecia a un grupo metileno. Basado en esta informacion,
postulé que la sefal inesperada a 4.35 ppm pudo haberse originado por la
formacion de un grupo bromoacetamida, producto de una reaccion secundaria
en gque la amina terminal del grupo PASP-MA ataca al grupo carbonilo del &cido

bromoacético.
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Figura 38. Espectro HSQC del PASP-DC-MC-MH-6 en D20 a 25 °C. La flecha verde indica la

correlacion entre el hidrégeno desconocido y su carbono correspondiente. Las flechas azules muestran
las correlaciones entre los 3 tipos de hidrogenos F, C y E con sus respectivos carbonos. El espectro del
13C-RMN con sus respectivas asignaciones se puede apreciar en el anexo 12.
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Figura 39. Espectro 'H-RMN ampliado del PASP-DC-MC-MH-2 en D20 a 25 °C. La flecha negra

indica al pico I, es notable la gran intensidad de la sefial a comparacion del observado en el PASP-DC-
MC-MH-6
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Para comprobar la posible naturaleza del grupo desconocido se decidio realizar
un analisis cualitativo de fluorescencia de rayos X (FRX) del PASP-DC-MC-MH-
2, en el cual se utilizé un enorme exceso de acido bromoacético. Este presenta
en su espectro *H-RMN a 25 °C una sefial | particularmente intensa a 4.43 ppm
y comparable a la sefial de los hidrogenos metino A (Figura 39). Mediante el uso
de la técnica de FRX es posible establecer una relacion proporcional entre la
intensidad de sefial o cuentas del elemento a medir con su concentracion. Para
realizar la medicion es necesario emplear estandares del elemento a medir sobre
una matriz lo mas semejante posible al compuesto en estudio, de esta manera
se evitan posibles interferencias en el analisis.®! Se prepararon 5 pastillas con
diferente concentracion del elemento a analizar, empleando KBr como fuente de
bromo y al PASP-MA-MH-10 como matriz; este Ultimo compuesto es muy similar

a la macromolécula en estudio por lo cual su eleccion como matriz es valida.

El objetivo de este ensayo radicaba en delimitar la cantidad aproximada de
bromo que presentaria el PASP-DC-MC-MH-2, asumiendo que la sefal
problema estuviera formada por grupos bromoacetamida Unicamente. El
resultado de la medicién hubiera permitido plantear una relacion aproximada
entre la concentracion de bromo observada en la muestra medida de PASP-DC-
MC-MH-2 y la cantidad aproximada de meros que generaban la sefial en
cuestion. En el anexo 13 se muestran los espectros FRX obtenidos para cada
una de las muestras de PASP-MA-MH-10 con una concentracion en peso de 0,
1, 3, 8 y 10% de Br; asimismo, se reporta el espectro de fondo del equipo. En la
figura 40 se muestra en forma comparativa los espectros de FRX de la muestra

y los estandares al 0 y 1% en bromo.
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Figura 40. Espectro FRX tomado a 25 °C para comprobar contenido de bromo en PASP-DC-MC-MH-
2. Lalinea roja muestra el perfil del PASP-MA-MH-10 al 1% en Br. La linea verde muestra el perfil del
PASP-MA-MH-10 al 0% en Br. La linea marrén muestra el perfil del PASP-DC-MC-MH-2. Los picos
intensos a 11.40y 13.20 keV muestran las lineas Ka 1 y Kg 1 del bromo respectivamente.

Se esperaba que el PASP-DC-MC-MH-2 presentara una concentracion de bromo
relativamente alta, puesto que la sefial desconocida I, atribuida inicialmente al
grupo bromoacetamida propuesto por Murga, era particularmente intensa en
este copolimero, y comparable a la sefial A, proveniente de los metinos de todos
los meros de la macromolécula. No obstante, el espectro FRX del macro-ligando

indicé que las sefiales propias del bromo resultaban minusculas respecto a la
muestra al 1% en concentracion (figura 40).

Este ensayo llevé a concluir que la minima cantidad de bromo observado en el
espectro FRX del PASP-DC-MC-MH-2 no era consistente con el grupo

bromoacetamida inicialmente propuesto por Murga y a reevaluar su posible

estructura. Se consideré entonces la posibiidad de que el grupo

bromoacetamida, inicialmente formado, hubiera experimentado una sustitucion

nucleofilica del bromo por iones OH™ del medio de reaccion. Esta propuesta

resulta légica, dado que durante toda la sintesis del PASP-DC-MC-MH se trabaja
en una solucion ligeramente alcalina (pH 7-8) donde existe la posibilidad que los
grupos nucleofilicos OH", presentes en el medio acuoso, ataquen al carbono
positivado unido al bromo. El presente analisis permitié postular que la sefal

desconocida | (alrededor de 4.40 ppm) en los espectros *H-RMN de los PASP-
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DC-MC-MH sintetizados provendria de un grupo hidroxiacetamida, el cual ha
sido denominado como “PASP-AcOH”.

No obstante, se hubiera esperado que el gran incremento en la intensidad de la
sefial | en el espectro 'H-RMN del PASP-DC-MC-MH-2, respecto al observado
en el PASP-DC-MC-MH-6, hubiera traido como consecuencia directa la
reduccion de la sefial H dado que ambos picos provienen de un mismo mero, el
PASP-MA. En cambio, se observa que, pese al aumento del pico I, la sefial H
mantiene su intensidad. Esta aparente inconsistencia se podria explicar
partiendo del hecho de que en la sintesis del PASP-DC-MC-MH-2 se empled, en
contraste con la del PASP-DC-MC-MH-6, un enorme exceso de A&cido
bromoacético. La gran cantidad de este reactivo, respecto a la minima necesaria
para favorecer la di-carboximetilacion de todos los meros PASP-MA del
copolimero precursor PAS-MA-MH-10, podria dar lugar a una nueva reaccion

secundaria que justifique esta inusual observacion.

Es un hecho conocido que los grupos amino terminales de los meros PASP-MA
son mucho mejores nucledfilos que los grupos hidroxilo terminales de los meros
PASP-MH, lo que favorece la esperada carboximetilacion preferente de los
primeros. Sin embargo, en presencia de un gran exceso del acido bromoacético,
este podria, una vez agotados los meros PASP-MA disponibles, reaccionar con
los hidroxilos de los meros PASP-MH. De esta manera se generarian no
solamente los meros deseados PASP-DC y PASP-MC sino, ademéas del PASP-
AcOH, un segundo tipo de mero no esperado al que denominaremos como
mono-O-carboximetilados (PASP-OMC); esta ultima reaccion no ocurriria en
caso se emplee solo un ligero exceso del acido bromoacético. En la figura 41 se
muestran las estructuras de los dos tipos de secciones poliméricas generadas

por reacciones secundarias.
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Figura 41. Estructuras de meros (a) PASP-AcOH y (b) PASP-OMC

El desplazamiento tan similar entre la pequefa sefial | asignada al PASP-AcOH
en el 'H-RMN del copolimero PASP-DC-MC-MH-6 y aquel asignado al pico
intenso, indicado también como |, en el espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-
2 se atribuye a la similitud del entorno del grupo metileno terminal en ambos
casos. En este contexto, cabe mencionar que la carboximetilacion de los grupos
hidroxilados de los PASP-MH no modifica significativamente el entorno de los
protones metileno F y G; esto justifica que sus correspondientes
desplazamientos en el espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-2 coincidan con
aquellos de los meros PASP-MH eventualmente no reaccionados. Asimismo, su
posicion coincide con las sefiales F y G en el espectro *H-RMN del PASP-DC-
MC-MH-6 a 25°C (Figura 32) en que no habria tenido lugar la carboximetilacion

de los grupos hidroxilo.

Por otro lado, esta Ultima reaccién secundaria, promovida por el gran exceso de
acido bromoacético, tendria lugar exclusivamente en los meros PASP-MH vy, por
consiguiente, no afectaria la cantidad de meros PASP-MA carboximetilados; esto
explicaria que la intensidad de la sefial H asignada a los meros PASP-DC en el
espectro 'H-RMN del PASP-DC-MC-MH-2 no experimente un cambio
significativo. En cambio, si esta sefial | se asignara al mero PASP-AcOH, dado
gue este proviene de las mismas cadenas laterales PASP-MA que dan origen a
los meros PASP-DC y PASP-MC, su intensidad solo podria aumentar a

expensas de las otras dos.
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Sin embargo, pese a que se han planteado dos posibles explicaciones para
justificar la aparicion e intensidad de la sefial I, ambas poseen ciertas deficiencias
gue no pueden ser ignoradas. Para el caso del posible mero PASP-AcOH, el
medio de reaccion entre 6-8 generaria que el grupo carboxilico del é&cido
bromoacético se encuentre desprotonado la mayor parte del tiempo, por lo cual
la reaccion de amidacion entre el grupo amino de la seccion PASP-MA vy el
carbonilo del &cido bromoacético seria muy poco probable. Por otro lado, la
formacion del mero PASP-OMC, pese a que podria ser una opcioén plausible, no
explicaria la formacion de la sefal “I” en el *H-RMN del PASP-DC-MC-1
sintetizado en este trabajo y aquellos obtenidos por Murga, puesto que estas
macromoléculas no presentan cadenas laterales hidroxilo. Es asi que, para el
célculo de proporciones de meros del PASP-DC-MC-MH, se decidié no tomar en
cuenta la sefial | mencionada dado que no era posible identificar claramente su
procedencia. Asimismo, resulta valido el no considerar este pico, pues para las
posteriores sintesis del PASP-DC-MC-MH se logré mejorar el procedimiento de

sintesis y reducir a valores muy bajos la intensidad de la sefial problema .

La segunda hipotesis planteada durante la caracterizacion del PASP-DC-MC-
MH-6 postulaba que el desplazamiento de la sefial E respecto a su posicion
inicial, superpuesta con B, en el espectro *H-RMN del polimero precursor PASP-
MA-MH-16 a 25 °C (2.76 ppm) constituia un indicio de la reaccion de los meros
PASP-MA con el acido bromoacético. Al comparar los espectros *H-RMN del
PASP-DC-MC-MH-6 y el polimero precursor PASP-MA-MH-16 a 25 °C, se
observo en el primero una sefial a 3.25 ppm con un perfil e integracién muy
diferente al registrado en el espectro del precursor (Figura 42); esta se encuentra
en la misma region que las sefales de los hidrégenos F y C de los meros PASP-
MH y PASP-MA, respectivamente, de los copolimeros PASP-MA-MH
estudiados. La variacion en el perfil de dicha sefial asi como el considerable
aumento de integracion respecto a las sefales F y C observadas en el polimero
precursor, permitié concluir que la sefial E se habia desplazado a esa posicién y
superpuesto con ambas sefiales. Esta propuesta es coherente con el hecho que,
al ocurrir la reaccion de carboximetilacion, el grupo amino terminal del mero
PASP-MA se une a un carbono positivado por un grupo carboxilico; el
consiguiente desapantallamiento originaria un desplazamiento a campo bajo en
el espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH de dichos hidrégenos. Asimismo
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esta asignacion se ve reforzada por el espectro HSQC a 25°C del PASP-DC-
MC-MH-6 presentado en la figura 38. En este ultimo se observa que la sefial a
3.25 ppm esta formada por 3 tipos de hidrégenos distintos, lo cual concuerda con
la propuesta de que el pico en cuestion esta conformado por los metilenos F, C
y E.
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Figura 42. Espectros H-RMN ampliados del PASP-MA-MH-16 y el PASP-DC-MC-MH-6 en D20 a 25
°C. Se observa claramente el desplazamiento del pico E hacia la region de los hidrégenos Fy C luego de
finalizada la reaccion de carboximetilacion del PASP-MA-MH-16
Una vez identificados los picos C y E se procedi6 a buscar la sefial producto de
los metilenos D del mero PASP-MA. En el espectro COSY del PASP-DC-MC-
MH-6 a 25°C (Figura 34) se observo que existia una correlacion entre los picos
a 3.25 y 1.88-1.80 ppm. Puesto que la primera sefial correspondia a los
hidrogenos C y E del PASP-MA se postul6 que la segunda debia de pertenecer
a los metilenos D de la macromolécula. Sin embargo, el espectro *H-RMN del
PASP-DC-MC-MH-6 a 25°C (Figura 32) mostré que laregion a 1.88-1.80 pm se
encontraba formada por dos picos traslapados entre si. La presencia de estas
dos sefales extrafias en una region muy cercana a la del metileno D indicaba
gue durante la reaccion de carboximetilacion del mero PASP-MA posiblemente
se habian formado dos compuestos distintos. En el acapite 6.3.1 se describid
gue la reaccién de carboximetilacion puede generar cadenas PASP-MA di-
carboximetiladas (PASP-DC) como mono-carboximetiladas (PASP-MC). Ambas
por lo cual se esperaria que se

secciones poseen un entorno muy Similar,
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encuentren formando una sola sefial; sin embargo, al no tener una estructura
idéntica, estas podrian encontrarse un poco separadas. Por la informacion
presentada se concluyo que los picos a 1.88-1.80 ppm se encontraban formados
por hidrégenos D de las secciones PASP-DC y PASP-MC.

FCE

PASP-DC-MC-MH-6

D

-

F PASP-MA-MH-16

A-HIDRO

T T T T T T T T T T T
4 3 2

Figura 43. Espectros 'H-RMN del PASP-MA-MH-16 y el PASP-DC-MC-MH-6 a 25 °C. Las flechas

[ppm]

verdes muestran las sefiales nuevas a 3.67 y 3.83 ppm que han aparecido en el PASP-DC-MC-MH-6
luego de la carboximetilacién del PASP-MA-MH-16.

La identificacion de esta ultima sefial E y las asignaciones previas para los
metilenos C y D del mero PASP-MA, F y G del mero PASP-MH y A y B de la
cadena principal en el *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 facilito la identificacion
de los picos caracteristicos de los hidrogenos metileno en los meros PASP-DC
y PASP-MC formados durante la reaccién de carboximetilacion del PASP-MA-
MH-16. En la figura 43 se muestran los espectros *H-RMN a 25 °C del PASP-
MA-MH-16 y el PASP-DC-MC-MH-6; se observa claramente la aparicién de dos
sefales importantes a 3.67 y 3.83 ppm que no se habian registrado en el
polimero precursor. El espectro COSY del PASP-DC-MC-MH-6 a 25 °C (figura
34) demostr6 que ambos picos estaban formados por hidrégenos aislados, pues
no acoplaban con ninguna otra sefial de la macromolécula; asimismo, el analisis
por HSQC a 25 del PASP-DC-MC-MH-6 °C (figura 38) mostré que las dos
sefales estaban conformadas por hidrogenos metileno. La informacion obtenida
por ambos andlisis concordaba con lo que se esperaria si es que las sefales
fueran producto de los metilenos DC y MC. Para corroborar esta propuesta se
realiz6 un andlisis de HMBC a 25 °C del PASP-DC-MC-MH-6 (figura 44),
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mediante el cual se demostr6 que las dos sefiales desconocidas se encontraban
adyacentes a grupos carbonilo (pese a que para el pico pequefio H" el carbono
se encontraba encubierto por el ruido de la medicion). Este ultimo hallazgo
permitié concluir que los picos a 3.67 y 3.83 ppm correspondian a los metilenos
H" y H de los meros PASP-MC Y PASP-DC. Se postul6 que la sefial pequefia a
3.67 ppm debia de pertenecer a los hidrogenos H” del mero PASP-MC mientras
gue el pico intenso a 3.83 ppm debia de ser producto del metileno H
caracteristico del mero PASP-DC. Esta asignacion resulta I6gica si se toma en
cuenta que la cantidad de mmoles de acido bromoacético utilizada en la sintesis
del PASP-DC-MC-MH-6 correspondia a un ligero exceso sobre la minima

apropiada para favorecer la di-carboximetilacién de todos los meros PASP-MA.
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Figura 44. Espectro HMBC ampliado del PASP-DC-MC-MH-6 en D20 25 °C. La flecha verde muestra

la correlacion entre el hidrégeno H” con su respectivo carbono adyacente. La flecha roja muestra la
correlacion entre el hidrogeno H con su respectivo carbono adyacente.
La asignacién de los hidrogenos H y H™ en la presente investigacion difiere de lo
propuesto por Neuse y Murga para el PASP-DC-MC. Ambos mencionan que,
empleando 4 o 5 equivalentes de &cido bromoacético respecto al numero de
meros PASP-MA, la sintesis del PASP-DC-MC genera una Unica sefial producto
de los meros PASP-MC y PASP-DC alrededor de 3.90 ppm en el espectro H-
RMN a 25 °C. Sin embargo, sus investigaciones no incluyeron ensayos donde
se redujera el exceso de acido bromoacético empleado en lareaccion, por lo cual
no les fue posible observar si con un menor exceso del acido se mantenia la

Unica sefial mencionada. El trabajar exclusivamente con altas concentraciones
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de &cido bromoacético, como las empleadas por Neuse y Murga, podria haber
conducido a una mayor conversion de los meros PASP-MA a PASP-DC dejando
una minima proporcion de meros PASP-MC, cuya sefial no seria observable en
el respectivo espectro *H-RMN. Por otro lado, al utilizar solamente la cantidad
equivalente tedrica de acido para di-carboximetilar todos los meros PASP-MA,
aumentaria la probabilidad de formacion paralela de meros mono-
carboximetilados y por ende se observaria la aparicion de una segunda sefial en
el espectro *H-RMN correspondiente. Para verificar esta hipotesis se realizé la
sintesis del PASP-DC-MC-2, en la cual se emple6 solo un pequefio exceso de
acido bromoacético a diferencia de lo recomendado por ambos investigadores.
En la tabla 18 y la figura 45 se presentan las condiciones utilizadas para la
sintesis del PASP-DC-MC-2 y su espectro *H-RMN a 25 °C respectivamente. En
este Ultimo se observa claramente la aparicion de dos sefales a 3.70 y 3.85 ppm
con un perfil y posicién muy similar al de los picos H" y H propuestos para el
espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 a 25 °C.

La aparicién de la pequefia sefial H* asignada a los meros PASP-MC a 3.70 ppm
no fue observada en el espectro 'H-RMN a 25°C del polimero de referencia
PASP-DC-MC-1 (Figura 30), sintetizado en la presente investigacion con el
mismo precursor polimérico que el empleado para la sintesis del PASP-DC-MC-
2. La diferencia radica en que en el primer caso se empled el exceso
recomendado por Neuse y Murga (4 equivalentes del &cido bromoacético por
mero PASP-MA) mientras que para el ultimo se us6 2.1 equivalentes del acido.
Este hallazgo confirmaria que el emplear un gran exceso del reactivo acido
promoveria una di-carboximetilacion relativamente completa de los meros
PASP-MA, ya sea en la sintesis del PASP-DC-MC o PASP-DC-MC-MH, por lo
cual los espectros H-RMN de los mismos mostrarian una sola sefial producto
de los hidrogenos metileno de los meros PASP-DC. Por el contrario, usar un
ligero exceso sobre los dos equivalentes teoricos conduciria a una di-

carboximetilacion incompleta que conlleva a la aparicion de la sefial H'.
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PASP-DC-MC-2

Meros de Acido
PASP-MA de Peso (9) / - . : y
) o PASP-MA bromoacético Sefial Asignacion (ppm)
partida Rendimiento (%)

(mmol) (mmol)

CHz (D) 1.88

CH2 (B) 2.73

CH: (E) 3.24

1 0.355/59.93 2.06 4.35 CH2 (C) 3.24

CHz (H) 3.85

CH2 (H’) 3.70

CH (A) 4.59

Tabla 18. Condiciones de sintesis y asignacion de sefales del PASP-DC-MC-2
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—3.8524
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Figura 45. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-2 en D20 a 25 °C. La flecha verde muestra el pico H’

del mero PASP-MC. La flecha roja muestra el pico H del mero PASP-DC.

Una vez identificadas todas las sefales caracteristicas de las diferentes
secciones poliméricas en el espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 a 25°C

(Figura 32) se observdo que aun quedaban tres pequefios picos no asignados

(Figura 46).
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Figura 46. Espectro ampliando *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 en D20 a 25 °C de regién con picos

0.1787
0.1599

secundarios desconocidos. Se presenta la integracion y desplazamiento de la sefial D a 1.61 ppm de los
meros PASP-MA que no han reaccionado (PASP-MA-NR) asi como las pequefias sefiales relacionadas

con la sefial D de los meros carboximetilados

PASP-DC-MC-M-6

Figura 47. Comparacion entre los espectros ampliados *H-RMN en D20 a 25 °C del PASP-MA-MH-16

y el PASP-DC-MC-MH-6 en regién de hidrégenos D. La flecha roja indica el pequefio pico D del mero
PASP-MA presente en el PASP-MA-MH-16. La flecha verde indica el pequefio pico D del mero PASP-MA-
NR presente en el PASP-DC-MC-MH-6.

Se postulé que el pico a 1.61 ppm en el espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-
MH-6 a 25°C podia ser producto de los hidrégenos metileno D de los meros
PASP-MA que eventualmente no hubieran reaccionado con el &cido
bromoacético. Esta propuesta se apoya en el hecho que su desplazamiento es

muy similar a aquel de una de las pequefias seflales D observadas a campo
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ligeramente mas alto que el pico D principal en el espectro *H-RMN del precursor
PASP-MA-MH-16 (Figura 47); a este nuevo mero se le denominé PASP-MA-NR.

Por otro lado, se propone que la pequefia sefial a 2.92 ppm podria ser asignada
al pico E de los meros mono-carboximetilados, pues en el espectro COSY del
PASP-DC-MC-MH-6 a 25°C (figura 34) se nota claramente que esta sefial acopla
tanto con el hombro a 1.80 ppm, asignado al pico D de los meros PASP-MC,
como con la sefal C superpuesta a la E de los meros di-carboximetilados. El
hecho que se observe el mayor desplazamiento de la posible sefial E de los
meros PASP-MC, seguido del pico D correspondiente respecto a la C que no

sufre desplazamiento observable, se atribuiria a la diferente cercania de cada
uno de ellos con el grupo amino derivatizado. Finalmente, la segunda seiial

pequefia a 3.02 ppm resulta dificil de asignar, pues solamente acopla con la
sefal principal D que de acuerdo al espectro HSQC del PASP-DC-MC-MH-6

(Figura 38) a 25°C encubre un sefial D secundaria.
La caracterizaciéon del PASP-DC-MC-MH-6 culminé con el andlisis de su
una banda

espectro infrarrojo mostrado en la figura 33. Se puede apreciar
intensa y ancha de absorcion centrada en 3301 cm™ que corresponde a las

vibraciones de estiramiento de los enlaces N-H y O-H de los grupos amido e
hidroxilo. A 1717 cm™ se nota un pequefio hombro, generado por el estiramiento
del enlace C=0 del grupo carboxilico, el cual no habia sido observado en el
espectro IR del PASP-MA-MH. Este ultimo se encuentra traslapado con la banda
intensa a 1648 cm? que resulta de la superposicion de las bandas de
estiramiento del enlace C=0 de la amida | y del fuerte estiramiento asimétrico
del grupo carboxilato que aparece en esa misma region. Asimismo, a 1542 cm*

se observa la banda generada por la flexién del enlace N-H de la amida Il. Por
otro lado, a 1393 cm? se encuentran otra banda medianamente intensa producto

del estiramiento simétrico del grupo carboxilato, la cual tampoco habia sido
observada en el espectro IR del PASP-MA-MH. Finalmente, a 1063 cm™ destaca

una pequeia banda producto del estiramiento del enlace C-O en el grupo alcohol

del mero PASP-MH.
En este contexto, cabe justificar la relativamente baja intensidad del hombro

correspondiente a la vibracion del grupo carboxilico. Esta contrasta con el
considerable aumento de la intensidad de la banda amido | en relacion a aquella
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observada en el precursor PASP-MA-MH, lo cual es consecuencia directa de su
superposicion con la banda del estiramiento asimétrico del grupo carboxilato.
Dicho aumento aunado a la aparicion de la banda de estiramiento simétrico del
grupo carboxilato, ausente en el precursor, evidencia el predominio de grupos
carboxilico desprotonados sobre aquellos protonados. Esto concuerda el dato
bibliogréafico reportado por Neuse para el PASP-DC-MC referente a la formacion
de un zwitterion entre grupos COOH terminales y grupos aminos secundarios o
terciarios de sus correspondientes cadenas laterales. En el caso de los meros
mono-carboximetilados estos se encontrarian desprotonados en su totalidad por
accion del grupo amino secundario respectivo, mientras que en las secciones di-
carboximetiladas, solo la mitad de los grupos COOH estarian desprotonados por

accion del grupo amino terciario.

El andlisis detallado de los espectros IR y H-RMN que acaba de ser descrito
para el PASP-DC-MC-MH-6 también fue realizado en la caracterizacion de los
PASP-DC-MC-MH 1-5y 7.

En lo que respecta al célculo de la proporcion de cada seccion polimérica
presente en el PASP-DC-MC-MH realizado para esta investigacion, este
comienza con una identificacion inicial de las sefiales representativas de cada
uno de ellos. Para los meros PASP-DC y PASP-MC, estas serian las sefiales H
y H™ respectivamente, la sefial G para el PASP-MH vy la sefial D-PASP-MA-NR
para los meros PASP-MA no reaccionados (PASP-MA-NR). La sefial del mero
PASP-HIDRO se encuentra encubierta por la sefial A del metino de la cadena
principal. Una vez culminada la identificacién, se procede a determinar la integral
de cada una de las sefiales descritas; en caso del PASP-HIDRO se considerara
para este fin aquella calculada a partir del espectro del correspondiente precursor
PASP-MA-MH, asumiendo que no ha ocurrido hidrélisis en el paso de
carboximetilacion. Cabe mencionar que en dicho espectro la sefial del metino de
la cadena lateral PASP-HIDRO aparece claramente separada de aquella del
resto de los metinos de las demas cadenas laterales y por tanto se asignha la
integral 1.0 al conjunto de ambas sefales. Luego se procede a realizar la suma
de las integraciones de las 5 sefiales, considerando que las 4 primeras
corresponden a 2 H metileno, mientras que la del PASP-HIDRO debe ser

multiplicado por 2, ya que corresponde a 1 H metino. En consecuencia, se espera
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gue esta suma resulte préxima al valor 2.0 de la integral de la sefial B tomada
como referencia, puesto que esta agrupa a los hidrégenos metileno de la cadena
principal de todas las secciones poliméricas. Finalmente, se relaciona la integral
de cada sefial representativa con dicha suma, lo que permite determinar la
proporcion relativa de cadatipo de mero presente en el nuevo copolimero PASP-
DC-MC-MH. Esto a su vez permite el calculo del peso molecular de mero
promedio de la cadena polimérica. En la figura 48 se muestra la estructura de
todas las secciones presentes en la macromolécula PASP-DC-MC-MH con sus

respectivas sefiales representativas observadas en el espectro *H-RMN.

Como se menciond en el acapite 6.3.1, el procedimiento propuesto por Neuse y
Murga para la sintesis de la poliaspartamida carboximetilada de referencia,
PASP-DC-MC, plantea el utilizar un gran exceso de &cido bromoacético, lo que
en principio favoreceria un predominio de meros PASP-DC respecto a los PASP-
MC. Sin embargo, un ensayo inicial de sintesis usando la proporcion
recomendada 4 a 1 de &cido bromoacético a meros PASP-MA condujo al
copolimero PASP-DC-MC-MH-1 (50% PASP-MA tedrico), el cual mostro la
aparicion del pico desconocido | (Figura 49). Esta sefal presentaba una
intensidad significativa, la cual no permitia un célculo coherente de las
proporciones de los distintos tipos de secciones poliméricas presentes en el
PASP-DC-MC-MH.

La presencia de la sefial I, al provenir de una seccion polimérica no identificada,
alteraria la proporcion relativa antes calculada para las demas cadenas laterales
Yy, por consiguiente, no permitiria una determinacién adecuada de la relacion de
meros di y mono-carboximetilados ni del peso molecular de mero promedio del
nuevo copolimero PASP-DC-MC-MH. Un conocimiento lo mas exacto posible de
dicha relacion asi como del peso molecular de mero promedio, resulta necesario
para el calculo de la cantidad del cation oxovanadio (IV) a utilizar en las sintesis

del conjugado polimero-metal que constituye el objetivo final de este trabajo.
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Figura 48. Estructuras de las secciones poliméricas identificadas del PASP-DC-MC-MH con sus

respectivas sefiales caracteristicas en el espectro 'H-RMN
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Figura 49. Espectro H-RMN del PASP-DC-MC-MH-1 en D20 a 25°C. Las flechas rojas muestran la

aparicién de dos sefiales no observadas en el perfil caracteristico de los PASP-MA-MH
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Con el fin de resolver este impase se decidié modificar la metodologia de
referencia propuesta por Neuse y Murga en el sentido de variar la cantidad de
acido bromoacético utilizado durante la reaccion. Para comprobar si esta
modificacion alteraba la estructura de la macromolécula final se sintetizo al
PASP-DC-MC-MH-2, utilizando como precursor al PASP-MA-MH-11 (60%
PASP-MA teorico), en donde se aumentd el exceso de acido bromoacético
utilizado respecto a la sintesis del PASP-DC-MC-MH-1 (de 2 mmoles a 10 mmol).
El espectro H-RMN del PASP-DC-MC-MH-2 a 25°C (Figura 50) indic6 un
aumento dramético en laintensidad de la sefial |. Este resultado permitié concluir
gue la magnitud de la sefial desconocida | dependia directamente de la cantidad
de acido bromoacético utilizado, por lo cual se decidié probar reduciendo el
exceso de acido bromoacético empleado en las sintesis de los PASP-DC-MC-
MH-3 al 7.
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Figura 50. Espectro H-RMN del PASP-DC-MC-MH-2 en D20 a 25°C. Las flechas rojas muestran la

aparicién de dos sefiales desconocidas no observadas en el perfil caracteristico de los PASP-MA-MH
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Para la sintesis del PASP-DC-MC-MH-3 se utiliz6 como precursor al PASP-MA-
MH-11 (60 % PASP-MA tedrico) y un pequeiio exceso de 0.54 mmol de acido
bromoacético respecto lo necesario para la completa di-carboximetilacion teérica
de todos los meros PASP-MA del respectivo copolimero PASP-MA-MH utilizado.
En las sintesis de los PASP-DC-MC-MH-4 y 5, se decidio utilizar como precursor
al PASP-MA-MH-9 (60% PASP-MA teorico) y trabajar sin exceso de éacido
bromoacético en ambos casos. Finalmente, los polimeros PASP-DC-MC-MH 6y
7 emplearon como copolimeros de partida a los PASP-MA-MH-16 y 19 (50%
PASP-MA tedrico) respectivamente y un pequefio exceso de 0.44 mmoles de
acido bromoacético en ambos casos. En el anexo 14 se muestran los espectros

H-RMN a 25°C de los 5 ensayos mencionados.

El andlisis de los espectros H-RMN a 25°C obtenidos para los polimeros
descritos (3 al 7) permitié concluir que una disminucion en la cantidad de acido
bromoacético empleado eliminaba casi completamente la sefial indeseada |
respecto a los PASP-DC-MC-MH-1 y 2. Sin embargo, los espectro *H-RMN a
25°C de los PASP-DC-MC-MH-4 y 5 indicaron que el utilizar una cantidad de
moles de acido bromoacético equivalente a lo necesario para realizar la completa
di-carboximetilacion tedrica de los meros PASP-MA del precursor PASP-MA-MH
resultaba perjudicial para el copolimero, pues producia una relacion de meros di-
carboximetilados/mono-carboximetilados muy baja (DC/MC igual a 2.1
dividiendo las integraciones de las sefales H/H"). Este hecho no fue observado
en la sintesis del PASP-DC-MC-MH-3 cuyo célculo de relacién de meros DC/MC
present6 un valor de 3.9.

La diferencia en la relacién de meros DC/MC resulta l6gica si se toma en cuenta
la ausencia de exceso de acido bromoacético empleada para la sintesis de los
PASP-DC-MC-MH-4 y 5 a comparacion del PASP-DC-MC-MH-3. Una
disminucidn en la cantidad de reactivo afiadido generaria una menor probabilidad
de que los grupos amino del mero PASP-MA experimenten un doble ataque del
reactivo electrofilico. De esta manera, una menor proporcion resultaria di-
carboximetilada quedando una cantidad significativa como meros mono-
carboximetilados. Sin embargo, la integracion y el desplazamiento de los picos

caracteristicos para cada cadena lateral de los PASP-DC-MC-MH-4 y 5,
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identificadas en sus respectivos espectros *H-RMN a 25°C, permitio concluir que

el procedimiento modificado resultaba ser altamente reproducible.

La sintesis de los PASP-DC-MC-MH-6 Y 7 comprobé nuevamente la
reproducibilidad de la metodologia empleada; ademas, confirm0 que esta
propiedad se mantenia incluso al utilizar precursores poliméricos PASP-MA-MH
distintos pero con proporciones de cadenas laterales similares. Asimismo, el
pequefio exceso de &cido bromoacético utilizado para estas ultimas dos sintesis
permitié elevar la relacion DC/MC de las macromoléculas a 2.97, valor mucho
mas adecuado que el obtenido en los PASP-DC-MC-MH-4 y 5.

Por otro lado, la obtencion de los copolimeros PASP-DC-MC-MH 6 y 7 también
permiti6 resolver una duda que surgié en la etapa de sintesis de sus
correspondientes precursores PASP-MA-MH-16 y 19. Como se mencioné en el
acapite 6.2.3, se logro sintetizar al nuevo copolimero PASP-MA-MH con una alta
reproducibilidad en su proporcion de meros y sin restos del reactivo en exceso

(1,3-propanodiamina).

Sin embargo, se observo que ciertas diferencias en la etapa de dialisis de los
PASP-MA-MH-16 y 19, durante el proceso de purificacion de los mismos,
generaban un desplazamiento notable a campo bajo de las sefiales C, D y E
inherentes al mero PASP-MA en el espectro *H-RMN del primero (ver figura 29).
En un inicio se penso6 que este desplazamiento podia deberse a una reaccion
secundaria de los grupos amino del copolimero PASP-MA-MH lo cual impediria
la posterior reaccion del mismo con el acido bromoacético para la sintesis del
PASP-DC-MC-MH. No obstante, la similitud en los espectros H-RMN de los
PASP-DC-MC-MH-6 y 7 sintetizados a partir de estos precursores (16 y 19)
permitié confirmar que el curioso desplazamiento de las sefiales C, D y E no
habia sido producto de un cambio quimico, con lo cual se comprobd que el
cambio en tiempo de dialisis no afectaba en absoluto la posterior reaccién de
carboximetilacion para obtener al PASP-DC-MC-MH.

Por otra parte, resulta curiosa la diferencia en rendimientos, observada en la
tabla 13 (pagina 100), para los PASP-DC-MC-MH-1y 2 (72 %), sintetizados con
un considerable exceso de acido bromoacético, respecto a aquellos con un ligero

0 sin exceso (60-66%). Esta diferencia podria relacionarse con la mayor
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naturaleza de la seccién polimérica que da lugar a dicho pico, resulta dificil

justificar dicho comportamiento.

Asimismo, las proporciones mostradas en la tabla 17 indican que la relacion de
meros PASP-MA, PASP-MH y PASP-HIDRO de los PASP-DC-MC-MH
sintetizados presentan un valor muy similar al de sus respectivos precursores
PASP-MA-MH (diferencias de 2% como maximo), lo cual permite concluir que
durante la sintesis del PASP-DC-MC-MH no ocurrié o solo minimamente la
reaccion de hidrdlisis discutida en el acapite 6.2.3. En caso contrario se hubiera
esperado observar un significativo cambio en las proporciones finales de los
meros de cada PASP-DC-MC-MH respecto al presentado en sus copolimeros
precursores PASP-MA-MH. Esto justifica la asuncion antes mencionada
respecto a utilizar la integracion de la sefial A del PASP-HIDRO en el *H-RMN
del precursor para el calculo de la proporcion relativa de las distintas secciones

poliméricas del copolimero final PASP-DC-MC-MH.

Finalmente, cabe destacar que en esta Ultima etapa se logré la carboximetilacion
exitosa del copolimero precursor PASP-MA-MH basandose en los
procedimientos reportados por Neuse y Murga para el polimero de referencia
PASP-DC-MC e introduciendo la serie de modificaciones que han sido discutidas
en este acapite. Estas variaciones respondieron a la necesidad de resolver
ciertas complicaciones experimentales observadas durante la sintesis y evitar
posibles reacciones secundarias indeseables. Asi, se logro desarrollar una
metodologia que permitié obtener los copolimeros ligando finales PASP-DC-MC-
MH puros, con buenos rendimientos y con proporciones experimentales

convenientes y reproducibles de los meros PASP-DC y PASP-MC.

Asimismo, con respecto a la caracterizacion del nuevo copolimero, la aplicacion
de las técnicas bidimensionales COSY, HSQC y HMBC hicieron posible una
asignacion precisa de las sefiales caracteristicas del copolimero; esto resulté
fundamental para el calculo de la proporcion relativa de las distintas cadenas
laterales presentes en la macromolécula. Sin embargo, no se logro identificar a
cabalidad la seccion polimérica que da origen a la sefial desconocida I,
observada tanto en el trabajo realizado por Murga como en la presente

investigacion.

*\
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6.4. Determinacion de la cantidad de aguas de hidrataciéon en la sal de

oxovanadio (V) por calcinacion

Serealizé la presente medicion del numero de equivalentes de agua respecto a
las moles de sulfato de vanadilo hidratado con el fin de determinar las mmoles
exactas de vanadio del reactivo, necesaria durante la sintesis del complejo
PASP-DC-MC-MH-VO.

El calentamiento en altas temperaturas del sulfato de vanadilo hidratado permite
oxidar al metal de su estado de oxidacion +4 al +5 formando V20s. En este
procedimiento ocurre a la par la eliminacién de las aguas de hidratacion y el

sulfato.

A
VOSO4.TI.H20(S) - VOSO4(S) + TI.HZO(g)

A
2V0S04 5y = V205 ) + SO34y + SOz,

En la tabla 19 se muestran los resultados obtenidos para las tres mediciones
realizadas, se observa que el valor promedio de aguas de hidratacion es de 3.03;
no obstante, para fines de célculo posteriores se redondeard este valor a 3. En
el anexo 15 se presenta un ejemplo del célculo empleado para determinar las

moles de agua de hidratacion.

Masa de Numero de moles
Ensayo VOSO4.nH20 Masa de V205 | de H20 en una mol
de VOSO4.nH20

1 81.3 34.0 3.05
2 82.4 34.4 2.89
3 80,9 32,7 3.15

Tabla 19. Numero de moles de agua por cada mol de sulfato de vanadilo.
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6.5. Poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-
(3-(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]-co-[(2-Hidroxietil)-
aspartamidal)-oxovanadio(lV) (PASP-DC-MC-MH-VO)

6.5.1. Anédlisis de la sintesis

La sintesis del complejo final PASP-DC-MC-MH-VO ha sido realizada siguiendo
la guia desarrollada por Murga, en su tesis de licenciatura llevada a cabo en el
proyecto DGI 2010-0071, la cual a su vez partié del procedimiento muy general
reportado por Karmaker y colaboradores, para la complejacion del macro-ligando
poliglutamato al cation vanadilo.1%878 Asimismo, Murga para la obtencién del
PASP-DC-MC-VO tom6 en cuenta la sintesis del poliaspartato de vanadilo,
realizado por una colaboradora de nuestro grupo de investigacion, Carmen
Zegarra, en el marco del proyecto DGI 2010-0205 para obtener el grado de

Magister en Quimica.%¢’

En lo que respecta a este Ultimo proyecto de investigacion, Zegarra reporto la
obtencion de dos tipos de complejos de poliaspartato de vanadilo. El primero
resulté ser un compuesto muy insoluble que se formaba durante el proceso de
sintesis mientras que el segundo, presente en solucion, solamente podia ser
recuperado mediante su precipitacion en acetona. Las condiciones de reaccion
utilizadas durante la sintesis de este macro-complejo generaron un rendimiento
promedio del 86% para el conjugado insoluble no deseado. Durante dicho trabajo
se comprob6 que el pH de 3 propuesto como éptimo por Sakurai para la sintesis
del poliglutamato de vanadilo era también el mas conveniente para el
poliaspartato de oxovanadio (IV). Una soluciébn mas acida llevaria a una
protonaciéon demasiado extendida de los grupos carboxilicos, dificultando su
union al metal, mientras que un medio mas basico generaria la hidrdlisis del
cation, propiciada a un pH de 4-4.5, formando el oxido VO2.XH20 como

contaminante.®

Los resultados obtenidos para la sintesis previamente descrita llevaron a
desarrollar el proyecto de investigacion realizado por Murga, la sintesis del
macro-complejo PASP-DC-MC-VO, con el fin de aumentar el rendimiento del
complejo soluble y disminuir al minimo el rendimiento de aquel insoluble no
deseado.® Sin embargo, siguiendo el procedimiento de Zegarra y, a pesar que

el nuevo macro-ligando empleado PASP-DC-MC poseia, a diferencia del
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poliaspartato, cadenas laterales mono y di-carboximetiladas que disminuyen la
probabilidad de que dos o méas grupos carboxilicos de una misma cadena o de
diferentes cadenas coordinen a un mismo grupo vanadilo introduciendo rigidez y
entrecruzamiento, se observo adn la formacién de una considerable cantidad del

complejo insoluble.

Con el fin de resolver esta complicacién, Murga realiz6 una serie de variaciones
en el procedimiento de complejacion empleado por Zegarra, las cuales
permitieron eliminar finalmente la aparicion del macro-complejo insoluble vy

permitir un muy alto rendimiento del complejo soluble (94%).

La sintesis del complejo soluble PASP-DC-MC-VO permitié establecer que
usando una relacion molar 1:1 de meros di-carboximetilados a cation vanadilo
(DC:VO) se logré, mediante variaciones en las concentraciones iniciales de
ambos reactivos, aumentar el rendimiento del complejo soluble hasta un 60%. Al
disminuir la cantidad de oxovanadio (IV), usando una relacion molar 2:1 de
DC:VO, logr6 eliminar la formacién del complejo insoluble, con una ligera mejora
del rendimiento del complejo deseado (65%). Estos ensayos llevaron a examinar
a mayor profundidad el efecto de la concentracion inicial de los reactivos
empleados sobre el rendimiento del complejo soluble. De esta manera, se
comprobd que disminuyendo las concentraciones iniciales del polimero y el
vanadilo, de un valor inicial de 5% y 4mM a 1% y 1mM respectivamente, se
obtenia una mejora considerable en el rendimiento del complejo soluble (81%).
Finalmente, el uso de volumenes comparables de las soluciones del
oxovanadio(lV) asi como una adicién lenta de la primera a la segunda condujo a
un excelente rendimiento del PASP-DC-MC-VO soluble (94%) sin formacion del

complejo indeseado.!

No obstante, pese a que Murga logré cumplir con el objetivo principal de su
investigacion, se observd que su nuevo macro-complejo de vanadilo
experimentaba gradualmente una pérdida de hidrosolubilidad, llegando a ser
completamente insoluble a los pocos dias de haber sido sintetizado y purificado.
Esta complicacion llevo a proponer el presente trabajo de investigacion para la
sintesis del PASP-DC-MC-MH-VO, para el cual se esperaria una mayor
hidrosolubilidad una vez aislado al estado sdlido gracias a la introduccion de

cadenas laterales hidroxilo adicionales, las cuales presentan una baja capacidad
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de coordinacion al VO?*. La presencia de estas cadenas con grupos terminales
no coordinantes, pero también solubilizantes, disminuiria la probabilidad de que
distintos grupos carboxilato (ahora méas alejados entre si) ya sea de una misma
cadena o de diferentes cadenas se enlacen a un mismo cation vanadilo. De esta
manera, se aumentaria la flexibilidad del conjugado polimérico PASP-DC-MC-
MH-VO vy se disminuiria la posibilidad de entrecruzamiento entre cadenas,
factores responsables de la disminucion de hidrosolubilidad en los complejos
sintetizados por Murga, PASP-DC-MC-VO.

Los buenos resultados obtenidos por Murga llevaron a emplear sus mejores
ensayos como guia bésica para la sintesis del PASP-DC-MC-VO; asimismo, se
decidié realizar la etapa de complejacién a pH 3, por los argumentos previamente
mencionados. Por otro lado, en cada uno de los experimentos que se describiran
a continuacion, a menos que se indique lo contrario, se ha utilizado 12.4-12.6 mg
del nuevo ligando polimérico PASP-DC-MC-MH. Asimismo, todos los ensayos
gue se presenten en las siguientes tablas han sido realizados por duplicado
mostrando valores muy cercanos entre si, por lo cual la cantidad de sdélido
obtenido asi como el rendimiento del complejo hidrosoluble que se mostraran en

dichas tablas corresponden a valores promedio.

Es importante tener en cuenta que para la sintesis de los presentes complejos
se han empleado dos copolimeros PASP-DC-MC-MH con proporciones de
cadenas laterales distintas entre si (50 y 60 % de PASP-MA tedrico), lo cual
permitira analizar como afecta esta variacion la naturaleza del complejo obtenido

y su hidrosolubilidad una vez aislado.

En la tabla 20 se presentan las condiciones de sintesis de los complejos PASP-
DC-MC-MH-VO que emplearon como precursor un copolimero con 60% de
meros PASP-MA tedricos, el PASP-DC-MC-MH-4, y con relacion molar 1:1 de
DC:VO. Un ejemplo del procedimiento seguido para determinar la cantidad de
VOS04.3H20 utilizada para los experimentos se presenta en el anexo 16. El
ensayo 2 muestra la sintesis del complejo tomando como base las
concentraciones iniciales recomendadas por Murga, 0.25% y 3.00 mM de
polimero y vanadilo respectivamente, asi como usando el mismo procedimiento
de purificacion y precipitacion (lavado sucesivamente con agua destilada y

acetona, y precipitado con un volumen de acetona 10 veces mayor que el
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volumen total de la mezcla de reaccién). Para los ensayos 2 y 3 se repitio el

mismo procedimiento; no obstante, en el primero se decidio eliminar el lavado

con agua destilada, mientras que en el segundo se aumenté el volumen de

acetona (de 10 a 15 veces) y se lavd empleando exclusivamente acetona. Los

resultados de este experimento se muestran en la tabla 21.

Relacion
PASP-DC- molar [PASP-DC- [VO?] [PASP-DC- | [VO¥final | Volumen total
MC-MH meros L oLt .
Ensayo DC:VO2* MC] inicial inicial (mM) MC] final (mM) (mL)
e 4 1:1 0.25% 3.00 0.11% 1.70 11.60
2 4 1:1 0.25% 3.08 0.11% 1.70 11.60
3 4 1:1 0.25% 3.08 0.11% 1.70 11.60

Tabla 20. Primer grupo de ensayos de sintesis de complejo.

) Masa promedio del Rendim_iento
Ma_sg prom‘?d."’ del complejo precipitado con pror_nedlo Fie_l
precipitado inicial (mg) complejo precipitado
Ensayo solvente (mg)
con solvente (%)
1 1.0 8.1 55.1
2 0.7 10.8 72.7
3 0.8 9.9 65.9

Tabla 21. Resultados de los ensayos de la Tabla 20.

Los ensayos 1, 2 y 3 demostraron que el emplear agua destilada para el lavado

asi como un mayor exceso de acetona en la precipitacion resultaban ser

perjudiciales para la recuperacion del complejo soluble deseado.
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La diferencia en rendimientos entre las pruebas 2 y 1 puede explicarse sise toma
en cuenta que el conjugado PASP-DC-MC-MH-VO obtenido en ambas sintesis
seria mas soluble que el PASP-DC-MC-VO sintetizado por Murga, como
resultado de una reduccién del entrecruzamiento de cadenas via el cation
vanadilo. En consecuencia, el lavado con agua destilada generaria una pérdida
del producto, disminuyendo considerablemente el rendimiento para el ensayo 2.
Para el caso del experimento 3, un mayor exceso de acetona conllevé a un gran
aumento en el volumen empleado durante la etapa de precipitacion, lo que
complico el proceso de extraccion del producto luego de la etapa de

centrifugacion generando pequefias pérdidas acumulativas.

A partir de lo expuesto anteriormente, se decidié eliminar el lavado del complejo
PASP-DC-MC-MH-VO utilizando agua destilada asi como mantener el volumen

de acetona recomendado por Murga (exceso de 10 a 1).

Una vez establecido el procedimiento de precipitacion y de lavado a seguir para
la sintesis del presente complejo polimérico, se optd por variar la concentracion
inicial del polimero manteniendo constante la del sulfato de vanadilo o viceversa
con el fin de evaluar la posibilidad de elevar el rendimiento obtenido en el ensayo
1 para el complejo soluble, asi como disminuir aquel del sélido no deseado. En
la tabla 22 se muestran las 8 sintesis realizadas empleando los PASP-DC-MC-
MH-4 y 5, con un 60% de porcentaje tedrico de meros PASP-MA y una relacion
equimolar de DC:VO siguiendo el nuevo procedimiento, mientras que en la tabla
23 se presentan los correspondientes resultados. Cabe mencionar que los 2
ligandos poliméricos utilizados para este experimento poseen una proporcion
experimental relativa de meros muy cercana entre si, por lo cual los resultados

obtenidos empleando cualquiera de los dos resultan representativos.

*\
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Relacion
PASP-DC- molar [PASP-DC- [VO*] [PASP-DC- | [VO*]final | Volumen total
MC-MH meros L. L .
Ensayo 2+ MC] inicial inicial (mM) MC] final (mM) (mL)
DC:VO
*
1A 4 1:1 0.25% 2.00 0.08% 1.30 14.90
*
A 4 1:1 0.25% 3.00 0.11% 1.70 11.60
SA 4 1:1 0.25% 4.95 0.14% 2.20 8.96
*
4A 4 1:1 0.25% 10.13 0.18% 2.85 6.98
oA & 1:1 0.25% 15.20 0.20% 3.15 6.32
6A B 1:1 0.10% 3.02 0.07% 1.06 19.22
7A B 1:1 0.50% 3.06 0.14% 2.23 9.22
8A B 1:1 1.00% 3.06 0.16% 257 7.97

*33.86% de meros PASP-DC
**33.39% de meros PASP-DC

Tabla 22. Segundo grupo de ensayos de sintesis de conjugado polimero
vanadilo.
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asa pomedo el | Wasapronedodel | promed i
Ensayo precipitado inicial (mg) solvente (mg) complejo precipitado
con solvente (%)
1A 0.1 11.7 78.6
2A 0.8 10.8 72.4
3A 1.0 10.6 71.4
4A 0.9 10.6 70.2
5A 1.1 9.8 65.2
6A 0.0 12.2 81.9
7A 0.6 10.8 72.3
8A 1.1 10.7 71.1

Tabla 23. Resultados de los ensayos de la Tabla 22.

Los resultados de estos ensayos demostraron que a menor concentracion, tanto
de la solucién polimérica como la del vanadilo (ensayos 1A y 6A), se generaba
un significativo aumento en la cantidad de complejo soluble producido asi como
una correspondiente disminucién en la del conjugado insoluble no deseado. Este
comportamiento concuerda con lo esperado, puesto que a mayor dilucién resulta
menos probable la interaccion de grupos carboxilato de diferentes cadenas
poliméricas con un mismo cation vanadilo, disminuyendo asi el namero de
entrecruzamientos. Por otro lado, se determinG que este efecto era
practicamente independiente de silo que se disminuia era la concentracion inicial
de la solucion polimérica o aquella del cation vanadilo. Asi se observa que la

diferencia en rendimientos entre los ensayos 1A y 6A es de alrededor del 3%.
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No obstante, para estos dos Ultimos ensayos se observo que una vez finalizada
las 24 horas de reaccion ambas soluciones se encontraban ligeramente turbias,
lo que no habia ocurrido en las demas pruebas. Se cree que el gran volumen de
agua utilizado para ambos ensayos dificultdé la aglomeracién de la minima
cantidad del sdlido insoluble formado en estos dos casos, por lo cual este se
mantuvo mayormente en suspension. En este contexto, cabe mencionar que
dicho sdlido era demasiado fino; debido a ello resultd imposible separarlo por
filtracion o centrifugaciéon antes de la etapa de precipitacion con acetona del
conjugado soluble. Se presume, por tanto, que el complejo soluble recuperado
en estos dos casos presentaria una minima contaminacion con el solido
indeseado. Por esta razén, se concluyé que los mejores ensayos fueron el 2A 'y

7A a pesar que conducen a un menor rendimiento (6 a 10 % respectivamente).

A continuacion se estudié la influencia de la relacién molar entre los meros DC y
el cation vanadilo sobre el rendimiento de los complejos sintetizados, para lo cual
se decidié repetir las sintesis previas en que se vario la concentracién del
reactivo polimérico o del sulfato de vanadilo, pero esta vez utilizando unarelacion
molar 2:1 de DC:VO. En latabla 24 se presentan los 7 ensayos realizados con
esta modificacion utilizando al PASP-DC-MC-MH-5 como precursor y en la tabla

25 se muestran los correspondientes resultados.

Cabe mencionar que no se realizd una ulterior variacion respecto a la relacion
molar descrita puesto que una relacion mayor (3:1,4:1, etc) tendria como

resultado complejos con un contenido del oxovanadio (IV) demasiado bajo.
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Relacion
PQ%'?MDHC' r?]"gr'grs [PASP-DC- |  [VO¥] [PASP-DC- | [VO¥]final | Volumen total
Ensayo DC:VO MC] inicial inicial (mM) MC] final (mM) (mL)
1B 5 2:1 0.25% 1.97 0.12% 0.99 10.05
2B 5 2:1 0.25% 2.88 0.15% 1.16 8.36
3B 5 2:1 0.25% 5.07 0.18% 1.45 7.00
4B 5 2:1 0.25% 9.91 0.21% 1.65 6.00
5B 5 2:1 0.10% 2.88 0.08% 0.61 15.86
16B 5 2:1 0.20% 2.95 0.13% 1.04 9.61
7B 5 2:1 0.50% 2.95 0.21% 1.69 5.86

Tabla 24. Tercer grupo de ensayos de sintesis de conjugado polimero
vanadilo.
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asa pomedodel | asapronedodel | promed g
Ensayo precipitado inicial (mg) solvente (mg) complejo precipitado
con solvente (%)
L2 0.0 115 83.5
2B 0.0 122 88.9
sB 0.0 12.2 88.6
48 0.0 10.9 79.1
°B 0.0 11.3 82.0
68 0.0 11.6 84.2
B 0.0 11.6 84.2

Tabla 25. Resultados de los ensayos de la Tabla 24.

A diferencia de los resultados obtenidos previamente, estos ensayos mostraron
una eliminacion practicamente completa del sélido insoluble precipitado
inicialmente, lo cual resulta consistente con la hipétesis de que una menor
cantidad de vanadio disminuiria la posibilidad de entrecruzamiento de los
ligandos poliméricos. No obstante, cabe mencionar que para los experimentos
4B Y 7B, en los cuales se utilizo la mayor concentracién de sulfato de vanadilo o
polimero respectivamente, si se registro una ligera turbidez en la mezcla de
reaccion, lo cual constituye un claro indicio de la presencia de una baja cantidad
del complejo indeseable. Al igual que en los experimentos de la tabla 22, fue
imposible separar el sélido en suspensién de ambas soluciones poliméricas, por
lo que es probable que los complejos solubles obtenidos en estos casos se

hallaran también contaminados con dicho sélido.

Por otro lado, mediante este ultimo grupo de ensayos también se pudo demostrar
gue la sintesis de complejos con una relacion molar 2:1 de meros DC y vanadilo
respectivamente, tiende a elevar el rendimiento del complejo soluble a

comparacion de los ensayos con relacion molar 1:1 (de 72.4% a 88.9%). Se
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determind que el mejor resultado se obtuvo con las condiciones utilizadas en la
sintesis 2B empleando concentraciones iniciales de vanadilo y polimero de

aproximadamente 3mM y 0.25% respectivamente.

En una siguiente serie de ensayos se decidio explorar la posibilidad de aumentar
la cantidad de oxovanadio (IV) ligado al copolimero PASP-DC-MC-MH sin
desmedro en el rendimiento del complejo soluble. Con este fin se utilizé un
macro-ligando, el PASP-DC-MC-MH-3, con la misma proporcion teoérica de
meros PAS-MA (60%) que la de los copolimeros utilizados previamente, pero
con una mayor proporcion relativa de meros DC/MC (4:1) que la de dichos
ligandos poliméricos (2:1). En la tabla 26 se muestran los 7 ensayos realizados
con la nueva macromolécula, en los cuales se evalud la influencia de la variacion
en la relaciébn molar DC:VO sobre el rendimiento del complejo soluble. En la tabla

27 se presentan los correspondientes resultados.

Relacion
PQ%'?MDHC' n’T]‘gr'g; [PASP-DC- |  [VO¥] [PASP-DC- | [VO¥]final | Volumen total
Ensayo DCVOZ* MC] inicial inicial (mM) MC] final (mM) (mL)
1C 3 1:1 0.25% 3.05 0.10% 1.86 12.87
2C 3 1:1 0.50% 3.02 0.12% 2.29 10.37
3C 3 1:1 1.00% 3.05 0.14% 2.63 9.12
4C 3 2:1 0.25% 2.03 0.11% 1.10 10.90
5C 3 2:1 0.25% 2.99 0.14% 1.32 8.93
6C 3 2:1 0.25% 4.98 0.17% 1.60 7.36
7C 3 2:1 0.25% 9.77 0.20% 1.86 6.18

Tabla 26. Cuarto grupo de ensayos de sintesis de conjugado polimero

vanadilo.
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Masa promedio del Rendimiento
Masa promedio del complejopprecipitado con promedio del
Ensayo precipitado inicial (mg) solvente (mg) complejo precipitado
con solvente (%)

1c 0.0 14.0 90.9
2C 0.2 13.2 88.7
3C 0.9 13.2 85.7
4C 0.0 12.6 90.6
5C 0.0 13.3 96.2
6C 0.0 13.6 98.1
7C 0.0 13.1 95.0

Tabla 27. Resultados de los ensayos de la Tabla 26.

En la tabla 27 se observa que en la serie de ensayos empleando el copolimero
PASP-DC-MC-MH-3 con una elevada proporcion de cadenas laterales de-
carboximetiladas (DC/MC 4:1), se logr6 aumentar considerablemente el
rendimiento del complejo soluble (hasta un maximo de 98%) respecto a ensayos
comparables utilizando los copolimeros PASP-DC-MC-MH-4 y 5 (DC/MC 2:1).
Cabe mencionar que la elevada cantidad de meros di-carboximetilados conduce,
especialmente en el caso de los ensayos con relacién 1:1 de DC:VO, a un
deseable y considerable aumento en la cantidad de oxovanadio(lV) enlazado al
copolimero. Sin embargo, para todos los conjugados incluidos en esta tabla,
excepto el 4C y 5C, se aprecio un importante aumento en el grado de turbidez
de la solucion final relacionado con un incremento en la cantidad de solido
insoluble remanente en suspension, antes de la etapa de precipitacion con
acetona. Como se ha mencionado previamente, este conjugado insoluble seria

arrastrado durante la precipitacién del complejo soluble contaminandolo. Por otro
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lado, los ensayos 4C y 5C presentan la triple ventaja de tener, por un lado, un
rendimiento alrededor de 7-8% mas alto que el de ensayos comparables
empleando a los PASP-DC-MC-MH con proporcion DC/MC de 2:1, no presentar
el problema de la turbidez contaminante y un contenido mucho mas alto del

agente activo oxovanadio(lV).

Estas ventajas inducirian a concluir la conveniencia de usar un copolimero con
una elevada proporcion de cadenas laterales di-carboximetiladas en la sintesis
del conjugado PASP-DC-MC-MH-VO; no obstante, como se discutird en el
siguiente acépite, estos complejos, una vez aislados al estado sdlido,
presentaron una solubilidad en agua muchisimo menor que la de los
correspondientes PASP-DC-MC-MH-VO-4 y 5 con menor proporcion de meros

di-carboximetilados.

Una vez culminado el andlisis de las condiciones Optimas de sintesis para
obtener complejos de copolimeros con un 60% de meros teéricos PAS-MA con
altos rendimientos y sin presencia del conjugado insoluble contaminante, se
decidié repetir el estudio descrito, pero empleando macromoléculas con un
porcentaje teorico de 50% de meros PASP-MA. En la tabla 28 se muestran 8
ensayos en los cuales se emplearon los PASP-DC-MC-MH-6 y 7 como ligandos
macromoleculares. Cabe mencionar que para esta nueva serie de ensayos se
decidio variar, ademas de la relacién molar DC:VO, solo la concentracién de las
soluciones poliméricas iniciales, puesto que los experimentos previos
demostraron que el rendimiento final no es dependiente del tipo de reactivo cuya
concentracion se modifique. En la tabla 29 se presentan los correspondientes

resultados.
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Relacion
PQ%'?MDHC' r’:gr'g; [PASP-DC- |  [VO*] [PASP-DC- | [VO*]final | Volumen total
Ensayo DCVO2* MC] inicial inicial (mM) MC] final (mM) (mL)
1D 6 1:1 0.10% 3.01 0.07% 1.02 18.93
2D 6 1:1 0.20% 3.05 0.10% 1.55 12.68
3D 6 1:1 0.50% 2.98 0.14% 2.15 8.93
4D 6 1:1 1.00% 2.98 0.16% 2.49 7.68
5D 7 2:1 0.10% 3.00 0.08% 0.63 15.80
6D 7 2:1 0.19% 2.93 0.13% 0.97 10.00
7D 7 2:1 0.50% 3.00 0.22% 1.71 5.80
8D 7 2:1 1.00% 3.00 0.27% 2.18 4.55

Tabla 28. Quinto grupo de ensayos de sintesis de conjugado polimero-

vanadilo.
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Masa promedio del Rendimiento
Masa promedio del complejopprecipitado con promedio del
Ensayo precipitado inicial (mg) solvente (mg) complejo precipitado
con solvente (%)

iD 0.0 14.0 94.1
2D 0.0 14.1 95.1
<o 0.0 14.1 95.7
4D 0.0 13.7 92.4
SD 0.0 12.2 89.4
eB 0.0 12.9 94.2
2 0.0 13.4 98.2
8D 0.0 13.3 97.1

Tabla 29. Resultados de los ensayos de la Tabla 28.

La sintesis de complejos utilizando macro-ligandos con un 50% de meros
tedricos PASP-MA presentd resultados sorprendentes respecto a los ensayos
previos. Una de las caracteristicas mas resaltantes para estas pruebas radica en
la eliminacion completa del sélido insoluble; asimismo, no se observo la aparicion
de turbidez para ninguno de los ensayos, incluso en los que fueron realizados
con una alta concentracion de la solucion polimérica inicial (4D y 8E). Por otro
lado, se observo que, tanto para la relaciéon molar 1:1 como la 2:1 de DC:VO, el
rendimiento maximo del complejo soluble obtenido para ambos grupos de
ensayos resultaba ser muy alto y comparable al observado en los conjugados de
la tabla 27, sintetizados en base al ligando polimérico PASP-DC-MC-MH-3 con
elevado contenido de cadenas laterales di-carboximetiladas (rendimiento

maximo de 91 % y 98% pararelacion 1:1 y 2:1 respectivamente).
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Los resultados mostrados para esta serie de ensayos concuerdan con lo
propuesto para la presente investigacion. La presencia de una mayor proporcion
de meros hidroxilados en el polimero ligando, a comparacion de las pruebas
empleando macromoléculas con un 40% de meros PASP-MH tedricos, parece
reducir significativamente el entrecruzamiento de cadenas poliméricas, por lo
cual no se observo la formacion de sodlido insoluble y por ende se termino

recuperando una gran cantidad del complejo soluble.

Una vez obtenidos los parametros de sintesis adecuados para la obtencion de
complejos PASP-DC-MC-MH-VO empleando macromoléculas con distinta
proporcion de meros PASP-DC (50 y 60% tedricos) se decidi6 escalar el ensayo
6D (tablas 28 y 29) con el fin de determinar si se mantenia el alto rendimiento
del complejo soluble y la eliminacién del sélido insoluble. En la tabla 30 se
muestran los tres ensayos realizados y en la tabla 31 se presentan sus

correspondientes resultados.

Relacién
PQ%'?MDHC' n’?g:g; [PASP-DC- VO] [PASP-DC- | [VO?]final | Volumen total
Ensayo DCVOZ* MC] inicial inicial (mM) MC] final (mM) (mL)
1E 6 2:1 0.19% 2.99 0.13% 0.99 29.44
2E 6 2:1 0.19% 3.00 0.13% 0.99 39.23
3E 6 2:1 0.19% 3.00 0.13% 0.99 39.23

Tabla 30. Sexto grupo de ensayos de sintesis de conjugado polimero-vanadilo.
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. Rendimiento
) Masa promedio del :
Masa promedio del : S promedio del
precipitado inicial (mg) complejo precipitado con complejo precipitado
Ensayo solvente (mg)
con solvente (%)
*
= 0.0 35.9 87.5
**
2E 0.0 47.6 87.0
*%
¢ 0.0 48.0 87.8

* Ensayos en los que se partié de 37.5 mg de PASP-DC-MC-MH (escalado por 3 y 24 horas de reaccion)
** Ensayos en los que se partié de 50 mg de PASP-DC-MC-MH (escalado por 4 y 32 horas de reaccién)

Tabla 31. Resultados de los ensayos de la Tabla 30

El resultado obtenido en el ensayo 1E permitié concluir que al escalar a 3 veces
el procedimiento realizado para la obtencion del PASP-DC-MC-MH (de 12.5 mg
de polimero a 37.5 mg) no se observaba tampoco la formacién del sélido
insoluble nila aparicion de turbidez en la mezcla de reaccién; Sin embargo, si se
observd una significativa reduccion en el rendimiento del complejo precipitado
en acetona respecto a lo observado en la tabla 29 (de 94.2% a 87.5%). Se
postul6 que este hecho pudo deberse a que un tiempo de 24 horas no resultaba
suficiente como para permitir la reaccién completa entre los reactivos en el caso
escalado, aun cuando se trabajase con iguales concentraciones de los mismos.
Para comprobar esta hipotesis se decidio sintetizar los complejos 2E y 3E,
utilizando una mayor cantidad del reactivo polimérico (50 mg), pero aumentando
el tiempo dereaccion en 8 horas. Esta variacion permitio mantener el rendimiento
del complejo deseado cercano al observado del ensayo 1E, pero no se logro
llegar al valor registrado en la prueba 6D; todo parece indicar que resulta ser
necesario el otorgar un mayor tiempo de reaccién mientras mas reactivo se utilice
en las sintesis. Esto ultimo no ocurrio en la investigacion realizada por Murga
para la sintesis del PASP-DC-MC-VO; sin embargo, hay que destacar que, a
diferencia del presente copolimero, su macromolécula poseia exclusivamente
cadenas laterales carboximetiladas, por lo que en una relacién molar 2:1 de
DC:VO como la utilizada en este caso, la mayor cantidad de meros DC

disponibles facilitaba una complejacion mas rapida con el
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6.5.2. Analisis de la hidrosolubilidad de los conjugados poliméricos

Una vez determinados los parametros Optimos requeridos para sintetizar al
conjugado soluble deseado en alto rendimiento y sin presencia del complejo
insoluble, se procedi6 a evaluar la hidrosolubilidad de los complejos

representativos para cada grupo de ensayos descritos en el acapite previo.

La prueba de hidrosolubilidad utilizada para el presente trabajo ha sido disefiada
por nuestro grupo de investigacion y esta basada en la determinacion de la
cantidad de solido recuperado luego de afiadirle una determinada cantidad de
agua destilada regulada a pH 7 y a temperatura ambiente. Las pruebas se
realizaron al interior de un vial cerrado y bajo agitacion; en cada caso, se vari6
el volumen de aguay el tiempo utilizado para lograr la maxima disolucion posible
de los conjugados ensayados. Cabe mencionar, ademas, que las pruebas de
hidrosolubilidad realizadas, cuyas condiciones de andlisis y resultados seran

mostradas en las siguientes tablas, fueron realizadas por duplicado.

En la tabla 32 se presentan las pruebas de hidrosolubilidad realizadas para los
complejos precipitados en acetona empleando a los copolimeros PASP-DC-MC-
MH-4 y 5 (60 % de meros teéricos PASP-MA) con una proporcion molar 1:1 de
DC:VO.
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Relacion
Ensayo g:;iggg nT:rlg; Vol agua Tiempo Peso inicial Peso final Porcentaje de
DC:VO2* (mL) (Hrs) (mg) (mg) disolucién (%)
1S 1 1:1 0.5 0.5 5.1 4.1 19.6
2S 5A 1:1 25 0.5 4.9 3.9 20.4
3S 3A 1:1 0.5 25 5.1 4.1 19.8
4S 2A 1:1 2.5 2.5 5.0 3.7 254

Tabla 32. Andlisis de hidrosolubilidad de los complejos precipitados en acetona
sintetizados a partir de los PASP-DC-MC-MH-4 y 5 con relaciéon molar 1:1 de
DC:VO
Cada prueba de hidrosolubilidad realizada para un tipo de conjugado polimérico
consistio, en general, de cuatro ensayos; en el primero de los cuales se utilizé
una cantidad minima razonable de agua (0.5 mL) y un tiempo de 0.5 horas. Para
el segundo se decidié mantener el tiempo de disolucion y aumentar en 5 veces
el volumen de agua. En el tercer ensayo se mantuvo el volumen de agua en 0.5
mL pero se elevd a 5 veces el tiempo de la prueba. Finalmente, en el cuarto
analisis tanto el tiempo como el volumen de agua fueron elevados 5 veces del

valor inicial.

Se observa claramente en la tabla 32 que el porcentaje de disolucién de los
complejos resulta ser relativamente bajo (alrededor de 20%); sin embargo, el
ensayo 4S indicé que un aumento simultaneo en el volumen de agua y tiempo

de disolucion permitian elevar el porcentaje de disolucion en un 5%.

En la tabla 33 se muestra el andlisis de hidrosolubilidad realizado para los
complejos precipitados en acetona y sintetizados a partir del copolimero PASP-
DC-MC-MH-5 (60 % de meros tedéricos) con una relacion molar 2:1 de DC:VO.
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Relacion
Ensayo gﬁﬁgf&g rTgrlsrs Vol agua Tiempo Peso inicial Peso final Porcentaje de
DC:VO2* (mL) (Hrs) (mg) (mg) disolucién (%)
58 1B 2:1 0.5 0.5 5.0 2.8 43.4
6S 9B 2:1 25 0.5 5.0 2.2 55.8
7S 9B 2:1 0.5 25 4.9 0.6 88.8
8S 1B 2:1 25 25 5.0 0.4 93.0

Tabla 33. Analisis de hidrosolubilidad de los complejos precipitados en acetona
sintetizados a partir del PASP-DC-MC-MH-5 con relacién molar 2:1 de DC:VO

El ensayo 5S demostré que la sintesis de conjugados con una relacién molar 2:1
de DC:VO, que equivale a que solo la mitad de los meros di-carboximetilados
estén coordinados al cation vanadilo, promovia un importante aumento de la
hidrosolubilidad del conjugado, respecto a los complejos sintetizados con
relacion molar 1:1 de DC:VO, en que todos los meros PASP-DC coordinan al
VO?* (de 20% a 43%). Sin embargo, el porcentaje obtenido aun distaba de ser
satisfactorio. En los ensayos 6S y 7S se observé que la variacion por separado
del volumen de solvente asi como del tiempo de disolucion permitié un
incremento sustancial en la cantidad de sélido disuelto, siendo el tiempo el factor
de mayor influencia para la disolucion de los macro-complejos. Finalmente, el
ensayo 8S, con un aumento en ambos parametros, permitié elevar hasta 93% el
porcentaje de disolucion mas no condujo a una completa hidrosolubilidad del
conjugado. Sin embargo, cabe mencionar que el alto porcentaje obtenido para
este Ultimo ensayo fue alcanzado mediante el uso de condiciones combinadas

extremas que no resultan razonables.

La mejorada, pero aun baja solubilidad en medio acuoso mostrada en el ensayo

5S (tabla 33), con un volumen de agua y tiempo de disolucion adecuados, llevo
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a evaluar, una vez establecida la influencia de la relacion molar de DC:VO sobre
la hidrosolubilidad relativa de dos complejos sintetizados a partir de copolimeros
con la misma proporcion de meros PASP-DC, la dependencia de la
hidrosolubilidad del conjugado de la proporcion relativa de meros di y mono-
carboximetilados. Con este fin, se repitié el analisis de hidrosolubilidad, pero
empleando conjugados poliméricos sintetizados a partir del PASP-DC-MC-MH-
3, el cual presenta una mayor proporcién de cadenas laterales DC a MC (4:1)
respecto a los PASP-DC-MC-MH-4 y 5 (2:1). En la tabla 34 se muestran las

pruebas realizadas para estos conjugados con sus respectivos resultados.

Relacion
Ensayo gr?amgfég m:rlgrs Vol agua Tiempo Peso inicial Peso final Porcentaje de
DC:VO?* (mL) (Hrs) (mg) (mg) disolucién (%)
9s 4C 2:1 0.5 0.5 5.0 4.0 20.0
10S 4C 2:1 25 25 5.0 3.6 28.0

Tabla 34. Andlisis de hidrosolubilidad de los complejos precipitados en acetona
sintetizados en base al PASP-DC-MC-MH-3 con relacién molar 2:1 de DC: VO

Serealizaron solo dos ensayos, uno a condiciones razonables y el otro utilizando
una combinacién extrema de ambos pardmetros. Para el primero, 9S, se
determind un porcentaje de disolucion del 20%, el cual se pudo aumentar hasta
28% en el segundo, 10S. En ambos casos, resulta curioso que los porcentajes
obtenidos sean tan similares a aquellos observados, a condiciones comparables,
para los conjugados sintetizados a partir de los PASP-DC-MC-MH-4 y 5 con una
relacion molar 1:1 de DC:VO, los cuales presentarian un contenido teorico de

oxovanadio(lV) considerablemente mayor.

Una vez establecida la imposibilidad de sintetizar complejos completamente
hidrosolubles empleando copolimeros PASP-DC-MC-MH con una proporcién
tedrica de 60% de meros PASP-MA, se procedid a analizar la solubilidad de los
complejos sintetizados a partir de los PASP-DC-MC-MH-6 y 7 con un 50% de

meros tedricos PASP-MA. En la tabla 35 se muestran los ensayos de
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hidrosolubilidad realizados para los complejos precipitados en acetona
sintetizados con el copolimero PASP-DC-MC-MH-6 (50 % de meros teoricos)

con una relacion molar 1:1 de DC:VO.

. Relacion
Complejo molar
Ensayo soluble meros Vol agua Tiempo Peso inicial Peso final Porcentaje de
analizado ot (mL) (Hrs) (mg) (mg) disolucién (%)
DC:VO
11S 2D 1:1 0.5 0.5 5.0 4.3 13.1
12S 3D 1:1 2.5 0.5 5.0 4.1 18.2
13S 3D 1:1 0.5 2.5 51 3.8 25.8
14S 2D 1:1 2.5 2.5 51 3.2 36.7

Tabla 35. Andlisis de hidrosolubilidad de los complejos precipitados en acetona
sintetizados en base al PASP-DC-MC-MH-6 con relacion molar 1:1 de DC:VO

Los resultados del andlisis de esta nueva serie de ensayos demostraron que la
solubilidad para los complejos precipitados en acetona y sintetizados a partir del
PASP-DC-MC-MH-6 con relacion molar 1:1 de DC:VO resultaba ser muy baja.
Los ensayos 12S, 13S y 14S permitieron comprobar nuevamente que la
hidrosolubilidad podia ser aumentada si se elevaba el tiempo y la cantidad de
agua destilada empleada durante el analisis; no obstante, el porcentaje de
disolucién seguia siendo comparable al observado en los complejos formados
por los PASP-DC-MC-MH-4 y 5 también con relacion 1:1 de PAS-DC:VO (Tabla
32). Unicamente en el caso de las condiciones extremas, se logré un aumento

sustancial de la hidrosolubilidad.

Finalizado este experimento se decidid probar si es que la solubilidad de los
complejos sintetizados a partir de los ligandos PASP-DC-MC-MH con proporcién

tedrica de 50% PASP-MA incrementaba cuando poseian una menor cantidad de
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vanadio incorporado. En la tabla 36 se muestran los ensayos de hidrosolubilidad
realizados en los complejos formados por el ligando PASP-DC-MC-MH-7 con

una relacion molar 2:1 de DC: VO.

Relacion
Ensayo gr?amrz):gg rrr?grlgrs Vol agua Tiempo Peso inicial Peso final Porcentaje de
DCVO (mL) (Hrs) (mg) (mg) disolucién (%)
15S 6E 2:1 0.5 0.5 5.0 0.0 100
16S 7E 2:1 25 0.5 4.9 0.0 100

Tabla 36. Andlisis de hidrosolubilidad de los complejos precipitados en acetona
sintetizados en base al PASP-DC-MC-MH-7 con relacion molar 2:1 de DC:VO

Sorprendentemente, el experimento 15S, empleando condiciones deseables,
evidencio un enorme aumento en la hidrosolubilidad de los conjugados
sintetizados a partir de los PASP-DC-MC-MH con proporcion teorica de 50%
PASP-MA, como consecuencia de la disminucion en la cantidad de vanadio
complejado. Cabe mencionar que para este ensayo la disolucién se completé
alrededor de los 15 minutos de haber iniciado el ensayo. Por otro lado, el ensayo
16S también comprob6 que una mayor cantidad en el volumen del solvente no
influia en la velocidad de disolucion del conjugado, puesto que tomé el mismo

tiempo lograr una solucion sin sélido remanente.

Una vez comprobada la completa hidrosolubilidad de los complejos vanadilo
sintetizados a partir de los PASP-DC-MC-MH con 50% de proporcion teérica de
meros PASP-MA y en relacion molar 2:1 de DC:VO, se decidié determinar, otro
aspecto de particular interés, que es si esta caracteristica perduraba al cabo de
cierto tiempo. En la tabla 37 se muestran los analisis de hidrosolubilidad para
dos complejos representativos, los cuales fueron llevados a cabo luego de un

considerable periodo después de haber sido sintetizados y purificados.
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Ensayo gﬁéﬂggg c?eiassir?tzzgzgi Vol agua Tiempo Peso inicial Peso final F{orcen_tgje de
(mL) (Hrs) (mg) (mg) disolucién (%)
17S 5D 21 0.5 0.5 4.9 0.0 100
18S 5D 26 0.5 0.5 5.0 0.0 100
19S 2E 50 0.5 0.5 5.0 0.0 100

Tabla 37. Andlisis de hidrosolubilidad de los complejos precipitados en acetona
sintetizados en base a los PASP-DC-MC-MH-6 y 7 con relacion molar 2:1 de
DC:VO probados en diferentes tiempos

Los ensayos 17S y 18S demostraron que los complejos en estudio seguian
manteniendo una completa hidrosolubilidad luego de 3 semanas de haber sido
sintetizados. Asimismo, el experimento 19S comprob0 que esta caracteristica se
mantenia incluso luego de 7 semanas de haber sido obtenidos y que el escalar

la reaccién de complejacion no perjudicaba la hidrosolubilidad de los mismos.

La variacion en la hidrosolubilidad de los complejos analizada en el presente
acapite, puede ser explicada tomando en cuenta la proporciébn de meros
hidroxilados propios de cada precursor polimérico empleado, asi como en la

cantidad de oxovanadio (IV) utilizado para la complejacion.

Una mayor proporcion de cadenas laterales hidroxilo dificultaria en mayor grado
posibles reacciones de entrecruzamiento entre los meros carboximetilados de
distintas cadenas propiciadas por el cation vanadilo asi como la presencia de
rigidez en una misma cadena polimérica; esto debido a un efecto tanto
estadistico como estérico. En cuanto al primer factor, la presencia de una mayor
cantidad de cadenas hidroxietiladas ocasiona el alejamiento relativo de las
cadenas laterales carboximetiladas entre si, lo que en consecuencia hace menos
probable una coordinacién simultanea de dos grupos carboxilato de una misma
cadena o de diferentes cadenas a un mismo catioén vanadilo. Asimismo, en lo

gue respecta al factor estérico, la presencia de estas cadenas hidroxietiladas

Tesis publicada con autorizaciéon del autor

No olvide citar esta tesis




dificultaria el encuentro entre grupos carboxilato de una misma o diferentes
cadenas con un mismo catioén vanadilo complicando la union de este con mas de
un grupo ligante. Una cadena principal mas flexible y un menor grado de

entrecruzamiento permitiria elevar la hidrosolubilidad de los conjugados.

Por otro lado, la coordinacion de un gran niumero de cationes oxovanadio (V)
produciria un aumento de regiones neutras en el conjugado polimérico. Al
respecto, cabe mencionar que los copolimeros usados como ligandos
empleados en la sintesis de los conjugados vanadilo, son sumamente solubles
en medio acuoso debido a la presencia tanto de grupos terminales hidroxilos
como carboxilos y carboxilatos, los cuales generan zonas polares e interacciones
fuertes de enlace de hidrogeno con el medio acuoso. La coordinacion del
oxovanadio(lV) a las macromoléculas en cuestion generaria una neutralizacion
de carga de los grupos laterales carboxilato enlazados al cation vanadilo (VO?*);
de esta manera, se reduce la cantidad de secciones hidrosolubles en el
conjugado resultante, lo que en consecuencia disminuiria la insolubilidad de los

conjugados poliméricos.

En la tabla 38 se presentan los porcentajes en peso teodricos de vanadio que se
esperaria observar en los conjugados sintetizados de acuerdo al copolimero de
partida utilizado. Estos han sido calculados teniendo en cuenta la proporcién
relativa de cadenas laterales di-carboximetiladas en cada copolimero y la
cantidad de vanadio a complejar segun la relaciéon molar utilizada. Los datos
presentados en esta tabla seran de utilidad en la discusion de las diferencias en
los resultados de las pruebas de hidrosolubilidad realizadas para los distintos

copolimeros utilizados en al complejacion del oxovanadio(lV).

Porcentaje de Porcentaje de
Copolimero Proporcion vanadio en vanadio en
empleado relativa DC/MC relacion molar relacion molar
1:1 de DC:VO (%) | 2:1 de DC:VO (%)
3 4 7.93 4.37
4y5 2 6.94 3.78
6y7 3 6.77 3.72

Tabla 38. Porcentaje en peso teorico de vanadio en los conjugados

sintetizados segun el copolimero utilizado
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Asi, para los complejos vanadilo sintetizados a partir de los PASP-DC-MC-MH-4
y 5 con proporcion teorica de 60% de meros PASP-MA (tablas 32 y 33), se
observa que la mayor hidrosolubilidad la presentan los conjugados con una
relacion molar 2:1 de DC:VO respecto a aquellos 1:1; esta diferencia se podria
justificar por la menor cantidad de cationes vanadilo coordinados en caso de los
primeros. Como se observa en la tabla 38, existe una considerable diferencia,
alrededor del 3%, en la cantidad tedrica de vanadio presente en cada complejo.
Un menor grado de coordinacion del cation metalico a los grupos carboxilato
conlleva una disminucion de las zonas neutras en el respectivo conjugado, como
se discutio previamente, lo cual tiende a elevar la hidrosolubilidad de los macro-

complejos.

En este contexto, llamo6 la atencion que para el caso de los complejos
sintetizados a partir del PASP-DC-MC-MH-3 con relacion molar 2:1 de DC:VO
(tabla 34) se haya observado una hidrosolubilidad muy baja y comparable a la
obtenida en los ensayos para los complejos formados por los PASP-DC-MC-MH-
4y 5 con relacion molar 1:1 de DC:VO, pero con una proporcion muy similar de
meros hidroxilados (40% teodrico). Para estos ultimos, el contenido teorico de
vanadio resulta ser mayor que el calculado para los primeros (6.94% y 4.37%
respectivamente), lo cual generaria un aumento en la cantidad de zonas neutras
y, por tanto, no se hubiera esperado que ambos conjugados presenten una
hidrosolubilidad comparable. Todo parece indicar, que un porcentaje de vanadio
de alrededor del 4% podria constituir el limite superior para obtener conjugados
relativamente hidrosolubles empleando condiciones extremas de disolucion (2.5
horas y 2.5 mL de agua). Esto es consistente con lo reportado para algunos otros
conjugados poliméricos empleando platino, en que se hace referencia de un

limite superior dependiente de la naturaleza del copolimero particular.”

En lo que respecta al analisis de los complejos sintetizados a partir de los PASP-
DC-MC-MH-6 y 7, ambos con un porcentaje tedrico de 50% de meros PASP-MA,
cabe destacar, la total hidrosolubilidad alcanzada en aquellos con relacion molar
2:1 de DC:VO (tabla 36), a diferencia de los que poseen una relacién 1:1 (tabla
35), empleando condiciones de disolucion razonables. Dado que ambos poseen
la misma proporcion de grupos solubilizantes hidroxilados, la baja

hidrosolubilidad del 1:1 radicaria en su considerablemente mayor contenido de
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oxovanadio(lV) y, en consecuencia mayor cantidad de zonas neutras presentes

en el respectivo conjugado.

Finalmente, es importante discutir la razén por la cual los conjugados vanadilo
provenientes de los PASP-DC-MC-MH-6 y 7 con una proporcion de 50% de
meros tedricos PASP-MA y relacion molar 2:1 de DC:VO (tabla 36) son
totalmente hidrosolubles, empleando condiciones de disolucion razonables, a
diferencia de aquellos sintetizados a partir del PASP-DC-MC-MH-5 con la misma
relacion molar 2:1 de DC:VO (tabla 33), pero con una proporcion tedrica de 60%
de meros PASP-MA. Ambos conjugados presentan una proporcion teérica de
vanadio muy similar entre si (alrededor de 3.7%), por lo cual se esperaria que el
namero de regiones no solubilizantes sea comparable; sin embargo, los
complejos obtenidos partiendo de macromoléculas con un 50% de meros PASP-
MA presentan una mayor cantidad de cadenas laterales hidroxiladas con
respecto a los sintetizados a partir de copolimeros con un 60% de meros PASP-
MA. El incremento en cadenas laterales hidroxiladas, como ya fue explicado,
favoreceria, por un factor tanto estadistico como estérico, una disminucion en el
entrecruzamiento de cadenas poliméricas por accion del cation vanadilo.
Asimismo, causaria un aumento en la flexibilidad de las cadenas, al disminuir la
posibilidad de que coordinen grupos carboxilato no adyacentes de una misma

cadena.

Por otra parte, cabe comentar una posible explicacion sobre la formacion del
conjugado insoluble obtenido, como un producto secundario minoritario, en la
sintesis de algunos conjugados obtenidos a partir de los PASP-DC-MC-MH-3,4
y 5. La formacion, en pequefas cantidades, de este solido se observa desde la
etapa inicial de la adicion de la solucion de sulfato de vanadilo a la polimérica. El
oxovanadio (IV), presente en muy baja concentracién en la solucion, se uniria a
un grupo carboxilato, que podria pertenecer tanto a una cadena lateral mono-
carboximetilada o a uno de los dientes de una di-carboximetilada; el segundo
diente se encontraria protonado al pH 3 del medio. La reaccion de complejacién
procede lentamente debido a la baja concentracion de ambos reactivos, en
particular la del VO?* en la etapa inicial, la presencia de cadenas laterales no
ligantes y el pH del medio. La baja concentracion de vanadilo favoreceria que

este, una vez enlazado a un determinado carboxilato, “busque” otro grupo COO"

*\
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disponible al cual coordinar para lograr la electroneutralidad. Sin embargo, si esta
enlazado a un mero di-carboximetilado, el diente adyacente se encontraria
protonado y seria mas probable que enlace a algun otro disponible; de esta
manera podria unirse a un carboxilato lejano de la misma u otra cadena
polimérica, lo que introduciria rigidez o produciria entrecruzamiento de las
mismas. Cuando se sobrepasa un cierto limite el conjugado se vuelve
completamente insoluble y precipita. Por otro lado, conforme se sigue afiadiendo
méas VO?*, el numero de carboxilatos vacantes disminuye, y por ende, el
entrecruzamiento y la formacion del conjugado insoluble se ven desfavorecidas.
Esto a su vez permitiria que el vanadilo ligado a un diente de un mero PASP-DC
coordine al segundo diente cercano cuya desprotonacion no es inmediata y es

promovida por el metal.
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6.5.3. Caracterizacién

Los complejos PASP-DC-MC-MH-VO solubles obtenidos mediante precipitacion
en acetona han sido caracterizados utilizando las espectroscopias infrarroja (FT-
IR) y ultravioleta visible (UV-vis); asimismo, el contenido de vanadio de los
compuestos completamente hidrosolubles ha sido determinado mediante la
técnica de espectroscopia de absorcion atomica en llama (AAS). Por otro lado,

los sdlidos iniciales insolubles han sido caracterizados solamente por IR.

En las figuras 51 y 52 se muestran los espectros IR representativos de los
conjugados vanadilo soluble e insoluble respectivamente, sintetizados a partir
del ligando polimérico PASP-DC-MC-MH-5 (60% meros PASP-MA tedricos) con

una relacién molar 1:1 de DC:VO.

En el espectro IR del complejo soluble de la figura 51 se observan, en primer
lugar, las bandas caracteristicas del ligando polimérico. A 3316 cm™ aparece la
banda intensay ancha correspondiente a las vibraciones de estiramiento de los
enlaces N-H y O-H de los grupos amido e hidroxilo. Por otro lado, a 1650 cm™
resalta una banda muy intensa que resulta de la superposicion de las bandas de
estiramiento del enlace C=0 de la amida | y de la particularmente fuerte
absorcion del estiramiento asimétrico del grupo carboxilato que aparece en esa
misma region. Asimismo, a 1540 cm?® se observa la banda generada por la
flexion del enlace N-H de la amida Il. Por otro lado, a 1371 cm! se encuentra otra
banda medianamente intensa producto del estiramiento simétrico del grupo
carboxilato. Finalmente, a 1048 cm™ destaca una pequefia banda producto del
estiramiento del enlace C-O en el grupo alcohol del mero PASP-MH.
Curiosamente, la posicion de esta ultima banda en los espectros IR de los
ligandos macromoleculares PASP-DC-MC-MH se da a una frecuencia

ligeramente mayor, 1060 cm™ aproximadamente.

Sin embargo, se observa que, a diferencia del espectro IR del correspondiente
precursor polimérico (presentado en el anexo 9.9), ya no aparece el pequefio
hombro a 1723 cm™ aproximadamente, que correspondia al estiramiento del
enlace C=0 del grupo COOH; asimismo han aparecido dos bandas

medianamente intensas a 974y 1128 cm™.
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La desaparicion de la primera sefial es consecuente con la relacion molar 1:1 de
DC:VO presente en este conjugado, que da lugar a la complejaciéon de todos los
grupos di-carboximetilados con el catién vanadilo. La coordinacion de este ultimo
requiere la presencia de grupos COOH desprotonados. Por otro lado, las
cadenas laterales mono-carboximetiladas se encontrarian como zwitterion, y por
ende también darian lugar a grupos carboxilicos desprotonados. De esta
manera, la ausencia de grupos COOH conduce a la eliminacién de la pequefia

banda en discusién.

Por otro lado, es sumamente importante resaltar la presencia de la banda
medianamente intensa a 974 cm?, la cual es caracteristica del estiramiento del
doble enlace V=0 del cation oxovanadio (IV). Esta banda se encuentra
significativamente desplazada a menores valores respecto al observado en el
espectro del sulfato de vanadilo (1001 cm™), lo que concuerda con una efectiva

complejacion de los meros di-carboximetilados al metal.

Finalmente, la banda a 1128 cm™ seria producto de la presencia, en baja
cantidad, de grupos sulfato contaminantes, los cuales, dada la imposibilidad de
efectuar lavados con agua para estos conjugados, no pudieron ser eliminados
durante la etapa de purificacion. Cabe mencionar que para la sintesis del
complejo PASP-DC-MC-VO, realizada por Murga, también se observé la
presencia de esta banda del anién sulfato contaminante, aun cuando en ese caso

si se emple6 agua destilada y acetona como solventes de lavado.

El espectro IR del sdlido insoluble formado como precipitado inicial durante la
sintesis del complejo soluble, antes discutido, se presenta en la figura 52.
Resulta evidente la gran similitud con el espectro del correspondiente complejo
soluble de lafigura 51, lo cual indica que este producto también es un conjugado
PASP-DC-MC-MH-VO. Se postula que en este caso, su insolubilidad seria
debida a que el cation vanadilo ha coordinado a grupos carboxilato de distintas
cadenas poliméricas produciendo un entrecruzamiento de las mismas, el cual no
altera significativamente el patron observable de bandas en el IR. Una diferencia
significativa, que cabe mencionar, es la notable reduccion en la intensidad de la
banda caracteristica del anion sulfato y el ligero desplazamiento en aquella de la
v C-O del grupo hidroxilo presente en las secciones PASP-MH hacia su posiciéon

original en el correspondiente copolimero libre. La presencia de una menor
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cantidad de sulfato se debe a que este conjugado, a diferencia del soluble,
precipita antes de la adicion de acetona, por lo cual el sulfato, en lugar de co-

precipitar, se mantiene en solucion.

En la figura 53 se muestra el espectro IR representativo de los complejos
solubles sintetizados a partir de los mismos copolimeros, PASP-DC-MC-MH-4 y
5, pero empleando una relacion molar 2:1 de DC:VO. Al compararlo con su
analogo con relacion molar 1:1 (Figura 51) se comprueba la gran similitud entre
ambos espectros. Cabe destacar, no obstante, ciertas diferencias, de las cuales
la més importante es la considerable disminucion de la intensidad de la banda
caracteristica del cation vanadilo a 970 cm™, lo cual resulta consistente con que
el contenido tedrico de vanadio en este conjugado es la mitad que en el de
relacion molar 1:1 de DC:VO. Otra diferencia relacionada a esto ultimo radica en
la aparicion de un ligero hombro en la intensa banda a 1647cm, que indica la
presencia de cierta cantidad de grupos carboxilicos no desprotonados. Esto es
de esperar si setoma en cuenta que al enlazarse menos cationes oxovanadio(lV)
a los grupos di-carboximetilados, quedan una considerable proporcion de dichos
grupos libres. Cada cadena lateral PASP-DC posee dos grupos carboxilicos
terminales, de los cuales uno se encuentra como zwitterion con el nitrégeno
terciario del grupo amino terminal del cual deriva, mientras que el segundo se
encontraria protonado considerando el pH 3 utilizado en la sintesis. Por ultimo,
la disminucioén en la intensidad de la banda del vanadilo se puede relacionar
directamente con la correspondiente disminucion de la banda del anion sulfato a
1129 cm™.
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Figura 51. Espectro IR del sdélido precipitado en acetona del conjugado 8A sintetizado a partir del PASP-DC-MC-MH-4 con un

porcentaje tedrico de 60% de PASP-MA y relacion molar 1:1 DC:VO en KBr
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En el anexo 17 se muestran los espectros IR representativos de los complejos
soluble e insoluble con relacion molar 1:1 de DC:VO, asi como del conjugado
soluble con relacién 2:1, sintetizados a partir del PASP-DC-MC-MH-3 (60 % de
proporcion teérica de meros PASP-MA), el cual presenta una mayor proporciéon
relativa de meros PASP-DC a meros PASP-MC (4:1) que los PASP-DC-MC-MH-
5 (2:1). Se puede observar claramente que los tres espectros presentan bandas
con desplazamientos e intensidades similares a los correspondientes espectros
de los complejos sintetizados a partir del ligando polimérico PASP-DC-MC-MH-
5. Sin embargo, para el conjugado soluble con la misma relacion molar 1:1
DC:VO, es notorio el significativo incremento en las intensidades de las bandas
caracteristicas del cation vanadilo (974 cm™) y del anién sulfato (1128 cm™); esta
observacion es congruente con la mayor cantidad de oxovanadio(lV) coordinado
en estos conjugados debido al incremento en la proporcion relativa de meros di-
carboximetilados (DC:MC 4:1) con respecto al complejo soluble sintetizado a
partir del PASP-DC-MC-MH-5 (DC:MC 2:1). En el caso del correspondiente
complejo insoluble, la principal diferencia frente al analogo formado por el PASP-
DC-MC-MH-5 radica en la aparicion de un ligero hombro en la intensa banda a
1651 cm™. Esto ultimo indicaria, como se menciond previamente, que una
significativa cantidad de meros di-carboximetilados no se encuentran unidos a
cationes oxovanadio(lV). Esto resulta compatible con lo discutido en el analisis
de hidrosolubilidad previo, en el cual se postulé que la formacién del conjugado
insoluble ocurriria como consecuencia de un entrecruzamiento de cadenas
poliméricas hasta un cierto limite, que daria lugar a su precipitacion, dejando asi
grupos terminales di-carboxilados libres, pese a que se ha adicionado la cantidad
de vanadio adecuada para la coordinacion completa de los meros PASP-DC.
Finalmente, al comparar el conjugado soluble sintetizado a partir de este mismo
copolimero, pero con una relacion molar 2:1 de DC:VO, con aquel obtenido a
partir del PASP-DC-MC-MH-5, practicamente no se observan diferencias
significativas, salvo un cierto incremento en la intensidad de la banda a 971

cm? del grupo VO?* atribuible al mayor contenido de este cation.
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Una vez finalizado el analisis de los espectros IR de los complejos formados por
ligandos PASP-DC-MC-MH con un 60% de meros teodricos PASP-MA, se
procedera a analizar de los complejos solubles obtenidos utilizando como
copolimero de partida al PASP-DC-MC-MH-6 con un 50% de meros teéricos
PASP-MA. En las figuras 54 y 55 se muestran los espectros IR de los complejos
solubles (precipitados en acetona) con una relacion molar 1:1 y 2:1 de DC:VO
respectivamente. Se observa claramente en ambos casos que la posicion e
intensidad de las bandas resulta ser practicamente idéntica a la descrita para los
complejos solubles sintetizados a partir del PASP-DC-MC-MH-5 con un 60% de
meros teodricos PASP-MA. Esto puede explicarse si es que se toma en cuenta
gue, pese a que los conjugados provenientes de los PASP-DC-MC-MH-6 y 7
poseen un porcentaje de meros PASP-MA tedrico inferior en 10% a aquellos
provenientes de los PASP-DC-MC-MH-5, esto se ve practicamente compensado
por su mayor proporcion relativa de meros DC:MC (3:1 vs 2:1). Asi, el contenido
tedrico de vanadio calculado (tabla 38) para la relacion molar 1:1 es muy similar
al correspondiente en el conjugado del PASP-DC-MC-MH-12 (6.77 y 6.94
respectivamente); y para el 2:1 se observan valores casi idénticos (3.72 vs 3.78

respectivamente)

Finalmente, en la figura 56 se muestra el espectro correspondiente al complejo
soluble sintetizado a partir del PASP-DC-MC-MH-6 con relacion molar 2:1 de
DC:VO, pero sintetizado en base a 50 mg del polimero como reactivo inicial
(escalado 4 veces). Se observa claramente que el desplazamiento e intensidad
de las bandas caracteristicas del conjugado resulta ser igual al del
correspondiente espectro no escalado (figura 55), lo cual indica una excelente

reproducibilidad de la sintesis.
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Figura 54. Espectro IR del sdlido precipitado con acetona del conjugado 4D sintetizado a partir del PASP-DC-MC-MH-6 con un
porcentaje tedrico de 50% de PASP-MA y relacion molar 1:1 DC:VO en KBr
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En lo referente a la caracterizacion de los conjugados por espectroscopia UV-
Vis, es conocido que la mayoria de oxocomplejos de vanadio (IV) generan 3
bandas en los espectros UV debido a transiciones d-d. Estas bandas se
encuentran localizadas en las regiones de 625-909 nm, 527-687 nm y 333-500
nm; no obstante, la Udltima suele encontrarse encubierta por bandas de

transferencia de carga con mucha mayor intensidad.®?

Para el caso de complejos de oxovanadio(IV) con una coordinacion octaédrica,
como, por ejemplo, el acuaion VO(H20)s%*, el modelo de Ballhausen — Gray®3
indica que ocurre una distorsion de la geometria octaédrica ideal producto del
acortamiento del enlace multiple V=0, lo que da lugar a un desdoblamiento
adicional de los en los orbitales “d” del vanadilo causado por esta compresion
en el eje Z. Enlafigura 57 se muestra de manera esquematica el desdoblamiento
mencionado. Cabe mencionar que, para los complejos sintetizados en la
presente investigacion, también deberia de observarse un desdoblamiento
similar al del VO(H20)s?* puesto que solamente se habrian reemplazado dos
moléculas de H20 en el plano ecuatorial por dos ligandos carboxilicos. Esta
observacion permitiria proponer que el espectro UV-VIS de los conjugados
PASP-DC-MC-MH-VO deberia ser muy similar al del acuaion VO?#*.

F
E d,2
Fy
- i
d_.,_.z_},z o
Fy
m,0. || .om,
\VA

m,0”" ™ om,

T d::.'z-dyz i OH, 1

day

Figura 57. Desdoblamiento de los orbitales de vanadilo, para el caso del cation
VO(H20)s5%*, de acuerdo al modelo de Ballhausen — Gray.®3

Las figuras 58 y 59 muestran los espectros UV-Vis experimentales del complejo
vanadilo completamente hidrosoluble asi como de su correspondiente ligando

polimérico respectivamente. Se observa claramente que para el primero se han
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formado dos bandas superpuestas las cuales se encuentran a 765 nmy 590 nm.
La banda de absorcion de mayor longitud de onda corresponderia a la transicion
dyy = dyz d,, Mientras que la segunda seria producto de la transicion d,,, —
dy2_,2. La tercera banda, de mayor energia, correspondiente a la transicion d,,, -
d,2, Se encuentra aparentemente encubierta por la intensa banda de
transferencia de carga carboxilato — metal en la regidon ultravioleta que se
extiende hasta la region visible. Por otro lado, la figura 59 comprueba que el

ligando polimérico no presenta absorcion alguna dentro de la regién visible en
estudio.
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Figura 58. Espectro UV-Vis del sdlido precipitado con acetona completamente

hidrosoluble del ensayo 5D
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Figura 59. Espectro UV-Vis del copolimero PASP-DC-MC-MH-7
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En la figura 60 se presenta el espectro UV-VIS del VO(H20)s%"(a), en el cual es
posible apreciar la formacion de una banda principal y un hombro de menor
intensidad a 768 y 635 nm respectivamente. Al compararlo con el del conjugado
vanadilo hidrosoluble, se observa que mientras que, la banda correspondiente
alatransicion dy,, - d,, d,, en este Ultimo practicamente mantiene su posicion,
la banda a menor longitud de onda ha sufrido un desplazamiento hipsocrémico
ubicandose ahora a 590 nm. Este Ultimo corrimiento constituye evidencia
adicional de la complejacion del cation vanadilo a los grupos carboximetilados
del copolimero PASP-DC-MC-MH.
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Figura 60. Espectro UV-vis del VO(H20)5%*(ac)

En lo que respecta al modo de coordinaciéon de los grupos carboximetilados al
cation vanadilo, Deacon y colaboradores han reportado que valores altos de
A[vas(COO") - vs(COOY)] en el espectro IR indican una coordinacion de modo
monodentado. Para el caso de los complejos analizados en el presente acapite
(figuras 51-56) se tiene un valor minimo de 265 cm™ para dicha diferencia, lo
cual es un namero suficientemente alto como para confirmar que la coordinacién
del cation vanadilo ocurre de forma monodentada. 8 Por otro lado, otro indicio
qgue reforzaria esta propuesta se encuentra en la investigacion realizada por
Sakurai y colaboradores en conjugados poliglutamato-vanadilo, en la cual
determinaron, mediante la técnica de EPR, que los grupos -carboxilato

coordinaban de modo monodentado.
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Se propone, por tanto, que el ligando polimérico PASP-DC-MC-MH,
independientemente de las proporciones de diferentes cadenas laterales que
posea, se encontraria coordinando al oxovanadio (IV) mediante sus grupos
carboxilatos de forma monodentada. Ademas, se asume que la coordinacién al
vanadilo ocurre preferentemente mediante los grupos terminales di-carboxilato,
dada la mayor probabilidad que una vez enlazado el VO?* a uno de ellos,
coordine al carboxilato disponible mas cercano; de esta manera se generarian
anillos de 8 miembros relativamente estables. La coordinacion al metal se
completaria con dos o tres moléculas de agua que darian lugar a una geometria

pirdamide cuadrada u octaédrica en el complejo (Figura 61).
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Figura 61. Estructura propuesta para el complejo PASP-DC-MC-MH-VO

Finalmente, la determinacion del contenido de vanadio para los complejos
completamente hidrosolubles, sintetizados a partir del PASP-DC-MC-MH-6 con
50% de meros PASP-MA tedricos y relacion molar 2:1 de DC:VO, fue realizada
mediante la técnica de Espectroscopia de Absorcion Atémica (AAS). En la tabla
39 se muestran los dos analisis, realizados cada uno por triplicado, a los

complejos precipitados en acetona 2E y 3E. Se observa claramente que el
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porcentaje promedio de vanadio determinado para cada ensayo es relativamente

cercano al calculado tedricamente (3.72%).

‘ Ensayo % de vanadio
Solido precipitado con acetona ensayo 2E 3.09
Solido precipitado con acetona ensayo 3E 2.81

Tabla 39. Contenido de vanadio de los conjugados hidrosolubles determinado
por AAS

En lo que respecta a las escasas investigaciones encontradas en la literatura
sobre la sintesis de complejos poliméricos de oxovanadio(lV), cabe destacar que
en el presente trabajo se ha logrado superar las principales deficiencias que
estos presentan. Zhang y colaboradores también consiguieron sintetizar
conjugados hidrosolubles de oxovanadio(lV) obtenidos a partir de dos polimeros
naturales carragenina y quitosano carboximetilados, pero estos mostraron un
porcentaje de metal muy inferior (0.36%) al obtenido para el presente trabajo
(2.95%). Asimismo, Sakurai y colaboradores obtuvieron conjugados vanadilo de
poliglutamato que, a diferencia de los de Zhang, poseian un irracionalmente alto
contenido del metal; no obstante, esta caracteristica fue conseguida a expensas
de una completa insolubilidad de los conjugados una vez obtenidos al estado
sélido. Los conjugados sintetizados en ambas investigaciones mostraron una
significativa actividad hacia el tratamiento de la diabetes mellitus en ratones; sin
embargo, para el caso de Zhang, el efecto resulté ser muy leve debido a la baja
cantidad del agente activo administrado. Por otro lado, tanto los conjugados de
Sakurai como los de Zhang, no resultan ser agentes terapéuticos adecuados,
puesto que la eliminacion renal de las macromoléculas seria demasiado lenta
debido a su alto peso molecular (200-500 kDa), esto en consecuencia generaria
una alta toxicidad. Finalmente, con respecto al complejo oxovanadio(lV)
sintetizado por Murga a partir de la poliaspartamida derivatizada PASP-DC-MC,
el presente trabajo ha permitido obtener un conjugado con un porcentaje de
vanadio inferior (2.95% vs 5.80% respectivamente), pero con la ventaja de ser
completamente hidrosoluble al estado sdlido y, ademas, por un largo periodo de

tiempo. Estas propiedades, deseables para una futura evaluacién de conjugados
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poliméricos de vanadilo como agentes terapéuticos, fue imposible de alcanzar

para el mencionado complejo. "0
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7. Conclusiones

1. Se han sintetizado 2 copolimeros no reportados en la literatura, la poli-(a,3-
D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamidal)-co-[2(hidroxietil)-aspartamida] (PASP-
MA-MH) y la poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)Jaminopropil)-aspartamidal-
co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)-aspartamidal-co-[(2-Hidroxietil)-
aspartamida]) (PASP-DC-MC-MH) por métodos desarrollados en la presente
investigacion y basados en los trabajos de Neuse, Caliceti y Murga para la
sintesis de los polimeros componentes del PASP-MA-MH, la poli-a,3-D,L-[N-
(3-aminopropil)-aspartamida] y la poli-a,3-D,L-[2(hidroxietil)-aspartamida], asi
como del PASP-DC-MC, la poli-(a,B3-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-
aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)-aspartamidal).

2. Los dos nuevos copolimeros fueron sintetizados a partir de la polisuccinimida
(PSI), que fue preparada de acuerdo al procedimiento reportado por Neri. La
sintesis del PASP-MA-MH se realiz6 mediante la amindlisis del anillo
polisuccinimida con la etanolamina y la 1,3 propanodiamina que fueron
utilizados en diferentes proporciones con el fin de obtener copolimeros PASP-
MA-MH con diferentes proporciones de cadenas laterales PASP-MA y PASP-
MH. Se obtuvieron tres copolimeros con proporciones experimentales PASP-
MA:PASP-MH cercanas a las tedricas 30:70, 50-50 y 60-40, buena
reproducibilidad y rendimientos promedio de 59%.

3. ElI copolimero ligando, PASP-DC-MC-MH, se sintetiz0 mediante la
derivatizacion selectiva de los grupos amino terminales en el PASP-MA-MH
con el acido bromoacético. De esta manera, se generé un copolimero con
tres secciones poliméricas principales, la constituida por las cadenas laterales
hidroxiladas exclusivamente solubilizantes, ya presentes en el precursor, y
aquellas di-carboximetiladas (DC) y mono-carboximetiladas (MC) con
capacidad ligante. El uso de pequefios excesos sobre la relacion molar 2:1
del agente carboximetilante al sustrato polimérico PASP-MA-MH permitié
obtener copolimeros con un predominio de cadenas DC sobre las MC con
proporciones DC:MC entre 2:1y 4:1.

4. Los complejos de oxovanadio(lV) obtenidos en la presente investigacién han
sido sintetizados por una reaccion de metatesis entre el ligando polimérico

PASP-DC-MC-MH vy el sulfato de vanadilo. Para la complejacion se
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emplearon los copolimeros PASP-DC-MC-MH con proporcién tedrica de
meros PASP-MA de 50% y 60%. Mediante sucesivas series de ensayos, en
gue se vario la concentracion de ambos substratos y se mantuvo constante
la relacion molar de meros DC a vanadilo para luego introducir variaciones
en esta Ultima, 1:1y 2:1.

5. Sedesarroll6 un procedimiento optimizado para la sintesis de los conjugados
formados por los copolimeros PASP-DC-MC-MH con proporcion tedrica de
meros PASP-MA de 50% y 60%, logrando altos rendimientos de conjugados
solubles en el rango 89-98% y sin formacién de su contraparte insoluble,
evitando asi un problema recurrente en este tipo de sintesis.

6. Se disefid una metodologia apropiada, mediante la variacion del volumen de
solvente y el tiempo de disolucion, para evaluar la hidrosolubilidad de los
conjugados vanadilo sintetizados una vez aislados al estado solido. Los
ensayos descritos permitieron establecer que la solubilidad se ve favorecida
en los conjugados poliméricos de oxovanadio(IV) que presentan una relacion
molar 2:1 de meros di-carboximetilados a VO?*. Asimismo la completa
hidrosolubilidad del conjugado vanadilo al estado sélido se alcanz6 usando
los ligandos poliméricos PASP-DC-MC-MH con un 50% de meros tedricos
PASP-MA. Esta caracteristica se mantiene incluso al cabo de 7 semanas de
haber sido aislado.

7. Lacaracterizacion de los nuevos copolimeros PASP-MA-MH se llevé a cabo
mediante las técnicas espectroscopicas de resonancia magnética nuclear e
infrarroja. La presencia de la ancha e intensa banda correspondiente a las
vibraciones de estiramiento de los enlaces N-H y O-H de los grupos amino,
amido e hidroxilo, asi como aquella de flexion del enlace N-H de la amida ll y
la medianamente intensa producto del estiramiento del enlace C-O en el
grupo alcohol, ademas de la intensa banda correspondiente al estiramiento
C=0 de la amida |, permitieron comprobar una amindlisis exitosa de la
polisuccinimida.

8. El analisis por resonancia magnética nuclear H-RMN y C-RMN
complementado por las técnicas bidimensionales COSY y HSQC permitio
determinar la proporcién relativa de cadenas laterales PASP-MA y PASP-MH;
se comprobé asi que los valores calculados eran cercanos a los tedricamente

propuestos. Asimismo, este analisis demostro la presencia de una cantidad
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significativa de meros no deseados producto de una reaccion secundaria de
hidrolisis de grupos amido.

9. Los PASP-DC-MC-MH fueron caracterizados por las técnicas de resonancia
magnética nuclear e infrarroja. La técnica FT-IR mostré que se mantenian las
bandas caracteristicas de los estiramiento de los enlaces N-H, O-H, C=0 de
la amida |, enlace C-O en el grupo alcohol y aquella de flexion del enlace N-
H de la amida Il. La efectiva carboximetilacion de los grupos amino de las
cadenas PASP-MA se evidencia en la intensificacion de la banda de
estiramiento C=0 de la amida | por superposiciéon con la fuerte banda de
absorcion correspondiente al estiramiento asimétrico del grupo carboxilato,
asi como en la aparicion de una nueva banda medianamente intensa
producto de aquel simétrico de dicho grupo. La presencia de un hombro en
la primera mencionada se asocia con grupos carboxilicos no desprotonados
presentes en los meros di-carboximetilados.

10. El analisis de los copolimeros PASP-DC-MC-MH por la técnica de resonancia
magnética nuclear permitié una asignacion practicamente completa de las
sefiales en los espectros 'H-RMN y C-RMN, gracias a una
complementacion de la misma con los espectros bidimensionales COSY,
HSQC y HMBC. La identificacion de picos caracteristicos exclusivos de los
meros di y mono-carboximetilados permitio determinar la proporcion relativa
entre ambos. Asimismo, esta técnica indico la presencia de pequefias
seflales que pudieron ser asociadas a una baja, pero significativa, cantidad
de nuevas cadenas laterales no deseadas.

11.Los conjugados poliméricos oxovanadio(lV) se caracterizaron mediante
espectroscopia infrarroja y ultravioleta-visible. La FT-IR demostré la
presencia de todas las bandas caracteristicas del ligando polimérico, asi
como la aparicion de una nueva banda medianamente intensa producto de la
vibracion de estiramiento del doble enlace V=0 del cation vanadilo a 971
cm. El considerable desplazamiento respecto a aquella observada en el
sulfato de vanadilo (1000 cm™), constituye evidencia de una efectiva
coordinacion del cation vanadilo.

12. El espectro infrarrojo permitié determinar la diferencia entre las frecuencias
de estiramiento asimétrico y simétrica del grupo carboxilato (A[vas(COQO) -

vs(COQ)]) que corresponderian a un modo de coordinacion monodentado del
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mismo. Asimismo, la caracterizacion por ultravioleta visible del conjugado
polimérico oxovanadio(lV) mostroé la presencia de dos bandas caracteristicas
en la region visible, carente de absorciones en el copolimero precursor,
asignables a transiciones “d-d” entre niveles t2g y ey desdoblados de
complejos vanadilo con geometria octaédrica distorsionada. El notable
desplazamiento de una de estas bandas hacia menores longitudes de onda,
respecto al espectro del VOSOs4 en medio acuoso, demostraria la
coordinacién del VO?* con los carboxilato del copolimero.

13. El contenido de vanadio determinado por Espectroscopia de Absorcion
Atomica para los conjugados vanadilo hidrosolubles al estado sdlido,
sintetizados a partir de los PASP-DC-MC-MH con un porcentaje teérico de
50% de meros PASP-MA vy relacion molar 2:1 DC:VO fue de 2.95% en
promedio. Este valor resultdé relativamente cercano al tedricamente
calculados para este conjugado asumiendo una coordinacion exclusiva de los
meros DC.

14. Se logro alcanzar el objetivo central de esta investigacion, que consistio en la
obtencion de un conjugado vanadilo completamente hidrosoluble bajo
condiciones razonables al estado soélido. Esto fue posible al utilizar como
ligandos poliméricos a los PASP-DC-MC-MH con una proporcién teérica de
PASP-MA de 50% y usando una relacion molar 2:1 de DC:VO que equivale
a la saturacion de un 50% de las cadenas laterales di-carboximetiladas. Se
establecié que la completa hidrosolubilidad de los conjugados poliméricos
vanadilo depende de dos parametros importantes: una proporcion
considerablemente alta de meros PASP-MH y un contenido limite de
oxovanadio(lV). La presencia de suficientes cadenas PASP-MH, ademas de
cumplir por si misma una funcion solubilizante, disminuye, por un factor
estadistico y estérico, la posibilidad de multi-coordinacion del catién vanadilo
por grupos carboxilato de una misma o distintas cadenas, lo que al introducir
rigidez y entrecruzamiento perjudica la solubilidad. Un contenido del metal
por encima de cierto limite, genera demasiadas zonas neutras en el
conjugado, que a su vez reduce su solubilidad en medio acuoso.

15. Este trabajo constituye un valioso aporte al, hasta la fecha, incipiente
desarrollo de complejos poliméricos de oxovanadio(lV), ya que se halogrado

obtener un conjugado que reune las caracteristicas deseables para ser
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evaluado como potencial agente terapéutico, en particular antitumoral. El
conjugado vanadilo sintetizado posee un peso molecular adecuado (40 kDa)
gue aseguraria un suficiente tiempo de permanencia en el sistema
circulatorio, una alta hidrosolubilidad que permitiria su rapida distribucién en
el organismo y un contenido relativamente alto del agente activo que

incrementaria su eventual actividad terapéutica.
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8. Recomendaciones

1. Se recomienda que, previamente a una evaluacion de su actividad
antitumoral frente a lineas celulares de los tipos cancer mas comunes, se
realicen pruebas de liberacién controlada del agente activo oxovanadio(lV) a
condiciones fisiologicas (pH y temperatura) que se asemejen a las que el
conjugado seria sometido en el estbmago, intestino y sangre.

2. Se propone evaluar la hidrosolubilidad de conjugados poliméricos PASP-DC-
MC-MH-VO empleando macromoléculas con una mayor proporcién tedrica
de meros PASP-MH (60 %) que los analizados para esta investigacion. Un
mayor numero de cadenas hidroxiladas podria permitir elevar
significativamente el contenido del agente activo sin desmedro en la

solubilidad en medio acuoso del complejo.
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10. Anexos

10.1. Graficas de nred VS concentracion de las polisuccinimidas

sintetizadas
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Grafica n,.4 vs concentracion del PSI-4

45 L
=B e o
3 41 | e ¢
E o e
B 39 y = 639.97x + 38.056
c R2=0.9734
37
35
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Concentracién (g/mL)
Grafica n,.q Vs concentracion del PSI-5
49
48 .9
3 47
—
)
E 4
° ®
g 45 o .7 y =560.72x + 42.424
R2=0.978
44
43 ¢
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Concentracién (g/mL)
Grafica n,.4 Vs concentracion del PSI-6
53
51 e
49 -
_ P
47 N
g 45 o
T 43
c 4 y = 683.13x + 43.435
39 R?=0.9891
37
35
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012

Concentracion (g/mL)

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




Grafica n,.4 Vs concentracion del PSI-7
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Grafica n,.4 Vs concentracion del PSI-10
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10.2. Espectro IR del PASP-MA-1 en KBr
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10.3. Espectro IR del PASP-MH-1 en KBr
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10.4. Calculo de proporcién de cadenas laterales en el PASP-MA-MH
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Espectro *H-RMN del PASP-MA-MH-21 a 75 °C
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Para calcular las proporciones es necesario tomar en cuenta que se trabaja con un copolimero formado por 3 tipos de secciones
poliméricas distintas: PASP-MA, PASP-MH y PASP-HIDRO. Las 3 fracciones poseen una caracteristica en comun, la presencia de
los hidrégenos A y B. De esta manera, la suma de la integracion de cada fraccidon (tomada para un solo hidrogeno) deberia de
sumar lo méas cercano a 1:

Integraciones:
“A” de PASP-HIDRO: 0.1080 ; “A” de PASP-MH: 0.9175/2 ; “A” de PASP-MA: 1.0347/2

0.1080 + 0.9175/2 +1.0347/2=1.0841

Proporcion:
(0.9175/2)/1.0841 = 0.4232 de PASP-MH; (1.0347/2)/1.0841 = 0.4772 de PASP-MA; 0.108/1.0841 = 0.0996 de PASP-HIDRO

42,32 % de PASP-MH, 47.72 % de PASP-MA y 9.96 % de PASP-HIDRO
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10.5. Calculo del peso molecular del PASP-MA-MH

Para obtener el peso molecular promedio de un copolimero es necesario conocer el peso molecular de cada seccion polimérica de
la macromolécula y la proporcion teédrica de las secciones que lo conforman.

Para el caso del PASP-MA-MH-21:
42,32 % de PASP-MH, 47.72 % de PASP-MA y 9.96 % de PASP-HIDRO
PASP-MH: 158 g/mol PASP-MA: 171 g/mol PASP-HIDRO: 115 g/mol

(42.32 % * 158% + 47.72% %171 % + 9.96 % % 115 %) g
PMpasp_ma—mH-56 = 100 = 159.92 ——de mero promedio

mol
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10.6. Espectro 3C-RMN del PASP-MA-MH-21 en D20 a 25°C y sus asignaciones
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Asignacion Sefial (ppm)
Ci, C,, Cs 171,72 -172,58
Ca 50,59
Canidro 51,96
Ce 36,84
C. 36,46
Co 27,64
Ce 37,18
Ce 41,52
Co 59,89
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10.7. Estructurade la seccion polimérica PASP-HIDRO
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10.8. Espectro IR del PASP-DC-MC-1 en KBR
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10.9. Espectro IR del PASP-DC-MC-MH-4 en KBr
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10.10. Calculo de proporcién de cadenas laterales en el PASP-DC-MC-MH
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Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 a 75 °C

Para calcular las proporciones es necesario tomar en cuenta que se trabaja con un copolimero formado por 5 tipos de secciones
poliméricas distintas: PASP-DC, PASP-MC, PASP-MH, PASP-MANR, PASP-HIDRO. Las 5 fracciones poseen una caracteristica en
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comun, la presencia de los hidrogenos metileno B. De esta manera, la suma de la integracién de cada fraccién (tomada para dos

hidrégeno) deberia de sumar lo mas cercano a 2. Para el PASP-DC-MC-MH-6 el célculo seria:

Integraciones:

PASP-DC: 1.2864/2 =0.6432
PASP-MC: 0.1953
PASP-MA-NR: 0.0532
PASP-MH: 0.9306

PASP-HIDRO: 0.0775 * 2 = 0.155 (Los hidrégenos de esta seccion se encuentran traslapados con otras sefiales, por lo cual debe de emplearse
la integracion obtenida en el PASP-MA-MH-16)

Sumade integraciones de todas las secciones: 1.9773

Proporciéon de secciones poliméricas:

PASP-DC: 0.6432/1.9773 * 100% = 32.53 %
PASP-MC: 0.1953/1.9773 * 100% = 9.88 %
PASP-MANR: 0.0532/1.9973 * 100% = 2.69 %
PASP-MH: 0.9306/1.9973 * 100% = 47.06 %
PASP-HIDRO: 0.155/1.9973 * 100% = 7.84 %
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10.11. Calculo del peso molecular del PASP-DC-MC-MH

Para obtener el peso molecular promedio de un copolimero es necesario conocer el peso molecular de cada seccion polimérica de

la macromolécula y la proporcion teérica de las secciones que lo conforman:
Para el caso del PASP-DC-MC-MH-6:
PASP-DC: 32.53% ; PASP-MC: 9.88% ; PASP-MANR: 2.69% ; PASP-MH: 47.06 %; PASP-HIDRO: 7.84 %
PASP-DC: 287 g/mol; PASP-MC: 229 g/mol; PASP-MANR: 171g/mol; PASP-MH: 158 g/mol; PASP-HIDRO: 115 g/mol
(32.53% 28727+ 9.88% + 229 - + 2.69% * 17107+ 47.06% * 158-Lr 4 7.84%+ 115-2)

9 9 g
PMpusp_pe—mc—mH-14 = mol mol 100 mol mol mol/ _ 203.96%@ mero promedio
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10.12. Espectro 13C-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 en D20 a 25°C y sus asignaciones
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Asignacién Sefal (ppm)
Ci, C2,C3 | 171,73 -172,41
Cs4, Cx 169,92
Ca, Ca-hidro 50,60
Cs 36,79
Cc, Cc 36,30
Co 23,76
Co 26,63
Ce 37,97
Cre 36,79
Cr 41,55
Ce 59,92
Ch 56,73
Chv 48,63
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10.13. Espectros XRF obtenidos para la determinacion cualitativa de Br en el PASP-DC-MC-MH-2
10.13.1. Espectro XRF de fondo del equipo
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10.13.2. Espectro XRF del PASP-MA-MH-10 al 0, 1, 3, 8y 10 % en peso de Bry del PASP-DC-MC-MH-2

x 1E3 Pulses

400 +

: PASP-MA-MH-10 al 0% de Br —  PASP-MA-MH-10 al 1% de Br
: PASP-MA-MH-10 al 3% de Br _ ‘PASP-MA-MH-10 al 8% de Br
: PASP-MA-MH-10 al 10% de Br —F—  PASP-DC-MC-MH-2
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10.14. Espectros 'H-RMN a 25°C de los PASP-DC-MC-MH-3 al 7

10.14.1. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-3 en D20 a 25°C
| | L N | |
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10.14.2. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-4 en D20 a 25°C
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10.14.3. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-5 en D20 a 25°C
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10.14.4.

Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-6 en D20 a 25°C
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10.14.5. Espectro *H-RMN del PASP-DC-MC-MH-7 en D20 a 25°C
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10.15. Ejemplo del calculo parala obtencion del numero de aguas de hidratacién por cada mol de sulfato de vanadilo

El nimero de moles de aguas de hidratacion en el reactivo sulfato de vanadilo se obtiene mediante calcinacion de esta sal y oxidacion
del metal de +4 a +5 segun las siguientes reacciones:

A
V0S0,.nH,0(5) > VOSO, ) + nH, 0 (g

A
2V0S 04y = V205 5y + SO3) + SOz,

Entonces, para calcular el valor de ‘n’, se utiliza la siguiente férmula:

1mOlV205 . 2moly . 1mOZVOSO4.nH20 : (163 + 18n)gVOSO4.nH20

masa (9)1/205 * = masa (g)VOSO4.nH20

182(9)V205 1mOZV205 1moly, 1mOIVOSO4.nH20

Donde la masa de V205 se obtiene de la calcinaciéon y la masa de VOSO4.nH20 es la pesada inicialmente.
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10.16. Ejemplo de célculo de la masa de VOS04.3H20 a utilizar en las sintesis de los complejos PASP-DC-MC-MH-VO

Para 12.5 mg del PASP-DC-MC-MH-6 y una relacion molar 1:1 entre los meros di-carboximetilados del copolimero y el cation VO?*,
la cantidad de VOS04.3H20 a utilizar en la sintesis seria de:

9
1 molpsp—pe—prc—mr— 3.25mol _ 1 mol 1 mol 216.94
mV0S0,.3H,0 = 0.0125 gpsp—pc-mc—mi-6 * PASP—DC ZC MH-6 mero PASP—DC__ vo*+ x VO0S043H0 mol
203.96 ol 10 molpssp_pc-mc-mu-6 1 MOlpero pasp-pc 1 moly g2+ 1 molyoso, 31,0

De la misma manera se trabajaria si se quisiera sintetizar un conjugado con relacion molar 2:1 empleando 12.5 mg del PASP-DC-MC-MH-6

9
mV0S50,.3H,0 = 0.0125 gpasp_pc_mc—mH—6 * L mOlpasp-pe-mc-m-s * 3.25 Molmero pasp-pc * 1 moly g2+ * % ! mOIVOSO4'3H20 * 21694 mol
203.96 % 10 molpssp_pc-mc-mu-6 2 MOlpero pasp-pc 1 moly g2+ 1molyoso, 31,0
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10.17. Espectros IR de los conjugados sintetizados en base al copolimero PASP-DC-MC-MH-3

10.17.1. Espectro IR del solido precipitado con acetona de la sintesis 3C sintetizado a partir del PASP-DC-MC-MH-3 con un
porcentaje teérico de 60% de PASP-MA y relacién molar 1:1 DC:VO en KBr.
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%T

10.17.2. Espectro IR del sdlido insoluble de la sintesis 3C sintetizado a partir del PASP-DC-MC-MH-3 con un porcentaje
tedrico de 60% de PASP-MA y relacion molar 1:1 DC:VO en KBr.
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10.17.3. Espectro IR del sélido precipitado con acetona de la sintesis 4C sintetizado a partir del PASP-DC-MC-MH-3 con un
porcentaje tedérico de 60% de PASP-MA y relacién molar 2:1 DC:VO en KBr.
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