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Resumen

La presente tesis tiene como objetivo central la sintesis y caracterizacion de un nuevo
conjugado polimero-droga como potencial metalofarmaco de uso oral en la terapia contra
la diabetes mellitus tipo 2. En este conjugado se emplea una poliaspartamida derivatizada
como vehiculo polimérico para el agente activo con propiedades insulino-miméticas
oxovanadio (1V).

La sintesis del mencionado conjugado requirio la preparacion de un polimero que cumpla
con ciertos criterios basicos, como por ejemplo, ser hidrosoluble, biodegradable y no
toéxico. Asi, se escogi6 a la poli-(alfa,beta-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-
aspartamida]-co-[N-(3-(carboximetil)-aminopropil)), que, ademas de poseer las
caracteristicas mencionadas, incluye en su disefio una serie de particularidades, entre las
que destacan la presencia de un espaciador y grupos de anclaje bidentados, que lo hacen
mas efectivo como agente complejante y mejoran su funcion protectora del centro metalico
activo. Esto, unido a un peso molecular apropiado, aumenta el tiempo de permanencia del
agente activo en el organismo y permite la liberacién controlada del agente activo
oxovanadio (IV). Todas estas caracteristicas aumentarian dramaticamente su efectividad
con respecto a los correspondientes complejos moleculares reportados hasta la fecha y
sobre el poliaspartato de vanadilo, conjugado sintetizado en un trabajo de tesis anterior de
nuestro grupo de investigacion.

La sintesis del conjugado involucrd, en su etapa inicial, la policondensacién térmica del
acido aspértico a polisuccinimida, la cual fue sometida, en una segunda etapa, a
amindlisis. Luego, la poliaspartamida obtenida se derivatiz6 mediante carboximetilacion de
Sus grupos amino terminales y se consiguié mejorar su caracterizacién con respecto a lo
reportado en la literatura. Finalmente, se logro desarrollar un método de sintesis para este
novedoso conjugado, mediante numerosos ensayos en los que se variaron diferentes
parametros que incluyen las concentraciones de los reactivos y las relaciones molares
entre las unidades di-carboximetiladas del polimero y el catiobn oxovanadio (V). La sintesis
optimizada condujo a un rendimiento promedio del 93%, lo cual signific6 una mejora
sustancial con respecto al conjugado poliaspartato de vanadilo antes mencionado, asi
como un contenido de vanadio de 5,8%, que resulta apropiado para su potencial aplicacion
como metalofarmaco antidiabético.
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1 Marco tedrico
1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Introduccion

La diabetes mellitus es una enfermedad asociada con el aumento de los niveles de
glucosa en el plasma sanguineo. El registro mas antiguo de esta enfermedad data del
1500 a.C. en el papiro de Ebers, que era un compendio de las enfermedades conocidas
por los egipcios. Etimolégicamente, diabetes proviene del griego diaBAtng (diabétés) cuyo
significado es ‘correr a través’. Areteo de Capadocia acui6 este término debido al sintoma
mas llamativo de la enfermedad: la eliminacién rapida de orina por el rifién. La palabra
mellitus (del griego mellitus = con sabor a miel) fue agregada en el siglo XVII por Thomas
Wills debido al sabor dulce de la orina de las personas que tenian la enfermedad.*

Desde el punto de vista clinico, el término diabetes mellitus agrupa a un conjunto de
enfermedades metabdlicas crénicas caracterizadas por hiperglucemia, condicién
producida por una absoluta o relativa deficiencia en la secrecién de insulina, resistencia a
la misma, o ambas.?

Esta enfermedad se ha convertido en las ultimas décadas en una de las amenazas mas
grandes contra la salud del ser humano. El nUmero de personas que sufren de diabetes a
nivel mundial se esta incrementando exponencialmente; asi, mientras para el afio 2012, la
cifra de personas afectadas por esta enfermedad se estimé en 371 millones (Figura 1)*,
se prevé que para el 2030 alcance los 552 millones de habitantes.*

En el Peru, se ha estimado que el nimero de pacientes diabéticos superé en el 2012 los
dos millones de habitantes® mientras que, solo entre enero y abril del presente afio, se han
detectado mas de 85 mil nuevos casos de la enfermedad.®

1.1.2 Tipos de diabetes mellitus

La diabetes mellitus presenta tres variantes clinicas principales, ademas de otros casos
menos comunes:

o diabetes mellitus tipo 1,
o diabetes mellitus tipo 2 y
¢ diabetes mellitus gestacional

Tesis publicada con autorizacién del autor
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Figura 1. Estimado de personas que sufren diabetes por continente en el afio 2012. Ademas, se muestra el porcentaje de casos no
diagnosticados e informacién adicional por zona geogréfica.3
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La diabetes mellitus tipo 1 (insulin dependent diabetes mellitus, IDDM, diabetes mellitus
dependiente de insulina) es causada por la destruccion de las células 8 de los islotes de
Langerhans en el pancreas responsables de la sintesis y secrecion de insulina, lo que
ocasiona deficiencia de esta hormona reguladora de los niveles de glucosa en la sangre.
Esta patologia de origen genético es causada por un desorden en el sistema
inmunolégico del cuerpo.” Afecta a personas de cualquier edad, pero se presenta
generalmente en nifios y jovenes.®

A diferencia de la IDDM, la diabetes mellitus tipo 2 (non insulin dependent diabetes
mellitus, NIDDM, diabetes mellitus no dependiente de insulina), que afecta al 90-95% de
los pacientes diabéticos, se origina por una resistencia a la accion de la insulina
acompafada de una insuficiente produccibn compensatoria de la misma. Ademas,
conforme avanza la enfermedad, ocurre un deterioro progresivo de las células B, lo que
resulta finalmente en una deficiencia de insulina y la necesidad de suministrarla.” Este tipo
de diabetes se presenta sobre todo en pacientes que sobrepasan los cuarenta afios de
edad y su incidencia se ha visto incrementada en la poblacién actual debido a malos
habitos alimenticios y a la reduccién de actividades fisicas. Otro factor que contribuye al
desarrollo de la enfermedad es la obesidad.®

Por dltimo, la diabetes gestacional se manifiesta en un pequefio porcentaje de mujeres
durante el embarazo, las que corren el riesgo de que esta se convierta en crénica con el
tiempo. Por otra parte, los riesgos para con el bebé son que pueda nacer con un tamafio
anormal, hipoglicemia e ictericia.®

1.1.3 Patologia y tratamiento

Los sintomas que caracterizan a la diabetes mellitus son, ademas de la hiperglucemia,
poliuria, glucosuria, polidipsia, pérdida de peso, polifagia y cetoacidosis; esta Ultima se
manifiesta solo en etapas avanzadas de la enfermedad. Pueden verse comprometidos los
ojos, rifiones, sistema nervioso, piel y sistema circulatorio; ademas, los enfermos sufren
con frecuencia infecciones y una mayor incidencia de arterioesclerosis.?

Los trastornos presentes en los pacientes con diabetes comprenden alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas.” Estas deficiencias metabolicas
conducen a graves complicaciones micro y macrovasculares, y neurolégicas como
enfermedades cardiovasculares, nefropatia, neuropatia, retinopatia y amputacion de
miembros inferiores. Estas complicaciones son responsables de la alta tasa de mortalidad
de la diabetes.

El tratamiento para los pacientes con diabetes tipo 1 consiste en inyecciones diarias de
insulina. En el caso de diabetes tipo 2 resulta crucial una modificacion radical del estilo de
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vida que incluya una mayor cantidad de actividades fisicas, ademas de una dieta baja en
carbohidratos y azlcares. Sin embargo, generalmente se requiere ademas de una terapia
farmacoldgica.’

En la Tabla 1 se muestran los cinco tipos de farmacos orales, todos de naturaleza
organica, empleados actualmente para el tratamiento de la diabetes tipo 2. La desventaja
principal de estas drogas es que ninguna de ellas es capaz de sustituir el efecto
hipoglicemiante global de la insulina, puesto que cada una posee un efecto metabdlico
especifico. Otras desventajas son sus serios efectos colaterales adversos y una
disminucion de su efectividad conforme se prolonga el tratamiento. Por las razones
mencionadas, es usual recurrir a una terapia combinada e incluso, en fases mas
avanzadas de la enfermedad, al suministro de dosis de insulina o analogos de la misma.
Por ejemplo, cominmente se inicia el tratamiento con biguanidas, luego se las
complementa con una sulfonillrea y, si aun asi no se logra un adecuado control glicémico,
se recurre por Ultimo a un tercer tipo de droga (tiazolidinedionas o inhibidores de alfa-
glucosidasa).”

Tabla 1. Mecanismo de accién y desventajas de farmacos antidiabéticos orales
organicos.”*°

Tipo Mecanismo de accién Efectos secundarios

Sulfonildreas 'y | Estimulan secrecién de insulina Aumento de peso e hipoglicemia
glinidas

Biguanidas Disminuyen produccion hepética | Efectos gastrointestinales adversos,
de glucosa mayor produccion de lactato

Tiazolidindionas | Mejoran utilizacién de glucosa | Aumento de peso, edema, retencién
en musculo y adipocitos de liquidos, anemia

Retardan ruptura de
Inhibidores de | carbohidratos a monosacaridos | Efectos gastrointestinales adversos

alfa-glucosidasa en intestino, demorando

absorcion de glucosa
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1.2 Insulina

1.2.1 Introduccion

La insulina, identificada a finales de 1920 por Banting y Best en pancreas de perro, fue la
primera hormona descubierta. Esta proteina es sintetizada en las células B del pancreas
como proinsulina, que consta de 3 dominios y es la precursora de la insulina.
Posteriormente, al momento de su liberacién a la sangre, la proinsulina se divide en sus
dos componentes: la insulina propiamente dicha y el péptido C.**

La insulina es una proteina de peso molecular relativamente bajo (5,9 kDa), que consta de
51 aminoacidos distribuidos en 2 cadenas, las cuales estan unidas entre si por tres
puentes disulfuro.™

Figura 2. Estructura tridimensional de un dimero de insulina. Los tres puentes disulfuro se
muestran de color verde.*?

La insulina es secretada por el pancreas cuando la concentracion de glucosa en la
sangre, proveniente de la absorcion gastrointestinal, se eleva. Su accion metabdlica
consiste en la estimulaciéon de la toma del exceso de glucosa sanguinea por las células y
su conversion a formas de almacenamiento en los tejidos periféricos: como glicogeno (en
el higado y musculos) y como triacilgliceroles (en el tejido adiposo). Otra funcion
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importante de la insulina es el control de la produccion hepatica de glucosa mediante la
inhibicibn de la gluconeogénesis (sintesis de glucosa a partir de precursores mas

pequefios como piruvato, glicerol o lactato) y la inhibicién de la lip6lisis en hepatocitos y
79,11

adipocitos (Figura 3).

PANCREAS .

— .

DEINSULINA

HIGADO. GLUCOSA

PRODUCCION SANGUINEA
HEPATICA

CONSUMO DE
GLUCOSA
PERIFERICA

SISTEMA NERVIOS O ADIPOCITOS

Figura 3. Regulacién de la glucosa sanguinea por parte de la insulina. Traducido y adaptado de la
referencia 7.

1.2.2 Mecanismo molecular de accion de lainsulina en la regulacién de glucosa

Un aumento en la concentracién de la glucosa sanguinea, proveniente de la absorcion
gastrointestinal, conduce a una estimulacion de la liberacién de insulina por el pancreas.
Los transportadores GLUT?2 transportan la glucosa a las células 3, en donde es convertida
inmediatamente en glucosa 6-fosfato por la enzima hexoquinasa IV y entra al ciclo de
glucdlisis. El incremento en la velocidad del catabolismo de la glucosa aumenta la
concentracion de ATP, lo que ocasiona que se cierren los canales transportadores de
potasio (regulados por ATP) de la membrana plasmatica. La reduccion en la salida de los
iones potasio despolariza la membrana, por lo que se abren los canales de calcio. La
entrada de los iones calcio a la célula provoca la liberacion de insulina por exocitosis.™

El metabolismo regulador de la glucosa se inicia en el receptor enzimatico de la insulina
situado en la membrana plasmatica, el cual consiste de dos subunidades a ubicadas en la
superficie extracelular de la misma y dos subunidades 3 en el lado citosdlico. La cascada
enzimética se desencadena con la union de la insulina al receptor enzimatico en la

6
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subunidad a lo cual estimula la fosforilacion en el residuo tirosina (Tyr) de la subunidad
con el concomitante cambio conformacional que promueve su actividad quinasa. Como
consecuencia, proteinas cercanas como las pertenecientes a la familia del substrato
receptor insulinico (IRS) son fosforiladas. Una vez activado, el IRS-1 actlla como puerto
de proteinas con dominio SH-2 como la fosofoinositol-3-quinasa (PI3K) en su subunidad
p85. La unidn al IRS-1 activa a la PI3K en su subunidad p110 y estimula la migracion de
la enzima en cuestidon hacia la membrana plasmatica donde fosforila al fosfatodilinositol-
4,5-bifosfato (PIP;) convirtiéndolo en fosfatodilinositol-3,4,5-trifosfato (PIPz). La mayor
concentracion de PIP; atrae a las fosfatodilinositol-proteina dependiente quinasa-1
(PDK1) y proteina quinasa B (PKB) a la membrana plasmatica, en donde esta ultima
proteina es activada mediante fosforilacion en su residuo Ser por el PDK1.41314

La insulina
se enlaza al
receptor

Espacio
extracelular

.
8 :
déjsaz--x,,-a:m

PEIPII @ 2T TP o @ IR e I

ATP— -
“ &

Ty Tve ) Tirosina | Tyrg
_ l" - quinasas
4 .
Proteina ®,I_' > ADP
yr ¢

.

)} Efectos insulinicos
»

Citosol intracelulares

Figura 4. Representacion esquematica del inicio del metabolismo regulador de la glucosa por parte
de la insulina.™*

La PKB es la enzima responsable, dentro de la cascada de sefializacion de la insulina, de
promover tanto la toma de glucosa por las células como su conversion a glicégeno en los
tejidos periféricos. Su activacion estimula, por un lado, la translocacion y posterior fusion
del transportador de glucosa tipo 4 (GluT4), el principal transportador de glucosa en los
musculos y tejidos adiposos, con la membrana plasmatica. El consiguiente aumento de la
cantidad de GLUT4 en la membrana incrementa la velocidad de captacion de glucosa
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hasta en quince veces. Por otro lado, la PKB también juega un papel importante en la
activacion de la glicogeno sintasa (GS), la enzima responsable de la sintesis de
glicogeno, al inactivar por fosforilacion en su residuo serina (Ser) a la glicégeno sintasa 3
quinasa (GSK3). Esta ultima, en su forma activa (no fosforilada) inhibe a la GS. Ademas,
la insulina activa a la otra enzima que regula la GS, la proteina fosfatasa 1 (PP1), la cual
defosforila y, por lo tanto, activa a dicha sintasa.***>4*°

1)

IRS-1, fosforilado por el receptor
insulinico activa a PI-3K.

PI1-3K convierte el PIPz en PIP:

3 "
— __(IRSI)
GSKa3, inactivado por (p) = 20 T
la fosforilacién, no puede Ny
convertir a la glicogeno VI-3K) gues—-—PIP,
sintasa en su " GSK3 ~
forma inactiva por fosforilacion, | ( inactivo ,@ \ : Q,-/' (T PIP;
por lo tanto GS permanece activa { PKB™ 5
P N el PKB unido a PIP3 fosforila
Cinacivo)) ! a GSK3 en un residuo
-y o\, - Ser inactivandolo
\* (" GSK3 g
(1 / (activo) | — i
&N /\,—\// cii | v\ N /
— ARG
- lactivo) ) Y
7 s v\\ S, \\_‘, .,~
/' ,l\ A\ &L GluT4
e —@
Glicogeno \ '
= @ Glucosa
4 .x»/ ~ & —— e ~
o /" { e 2/ PKB estimula el movimiento
_La sintesis de‘ / ' de los transportadores de
glicogeno a partir / glucosa GluT4 desde vesiculas
de glucosa es acelerado intracelulares hacia la membrana

plasmatica, incrementando la
toma de glucosa

Figura 5. Representacion esquematica de la cascada enzimatica de activacion de la glicogeno
sintasa (GS) y conversion de glucosa a glicogeno.™

Es importante mencionar dos efectos negativos dentro de la cascada enzimética de la
insulina. Uno de ellos es la fosforilacion de residuos Ser tanto en la subunidad 3 del
receptor como en la proteina IRS, la que compite con la fosforilacion de los residuos Tyr,
gue da inicio a la cascada enzimatica. El segundo, es la rapida defosforilacion del receptor
enzimatico y sus sustratos por una proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)."
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1.3 Vanadio y su potencial como metalofarmaco antidiabético

1.3.1 Propiedades quimicas y bioldgicas del vanadio

El vanadio, elemento de numero atomico 23 y peso atémico 50,94 g/mol, tiene una
abundancia relativa en la corteza terrestre de aproximadamente 0,2%. Este elemento
presenta una quimica extremadamente compleja al adoptar un amplio rango de estados
de oxidacion, desde el -1 hasta el +5.67

En solucion acuosa, el vanadio cambia con facilidad su estado de oxidacion, dados los
valores relativamente pequefios de los potenciales estdndar involucrados. La estabilidad
de una determinada especie depende fuertemente del pH; asi, mientras que a pH < 3,5 el
V" se encuentra bajo la forma del catién vanadilo (VO?"), en soluciones muy basicas la
forma predominante es el anién vanadato (VO,*).'®

En complejos, el nimero de coordinacién (NC) mas comuan del vanadio es 6, aunque para
los estados de oxidacion mas estables, +4 y +5, es relativamente comun el NC 5. En
particular, el catién VO, especie dominante del estado de oxidacién +4, tiene una
marcada preferencia por este numero de coordinacién y forma complejos con geometria
de piramide cuadrada en donde el atomo de oxigeno se encuentra en la posiciéon apical
por encima del plano ecuatorial, formando un enlace multiple con el vanadio (un ¢ y dos
). Sin embargo, el enlace se representa como doble (V=0) debido a que la dy.c no es lo
suficientemente corta (1,57-1,68 A).*® De encontrarse ocupada la sexta posicién por una
molécula de solvente, este enlace es mas débil por efecto de la donacién electrénica
ejercida por el oxigeno en posicion trans.

Bajo condiciones fisiologicas, este metal presenta principalmente los estados de oxidacion
+4 como el cation vanadilo y +5 como la especie H,VO,. A través del plasma sanguineo,
el vanadio es transportado por proteinas plasmaticas que cumplen una funcion
estabilizadora, como la apotransferrina y la albumina, siendo la afinidad del vanadilo por la
primera diez veces mayor. En el citosol, la especie predominante es el ion vanadilo, que
en este medio forma complejos estables con biomoléculas mas pequefas, en particular el
citrato.’

El vanadio es uno de los metales incluidos en la lista de micronutrientes considerados
esenciales para el metabolismo, desarrollo y crecimiento de los mamiferos. En seres
humanos, la ingesta diaria de este elemento varia entre 10-60 g, la concentracion
plasmatica es de 20 nM y la cantidad total aproximada en el cuerpo se encuentra entre
100 y 200 ug. En el afio 1977, se demostrd por primera vez que el vanadio tenia accién
biol6gica cuando se describioé su funcion inhibitoria de la ATPasa transportadora de sodio
y potasio. Posteriormente se encontré que también inhibe otras ATPasas™ y que
interviene en un mecanismo complementario a la regulacién de la bomba de Na*/K* en los
eritrocitos. Ademas, el metal participa en el transporte de electrones en organelos
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celulares de organismos como los tunicatos y es un biometal activo en las enzimas
bromoperoxidasa y nitrogenasa presentes en algas.’”° Sin embargo, el efecto biol6gico
de vanadio que ha despertado el mayor interés por su potencial terapéutico es su accion
insulino-mimética, la que seré discutida en el siguiente acapite.

A pesar de su importancia en sistemas biol6gicos, concentraciones altas de vanadio en
mamiferos estan asociadas a efectos toxicos. La toxicidad del metal varia de acuerdo al
modo de administracion, a la forma quimica en que se encuentra y también de acuerdo a
la especie animal de la cual se trata. En este contexto, se ha determinado que el V" como
cation vanadilo es quince veces menos toxico que el vanadato (V"). El principal sintoma
de envenenamiento con vanadio es el sufrir problemas gastrointestinales y, aunque en
raras ocasiones, de lengua verde. La acumulacion de vanadio en tejidos (sobre todo
06se0) es peligrosa y se requieren mas estudios para evaluar adecuadamente este
problema.”’

1.3.2 Efectos insulino-miméticos del vanadio y su mecanismo molecular de accidon

El mecanismo de la accion insulino-mimética del vanadio aun no ha sido dilucidado por
completo. Se ha demostrado que, al igual que la insulina, el vanadio estimula el transporte
de glucosa hacia el interior de las células, la sintesis del glicbgeno a partir de glucosa-6-
fosfato y la lipogénesis. Por otro lado, inhibe la produccion hepética de glucosa (HGP) y la
lipolisis.

El primer mecanismo propuesto y aun vigente relaciona su accion insulino-mimética con
su capacidad de inhibicion de las proteinas tirosina fosfatasas (PTPasas) y, en particular,
de la PTP-1B, la principal PTPasa que desactiva por defosforilacion al receptor de insulina
e inhibe la acciéon de esta hormona. De este modo, el vanadio activaria indirectamente al
IRS-1, lo que da inicio a la cascada de sefializacion de la insulina.”

Por otro lado, se ha encontrado que el vanadio actia también sobre sitios especificos
dentro de la cascada. El vanadio estimula la sintesis del glicogeno mediante la activacion
directa de la PP1 que, como se mencion6 anteriormente, es una de las dos enzimas
responsables de la regulaciéon de la glicdgeno sintasa. En cuanto a la toma de glucosa
desde los tejidos periféricos, el vanadio, al igual que la insulina, induce la translocacion de
los transportadores GLUT4 desde el citosol hacia la membrana plasmatica, en este caso
mediante una restauracion de los niveles del mMARN GLUT4. El mecanismo exacto no es
aun del todo claro y se han propuesto caminos tanto dependientes como independientes
de la P13-K.*
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Figura 6. Sitios potenciales para la accion del vanadio en la cascada de sefializacion de la insulina.
En azul se muestran los puntos en los que el metal actuaria directamente, mientras que en naranja
aquellos donde actuaria por un mecanismo alterno. Traducido y adaptado de la referencia 20.

En lo que se refiere a la regulacion de la produccién hepética de glucosa, el vanadio
ejerce un efecto inhibitorio sobre la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la
glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa), las dos enzimas responsables de estimular la
gluconeogénesis. Se ha demostrado mediante estudios in vivo que el vanadio normaliza
los elevados niveles de actividad de estas enzimas en el higado de diferentes modelos
animales, aparentemente por un mecanismo complejo e independiente del sistema PI3-K /
PKB. Un segundo mecanismo de inhibicién de la HGP por el vanadio se da mediante la
correccion de los elevados niveles de glucagén, hormona secretada por las células a del
pancreas. El glucagon, al unirse con su receptor, da origen a una cascada de sefializacion
que culmina con la activacién de la PEPCK y la G-6-Pasa. Al disminuir los niveles de
glucagén, el vanadio inhibe indirectamente la gluconeogénesis.?

Finalmente, el vanadio también es capaz de modular el metabolismo de los lipidos,
favoreciendo la lipogénesis y desactivando la lipdlisis. El mecanismo de accién
antilipolitica no se encuentra aun esclarecido; sin embargo, existe cierta evidencia de que,
a diferencia de la insulina, el vanadio no actla directamente sobre la cascada de
sefializacion lipolitica. La accion antilipolitica del vanadio se deberia principalmente a la
inhibicion de PTPasas de membrana, lo cual activaria a PTKs (proteinas tirosinas
quinasas).’
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1.3.3 Compuestos de vanadio en el tratamiento de diabetes

Existen tres clases generales de compuestos de vanadio que han mostrado actividad
insulino-mimética: sales inorganicas del metal como vanadatos o vanadilos, complejos
peroxo y compuestos quelados de vanadio con ligandos organicos.

En lo que se considera como el primer reporte acerca de las propiedades insulino-
miméticas del vanadio, Lyonnet y colaboradores observaron en 1899 que la
administracion de metavanadato de sodio disminuyé el nivel de glucosa en la orina en
pacientes diabéticos. Luego, en la década de 1960, se observd, aunque no en todos los
casos, la disminucién de colesterol en el plasma sanguineo de pacientes tratados con
vanadio. Posteriormente, en 1979, se renovd el interés por el potencial antidiabético de
las sales de vanadio cuando Tolman y colaboradores reportaron que el tratamiento con
sales de vanadio estimula el transporte y oxidacién de glucosa en adipocitos, la sintesis
de glicogeno en el higado y la inhibicién de la gluconeogénesis en hepatocitos.?®

En la década de los afios 80, se realizaron numerosos estudios con sulfato de vanadilo y
metavanadato de sodio en pacientes con diabetes tipo 1 y 2. Se observé que la dosis
diaria de insulina se redujo hasta en un 14% en pacientes de diabetes tipo 1, mientras que
en el caso de los pacientes con diabetes tipo 2 se incrementd la sensibilidad hacia la
insulina. Esta mejora en los pacientes dur6 incluso hasta dos semanas después de
retirarles el tratamiento, lo que se atribuye, sobre todo, a que se produjo una buena
acumulacion de vanadio en el cuerpo sin alcanzar niveles de toxicidad.’

Si bien los estudios iniciales se realizaron con sales inorganicas de vanadio,
posteriormente las investigaciones se centraron en los complejos de vanadio (IV) con
ligandos organicos al demostrarse que son mas efectivos en su accion hipoglicemiante,
menos toxicos y mejor tolerados por el organismo, disminuyendo asi los efectos
secundarios. Esto es consecuencia de un aumento de estabilidad y mayor tiempo de
permanencia en el plasma, lo que mejora su bioabsorcién, que ocurre por difusion pasiva
a través de las membranas celulares.*®*#

El primer ensayo en humanos usando un complejo de vanadio, el
bis(etilmaltolato)oxovanadio (IV), BEOV, completd en el afio 2000 la fase | y en el 2008 la
fase lla. En la primera fase, se determind la seguridad y tolerancia a una Unica dosis oral
creciente de la droga (10-90 mg) en 40 voluntarios sanos. El estudio farmocinético
comparativo con VOSO, mostré que el BEOV es absorbido mas rapido, que alcanza una
mayor concentracion plasmatica maxima y presenta una biodisponibilidad tres veces
mayor que la de una dosis equivalente de VOSO,, corroborando resultados anteriores en
animales de laboratorio. No se observaron efectos adversos sobre ninguno de los
individuos de la poblacion en estudio.”® En la fase lla, cuyo objetivo era determinar la
seguridad y eficacia de una dosis diaria de 20 mg de BEOV (3 mg de V), se administro
oralmente la droga por 28 dias a pacientes de diabetes tipo 2. Se observo una buena
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tolerancia a la dosis de BEOV durante todo el periodo de tratamiento y, en la mayoria de
pacientes, un efecto positivo en la reduccion del nivel de glucosa plasmatica en ayunas.
Ademas, se observd una mejora en el test de tolerancia oral a la glucosa mientras que los
niveles de hemoglobina glicosilada (HbA;.), un indice del nivel de glucosa promedio en la
sangre del paciente durante los Gltimos dos o tres meses, disminuyeron o se mantuvieron.

En contraste, todos estos parametros del estado diabético empeoraron en los pacientes
tratados con placebo.?*
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1.4 Sistemas poliméricos de transporte y liberacién controlada de farmacos

1.4.1 Introduccidn y caracteristicas generales

Los farmacos convencionales para el tratamiento de las diversas enfermedades, incluidos
aqguellos orales para la diabetes tipo 2, adolecen en mayor o menor grado de una serie de
deficiencias que limitan su efectividad e introducen efectos colaterales adversos. El
desarrollo de conjugados polimero-droga, una técnica que involucra la unién
biorreversible del agente activo a un vehiculo polimérico hidrosoluble y de disefio
apropiado, constituye una opcion atractiva y sumamente prometedora en la investigacion
avanzada de farmacos de liberacién lenta y controlada.?

El dramatico aumento del peso molecular (M,,) del conjugado respecto a los farmacos
convencionales produce un cambio radical en la farmocinética de la droga. EI componente
polimérico cumple un papel protector, lo que permite que el agente terapeutico “viaje”
esencialmente intacto a través del sistema circulatorio, llegue a los distintos 6rganos y
tejidos vy, gracias a su naturaleza hidrosoluble, acceda al espacio intracelular por el
mecanismo activo de pinocitosis. De esta manera, el conjugado ingresa a la célula, donde
libera al agente activo y este finalmente ejerce su accion.”>%

Para que el sistema polimérico cumpla cabalmente su papel de transporte y proteccién del
agente activo, debe incluir en su disefio basico ciertas caracteristicas estructurales:

e una cadena principal flexible, no téxica, biocompatible y biodegradable; y
e cadenas laterales que contengan unidades solubilizantes, ligantes v,
eventualmente, sitio-especificas.

Las unidades solubilizantes son aquellas que cuentan con grupos hidrofilicos que
confieren al complejo el caracter hidrosoluble necesario para permitir una rapida
distribucion del conjugado en el sistema circulatorio. Ademas, su solubilidad previene su
captura y eliminacion por el sistema reticulo-endotelial (RES), que desecha las particulas
no disueltas que ingresan a los fluidos corporales.?”®

Asimismo, como se menciond anteriormente, el caracter hidrosoluble del conjugado
permitira su ingreso a la célula por pinocitosis, mecanismo que consiste en una
invaginacion del polimero por la membrana celular para su posterior liberacién en el
interior de la misma por ruptura hidrolitica o enzimatica (Figura 7). Este mecanismo es
mas eficiente que el de difusion pasiva, tipico de compuestos moleculares, ademas de
eludir los problemas de ionicidad y polaridad inherentes al mismo.?>?’
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Figura 7. Esquema del mecanismo de pinocitosis. Un substrato se une a la membrana celular y es
introducido al citoplasma por invaginacién de la misma. Luego, la vesicula formada se une a un
lisosoma para hidrolizar o romper el substrato ingerido. Traducido y adaptado de la referencia 29.

Por otro lado, para que una unidad cumpla funcién ligante, debe contener grupos
funcionales apropiados para una union biorreversible (conjugacion) del tipo covalente o
iGnica a la droga, sea esta de naturaleza organica o un metal. Los enlaces que conectan
el polimero con la droga deben permanecer intactos durante su transito a lo largo del
sistema circulatorio, no deben presentar modificaciones debido al pH y solo experimentar
ruptura durante el proceso de entrega del agente activo a los lisosomas en el interior de la
célula. Ademas, estos sitios de unién no deben encontrarse impedidos estéricamente,
tanto para poder anclar el substrato como para poder liberarlo sin dificultad.?®

Las unidades sitio-especificas contienen entidades quimicas afines a los tejidos a los que
se desea direccionar preferentemente la droga. La inclusién de estas unidades en la
arquitectura polimérica complica en cierta medida la sintesis de la macromolécula por lo
gue no son tan comunmente utilizadas.

Por dltimo, un aspecto importante a resaltar en la arquitectura molecular de los vehiculos
poliméricos es la inclusion de espaciadores, es decir, cadenas conectoras entre la cadena
principal del polimero y el sitio de anclaje de farmaco. Estos espaciadores cumplen, entre
otras, la funcién de alejar a la droga de la matriz polimérica de modo que se encuentre
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mas accesible estéricamente para su liberacion en los lisosomas.”® Los espaciadores, sin
embargo, podrian presentar ciertas complicaciones si contuviesen grupos capaces de
generar reacciones de condensacion indeseadas (por ejemplo, grupos hidroxilo), con el
consiguiente aumento de peso molecular. *

En lo que respecta a la efectividad terapéutica de una droga, se busca que esta se
encuentre en un rango 6ptimo de concentracion plasmética; por encima de un limite
inferior que garantice su actividad y por debajo de un limite superior que asegure su no-
toxicidad.?

En este sentido, el polimero cumple un papel determinante en mantener la concentracion
de la droga dentro del rango 6ptimo, pues su funcién protectora prolonga el tiempo de
permanencia de la misma en el sistema circulatorio y aumenta su biodisponibilidad hacia
los diferentes 6rganos y tejidos. La naturaleza polimérica del portador reduce la
permeabilidad vascular gracias a su alto peso molecular, minimiza reacciones
competitivas con proteinas y otras biomoléculas capaces de unirse fuertemente a la droga
y la protege de una eventual degradacién enzimética. La unién biorreversible al polimero
permite al mismo tiempo una liberacion controlada del agente activo, impidiendo asi una
acumulacion del mismo y disminuyendo drasticamente los efectos téxicos de la droga
libre.?

Por otro lado, el lograr una concentracion adecuada del conjugado polimero-droga en la
sangre resulta de un balance entre su recepcidn por los tejidos y su velocidad de
remocién por una combinacién de excrecion renal y eliminacion metabdlica por el higado
y otros componentes del sistema reticulo-endotelial. En este contexto, el peso molecular
(Mw) del polimero y méas especificamente su volumen hidrodindmico, que toma en cuenta
ademas su forma y flexibilidad, influyen de modo critico en los mecanismos de excrecion
del mismo con el consiguiente efecto sobre su farmocinética y biodistribuciéon. Teniendo
en cuenta que la eliminacién renal constituye el principal mecanismo de excrecion del
polimero del cuerpo, un criterio referencial para el disefio de vehiculos poliméricos
lineales es que su Mw debe estar en un rango apropiado para que su didmetro
hidrodinamico sea del mismo orden de magnitud que el de los poros glomerulares de los
rifones y no sea excretado demasiado rapido. Ademas del tamafio, la forma y flexibilidad
del polimero influyen sobre la velocidad de filtracion renal, asi, por ejemplo, para un
mismo peso molecular, los polimeros lineales poseen un tiempo de vida media en el
organismo considerablemente menor que los globulares o los ciclicos, pero mayor que los
tubulares.?’**

Finalmente, es importante destacar la necesidad de que el polimero sea biodegradable,
pues de esta manera se hard posible la eliminacion gradual de los fragmentos por via
renal y se impedird su acumulacion en el organismo con los consiguientes efectos téxicos.
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1.4.2 Conjugados polimero-droga como agentes terapéuticos

Como se ha discutido ampliamente en el acdpite anterior, el disefio y construccién del
vehiculo polimérico resulta fundamental para el éxito terapéutico de un farmaco polimero-
droga. Entre los polimeros que cumplen con los requisitos estructurales y quimicos
necesarios, los mas utilizados son las a,B-DL-poliaspartamidas, las poli(lamidoaminas) y
las N-(2-hidroxipropil)metacrilamidas (HPMA).?

La novedosa técnica de la conjugacion de agentes terapéuticos a vehiculos poliméricos
se ha centrado hasta el momento en el desarrollo de conjugados con actividad
anticancerigena. En sus origenes, se limité al uso de las clasicas drogas antitumorales
organicas usadas en quimioterapia (daunorubicina, metotrexato, doxorubicina, etc.) como
componente activo, para mas adelante extenderse a la conjugacion de metalofarmacos
basados en ferroceno y cisplatino.?%

0Cco
/ \
/ \ N oc:o C “H)N
Cisplatino Carboplatino Oxaliplatino Ferroceno

Figura 8. Metalofarmacos basados en feroceno y cisplatino utilizados en el desarrollo de
conjugados con actividad anticancerigena. Traducido y adaptado de la referencia 25.

El conjugado del copolimero HPMA-Gly-Phe-Leu-Gly con doxorubicina, que alcanz6 fase
clinica I/1l, tiene un Mw de 30 kDa y un contenido de droga de 8,5%. La dosis maxima
tolerada de doxorubicina es cinco veces mayor cuando se administra como conjugado
que cuando se administra como droga libre; ademas, no se observaron los tipicos efectos
adversos del farmaco no coordinado.”

Los conjugados polimero-droga de segunda generacion utilizan paclitaxel o
camptotecinas. La baja solubilidad en agua y diversos efectos adversos de estas drogas
anticancerigenas fueron superados gracias a su union al vehiculo polimerico. Se han
desarrollado diversos conjugados que han alcanzado fase clinica como, por ejemplo:
HPMA-paclitaxel, HPMA-camptotecinas, PEG-camptotecinas y PGA-paclitaxel. Este
ultimo, basado en una poliaspartamida como vehiculo polimérico, ha logrado alcanzar la
fase Il/lll de ensayos clinicos y constituye el primer caso de un polimero biodegradable
utilizado para sintesis de conjugados; ademas, posee un Mw de 40 kDa, union ester entre
el polimero y la droga y un altisimo contenido del agente activo (37%).?°
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En lo referente al uso de metalofarmacos como componente activo del conjugado, los
mas comunes en el campo de los anticancerigenos son aquellos basados en cis-platino
(I y ferroceno. Para aquellos de cis-platino (Il), se han usado dos variantes de conjugado
polimero-metal. En la primera, los grupos amino necesarios para la actividad de la droga
forman parte de las cadenas laterales del polimero y desplazan a los aniones cloruro del
tetracloroplatinato (Il) usado como fuente del metal. El resultado es una estructura que
contiene al Pt ligado fuertemente al portador y la liberacion del centro activo se da por
ruptura de una union covalente de un segmento de la cadena lateral por accion
enzimatica. En el segundo caso, por el contrario, los grupos amino forman parte del
complejo que se usa como fuente del metal; la droga se une al polimero por medio de
grupos carboxilato y/o hidroxilo terminales y la ruptura es méas bien hidrolitica.?

Los conjugados copolimero HPMA-carboplatino (1) y copolimero HPMA-oxaliplatino (ll) se
encuentran ya en la etapa de ensayos clinicos. El primero tiene un Mw de 25 kDa, un
contenido de platino de 7% y presenta un mayor indice terapéutico que el carboplatino
puro en numerosos modelos tumorales. El segundo presenta actividad terapéutica
superior, en comparacién con el oxaliplatino puro, en ciertos modelos de cancer; ademas,
este conjugado es mas efectivo que el cisplatino en ciertos tumores que han desarrollado
resistencia o no presentan sensibilidad al mismo.*

En un trabajo reciente, Ohya y colaboradores desarrollaron un conjugado de cisplatino
que incluia cadenas laterales provistas de unidades galactosa afines al tejido hepético
gue resultaron ser de citotoxicidad especifica hacia un tipo de hepatocarcinoma. Sin
embargo, la utilidad de la inclusién de unidades directivas, en general, ain es materia de
discusi6n.*

Con respecto a los conjugados con ferroceno, existe evidencia en el sentido de que son
mas efectivos y menos toxicos que sus pares con platino; sin embargo, su uso como
agentes quimioterapéuticos se encuentra ain en una fase experimental.?®

En el caso del desarrollo de conjugados con metalofarmacos de accion antidiabética, la
investigacion es aun muy limitada. Recientemente, se ha propuesto un conjugado
polimero-vanadilo basado en quitosano como vehiculo polimérico de origen natural®,
mientras que Sakurai y colaboradores han desarrollado un conjugado con un polimero
sintético, el poli(y-glutamato)-oxovanadio (IV), el cual ha mostrado una mejorada accién
insulino-mimética con respecto a la droga libre tanto en ensayos in vitro como in vivo.****
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2 Disefio y sintesis del conjugado poliaspartamida-vanadilo

2.1 Disefio

Como ya se mencioné en el capitulo 1, los farmacos orales de origen organico
comercialmente disponibles para el tratamiento de la diabetes tipo 2 poseen serias
limitaciones en su efecto terapéutico, asi como efectos secundarios adversos. Esto ha
estimulado la busqueda de nuevas drogas orales basadas en agentes activos metalicos,
particularmente compuestos de vanadio y cinc complejados con ligandos orgénicos.**%"%

En investigaciones anteriores de nuestro grupo de trabajo se han sintetizado complejos de
vanadio y zinc con ligandos orgénicos del tipo cumarinico y polifenélico de potencial o
demostrada actividad hipoglicemiante, con miras a lograr un efecto sinérgico entre el
centro metélico y el ligando. Sin embargo, en los diversos complejos exitosamente
sintetizados y caracterizados, un problema comun aun no resuelto es la limitada
solubilidad tanto en solventes polares como no polares, lo cual dificulta su purificacion y
evaluacion biolégica a la vez que disminuye su potencial como farmaco
antidiabético.3¥4%4

Si bien nuestra investigacion en el campo de complejos de oxovanadio (IV) con ligandos
organicos de bajo peso molecular continla activa, la opcion de aplicar la novedosa
técnica de conjugacion polimero-droga al agente metdlico activo y conferir asi un caracter
hidrosoluble al complejo metélico resultd particularmente atractiva y motivd una
ampliacion de la linea de investigacion en Quimica Bioinorganica al campo de los ligandos
poliméricos.

El ligando polimérico debe actuar como un vehiculo transportador de la sustancia activa,
en nuestro caso el catién vanadilo, por medio de los fluidos corporales de base acuosa,
estabilizandolo y protegiéndolo de los agentes biolégicos presentes en el organismo
capaces de degradarlo. De esta manera, se logra aumentar su tiempo de vida media de
circulacién en sangre lo suficiente para propiciar una toma efectiva por los tejidos de los
organos de interés, lo que le permite ejercer eficientemente su accion terapéutica. Sin
embargo, el portador no debe permanecer luego por mucho tiempo en el organismo, sino
ser eliminado para minimizar efectos toxicos.?’

En un trabajo de tesis anterior, ya culminado con éxito y sustentado, se seleccioné para
complejar al agente antidiabético oxovanadio(lV) al ligando polimérico alfa,beta-poli(D,L-
acido aspartico), un polimero pseudosintético que reune las caracteristicas de ser
biodegradable, biocompatible, hidrosoluble y no toxico, ademas de poseer capacidad
ligante hacia centros metélicos.**

La actual propuesta contempla la sintesis de un nuevo conjugado en el que el ligando
polimérico poli(alfa,beta-D,L[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-
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(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida] (PASP-DC-MC), cuya estructura se puede
apreciar en la Figura 9, es una poliaspartamida derivatizada con la finalidad de introducir
un espaciador con grupos carboxilicos terminales en una disposicion geométrica
adecuada para una O6ptima complejacion al oxovanadio(lV). Asi, se puede obtener un
conjugado poliaspartamida-vanadilo con mayor potencial para su posible desarrollo como
agente antidiabético.

Las poliaspartamidas son facilmente sintetizadas por condensacion a altas temperaturas
del acido DL-aspértico en presencia de &cido fosférico y la posterior amindlisis del
intermediario polisuccinimida. Ademas, una adecuada seleccion de los amino nucledfilos
permite la introduccién de cadenas laterales que posean grupos funcionales terminales
solubilizantes, coordinantes y, eventualmente, también directores. Estos polimeros son
unos excelentes vehiculos transportadores de drogas por los siguientes motivos.

e Su alta solubilidad debido a (i) la flexibilidad de la cadena principal por la libre
rotacion de los enlaces simples del esqueleto polimérico que conduce a un
aumento de la entropia de la solucién y (i) a la presencia de cadenas laterales con
grupos terminales amino terciario, hidroxilo, etc. que incrementan la posibilidad de
formar enlaces de hidrégeno y/o de protonacion, generando eventualmente
especies catiénicas.?

e La accesibilidad al sitio de anclaje de la droga que, de contar el polimero con
cadenas laterales suficientemente largas que posean grupos terminales con
capacidad coordinante, no se encuentra impedido estéricamente.”®

e Su no toxicidad debido al uso del acido aspartico como monémero.?

e La biodegradabilidad del polimero por hidrdlisis en los enlaces CO-NH facilita la
excrecion renal de los fragmentos. Esto es de vital importancia, puesto que una
cadena polimérica de gran tamafio es resistente a la excrecion y su acumulacion
en el organismo puede generar toxicidad. La ruptura de los enlaces amido ocurre
de manera lenta y controlada, ademas resulta minima en los fluidos corporales (pH
aprox. 7,5) y se ve favorecida en el espacio endosomal (pH aprox. 5), que es el
sitio de entrega de la droga. Por ultimo, el hecho de que se trate de una a,3-DL-
poliaspartamida la hace resistente a la degradacién por actividad de la a-peptidasa
en el plasma sanguineo, enzima selectiva hacia los grupos CH con conformacion L
y unidades a-péptido.?

Por otra parte, el hecho de que el portador seleccionado sea una poliaspartamida sintética
hace posible un adecuado control de su peso molecular (Mw), el cual, como se mencioné
en el capitulo anterior, influye de modo critico en los mecanismos de excrecién del mismo
con el consiguiente efecto sobre su farmocinética y biodistribucién. Un Mw apropiado
asegura que el paso del polimero por los poros glomerulares de los rifiones no sea
demasiado rapido y permanezca el suficiente tiempo en el organismo para ejercer su
accion terapéutica. Se ha determinado que en los polimeros lineales el tiempo de vida
media en el sistema circulatorio aumenta dramaticamente a partir de los 25 kDa.™® Una
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caracteristica comun del polidcido aspértico y el nuevo ligando PASP-DC-MC, que
comparten con numerosos polimeros naturales biolégicamente activos, es su naturaleza
polianiénica. Se ha encontrado en este tipo de polimeros cargados una relacién entre el
peso molecular y la toxicidad, determinandose que esta Ultima aumenta drasticamente
cuando el peso molecular supera los 50 kDa.?®3!

El nuevo ligando polimérico PASP-DC-MC cumple con el disefio basico de un
transportador polimérico: contiene cadenas laterales con grupos carboxilicos terminales
gue actdan como sitios de anclaje al agente metalico activo o, por su caracter hidrofilico,
como grupos solubilizantes, lo que le confiere al polimero el caracter hidrosoluble
indispensable para el desarrollo de un conjugado efectivo.”®
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Figura 9. Estructura del poli(alfa,beta-D,L[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-
(carboximetil)-aminopropil)-aspartamida] (PASP-DC-MC).

La introduccion de un espaciador en el nuevo ligando polimérico constituye una mejora en
el disefio del portador con respecto al poliacido aspartico sintetizado en la tesis anterior.
La presencia de una cadena de longitud adecuada entre el esqueleto principal y los
grupos ligantes favorece, como se mencion6 anteriormente, la accesibilidad estérica del
agente activo al sitio de anclaje asi como su posterior liberacion intracelular.

En este contexto, en cuanto a la influencia de la naturaleza y longitud de un espaciador
sobre la efectividad de un conjugado polimero-droga, Trouet y colaboradores realizaron
estudios del grado de liberacion enzimética y eficacia terapeutica de la droga
anticancerigena daunorubicina unida covalentemente, via un espaciador peptidico de
longitud variable, a un portador albumina. Ensayos in vitro mostraron que, mientras que
en ausencia de espaciador el conjugado era completamente resistente a hidrolisis
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enzimatica y no ocurria liberacion del agente activo, el porcentaje de liberacién del mismo
recién fue significativo a partir del espaciador dipéptido (8%) y aumentd dramaticamente
en el tri y tetrapéptido (60-75%). Esto se atribuye al aumento de la accesibilidad estérica
del sitio de anclaje a la droga en los tri y tetrapéptidos por su mayor separacion de la
cadena principal. Ademas, estos Ultimos presentaron una gran estabilidad en el plasma
sanguineo y la maxima eficacia quimoterapeutica in vivo frente a un tipo particular de
leucemia.*®

Por otro lado, Neuse y colaboradores estudiaron la actividad citotoxica de conjugados
poliaspartamida - monoaminoplatino(ll) con diferentes espaciadores, oligo y polidxido de
etileno, hacia un tipo de carcinoma cervical. La menor efectividad del polioxido se ha
atribuido a una liberacion enzimética retardada de la especie activa originada por la
excesiva longitud de la cadena que obstaculizaria el acercamiento de la enzima, ademas
de una difusion méas lenta del complejo monomérico libre a través de la membrana
lisosémica.*

En lo referente a la fortaleza del enlace del agente activo al polimero, en el complejo
PASP-DC-MC-oxovanadio(lV) la unién polimero-vanadilo es particularmente fuerte dada
la alta afinidad del ion duro oxovanadio(lV) por ligandos con &tomos donadores oxigeno y
MAs aun si estan cargados nhegativamente como ocurre con los grupos carboxilato.

El copolimero propuesto como vehiculo polimérico presenta la ventaja de poseer ambos
tipos de grupos carboxilato, mono y bidentados. Estos ultimos conducen a la formacién de
anillos quelato relativamente pequefios, en nuestro caso de 8 miembros, los cuales son
mas estables a una disociacion del centro metalico activo - que los que ligan via grupos
monodentados- tanto desde un punto de vista cinético como termodinamico. Este hecho
se aprovecha, por ejemplo, en el disefio de conjugados con el agente antitumoral
cisplatino en el que el componente polimérico coordina como en nuestro caso via grupos
carboxilato; se prefiere incorporar a la cadena principal aquellos del tipo bidentado de
geometria 1,1 6 1,2.°

De esta manera, el PASP-DC-MC podra cumplir a cabalidad su papel protector,
permitiendo un “viaje” seguro del agente antidiabético oxovanadio (IV) a lo largo del
sistema circulatorio para recién liberarlo en el espacio intracelular donde ejercera
finalmente su accién.

El conjugado polimérico a desarrollarse en este proyecto es hidrosoluble, en
consecuencia ingresara a la célula por el mecanismo activo de pinocitocis, diferente de la
menos eficiente difusién pasiva de los complejos monoméricos vanadilo con ligandos
organicos. Ademas, la liberacién del agente insulino-mimético en el interior del lisosoma
ocurriria no solo por un mecanismo enzimatico de ruptura del enlace péptido de la cadena
lateral, sino también por un mecanismo hidrolitico, favorecido por el cambio de pH del
medio.
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En este sentido, si bien en una etapa inicial las investigaciones en conjugados polimero-
cisplatino se orientaron al desarrollo de aquellos en que los dos ligandos amino de la
entidad activa formaban parte del esqueleto polimérico y la liberacion de la droga procedia
por ruptura enzimatica lenta de un enlace carboxamida, al reconocerse las ventajas de la
estructura basica del carbo y oxaliplatino frente al cisplatino, se reorientd la estrategia de
enlace de la entidad metalica activa hacia una coordinacion del metal via grupos
carboxilato incorporados al polimero. Esto Gltimo conduce a una variacion en la modalidad
de liberacién de la droga, que deviene a una ruptura hidrolitica.?®

Ensayos in vitro comparativos de conjugados polimero-platinato del tipo amino terminal
versus los carboxi terminal contra dos lineas celulares de cancer (cervical y de colon),
reflejan una importante superioridad en actividad citotoxica (valores de ICs,) de estos
ultimos, lo cual se atribuye a una liberacion mas facil del agente activo por el mecanismo
hidrolitico. En promedio, los conjugados mostraron actividades citotdxicas similares o
superiores, en un factor de 10 a 100, al cisplatino libre.?®

En nuestro caso particular, a diferencia de los conjugados con drogas de segunda
generacion basadas en cisplatino, en que el enlace coordinado del carboxilato al ion
blando platino (II) es mas débil y la ruptura es exclusivamente hidrolitica, cabe considerar
un mecanismo paralelo de liberacion por ruptura enzimatica del enlace péptido presente
en el espaciador.

Finalmente, el portador seleccionado PASP-DC-MC es, al igual que el alfa,beta-poli(D,L-
acido aspartico) empleado como ligando en la tesis anterior, de naturaleza pseudisintética
y biodegradabile.

En el campo particular de la diabetes y el vanadio Sakurai y colaboradores reportan en el
afo 2006 el conjugado polimero-droga oxovanadio(lV)-poli(y-acido glutamico), VO(y-pga).
Se determind por espectroscopia infrarroja, ultravioleta visible y resonancia de spin
electrénico que, en dicho conjugado, el cation VO?*" se enlaza via uno o dos grupos
carboxilato de la cadena principal al polimero, completandose la coordinacion piramidal
cuadrada con moléculas de agua.*®

Estudios in vivo, en modelos animales de diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, demostraron
que la administracién oral del VO(y-pga) casi normalizaba los niveles plasmaticos de
glucosa, produciendo a la vez mejoras sustanciales en otros indicadores asociados a la
enfermedad. Asimismo, por monitoreo mediante espectroscopia de espin electronico in
vivo de la variacion en concentracion de la especie activa paramagnética VO, se
encontré que su administracion por via intravenosa como conjugado lo mantenia por
mucho més tiempo y a concentraciones mas elevadas en el aparato circulatorio que en el
caso del VOSO,, confirmando asi el esperado y considerable aumento en su
biodisponibilidad.3*3>¢
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2.2 Sintesis y caracterizacion

El presente trabajo consistié en el disefio y sintesis de un complejo oxovanadio (V) con el
ligando polimérico poli(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-
)carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]), el cual fue sintetizado por carboximetilacion de
la poli-a,3-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamida], que a su vez es el producto de la
amindlisis de polisuccinimida con 1,3-propilendiamina.

A continuacion se presenta el esquema de sintesis utilizado en la presente tesis.

Policondensacién del acido aspartico Método de Neri y colaboradores

Sintesis de la polisuccinimida

Sintesis del PASP-AP

Amindlisis del PSI Método de Neuse y colaboradores

Sintesis del PASP-DC-MC

Carboximetilacion del PASP-AP Método de Neuse y colaboradores

Sintesis del VO-PASP-DC-MC

|¢

Coordinacién del VO2* al PASP-DC-MC Método desarrollado en el laboratorio de la PUCP

2.2.1 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)'.*" Se la
preparara mediante el método modificado de Neri y colaboradores y sera caracterizada
por espectroscopia *H-RMN.
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Figura 10. Sintesis de la polisuccinimida a partir del acido aspartico.

2.2.2 Determinacién del peso molecular de la polisuccinimida por el método de
viscosimetria capilar

El método de viscosimetria capilar se basa en la relacion existente entre el peso
molecular de un polimero y su viscosidad intrinseca. Esta Ultima puede ser obtenida a
partir de las medidas de viscosidad relativa de varias soluciones diluidas del polimero y
depende, entre otros factores, de la forma y tamafio de la macromolécula, el solvente
utilizado, la temperatura de trabajo, etc.*

El peso molecular promedio, M,, de un polimero se obtiene utilizando el valor de
viscosidad intrinseca en la ecuacion de Mark-Houwink:*&4°

[n] = K * Mv?

En donde K y a son constantes especificas para cada combinacién polimero-solvente a
determinada temperatura. En el caso de la polisuccinimida, dichas constantes toman los
valores de 0,0132 g/mL y 0,76, respectivamente, a 25 °C.*®

En este contexto, se debe tener en cuenta que el peso molecular obtenido por el método
de viscosimetria capilar se acerca mas al peso molecular promedio en peso, M,,, que a
aquel promedio en numero M,; estos Ultimos determinables por el método de
Cromatografia de Permeacién en gel (Gel Permeation Cromatography, GPC). Ademas, el
valor de M, es, en promedio, de 10 a 20% menor que el peso molecular promedio real M,,.
Asi, en general, se cumple que M,, > M, > M,.*

2.2.3 Sintesis del polimero intermedio, poli-a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamida]
(PASP-AP)

Las poliaspartamidas que poseen funciones amino primaria o secundaria separadas de la
cadena principal del polimero por un espaciador pequefio y biofisionable representan una
clase prometedora de vehiculos poliméricos. En este tipo de macromoléculas, los grupos
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amino pueden servir directamente como sitios de anclaje de drogas o se pueden
derivatizar para obtener grupos carboxilo terminales, entre otros.>

En vista de que las reacciones de anclaje de drogas o de derivatizacion de estos
polimeros son lentas y se dan mayoritariamente en medio acuoso, es necesario que los
espaciadores posean suficiente estabilidad hidrolitica para evitar el rompimiento de la
cadena principal durante las sintesis posteriores. Asimismo, la estabilidad de la cadena
principal es requisito para que se pueda lograr una actividad biolégica satisfactoria.>

Neuse y colaboradores sintetizaron una serie de macromoléculas basadas en cadena
principal de poliaspartamida con diferentes espaciadores con funciones amino terminales,
entre las cuales se encuentra la ‘PASP-AP’. Se determiné que para este tipo de
polimeros, aquellos con espaciadores de uno o dos carbonos sufren rompimiento
hidrolitico apreciable de la cadena principal después de haber sido sometidos a 48 h de
didlisis, a diferencia de las macromoléculas con espaciadores de tres 0 méas carbonos.*
En nuestro caso particular, se escogié un espaciador de tres carbonos y no uno mas largo
para evitar posibles mermas en la solubilidad del polimero derivado y del complejo.

El PASP-AP serd sintetizado por el método de Neuse y colaboradores por amindlisis de la
polisuccinimida en DMF. Tanto la reaccién como la posterior dialisis se llevaran a cabo
bajo atmdésfera de nitrégeno para impedir posibles reacciones secundarias del producto
con el CO; del ambiente.

Q
0 HsM
/ T ambiente , N, o
HaC b o
i\\ n MH
O HaN §
A
NH5

Figura 11. Sintesis del PASP-AP a partir de la polisuccinimida.

El PASP-AP sera caracterizado por espectroscopia FT-IR, *H-RMN, COSY y HSQC.
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2.2.4 Sintesis del polimero ligando, poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-
aspartamida]-co-[N-(3-)carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]) (PASP-DC-MC)

Como se ha mencionado anteriormente, las poliaspartamidas pueden ser derivatizadas
para otorgar al polimero grupos funcionales con capacidad ligante. En la presente tesis se
utilizara el método de Neuse y colaboradores™ para carboximetilar al PASP-AP, con lo
cual se obtendran meros di-carboximetilados, cuya funcion seré ligante, y meros mono-
carboximetilados, con funciéon solubilizante. En la reaccion de carboximetilacion, llevada a
cabo en medio acuoso, el pH debera mantenerse entre 8 y 9 y al término de la misma se
acidificara hasta pH 1 para protonar los grupos carboxilato y obtener el polimero.
Finalmente, el PASP-DC-MC sera dializado para purificarlo y posteriormente liofilizado
para obtener el producto final.

0] 0
- NH___| \ NH
PASPAP BrCH;COOH, NaCH
80 °C , pH 89
0o— o—
N N
NH NH
i “ 1 5 4,
L
B
B
v
. 1
MH .
5 7 5 NH;
5(

COO- HOOC coo

Figura 12. Sintesis del PASP-DC-MC a partir del PASP-AP.

El PASP-DC-MC sera caracterizado por espectroscopia FT-IR, *H-RMN, COSY y HSQC.

2.2.5 Sintesis del complejo, poli(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-
aspartamida]-co-[N-(3-)carboximetil)-aminopropil)-aspartamida])-oxovanadio(IV)

La complejacién del vehiculo polimérico PASP-DC-MC se realizara por reaccion de
metatesis con la sal VOSO,.xH,O en medio acuoso. Se tomara como base el trabajo
realizado en la tesis relacionada antes mencionada® y se buscara mejorar el bajo
rendimiento obtenido en la misma mediante variaciones en la relacibn molar entre meros
di-carboximetilados y el cation vanadilo, asi como en las concentraciones iniciales y
finales de ambos reactivos.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




WENERy,

4 % | UNIVERSIDAD
TESIS PUCP ‘Eﬁ% CATOLCA
DEL PERU

Se partira de la premisa de que la coordinacién del catién vanadilo al polimero ocurrira
mayoritariamente mediante los meros di-carboximetilados, puesto que estos formarian un
anillo quelato de ocho miembros, mas estable que aquel formado si ligasen los meros
mono-carboximetilados. Estos dltimos cumplirian mas bien la funciébn de grupos
solubilizantes y otorgarian el caracter hidrosoluble necesario para que el complejo cuente
con potencial como agente antidiabético.

El complejo PASP-DC-MC-oxovanadio (IV) sera caracterizado por espectroscopia FT-IR y
UV-visible, mientras que la determinacion del contenido de vanadio sera realizada
mediante espectroscopia de plasma inductivamente acoplado (ICP), tomando como
referencia los procedimientos de Sakurai y colaboradores.*
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3 Parte experimental
3.1 Equipos, materiales y reactivos

3.3.1 Equipos

Los espectros infrarrojos fueron medidos en un espectrofotdmetro FTIR-Perkin Elmer
1600.

Los espectros de Resonancia magnética nuclear fueron medidos en un espectrometro
Brucker de 300 MHz, modelo UltraShield™.

Los espectros ultravioleta visible fueron medidos en un espectrofotometro UV-visible
Agilent 8453.

La determinacion del contenido de vanadio se realiz6 en un espectrometro de Emision
Optica de Plasma Inductivamente Acoplado (ICP) OPTIMA 3000 DV Perkin Elmer.

La liofilizacién 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 usé 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 regulacion de la temperatura durante las mediciones de peso molecular por
viscosimetria capilar se efectué mediante un bafio termostatizador Julabo ED-5.

Los ensayos de calcinacion para la determinacion del contenido de agua de hidratacion
del sulfato de oxovanadio (IV) se realizaron en una mufla no electrénica.

El secado de las muestras de complejos se realiz6 en un desecador al vacio y a
temperatura ambiente usando una bomba de vacio KNF NEUBERGER, modelo UN 726.3
FTP.
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3.1.2 Materiales

La determinacion 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.

La didlisis de los ligandos precursor PASP-AP y final PASP-DC-MC se realizé a través de
membranas de Spectrum Laboratories Inc., Spectra/Por® de poro 4 de 12000-14000
MWCO.

La atmosfera inerte necesaria para las sintesis, disoluciones y didlisis de los tres
polimeros se consigui6 con gas nitrégeno (UHP) de Praxair (El Callao, Perq).

El congelamiento de las soluciones de PASP-AP y PASP-DC-MC para la liofilizacién se
realizé con nitrogeno liquido de AGA (El Callao, Peru).

El secado de la propilendiamina y el DMF para la sintesis del PASP-AP se realiz6 con
tamices moleculares de 4 A.

3.1.3 Reactivos

De J.T. Baker:

- Acido fosférico al 85%

De SigmaAldrich:

- D,L-acido aspartico al 99%,

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

- 1,3-propilendiamina al 99% y

- Cloruro de litio al 99%

De Merck:

- Acido nitrico al 65%,
- Hidréxido de sodio p.a. y
- Acido clorhidrico al 37%
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3.1.4 Solventes

De J.T. Baker:

- N,N-dimetilformamida p.a.,
- Acetona p.a.,

- n-propanol p.a.y

- Etanol p.a.

De Merck:

- Dietil éter p.a.

De Riedel-de Haén:

- 1,4-dioxano p.a.
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3.2 Metodologia
3.2.1 Polisuccinimida (PSI), el polimero precursor

3.2.1.1 Sintesis

En un balén de 500 mL integrado al equipo de policondensacion, y previamente calentado
a 170-200 °C, se colocan 10,0 g (75,2 mmol) del monémero D,L-4cido aspértico y 5,4 g
(55,0 mmol) de acido fosforico al 85%. Se calienta la mezcla durante cinco minutos para
luego aplicar vacio. Se deja reaccionar por tres horas, durante las cuales el producto, que
en la etapa inicial de la reaccion presenta una consistencia muy viscosa que hace
imposible realizar la agitacion, va adquiriendo progresivamente un aspecto vitreo. Al cabo
de este tiempo, se observa que el tubo de conexion del equipo de policondensancion esta
completamente seco, lo que indica que la reaccion se ha completado. A continuacion, se
afiade al contenido del balon en caliente 100 mL de DMF bajo atmésfera de N,. Se deja
en agitacion durante 1-2 dias hasta lograr disolucién completa del sélido. Luego, se filtra
la solucion y se vierte gota a gota a un vaso que contiene 500 mL de H,O con el fin de
precipitar el polimero. El precipitado obtenido se filtra y lava exhaustivamente con agua
hasta eliminar todo resto de H3;PO, (pH neutro). A continuacion, se lava con 1.5 L
adicionales de H,O, de modo que se asegure la eliminacién total de los restos de solvente
DMF. El sélido obtenido se seca en una estufa a 60 °C y luego, en busqueda de una
mayor pureza del producto, se disuelve por segunda vez en 100 mL de DMF para
proceder, previo filtrado, a una segunda precipitacion del polimero en 500 mL de agua.
Este paso es seguido de la correspondiente filtracién y lavado con al menos 2,0 L de H,O.
Finalmente, el solido de color beige se seca en una estufa a 110 °C por tres dias.
Rendimiento promedio: 82%.

Solubilidad: el producto es soluble en DMF y DMSO e insoluble en H,O a temperatura
ambiente.

'"H-RMN (DMS0-d° &: 2,73 ppm (1H, CH,) ; 3,21 ppm (1H, CH,); 5,26 ppm (1H, CH)
3.2.1.2 Determinacion del peso molecular por el método de viscosimetria intrinseca
o capilar

Se preparan 500 mL de una solucion de LiCl 0,1 M en DMF. Luego, se preparan 25 mL de
una solucioén al 1% de PSI utilizando como solvente la solucion previamente mencionada.

El procedimiento a seguir para la medicién de los tiempos de flujo de la solucién de LICL y
de las soluciones del polimero se detalla a continuacion.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP 32'1'-‘65,_'}2'}3“"

DEL PERU

e Se introduce el viscosimetro de Ubbelohde en la chaqueta con agua a 25 °C y se
coloca en él la solucion de LiCl 0,1 M en DMF. Se deja reposar 10 minutos.

e Se determina el tiempo de flujo de dicha solucion.

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

e A partir de la solucion de PSI al 1% se prepara 25 mL de una solucion al 0,8% de
PSl y se repite el procedimiento descrito para obtener el tiempo de flujo.

¢ De manera analoga, se preparan soluciones de PSI al 0,6%, 0,4% vy 0,2% y se les
toma el tiempo de flujo.

A partir de los resultados de tiempos de flujo obtenidos, se calculan las viscosidades
reducidas n,eq de cada una de las soluciones de PSI de acuerdo a la siguiente formula:

t—t,
c *t,

Nreda =

Donde t, es el tiempo de flujo de la solucién de LiCl en DMF usada como referencia, t es
el tiempo de flujo de la solucién polimérica de una determinada concentracién y c es la
correspondiente concentracion.

Con los 5 valores de nq obtenidos, se grafica n.q VS concentracion. Se extrapolan las
concentraciones a cero y del intercepto de la recta con el eje Y se obtiene el valor de la
viscosidad intrinseca [n], el cual se introduce en la ecuacion de Mark-Howink [n] =
1,32x1072M, %7 para el PSI y, despejando M,, se obtiene el valor del peso molecular.

3.2.2 Poli-a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamida] (PASP-AP), el polimero
intermedio

3.2.2.1 Sintesis

En un balon de tres bocas y de 100 mL provisto de un embudo de adicion con
compensacion de presién, se introduce, previo cuidadoso purgado con N, y bajo
atmosfera del mismo gas, una soluciéon de 16,7 mL (200 mmol) de propilendiamina seca
en 50 mL de DMF seco. Se burbujea dicha solucién con N, durante 5 minutos. Por otro
lado, se coloca en el embudo de adicion bajo atmoésfera de N, una solucion, previamente
burbujeada con N,, de 1,94 g (20 mmol de mero) de PSI en 20 mL de DMF. A
continuacion, se enfria a 0 °C la solucién de propilendiamina y se le afiade gota a gota la
soluciéon 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 n-propanol/éter etilico y el producto precipitado
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se centrifuga por 2 min a 30-35x10° rpm. Luego, se decanta la mezcla de solventes de
cada tubo de centrifuga y se lava cada porcion del precipitado con la mezcla de solventes
utilizada previamente para centrifugar nuevamente. El proceso de lavado se repite tres
veces. Finalmente, se retira el sdlido de cada tubo y se disuelve inmediatamente en un
volumen total de 100 mL de agua saturada con N,. 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 N,. 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 didlisis se hacen por lo menos dos
cambios de agua de dialisis. Finalmente, la solucién dializada se congela con N, liquido y
se coloca en el liofilizador por 4-5 dias. Rendimiento promedio: 53%.

'H-RMN (D,0) &: 1,53 ppm (2H, B-CH.); 2,53 ppm (2H, y-CH,) 2,62-2,65 ppm (2H, Asp-
CHy); 3,09-3,10 ppm (2H, a-CHy); 4,50 ppm (1H, Asp-CH)

3.2.2.2 Hidrolisis del PASP-AP como reaccion secundaria

En un balén de dos bocas que contiene 30 mL de agua destilada burbujeada con N, se
introduce, bajo atmdésfera del mismo gas, 30 mg de PASP-AP. Se burbujea la solucion
resultante durante 5 minutos con dicho gas, para luego sellar el balén y, en agitacion
constante, calentarlo a 80°C por tres horas. Al finalizar este tiempo, se congela la solucién
con N; liquido y se coloca en el liofilizador por 4-5 dias.

3.2.2.3 Carbamatacién del PASP-AP como reaccidn secundaria

En un balén de dos bocas que contiene 30 mL de agua destilada se introduce 30 mg de
PASP-AP. Se burbujea la soluciéon con CO, generado in situ por dos horas. Al finalizar el
tiempo, se congela la solucién con N, liquido y se coloca en el liofilizador por 4-5 dias.

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

En un balén de 25 mL de dos bocas equipado con un refrigerante de reflujo se coloca una
solucion de 342 mg de poliaspartamida (2 mmol de mero) en 3 mL de agua.
Paralelamente, se prepara una solucién de 1,11 g de acido bromoacético (8 mmol) y 480
mg de NaOH (12 mmol) en 2 mL de agua. Ambas soluciones se burbujean con N, y la del
bromoacetato de sodio se afiade a la primera a contracorriente del gas bajo agitacion
constante. Se deja reaccionar por 1 h a temperatura ambiente y luego se aumenta a 80-
85 °C por 24 h. Ademas, se controla el pH de la mezcla de reaccién cada 30 min para
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mantenerlo entre 8-9 y, de ser necesario, se ajusta con soluciones de NaOH o HCI segun
convenga. Al cabo de 24 h, se deja enfriar a temperatura ambiente y luego se acidifica la
mezcla de reaccion con HCI 6M hasta pH 0-1 y se precipita la solucién resultante en 100
mL de una mezcla 1:1 de acetona/alcohol etilico. El precipitado se filtra por succion e
inmediatamente se disuelve en 50 mL de agua saturada con N, para su posterior dialisis
durante 48 h. Durante dicho periodo, se cambia el agua de didlisis (saturada con N,) cada
3 h durante el dia. Finalmente, la solucidon dializada se congela con N, liquido y se coloca
en el liofilizador por 4-5 dias. Rendimiento: 64%.

'H-RMN (D,0) &: 1,82 ppm (2H, B-CH,); 2,66-2,73 ppm (2H, Asp-CH,); 3,17 ppm (4H, a-
CH,, y-CH,); 3,79 ppm (6-CHy); 4,52 ppm (1H, Asp-CH)

IR (KBr): 1714 cm™ (ve=o COOH); 1640 cm™ (vc—o de la amida | y v, COO); 1543 cm™ (8.
4 de la amida 11); 1402 cm™ (v, COO"); 1365 cm™ (50.x COOH)

3.2.4 Determinacion de la cantidad de aguas de hidratacion en la sal de oxovanadio
(IV) por calcinacién

e Se colocan tres muestras de aproximadamente 80 mg de sulfato de vanadilo
(VOS0,.xH,0) en crisoles previamente pesados y se llevan a calentar en la mufla.

e Se aumenta la temperatura de la mufla de 25 a 200 °C y se mantiene a esta
temperatura durante veinte minutos.

e Se aumenta la temperatura de 200 a 400 °C y se mantiene a esta temperatura
durante media hora.

e Se aumenta la temperatura de 400 a 600 °C y se mantiene a esta temperatura
durante media hora.

e Se aumenta la temperatura de 600 a 800 °C.

e Se mantienen los crisoles a 800 °C por cuatro horas, luego de las cuales se los
deja enfriar a 550 °C.

e Luego, se retiran los crisoles a 550 °C y se los deja reposar en un desecador
durante la noche.

¢ Finalmente, se pesan los crisoles y de acuerdo a la masa del residuo de pent6xido
de vanadio (V.0Os) se determina el contenido de vanadio en la muestra.

3.2.5 Poli(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-
)carboximetil)-aminopropil)-aspartamida])-oxovanadio(lV), el complejo

A una solucién acuosa de PASP-DC-MC se le agrega lentamente, gota a gota, una
solucion de VOSO0,.3H,O. Se usan concentraciones predeterminadas de ambas
soluciones dentro de un rango establecido experimentalmente en cada caso. Al dia
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siguiente, se separa el precipitado eventualmente formado, por filtracién al vacio y se
vierte la mezcla de reaccion a un vaso que contiene acetona con el fin de precipitar el
complejo. La relacion entre los volimenes de acetona y la mezcla de reaccién varié entre
12:1 y 8:1, dependiendo de lo que empiricamente se determinara necesario para lograr
una precipitacion completa del complejo en cada caso particular. Finalmente, se separa el
complejo producto precipitado por centrifugacion, se lo lava con acetona y agua destilada
y luego de separarlo nuevamente por centrifugacion se seca al vacio.

La relacion molar entre meros di-carboximetilados y VO** se vari6 desde 1:1 hasta 6:1.
Para cada una de estas relaciones molares se realizaron mdultiples ensayos en los que se
variaron la concentracion inicial de PASP-DC-MC y las concentraciones finales de PASP-
DC-MC y de VOSO,.3H,0.

IR (KBr): 1642 cm™ (ve=o de la amida | y v, COO); 1547 cm™ (8y.4 de la amida I1); 1384
cm™; 975 cm™ (vy-0 VO

3.2.6 Determinacidn del contenido de vanadio en los complejos por espectrometria
de emisién 6ptica de plasma inductivamente acoplado

e 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 aflade 1 mL
de acido nitrico concentrado. Se evapora a sequedad.

e Las cenizas resultantes del paso anterior se disuelven en 10 mL de una solucion
de &cido nitrico al 6%.

e 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 finalmente se envian las muestras al
espectrometro para ser analizadas.
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4 Discusion de resultados
4.1 Polisuccinimida (PSI), el polimero precursor

4.1.1 Andlisis de la sintesis y purificacién, y discusion de resultados

La sintesis de la polisuccinimida, el polimero precursor, ha sido realizada segun el método
de Neri y colaboradores**?, tomando en cuenta la experiencia adquirida en un trabajo
anterior.*’

Este método se basa en la policondensacion bajo vacio y a altas temperaturas del
mondémero D,L-acido aspartico catalizada por &cido fosférico. Esta reaccién involucra
formacion sucesiva de enlaces amido intermoleculares mediante el ataque del grupo
amino de un mondémero sobre el carbonilo de otro. Paralelamente, ocurre una ciclacién
intramolecular en cada unidad de la cadena en formacion que da lugar a los anillos
succinimida.

Se utilizé el equipo de policondensacion construido para el trabajo de tesis anterior*’
basado en un disefio reportado en la literatura®®. Con este equipo es posible realizar la
sintesis de manera estatica y los resultados son similares a los de Neri y colaboradores
gue utilizaron un rotaevaporador al vacio.

El uso de &cido fosférico como catalizador permite obtener pesos moleculares
relativamente altos, puesto que evita reacciones secundarias de ruptura de la cadena
polimérica y reacciones de desaminacion segun lo reportado por Matsubara y
colaboradores.>

En la Tabla 2 se muestran los resultados de las siete sintesis de polisuccinimida
realizadas. Se puede apreciar que, con excepcion de los ensayos 1y 6, en los que se
presentaron ciertos inconvenientes de indole experimental en el transcurso de la sintesis,
el rendimiento obtenido es alrededor del 83%. Este valor, aunque alto, es inferior al
reportado en la literatura (96%) y la diferencia se atribuye a que en nuestro caso se
realizan dos precipitaciones del polimero con fines de purificacion en vez de una.

En el caso del ensayo 1, se tuvo pérdidas involuntarias durante la filtracién y en el caso
del ensayo 6 ocurri6 un calentamiento inicial brusco que condujo a cierta pérdida del
reactivo inicial.
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Tabla 2. Resultados de las sintesis del PSI.

Ensayo Masa del . Rendimiento (%) Temperatura promedio
producto (g) de lareaccidn (°C)
1 5,8 79,56 179
2 6,1 83,68 176
3 6,0 82,30 190
4 6,0 82,30 197
5 6,3 86,42 204
6 5,7 78,18 196
7 6,1 83,68 180

*: En todos los casos, se partié de 10,0 g del monémero D,L-4cido aspértico.

4.1.2 Caracterizacion

En el trabajo de tesis anterior relacionado®’, se caracteriz6 exhaustivamente la
polisuccinimida mediante espectroscopia infrarroja (IR) y de resonancia magnética
nuclear (RMN). Esta Ultima incluyd, ademas del ‘*H-RMN y *C-RMN, las técnicas de
Correlation Spectroscopy (COSY *'H-'H) y Heteronuclear Single-Quantum Correlation
Spectroscopy (HSQC 'H-'*C). Los espectros obtenidos confirmaron la obtencion de la
polisuccinimida con alto grado de pureza. Por esta razén, en el presente trabajo la
caracterizacion del PSI se limit6 al espectro de "H-RMN.

En la Figura 13 se muestra un espectro *H-RMN tipico de la polisuccinimida sintetizada y
en la Tabla 3 se pueden apreciar las asignaciones de las distintas sefiales presentes.
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Figura 13. Espectro 'H-RMN del PSI 2 en DMSO-d°. Espectro obtenido con el espectrometro Brucker de 300 MHz de la PUCP.

39

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP gz_ur\éeaggno

DEL PERU

Tabla 3. Asignaciones de las sefiales del *H-RMN del PSI.

Seiial Asignacioén (ppm)
CH, (1H) 2,71
CH, (1H) 3,21
CH 5,27

Los protones metileno no equivalentes aparecen como dos picos de igual intensidad a
2,71 y 3,21 ppm mientras que el protdn metino aparece a 5,27 ppm. Las dos primeras
sefiales estan parcialmente sobrepuestas con la del protén residual del DMSO a 2,5 ppm
y con la del protdn del agua (presente en el DMSO) a 3,4 ppm.

4.1.3 Determinacion del peso molecular por viscosimetria capilar

Para determinar el peso molecular de la polisucinimida se utiliz6 el método de
viscosimetria capilar, basado en la relaciébn existente entre el peso molecular de un
polimero y su viscosidad intrinseca. Este método ha sido discutido en el acapite 2.2.2.

Se determiné el peso molecular por este método para 6 de los 7 productos obtenidos de
las sintesis de polisuccinimida. El procedimiento ha sido descrito en detalle en el acapite
3.2.1.2, los resultados se muestran en la Tabla 4 y las graficas n.q Vs concentracion, en el
Anexo 1.

Se puede apreciar que los pesos moleculares de los 6 productos medidos tienden a
ubicarse en el rango de 47-58 KDa, con excepcion de las muestras 1y 4, en las cuales no
se alcanzé el vacio éptimo durante la sintesis, lo que condujo a un menor grado de
polimerizacién. Finalmente, en las muestras cuyos valores de peso molecular pueden
considerarse representativos (2, 3, 5y 7), se podria inferir de la tabla que, con el vacio
utilizado en el presente trabajo (10,5 mmHg), temperaturas promedio elevadas (190-205
°C) promueven un mayor grado de polimerizacién y, por ende, un mayor peso molecular.

Se espera que los valores de peso molecular obtenidos resulten adecuados, dado que en
etapas posteriores de derivatizaciéon de la polisuccinimida ocurrira cierto grado de ruptura
de la cadena principal, que ubicaria el peso molecular del polimero final en el rango
deseado de 25 a 50 kDa.
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Tabla 4. Viscosidades intrinsecas y pesos moleculares de las polisuccinimidas obtenidas
en las sintesis de PSI realizadas.

Sintesis Ecuacion de la Viscosidad Peso Molecular

gréfica intrinseca (mL/g) (kDa)
1 n=1582,9 C + 29,015 29,015 25,0
2 n=708,18 C + 48,464 48,464 49,0
3 n=611,76 C + 55,323 55,323 58,4
4 n=-105,13 C + 41,142 41,142 39,5
5 n=3867,9 C + 54,769 54,769 57,6
7 n=115,8 C + 47,287 47,287 47,5
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4.2 Poli-a,B-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamida] (PASP-AP), el polimero intermedio

4.2.1 Andlisis de la sintesis y purificacion

La sintesis del PASP-AP fue realizada segun el procedimiento descrito por Neuse y
colaboradores. Este método se basa en la ruptura del anillo succinimida del PSI por
ataque nucleofilico del reactivo 1,3-propilendiamina, el cual funge en el vehiculo
polimérico final como espaciador de tres carbonos con un grupo amino terminal que sera
derivatizado en el siguiente paso de la sintesis de dicho portador.

Se utilizé un gran exceso de propilendiamina (relacién molar de 10:1 con respecto a cada
mero de PSI), como se recomienda en la bibliografia especializada, para evitar un posible
entrecruzamiento del polimero. Dado que este reactivo puede realizar el ataque
nucleofilico al anillo del PSI por ambos extremos, el afladir una gran cantidad del mismo
hace que sea mas probable que una diamina libre reaccione con un anillo succinimida en
lugar de que lo haga una diamina con un extremo ya unido a la matriz polimérica.

Por otro lado, como se ha mencionado en el acapite 3.2.2.1, la sintesis de PASP-AP debe
ser llevada a cabo en atmoésfera inerte. Esto se justifica por el hecho de que tanto el
reactivo de partida propilendiamina como el producto PASP-AP son relativamente labiles
frente al CO, y reaccionan con este en solucién para formar carbamatos. Ademas, ambos
compuestos son sumamente higroscopicos.

Los resultados de las 8 sintesis de PASP-AP realizadas se muestran en la Tabla 5.
Ademaés, previamente a las sintesis mostradas en dicha Tabla, se ensayaron sintesis de
PASP en menor escala (2,5-5 mmol de meros de PSI) para adquirir destreza con el
equipo y practicar las técnicas de sintesis, didlisis y liofilizacion.

Se aprecia en la Tabla 5 que las sintesis de PASP-AP se llevaron a cabo con dos tiempos
distintos de reaccion: a 5 hy a 20 h. A pesar de que la literatura reporta que el tiempo de
reaccion debe ser de 5 h, en los ensayos previos se encontr6 que un aumento en el
tiempo de reaccion conducia a un mayor rendimiento del polimero crudo (sin dializar). Sin
embargo, luego de dializar, el rendimiento de las sintesis con mayor tiempo de reaccién
resulté ser mucho méas bajo que el reportado. Esto se atribuyé a que el mayor tiempo de
reaccion habia conducido a un mayor grado de ruptura de la cadena principal por
amindlisis, lo que derivdé en una mayor proporcion de polimeros de bajo peso molecular
gue fueron eliminados durante la didlisis.

En vista de lo anterior, se decidi6 atenernos al tiempo recomendado en el procedimiento
original y se comprob6 que un menor tiempo de reaccion tiene un efecto positivo en el
rendimiento del producto dializado como se observa en la Tabla 5. Las uUnicas
excepciones son las sintesis 6 y 7, en las que el menor rendimiento se atribuye a pérdidas
fisicas en la busqueda de otras modalidades de recoleccion del polimero.
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Tabla 5. Resultados de las sintesis del PASP-AP.

Moles de
Sintesis PSl de partida | mero de Tiempo de Masa (g) Rendimiento

PSI de reaccion (h) (%)

partida

(x10%)
1 7 20 20 1,0994 32,15%
2 7 20 20 0,9906 28,97%
3 7 14 5 1,3304 55,58%
4 3 20 5 2,1083 61,65%
5 3 20 5 2,1550 63,01%
6 3 14 5 1,1221 46,88%
7 4 20 5 1,4330 41,90%
8 5 20 5 2,0088 58,74%

El rendimiento reportado en la literatura para esta sintesis es de 74%. La diferencia con
los rendimientos obtenidos en este trabajo de tesis se atribuye a pérdidas fisicas en los
procesos de recoleccion del producto. La pérdida del producto crudo PASP-AP ocurre
después de acabado el proceso de centrifugacion, pues la higroscopicidad del polimero
hace que este, apenas entra en contacto con la humedad del ambiente, se adhiera a las
paredes de los tubos de centrifugacion una vez decantada la mezcla de solventes
utilizada para el lavado.

El proceso de recoleccion del polimero utilizado consistia inicialmente en colectar el sélido
de todos los tubos de ensayo e irlo colocando en una luna de reloj, lo que ocasionaba que
minutos después de recolectado el producto y en contacto con el aire, se produciese un
cambio en la coloracién y consistencia del polimero, que se tornaba amarillento y
endurecia. Esto ultimo dificultaba en alto grado la extraccién y disolucion del polimero que
se volvia extremadamente lenta (alrededor de 4 horas).
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Con el fin de evitar esta complicacion experimental se ensayaron otras modalidades de
recoleccién como la de disolver directamente el polimero en los tubos de centrifugacion
con el agua saturada con N, a utilizar en la didlisis y la de reemplazar el paso de
centrifugacién por una filtracién al vacio, ambas bajo atmosfera de N,.

De acuerdo a la experiencia adquirida, se propone una rapida extraccion del producto de
cada tubo, seguida de su inmediata disolucion en una porcion del agua saturada con N, a
utilizar en la dialisis y lavado del producto residual que haya quedado adherido en el tubo.

4.2.2 Caracterizacion

Se obtuvieron los espectros *H-RMN de los productos de todas las sintesis de PASP-AP.
A partir de dichos espectros se pudo determinar que, si bien todos concuerdan con las
sefiales reportadas para el PASP-AP®, los productos de las sintesis 3, 5, 6, 7 y 8 tienen
un grado de pureza superior a aquellos obtenidos de las 1, 2 y 4.

En la Figura 14 se muestra un espectro *H-RMN tipico del PASP-AP sintetizado y en la
Tabla 6 se pueden apreciar las asignaciones de las distintas sefiales presentes.

Tabla 6. Asignaciones de las sefiales del *H-RMN del PASP-AP.

Sefal Asignacién (ppm)
Asp-CH 4,50
Asp-CH, 2,62-2,65

a 3,09-3,10
B 1,53
Y 2,53
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Figura 14. Espectro '"H-RMN del PASP-AP 6 en D,0. Espectro obtenido con el espectrometro Brucker de 300 MHz de la PUCP.
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4.2.3 Discusion de resultados

Como se ha mencionado en el acapite 4.2.2, los PASP-AP que se han sintetizado se
pueden dividir en dos grupos de distinta pureza. La diferencia mas relevante entre estos
dos grupos fue que en el caso de los de menor pureza, la disolucion del polimero previa a
la didlisis se hizo en ausencia de N, y con calor, mientras que el mismo proceso fue
realizado bajo atmdsfera inerte y a temperatura ambiente en el segundo grupo. En ambos
casos, la dialisis fue realizada en agua saturada con N,.

Al comparar los espectros del PASP-AP 6 (Figura 14) con el del PASP-AP 2 (Figura 15)
se aprecia que la diferencia mas notoria es la aparicion de una segunda sefial de proton al
costado de la del metinil (Asp-CH) en el PASP-AP 2, hacia 4,34 ppm aproximadamente.
Esta sefial aparece muy pronunciada en los PASP 1, 2 y 4 mientras que es apenas visible
en los PASP 3, 5, 6, 7 y 8. Dado que esta sefial no correspondia a ninguno de los
productos de partida (PSl y 1,3-propilendiamina) se planteé la posibilidad de que se deba
a alguna reaccion secundaria en el polimero producto.

This report was created by ACDVNMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
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Figura 15. Espectro "H-RMN del PASP-AP 2 en D,O. Espectro obtenido con el espectrémetro
Brucker de 300 MHz de la PUCP.

Mediante el espectro COSY del PASP-AP 2 (Figura 16) se pudo comprobar que la sefal
problema tenia acoplamiento con otros hidrégenos que se encuentran en la misma zona
del metileno (Asp-CH;) de la cadena principal del polimero, por lo que se deduce que
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podria corresponder a un metinil de un mero en el cual haya ocurrido alguna reaccion
secundaria.

COSY PASF 10 Sal en D20
| o
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[ [
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Figura 16. Espectro COSY del PASP-AP 2 en D,0. Se sefiala con una flecha roja el acoplamiento
del protén metinilico problema con hidrégenos en la zona del metileno de la cadena principal.
Espectro obtenido con el espectrémetro Brucker de 300 MHz de la PUCP.

Inicialmente, se pensd que esta reaccidn secundaria podria corresponder a la formacion
de carbamatos por reaccion del grupo amino terminal con el CO, disuelto en agua. Para
validar esta hipoétesis, se sometié a la solucion acuosa de una muestra del grupo de
productos puros, PASP-AP 6, a una corriente de CO, durante aproximadamente 2 horas.
Se obtuvo el espectro *H-RMN de la muestra liofilizada y no se observé la aparicion de
una nueva sefial junto a la Unica reportada del metinil, por lo que se descarta que la sefal
problema sea causada por la formacién de un carbamato. Sin embargo, si se observaron
otros cambios notables en el espectro que, como serd discutido mas adelante,
concuerdan con la formacion del mismo.

Una segunda posibilidad es que la sefial problema fuese mas bien producto de una
reaccion secundaria de hidrdlisis del grupo amido que une la cadena principal con la
lateral del polimero. Esta hipotesis surge por el hecho de que en los PASP-AP 3,5,6, 7y
8, en los que la disolucion, previa a la didlisis, de los productos crudos se hizo en
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ausencia de calor, la sefial es apenas visible. En contraste, en caso de los PASP-AP 1, 2
y 4, el calor junto con el medio basico, generado por el grupo amino terminal presente en
la cadena lateral del polimero al disolverlo en agua, podrian haber favorecido esta
reaccién indeseable. Esto conduciria a un elevado grado de hidrélisis, lo que se veria
reflejado en el aumento de intensidad de la sefial problema.

Para comprobar la hipétesis de una posible hidrdlisis, se disolvié bajo atmdsfera de N, el
PASP-AP 6 (producto que se asume no hidrolizado) y calenté a 80 °C para simular las
condiciones en que se habian disuelto a los PASP-AP 1, 2 y 4, las que habrian dado lugar
a que contengan algunos meros hidrolizados. Mediante espectros *H-RMN se comprob6
la aparicion de la sefal problema al costado de la del metinil en la muestra de PASP-AP 6
sometida a dichas condiciones, como se aprecia en la Figura 17, de lo que se infiere que
dicha sefial se debe en efecto a la reaccion secundaria de hidrolisis. Esta reaccién genera
un copolimero que, aunque constituido principalmente por los meros del PASP-AP,
contiene una cierta proporcion de meros hidrolizados; es decir, de meros
correspondientes al poli-a,3-D,L-[aspartato de 3-aminopropilamonio].

(a) (b) (c)

| 7 s | .
u“ | T
_JJ\\H M U’\___m | ~.f'n
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;:EI 0.82 |:I.3:':.i']:
50 45 40 B0 45 40 50 45 4D

Figura 17. Comparacion de la region de interés en los espectros '"H-RMN del PASP-AP 14 normal
(a), del sometido a calor (b) y del expuesto al CO, (c) en D,0.

Otra diferencia encontrada entre ambos grupos de polimeros es que en los PASP-AP 1, 2
y 4 la sefal que corresponde al y-CH, y al Asp-CH, tiene un hombro a la derecha,
mientras que en el grupo de PASP-AP de mayor pureza, la misma sefial tiene el hombro
hacia la izquierda.

Por el andlisis del espectro COSY del PASP-AP 2, producto cuyo espectro *H-RMN es
idéntico al de la muestra de PASP-AP 6 que se sometio a hidrdlisis, se comprobé que la
sefal del metinil problema acopla con una sefial hacia 2,47 ppm, a la derecha del y-CH,y
del Asp-CH, del producto no hidrolizado. Esta sefial no se encuentra presente en los
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espectros de los PASP-AP no hidrolizados, por lo que se deduce que corresponde a un
Asp-CH, de meros hidrolizados.

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to www.acdlabs.com/nmrproc/
14022012 11:50:47 am.
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Figura 18. Espectro '"H-RMN de una muestra de PASP-AP 6 sometida a corriente de CO,.
Espectro obtenido con el espectrémetro Brucker de 300 MHz de la PUCP.

Con respecto a una posible reaccion de formacion de carbamatos, comparando los
espectros 'H-RMN del PASP-AP 6 y el de la muestra de PASP-AP 6 sometido a una
corriente de CO, (Figuras 14 y 18, respectivamente) se pueden apreciar considerables
diferencias. En base a los desplazamientos quimicos y a los acoplamientos presentes en
el espectro COSY de la muestra tratada (Figura 19), se puede deducir que existen dos
tipos de B-CH,a 1,49 y 1,74 ppm; de a-CH,a 3,08 y 3,16 ppm; y de y-CH,a 2,87 y 2,85
ppm en la cadena lateral del polimero, los que se pueden asignar a meros
correspondientes al PASP-AP puro y a meros en los cuales ha ocurrido la carbamatacion
del grupo amino terminal, respectivamente. Otro aspecto a destacar es que la sefial de los
meros y-CH, no carbamatados se ha desplazado notablemente hacia campo bajo y
separado de la sefial del Asp-CH, de la cadena principal. De todo lo anterior se puede
concluir que si es posible que ocurra la reaccion secundaria de formacién de carbamatos
en el polimero, pero esta se evita al trabajar con atmdsfera de N, en todas las etapas de
la sintesis.
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Figura 19. Espectro COSY de una muestra de PASP-AP 6 sometida a corriente de CO,. Espectro
obtenido con el espectrometro Brucker de 300 MHz de la PUCP.

En lo que se refiere al paso de ruptura del anillo por la 1,3-propanodiamina, en la literatura
se reporta que el ataque al anillo de la polisuccinimida por diversos nucledfilos conduce a
la formacion de dos meros distintos, uno de conformacioén alfa y el otro beta, dependiendo
del carbonilo del anillo succinimida que sufre el ataque. En diversos derivados del PSI se
demuestra la existencia de estas dos formas utilizando los espectros *H-RMN, puesto que
los desplazamientos quimicos de los protones metinicos alfa y beta son distintos. En el
caso particular del PASP-AP, sin embargo, se observa en su correspondiente espectro
'H-RMN solo una sefial de protén metinicos a 4,51 ppm. Se proponen dos explicaciones
posibles para esta diferencia: (a) que la ruptura del anillo del PSI por la 1,3-
propilendiamina sea estereoespecifica; es decir, que solo se genere un tipo de mero (alfa
0 beta) o (b) que la sefal del metinil del segundo mero no se observe por encontrarse
oculta por la sefial del agua. Para comprobar o descartar la hipotesis (b) se tomé un
espectro 'H-RMN a 60 °C a los PASP-AP 5 (producto puro) y PASP-AP 2 (producto
hidrolizado parcialmente) con el fin de producir un desplazamiento de todas las sefiales
del producto hacia campo bajo y poder observar si aparecia la posible sefial del segundo
tipo de mero. Se observo que en ninguno de los dos casos aparecid la supuesta sefial
oculta por la del agua; de aqui se podria concluir que la amindlisis del PSI ocurre de forma
preferente, o incluso especifica, sobre Unicamente uno de los carboxilos del anillo.
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Por otro lado, para determinar cudl seria la ruptura preferente, alfa o beta, en la amindlisis
del PSI, se realiz6 una comparacion de los espectros 'H-RMN del PASP-AP que tiene
meros hidrolizados (PASP-AP 2) con el del poli-aspartato de sodio, puesto que los meros
de este Ultimo resultan idénticos a los hidrolizados del primero. Ademas, se asume que la
amindlisis del PSI es la etapa que define la conformacion alfa o beta de los meros, la cual
se mantiene durante la hidrélisis. En el espectro del poli-aspartato de sodio se aprecia que
la sefial metinica de los meros alfa se encuentra a 4,54 ppm, mientras que la
correspondiente a los meros beta se ubica a 4,34 ppm. Se podria concluir entonces, que
la sefial que aparece a 4,36 ppm en el espectro del PASP-AP 2 pertenece a un metinil de
un mero beta y que la amindlisis del PASP-AP genera Unicamente esta forma. Es
importante mencionar también, en este contexto, que en la siguiente etapa de sintesis, la
derivatizacion del grupo amino terminal a carboxilato, se mantendra esta conformacién
beta de los meros.
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Figura 20. Comparacion de la regién de interés de los espectros del poliaspartato de sodio (a),
PASP-AP 2 a 60 °C (b) y PASP-AP 5 a 60 °C (c).
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4.3 Poli-(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-
)carboximetil)-aminopropil)-aspartamida]) (PASP-DC-MC), el vehiculo polimérico

4.3.1 Andlisis de la sintesis y purificacion

La sintesis del PASP-DC-MC ha sido realizada segun el método de Neuse vy
colaboradores, el cual consiste en la derivatizacion del grupo amino terminal del PASP-AP
para formar grupos mono o dicarboxilato con capacidad ligante hacia el catiéon vanadilo.
Esta derivatizacion se lleva a cabo mediante el ataque nucleofilico del nitrogeno primario
de la cadena lateral del PASP-AP al 4&tomo de carbono positivado del bromoacetato de
sodio en medio ligeramente béasico. Esta reaccion conduce a la formacion de meros tanto
mono- como di-carboximetilados segun que ocurra un Unico ataque del nucledfilo o dos
ataques sucesivos.

Se utiliza un exceso del reactivo bromoacetato de sodio con el fin de obtener un
predominio en el ndmero de meros di-carboximetilados (DC) sobre los mono-
carboximetilados (MC). En nuestro caso particular, esto resulta conveniente, pues los
meros DC ejercen un efecto coordinante mas efectivo gracias a la cercania entre los dos
grupos carboxilato, lo cual permite la formacién de un anillo quelato mas pequefio y, por
tanto, mas estable que el que se formaria mediante dos grupos carboxilatos de meros
MC.

El acido bromhidrico liberado como producto secundario a medida que la reaccion
avanza, ocasiona una disminucion progresiva del pH que, de no ser controlada mediante
la adicion periodica de NaOH,), genera la protonacion de los grupos amino terminales del
PASP-AP. Dicha protonacion es perjudicial, pues conduce a una pérdida de su poder
nucleofilico.

S| bien en la literatura se recomienda que la sintesis de PASP-DC-MC se realice bajo
atmosfera de N, como medida de precaucion, se comprobd en la practica que no es una
condicion absolutamente necesaria. La etapa critica de la sintesis de este polimero se da
entre 1y 4 horas después de iniciada, puesto que es en este periodo en que el pH de la
soluciéon disminuye considerablemente, hasta 4 aproximadamente, por lo que resulta
necesario un monitoreo y correccién constante del mismo mediante la adicion de gotas de
una solucion de NaOH para ajustarlo al deseado. Por otro lado, en vista de que la mezcla
de reaccion se encuentra a 80 °C y cada vez que se abre el baldén para hacer el control de
pH se reduce un poco el volumen, se requiere compensarlo mediante la adicién de
algunas gotas de agua destilada. De este modo, se evita la eventual precipitacion de una
masa solida que conduce a un producto de menor pureza (PASP-DC-MC 1, 2y 3).

Un problema experimental adicional en el caso de las sintesis de los PASP-DC-MC 1, 2y
3 ocurrié en la etapa de filtracion, puesto que al realizarla mediante embudo Blchner y
aun con papel de filtro fino, se perdia una cantidad significativa de producto. A partir del
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PASP-DC-MC 4 se minimiz6 esta fuente de pérdida usando crisoles de placa porosa de
medida C, lo que condujo a un mayor rendimiento promedio de aproximadamente 65%,
superior al reportado en la literatura (60%)

Tabla 7. Resultados de las sintesis del PASP-DC-MC. En todos los casos, se partio de 2
mmol de mero de PASP-AP.

Sintesis PASP-AP Masa del Rendimiento (%)
utilizado producto PASP-
DC-MC (mg)
1 1 179,8 31,11
2 1 301,5 52,16
3 2 47,8 8,27
4 6 383,9 66,42
5 3 291,3 50,40
6 3 434,2 75,12
7 3 337,0 58,30
8 3 415,6 71,90
9 5 357,7 61,89
10 5 410,1 70,95
11 5 346,6 59,96

Un detalle curioso es que la velocidad de precipitacion con la mezcla de solventes
acetona / etanol 1:1 introduce diferencias en la consistencia y aspecto del precipitado. En
los PASP-DC-MC 5y 6, en los que la precipitacién se realiz6 mas rapido, se formé una
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masa pegajosa del polimero mientras que en las demés sintesis el polimero precipité en
forma de polvo. A pesar de esta diferencia, no se observo variacion en los espectros ‘H-
RMN.

La masa obtenida del producto, mostrada en la Tabla 7, corresponde al polimero seco y
puro; es decir, la resultante después de los procesos de didlisis y liofilizacion. En lo que
respecta al rendimiento, este ha sido calculado tomando como 100% el caso de que todos
los meros se encuentren di-carboximetilados, lo cual no ocurre en la practica pues, de
acuerdo a lo reportado, siempre se obtiene una cierta proporcién de meros MC.>*

4.3.2 Caracterizacion

Se obtuvieron los espectros *H-RMN de los productos de todas las sintesis de PASP-DC-
MC. A partir de la informacién obtenida, se pudo determinar que, si bien todos concuerdan
con las sefiales reportadas para el producto, los PASP-DC-MC 1, 2 y 3 tienen un grado de
pureza inferior al resto de polimeros sintetizados.

Tabla 8. Asignaciones de las sefiales del *H-RMN del PASP-DC-MC.

Asignacién Sefal (ppm)
aa,y,y 3,17
B, B 1,82
5,0,08" 3,79
Asp-CH, 2,66-2,73
Asp-CH 4,52
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Figura 21. Espectro H-RMN del PASP-DC-MC 4 en D,0. Espectro obtenido con el espectrometro Brucker de 300 MHz de la PUCP.
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Figura 22. Espectro IR del PASP-DC-MC 4 en KBr.
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El espectro IR de las diversas muestras de PASP-DC-MC concuerda con el reportado en
la literatura.”® Se puede apreciar a 3425 cm™ una banda de absorcién muy intensa que
corresponde a la vibracién de estiramiento N-H del grupo amida. Ademas, se observa a
1714 cm™ una fina banda que corresponde al estiramiento C=0 del grupo carboxilo. La
fuerte absorcion hacia 1640 cm™ pertenece al estiramiento C=0O de la amida | y se
encuentra superpuesta con la banda correspondiente al estiramiento asimétrico del grupo
carboxilato, mientras que a 1543 cm™ se observa la absorcion de la banda de amida Il
(flexion N-H). La doble banda a 1402 y 1365 cm™ corresponde al estiramiento simétrico
del grupo carboxilato y a la flexion O-H del grupo carboxilico, respectivamente. De esto se
deduce la presencia tanto del grupo carboxilico como del carboxilato, o que confirma el
reporte bibliografico de que el grupo COOH terminal protona al nitrégeno de la amina
terciaria o secundaria de la cadena lateral formando un zwitterion.

4.3.3 Discusion de resultados

Las asignaciones mostradas en la Tabla 8 fueron posibles gracias al analisis del
correspondiente espectro COSY, puesto que en la literatura solo se reporta el
desplazamiento quimico de los hidrégenos & y la region del espectro en que se
encuentran todas las sefiales de los hidrégenos de la cadena lateral y del Asp-CH, se
reporta como un rango, sin especificar asignaciones especificas.

Por otro lado, las integraciones de los picos indican que la cantidad de hidrogenos en la
cadena principal y la cantidad de hidrogenos en la cadena lateral de propilendiamina ha
perdido la relacion de 1:2 que tenia en el PASP-AP. Asi, por ejemplo, en el PASP-DC-MC
4 se tiene que los hidrégenos de la cadena principal integran por 3,81 mientras que los
hidrégenos de la cadena de propilendiamina integran por 5,93, lo que da una relacion de
1:1,55. Esta tendencia se repite en todos los PASP-DC-MC.

Debido a que las condiciones de sintesis del PASP-DC-MC son muy similares a las
utilizadas en el ensayo realizado para comprobar la posible hidrolisis del PASP-AP
(explicada en el acapite 4.2.3), se plante6 la hipétesis de que esta reaccion secundaria
también ocurra en esta etapa de la sintesis del vehiculo polimérico. El resultado seria un
polimero con algunos meros anéalogos a los obtenidos en la hidrélisis del PASP-AP con la
diferencia de que en este caso, dado que la mezcla de reaccién se acidifica durante el
work-up de la sintesis del PASP-DC-MC, los grupos carboxilo se encontrarian protonados.

En este contexto, cabe mencionar que en un trabajo de tesis anterior*’ se ha sintetizado el
poli-alfa,beta(4cido aspartico) y en su espectro 'H-RMN se asignaron las sefiales del a-
CH y del 3-CH a 4,7 y 4,5 ppm, respectivamente. Como ya se ha discutido anteriormente,
tanto el PASP-AP como el derivado PASP-DC-MC presentan preferentemente la
conformacion 8, por lo que la hipdtesis de la hidrélisis del PASP-DC-MC quedaria
demostrada si se observasen en su respectivo espectro *H-RMN las sefiales del B-CH y
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del Asp-CH; (ambos de la cadena principal) con el mismo desplazamiento quimico que en
el poli(acido aspartico).

Ahora bien, como se aprecia en el espectro *H-RMN del PASP-DC-MC (Figura 21), tanto
la sefial del Asp-CH como la del ASP-CH, tienen hombros a la izquierda, en la misma
ubicacién donde deberian aparecer las sefales del B-CH y Asp-CH, del polimero
hidrolizado. Segun un minucioso andlisis del espectro COSY (Figura 23), se obtiene que
estos dos hombros acoplan entre si, lo que demostraria la presencia de meros
hidrolizados en el PASP-DC-MC que corresponden al poli- B(acido aspartico).
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Figura 23. Espectro COSY del PASP-DC-MC 9 en D,0. La flecha verde sefiala el acoplamiento
entre el metinil y el metileno de un mero hidrolizado, mientras que la flecha roja sefiala el
acoplamiento de un metinil y un metileno de un mero de PASP-DC-MC. Espectro obtenido con el
espectrometro Brucker de 300 MHz de la PUCP.

En el espectro 'H-RMN también se puede observar una sefial a 4,35 ppm que, segin
informacion proporcionada por el espectro HSQC (Figura 24), pertenece a hidrégenos de
un grupo metileno. Debido a que, de acuerdo al espectro COSY, esta sefial no presenta
acoplamiento con ninguna otra, se planted la posibilidad de que pertenezca a un grupo
bromoacetamida, el cual se habria formado en una reaccién competitiva a la principal, por
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el ataque nucleofilico de la amina terminal del PASP-AP al carbonilo del reactivo
bromoacetato de sodio en lugar de al carbono unido al bromo.
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Figura 24. Espectro HSQC del PASP-DC-MC 9 en D,0. La flecha roja sefiala protones metilénicos
asignados al grupo bromoacetamida. El espectro del **C-RMN con sus respectivas asignaciones se
puede apreciar en el Anexo 2. Espectro obtenido con el espectrémetro Brucker de 300 MHz de la
PUCP.

Por otro lado, como se discutié en el capitulo 2 (acapite 2.2.6), la sintesis del PASP-DC-
MC conduce a dos tipos de meros, los di-carboximetilados (DC) que cumplirian funcion
ligante del agente activo y los mono-carboximetilados (MC) cuya funcién seria
principalmente solubilizante. Dado que es importante conocer la proporcién de ambos en
los vehiculos poliméricos sintetizados, se ha recurrido al espectro *H-RMN del producto
PASP-DC-MC para calcular la razén DC:MC.

Para realizar el célculo, se han seleccionado los picos de B-CH, y 6-CH, de la cadena
lateral, los cuales deberian estar en relacion 1:1 si solo hubiese ocurrido mono-
carboximetilacion o 1:2 si todos los meros estuvieran di-carboximetilados. De acuerdo a
las integrales observadas para dichas sefiales en los polimeros PASP-DC-MC
sintetizados, se encuentra una relacion que indica predominancia de meros DC sobre
meros MC, lo que concuerda con lo reportado en la literatura y ademas resulta
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conveniente para una mayor capacidad de coordinacion del polimero al agente activo,
cation vanadilo. En el Anexo 3 se muestra un ejemplo del calculo de la proporciéon DC:MC.

Adicionalmente, como se ha demostrado en parrafos anteriores, el PASP-DC-MC no
presenta en su composicion exclusivamente meros DC y MC, sino también una pequefna
proporcion de meros provenientes de reacciones de hidrdlisis y de amidacion de las
cadenas laterales; ademas, cabe la posibilidad de una eventual presencia de meros sin
reaccionar del PASP-AP. Estos meros no deseados han sido agrupados como una tercera
categoria y se los considerard simplemente como meros hidrélizados para fines de
célculos posteriores.

La proporcion de meros de esta tercera categoria (meros Z) se ha calculado comparando,
en el espectro 'H-RMN del PASP-DC-MC, las integrales de dos sefiales, una
correspondiente al Asp-CH, de la cadena principal y que seria comun a todos los tipos de
meros presentes en el polimero; y otra que pertenece al B-CH, de la cadena lateral
asignable Unicamente a los meros DC y MC. En el caso ideal de no haber ocurrido
ninguna reaccién secundaria, la relacion entre estas dos sefiales seria 1:1. La desviacion
observada indica un cierto grado de meros que no corresponden a los DC y MC del
producto principal; sin embargo, cabe mencionar que la presencia de los mismos no
actuaria en desmedro de la capacidad de la macromolécula para actuar como vehiculo
polimérico.

En la Tabla 9 se presentan los resultados de los céalculos de la proporcion de las tres
categorias de meros antes discutidas. Cabe mencionar que en los casos de las sintesis 1,
2 y 3 se partio del polimero intermedio PASP-AP parcialmente hidrolizado, lo cual se
evidencia en el alto porcentaje de hidrdlisis en el polimero final PASP-DC-MC. Por otro
lado, sin considerar los casos 1, 2 y 3 y tomando en cuenta solamente los casos en que
se partio de un PASP-AP puro, la relacion entre meros DC y MC varia desde 4:1 hasta
2:1. Esto indica que se ha obtenido una proporcion similar o mayor de meros DC a la
reportada en la literatura, de 2,3:1.

En lo que respecta al contenido total de meros DC y MC en el polimero, se obtiene que
estos constituyen en promedio el 80% de meros del mismo. En este célculo no se han
incluido los polimeros obtenidos en las sintesis 1, 2 y 3 por las razones explicadas en el
parrafo anterior.
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Tabla 9. Cantidad de meros di-carboximetilados (X), de meros mono-carboximetilados (Y)
y meros hidrolizados (Z) por cada 10 meros de PASP-DC-MC.

PASP-DC-MC X Y z
1 3,61 1,78 4,61
2 4,25 2,72 3,03
3 4,74 1,19 4,07
4 6,05 1,70 2,25
5 5,90 1,97 2,13
6 6,28 1,72 2,00
7 5,60 2,63 1,77
8 6,30 1,93 1,77
9 5,68 2,38 1,94
10 5,30 2,67 2,03
11 6,14 1,35 2,51

Finalmente, cabe mencionar que se espera que el peso molecular del vehiculo polimérico
PASP-DC-MC se encuentre dentro del rango adecuado, es decir, entre 25 y 50 kDa. Se
plantea esto pues en el caso del poli(acido aspartico) sintetizado en la tesis anterior*’ se
partia de PSI en el mismo rango de peso molecular que el utilizado en el presente trabajo
y luego de una reaccion de hidrdlisis a pH 13, considerablemente mayor que el utilizados
en las etapas de amindlisis y carboximetilacion, se llegaba a pesos moleculares de
aproximadamente 30 kDa.
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4.4 Determinacion de la cantidad equivalente de aguas de hidratacion en la sal de
oxovanadio (IV) por calcinacién

Para obtener el nUmero de equivalentes de agua por mol del reactivo sulfato de vanadilo
hidratado, que se utilizara en la sintesis de los complejos, se siguié el procedimiento
descrito en el acapite 3.2.4.

Este procedimiento se fundamenta en el hecho de que a altas temperaturas ocurre una
oxidacién de la especie de vanadio (IV), VO?, a vanadio (V), V.05, mientras que las
aguas de hidratacion y el sulfato se eliminan.

A
V0S0,.1H,0(5) = VOS04 ) +nH,0g)

A
2V0S04 ) = V205 ) + 503, + S0z,

Como se aprecia en la Tabla 10, la cantidad de moles de agua de hidratacién por mol de
sulfato de vanadilo es aproximadamente de 2,9. Para fines de calculo posteriores, sin
embargo, se redondeara este valor a 3.

Tabla 10. Numero de moles de agua por cada mol de sulfato de vanadilo. En el Anexo 4
se presenta un ejemplo de célculo.

Masa de NUumero de moles de
Ensayo VOS0O,.nH,O Masa de V,0s H,O en una mol de
VOSO,.nH,O
1 83,7 35,3 2,93
2 80,7 34,2 2,87
3 80,9 34,3 2,83
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4.5 Poli(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-
)carboximetil)-aminopropil)-aspartamida])-oxovanadio(lV), el complejo

4.5.1 Andlisis de la sintesis

La sintesis del complejo PASP-DC-MC-VO se ha realizado tomando como referencia los
trabajos de sintesis de dos conjugados poliaspartamida relacionados estructuralmente: el
poliglutamato de vanadilo (realizado por Sakurai y colaboradores)*® y el poliaspartato de
vanadilo (realizado por una colaboradora de nuestro grupo de investigacion para obtener
el grado de Magister en Quimica)®’.

Al respecto de este Ultimo trabajo, cabe mencionar que en los ensayos hechos para la
obtencién del poliaspartato de vanadilo se obtuvieron dos tipos de complejos: uno, muy
insoluble en agua, que precipitaba durante el transcurso de la sintesis misma vy el otro,
gque se mantenia en solucién en el medio de reaccién y solo precipitaba por adicion de
acetona. La formacion en gran cantidad del complejo insoluble ocasioné que el
rendimiento de aquel hidrosoluble deseado sea bajo, de alrededor del 14%.

En el presente trabajo, al utilizar las condiciones de sintesis de las referencias
mencionadas anteriormente, se observd que se presentaba el mismo problema de
formacion del coproducto insoluble. Por este motivo, y en la busqueda de aumentar el
rendimiento del complejo hidrosoluble, se realizaron numerosos ensayos en los que se
variaron, entre otros parametros, la velocidad de adicion de la solucion de sulfato de
vanadilo a la del vehiculo polimérico PASP-DC-MC, las concentraciones iniciales y finales
de las soluciones del polimero y del oxovanadio, y la relacibn molar entre el polimero y el
agente activo. Un parametro importante para este tipo de sintesis, como se establecio en
el trabajo anterior, es el pH de la mezcla de reaccion. Este debe asegurar, por un lado,
una suficiente deprotonacion de los grupos carboxilicos del polimero y, por otro, debe
evitar una posible hidrélisis del cation oxovanadio (IV), pues esta reaccibn competitiva
contaminaria al conjugado PASP-DC-MC-VO con el sélido insoluble VO,.xH,O. Esta
hidrdlisis es propiciada a un pH mayor o igual que 4 — 4,5. En el presente trabajo, todos
los ensayos se han realizado a pH 3, el 6ptimo segun lo determinado en el trabajo
previamente mencionado.

En cada uno de los ensayos que se describirdn a continuacion, a menos que se indique lo
contrario, se ha utilizado 10 mg del ligando polimérico PASP-DC-MC.

Asi, en una primera etapa, se realizaron las sintesis detalladas en la Tabla 11, en las que
se varid sistematicamente las concentraciones finales del ligando polimérico PASP-DC-
MC y del agente activo mediante una variacion del volumen total de la solucion. En todos
estos ensayos, se empled una relacion molar 1:1 entre los meros DC del polimero y el
cation vanadilo, manteniendo constantes las masas de ambos y la concentracién inicial
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del polimero. Un ejemplo de célculo de volimenes y cantidades de los reactivos utilizados
en estos ensayos se muestra en el Anexo 6.

Tabla 11. Primer grupo de ensayos de sintesis de complejo. En todas estas sintesis, se
utilizé el PASP-DC-MC 4 como vehiculo polimérico.

Relacion | [PASP- [VO#] [PASP- | [VO*]final | Volumen
Ensayo molar DC-MC] inicial DC-MC] (mM) total (mL)
meros inicial (mM) final
DC:VO™
A 1:1 5% 6,67 0,25% 6,33 4,0
B 1:1 5% 5,28 0,20% 5,07 5,0
C 1:1 5% 4,73 0,18% 4,56 5,555
D 1:1 5% 4,46 0,17% 4,31 5,88
E 1:1 5% 4,19 0,16% 4,06 6,25
F 1:1 5% 3,90 0,15% 3,78 6,7

Como se puede apreciar, cuando las concentraciones finales del PASP-DC-MC y de VO
fueron iguales o superiores al 0,18% y 4,56 mM, respectivamente, se obtuvo mas
cantidad del precipitado inicial insoluble que del complejo deseado. Sin embargo, la
situacion se invirtié a partir del ensayo C y se optimizé en el E, en que se obtuvo minima
cantidad del sélido indeseado y un rendimiento del complejo hidrosoluble de cerca al 60%,
mejorando asi el problema de bajos rendimientos en el trabajo antes mencionado con
poliaspartato de vanadilo. Curiosamente, una ligera disminucién en las concentraciones
finales de los reactivos (ensayo F) ocasiona una marcada disminucion del rendimiento.
Esto se podria atribuir a que la precipitacién del complejo con una cantidad razonable de
solvente acetona resulta incompleta por debajo de cierta concentracion limite.
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Tabla 12. Resultados de los ensayos de la Tabla 11.

Masa del Masa del complejo | Rendimiento del
Ensayo precipitado inicial precipitado con complejo
(mg) solvente (mg) precipitado con
solvente (%)
A 8,7 0,2 1,7
B 8,0 0,0 0,0
C 0,4 4,0 34,2
D 3,7 5,8 49,6
E 0,3 7,0 59,8
F 0,1 50 42,7

Por otro lado, se estudid la influencia de la velocidad de adicion sobre la cantidad de
precipitado inicial indeseado. Se realizaron dos sintesis en las que se utiliz6 como linea
de base los parametros del ensayo D (Tabla 11), puesto que en este se obtuvieron
cantidades comparables de ambos productos. Las condiciones y resultados se muestran
en las Tablas 13y 14.

Tabla 13. Segundo grupo de ensayos de sintesis del complejo. En todas estas sintesis,
se utilizé el PASP-DC-MC 9 como vehiculo polimérico.

Ensayo Relacién [PASP-DC-MC] | [VO?* inicial Condiciones de adicion
molar meros inicial (mM)
DC:VO™
G 1:1 5% 4,26 Gota a gota
H 1:1 5% 4,26 Directamente todo el
contenido
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Tabla 14. Resultados de los ensayos de la Tabla 13.

Ensayo Masa del precipitado inicial (mg)
G 3,5
H 9,0

Se comprob6 que afadir demasiado rapido la solucion de VOSO, aumenta en gran
medida la cantidad del producto insoluble. Cabe mencionar que en los ensayos detallados
en la Tabla 11 se afiadi6 el VO* gota a gota.

Una vez confirmado el modo apropiado de adicién, se introdujo una variacion en el
solvente utilizado como agente precipitante, con el fin de explorar si esto conducia a un
mayor rendimiento del complejo soluble. Se repitio el ensayo E, el mejor de la primera
serie de sintesis, utilizando esta vez una mezcla de acetona y dioxano en relacion 2:1, en
lugar de Unicamente acetona. Se obtuvo un alza en el rendimiento de aproximadamente
13%. Sin embargo, el dioxano presenta mayores dificultades que la acetona para su
volatilizacién durante el posterior secado del producto por lo que se descart6 utilizarlo en
futuras sintesis.

Tabla 15. Tercer grupo de ensayos de sintesis del complejo.

Relacion | Ensayo | [PASP- | [VO*] | [PASP- | [VO*] | Volumen
Ensayo molar de PASP- | DC-MC] | inicial | DC-MC] final total
meros DC-MC inicial (mM) final (mM) (mL)
DC:VO** | utilizado
2:1 8 5% 4,40 0,32% 4,12 3,13
J 3:1 8 5% 4,66 0,48% 4,21 2,08
K 4:1 8 5% 4,74 0,64% 4,14 1,56
L? 5:1 9 5% 4,84 0,80% 3,81 3,75
M2 6:1 9 5% 4,74 0,96% 3,83 3,13

a: Ensayos en los que se partié de 30 mg de PASP-DC-MC.
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Para estudiar la influencia de la relacion molar entre los meros DC y el cation vanadilo
sobre el rendimiento del complejo deseado, se decidié explorar otras variaciones de este
parametro. Se tom6 como base el mejor ensayo con dicha relacién molar, es decir, el E
de la Tabla 11. Las variaciones realizadas se presentan en la Tabla 15.

Tabla 16. Resultados de los ensayos de la Tabla 15.

Masa del Masa del complejo | Rendimiento del
Ensayo precipitado inicial precipitado con complejo
(mg) solvente (mg) precipitado con
solvente (%)
I 0,0 6,9 64,7
J 0,0 8,5 81,4
K 0,0 7,2 69,7
L 0,0 19,9 64,8
M 0,0 3,7 12,1

Como se puede apreciar en la tabla, el mayor rendimiento se da en el ensayo con la
relacion molar 3:1. A relaciones molares superiores, el rendimiento disminuye hasta un
minimo de 12% para la relacién molar 6:1. Este decrecimiento se atribuye al progresivo
aumento observado de la solubilidad del complejo resultante conforme disminuye su
contenido de vanadio, lo que impide lograr su precipitacion completa. Sin embargo, segun
la informacién proporcionada por los correspondientes espectros FT-IR, los complejos
obtenidos, con excepcién de aquel con relacion molar 2:1, se encuentran, en mayor o
menor medida, contaminados con sulfato.

Al respecto, cabe indicar que, justamente, a partir de la sintesis con relacion molar 3:1, no
fue posible realizar el exhaustivo lavado con agua de los complejos obtenidos por
precipitacion con acetona, pues esto conducia a pérdidas de rendimiento. Por este
motivo, se concluye que el mejor ensayo de este grupo es el |, que corresponde a la
relacion molar 2:1, en el que incluso se mejora el rendimiento obtenido en el ensayo E.

Para estudiar la influencia de una disminucion de la concentracion inicial de polimero, de
5% a 1%, se realiz6 el ensayo S con relacion molar 2:1. Se tomé como referencia el
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ensayo | de la Tabla 15 con la misma relacion molar. Este nuevo ensayo se detalla en la
Tabla 17 y sus resultados, en la Tabla 18.

Tabla 17. Cuarto grupo de ensayos de sintesis del complejo. En todas estas sintesis, se
utilizé el PASP-DC-MC 7 como vehiculo polimérico.

Relacion | [PASP- [VO#] [PASP- [VO#] Volumen
Ensayo molar DC-MC] inicial DC-MC] | final (mM) total (mL)
meros inicial (mM) final
DC:VO™
N 1:1 1% 1 0,04% 0,96 24,040
@] 1:1 1% 5 0,17% 4,11 5,610
P 1:1 1% 10 0,30% 6,97 3,305
Q 1:1 1% 20 0,47% 10,72 2,150
R 2:1 1% 1 0,08% 0,92 12,520
S 2:1 1% 5 0,30% 3,49 3,305
T 2:1 1% 10 0,47% 5,36 2,150
U 2:1 1% 20 0,63% 7,31 1,575

A diferencia de la sintesis I, en el ensayo S en cuestidén se obtuvo una pequefia cantidad
del sélido indeseado y el rendimiento fue 15% mas bajo.

Adicionalmente, se exploré el efecto de variaciones en las concentraciones iniciales de
VOSO,. El mejor resultado, con un rendimiento de 80% de complejo deseado, se obtuvo
en la sintesis R, en la que se disminuy6 5 veces la [VO?']; con respecto a la sintesis S. Por
otro lado, se confirm6 mediante los ensayos T y U que un aumento de la concentracion
del cation metalico resultod perjudicial sobre el rendimiento, pues condujo a un predominio
de la cantidad de sélido indeseado. De esta manera, se establece que incluso empleando
una relacion molar favorable, la concentracion inicial de vanadilo no debe superar cierto
limite maximo para minimizar o eliminar la precipitacion del producto insoluble.
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Con el fin de extender el estudio de la influencia de la disminuciéon de la concentracion
inicial del polimero y la consecuente alza de la concentracion inicial de cation metalico a
las sintesis con relacion molar 1:1, se realizaron nuevos ensayos analogos a aquellos
recién discutidos con relacién 2:1, los que se reportan asimismo en la Tabla 17 y cuyos
resultados se muestran en la Tabla 18. En los casos de las sintesis O, P y Q, la
combinacion de una relacion molar 1:1 y las altas concentraciones iniciales y finales de
VO?* ocasiona que precipite mayor cantidad del sélido inicial en desmedro del complejo
deseado. Esto ultimo es consistente con los resultados obtenidos en los ensayos Ty U
con relacion molar 2:1. En el caso de la sintesis N, la disminucion de la concentracion de
vanadilo hasta 1 mM tuvo como consecuencia que la concentracién final del conjugado se
reduzca en gran medida, tanto asi que no se logré precipitar el complejo a pesar de
agregar abundante cantidad de acetona.

Tabla 18. Resultados de los ensayos de la Tabla 17.

Masa del Masa del complejo | Rendimiento del
Ensayo precipitado inicial precipitado con complejo
(mg) solvente (mg) precipitado con
solvente (%)

N 0,2 0,0 0,0
o 8,9 2,6 22,5
P 9,9 1,0 8,7
Q 10,3 1,3 11,3
R 0,0 8,7 80,8
S 0,7 54 50,1
T 4,8 15 13,9
U 7,3 0,0 0,00

Finalmente, se trat6 de optimizar el ensayo R de la Tabla 17. En base a la experiencia
acumulada en ensayos anteriores, se habia determinado que a concentraciones muy
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bajas del conjugado no se producia una precipitacion completa. Por este motivo, se busco
aumentar la concentracion final del conjugado sin exceder las concentraciones finales
limite establecidas para el polimero y el metal. Ademés, dada la dificultad préactica
generada al trabajar con concentraciones iniciales de PASP-DC-MC de 5% y 1%, en las
que el volumen de la solucién de vanadilo excedia en gran medida a aquel de la solucién
de polimero, se buscé la manera de usar volumenes comparables de ambas soluciones.

Estas consideraciones condujeron a los ensayos V, W y X, que se muestran en la Tabla
19. Como se puede apreciar, se han utilizado concentraciones finales de polimero y
vanadilo iguales al doble de las utilizadas en el ensayo R. Ademas, se logr6 utilizar
volimenes comparables de ambas soluciones.

Tabla 19. Quinto grupo de ensayos de sintesis del complejo.

Relacion | Ensayo | [PASP- | [VO*] | [PASP- | [VO*] | Volumen
Ensayo molar de PASP- | DC-MC] | inicial | DC-MC] final total
meros DC-MC inicial (mM) final (mM) (mL)
DC:VO* | utilizado
% 2:1 7 0,25% 5,16 0,16% 1,86 15,625
we 2:1 9 0,25% 5,57 0,16% 2,01 15,625
XP 2:1 9 0,25% 5,68 0,16% 2,05 25

a: ensayos en los que se parti6 de 25 mg de PASP-DC-MC
b: ensayo en el que se partié de 40 mg de PASP-DC-MC

Mediante estos ensayos se confirmé la premisa de que un aumento de la concentracion
final del conjugado, con respecto al ensayo R, resultaria beneficioso para el rendimiento
del producto, siempre que no exceda cierto limite auto-establecido, como se comprobd
con los ensayos de las Tablas 11y 17.

El rendimiento de estos Ultimos ensayos se ubica entre 91% y 94%, aproximadamente, lo
gue representa una mejora significativa con respecto al ensayo R. Ademas, al igual que
en dicho ensayo, se evitd totalmente la formacion del solido insoluble y se superé el
problema practico de trabajar con volumenes tan distintos entre si.
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Tabla 20. Resultados de los ensayos de la Tabla 19.

Masa del Masa del complejo | Rendimiento del
Ensayo precipitado inicial precipitado con complejo
(mg) solvente (mg) precipitado con
solvente (%)
Vv 0,0 24,4 90,6
w 0,0 25,4 93,7
X 0,0 40,1 92,3

4.5.2 Caracterizaciéon y discusion de resultados

Los productos obtenidos por precipitacion con acetona fueron analizados por
espectroscopias IR y UV-vis; ademas, se determind su contenido de vanadio por la
técnica de emision oOptica de plasma acoplado inductivamente (Inductively Coupled
Plasma, ICP). Por otro lado, los sélidos iniciales insolubles fueron caracterizaron por IR e
ICP.

En las Figuras 25 y 26, se presentan los espectros IR de ambos tipos de productos para
el caso en que la proporcion entre los meros dicarboximetilados y el cation vanadilo es de
1:1. Los espectros mostrados corresponden a la sintesis D y son representativos de todas
las sintesis con esta relacion molar.

En el espectro IR mostrado en la Figura 25 se aprecian las bandas caracteristicas de los
grupos funcionales del ligando polimérico. A 3429 cm™, se observa la banda de
estiramiento del grupo N-H de la amida; a 1642 cm™, el estiramiento C=0 de la amida I,
superpuesto con el asimétrico del grupo COO'". La flexibn N-H de la amida Il aparece
ahora como un hombro, a 1547 cm™, a la derecha de la banda a 1642 cm™, lo que
evidencia un desplazamiento hacia menores frecuencias de la sefial correspondiente al
estiramiento asimétrico del COO'". Esto ultimo seria consecuente con la complejacion de
dicho grupo al catién vanadilo. Por otro lado, en la zona de la banda del estiramiento
simétrico del grupo COO" del polimero se observan dos sefiales, a 1403 y 1385 cm™. La
primera podria asignarse al v COO’ de grupos carboxilatos no coordinados, en tanto que
la segunda podria pertenecer a aquellos complejados.

Finalmente, en el espectro en discusion, a diferencia de aquel del polimero, no se
observan las bandas caracteristicas de los grupos COOH, v CO a 1714 y & OH a 1365
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cm™. Esto es consistente con el hecho de que la complejacion del catién vanadilo al
polimero demanda una deprotonacion de los grupos carboxilicos.

Asimismo, la complejacion del cation vanadilo a los grupos carboxilato da lugar a una
intensa banda a 976 cm™, que corresponde al estiramiento V=0 del catién oxovanadio
(IV). Esta banda se encuentra considerablemente desplazada hacia menores frecuencias
con respecto a la de la sal sulfato de vanadilo, en donde aparece aproximadamente a 993
cm™, lo que concuerda con una efectiva complejacion del cation metélico a los meros di-
carboximetilados del polimero.

El espectro IR del sélido inicial insoluble es muy similar al del complejo precipitado con
acetona. La diferencia mas relevante es la aparicion de un hombro a la izquierda de la
intensa banda de absorcion a 1635 cm™. Esta nueva sefial, a 1745 cm™, corresponde al
estiramiento v C=0 del grupo COOH y pone en evidencia la presencia de una cantidad
significativa de grupos carboxilicos libres, lo que seria consistente con un menor grado de
complejacion del polimero.
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Figura 25. Espectro IR del solido precipitado con acetona de la sintesis D en KBr.
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Figura 26. Espectro IR del precipitado inicial insoluble de la sintesis D en KBr.
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Para determinar el contenido de vanadio de ambos tipos de sélidos, el inicial insoluble y el
precipitado con acetona, se aplicé la técnica de ICP. Con este fin, se sintetizé un complejo
a condiciones similares a las del ensayo D de la Tabla 11, en el que la cantidad obtenida
de ambos productos fue semejante. Los espectros IR de ambos sélidos se pueden
observar en los Anexos 7 y 8. Los resultados del andlisis, mostrados en la Tabla 21,
indican un menor contenido de vanadio del sélido inicial insoluble. Esto concuerda con lo
concluido a partir de la interpretacibn comparativa de los espectros IR de ambos
productos, donde se propuso un menor grado de complejacion para este caso.

Tabla 21. Contenido de vanadio determinado por ICP

Ensayo % de vanadio*
Sdélido inicial ensayo Y 7,09
Soélido precipitado con acetona ensayo Y 10,46

* El valor tedrico de contenido de vanadio del sélido precipitado con acetona para este ensayo es
de 9,71%. Para el célculo se consideré que el VO? se encuentra coordinado por dos grupos
carboxilato de modo monodentado y por dos moléculas de agua.

Ademas, al realizar una comparacion de estos resultados con los del trabajo anterior del
poliaspartato de vanadilo®’ para una sintesis comparable en cuanto a relacion molar
utilizada, se encuentra que el porcentaje de vanadio del sélido inicial indeseado fue
también considerablemente menor que el porcentaje para el producto precipitado con
acetona.

Por otro lado, se obtuvieron los espectros IR de los productos de los ensayos en los que
la relacion molar entre los meros dicarboximetilados del polimero y el catién vanadilo fue
de 2:1. En la Figura 27, se puede apreciar el espectro correspondiente a la sintesis V, que
es representativo de todos los ensayos con esta relacion molar. Cabe mencionar que,
como en las sintesis 2:1 mas exitosas no ocurrid precipitacion del sélido inicial insoluble
los espectros de estos productos indeseados no seran, en este caso, motivo de discusion.

En comparacién con el espectro de la Figura 25 del sélido con relacién molar 1:1, el
espectro del complejo de la sintesis V presenta una Unica diferencia significativa: la
presencia de un hombro a la izquierda de la intensa sefial a 1642 cm™. La presencia de
este hombro, que corresponde al estiramiento v C=0 del grupo COOH y que también se
encuentra presente en el espectro del sélido inicial insoluble de las sintesis 1:1 (Figura
26), es consistente con un menor grado de complejacion del polimero dada la menor
cantidad de vanadilo utilizado en los ensayos 2:1.
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Figura 27. Espectro IR del sélido precipitado con acetona de la sintesis V en KBr.
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El menor grado de complejacion para los ensayos con relacion molar 2:1 fue comprobado
con la técnica de ICP. Asi, se determind que el porcentaje de vanadio de las sintesis que
condujeron a mayores rendimientos del producto deseado, W y X (ensayos mostrados en
la Tabla 19), fue de alrededor de 5,8%. Este valor es, como seria de esperar,
aproximadamente la mitad del porcentaje de vanadio obtenido en el caso analogo del
ensayo Y (mostrado en la Tabla 21).

De acuerdo a la discusion realizada hasta el momento de los espectros IR y de los
resultados de la técnica de ICP, se puede concluir que los dos tipos de sdlidos, el
precipitado inicial insoluble y los precipitados con acetona, son todos complejos del
vehiculo polimérico PASP-DC-MC con el catién vanadilo. La Unica diferencia entre estos
productos radica en la cantidad de cation metalico complejado.

En este sentido, resulta curioso a priori, al considerar, por un lado, la altisima solubilidad
en agua del portador polimérico y, por otro, la rigidez introducida en cada cadena
polimérica por un mayor grado de complejacién del metal, que el complejo insoluble
contenga menos vanadilo que aquel precipitable con acetona, como se aprecia en la
Tabla 21. No obstante, esto resulta consistente con un posible entrecruzamiento de
distintas cadenas poliméricas por medio del cation metdlico, que actuaria como puente
entre ellas. Aparentemente, afadir VO?" en concentraciones relativamente altas a la
solucion del ligando polimérico, que al pH 3 de trabajo se encuentra predominantemente
protonado, ocasiona que se forme rapidamente el complejo entrecruzado, el cual, debido
a su reducida flexibilidad, es insoluble y precipita. Por otro lado, el polimero remanente en
solucion, a concentraciones tales que ya no propician el entrecruzamiento,
paulatinamente va deprotonandose y complejando VO* hasta llegar a saturarse
coordinativamente.

Todo lo expuesto concuerda, ademas, con los resultados de los ensayos descritos en el
acapite 4.5.1, de los que se concluyé que una alta concentracion inicial de vanadilo en
solucién propiciaba la precipitacion del solido inicial indeseado. Asimismo, se observo que
otro factor que influy6 sobre la generacion de este sélido fue la velocidad de adicion de la
solucién de vanadilo, puesto que la cantidad del mismo disminuia cuando se agregaba
lentamente, como se reportd en la Tabla 15. Esto Ultimo se podria asociar a que una
rapida adicion del cation metalico genera una concentracion local muy alta al momento de
la adicién que, como se acaba de mencionar, propicia el entrecruzamiento.

En lo referente al espectro electronico, se sabe que la mayoria de los oxocomplejos de
vanadio(IV) estudiados presentan tres bandas de baja intensidad correspondientes a
transiciones d-d. Comunmente, estas bandas se localizan entre unos méargenes de 625 —
909 nm, 527 — 687 nm y 333 — 500 nm, con esta Ultima normalmente solapada por
bandas de transferencia de carga mas intensas.>®
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De acuerdo al modelo de Ballhausen - Gray®, los orbitales d del vanadio, para el caso del
VO(H20)52+, se desdoblan, como consecuencia de la distorsion de la geometria octaédrica
ideal por el acortamiento del enlace multiple VO, en la forma que indica la Figura 28. Al
respecto, cabe sefialar que el conjugado PASP-DC-MC-VO presentaria desdoblamientos
similares, pues solamente se estarian reemplazando dos moléculas de H,O en el plano
ecuatorial por dos ligandos carboxilicos. Por tanto, se propone que la asignaciéon de las
bandas en el espectro UV-vis del complejo poliaspartamida-vanadilo sea muy similar a la
del acuaién VO?*.

A
E d,2
A
H,0.._ _.OH, 22
- M\V2+r A
.
HZO/[ \\“OHZ
OH,
'y deJ dyz
dyy

Figura 28. Desdoblamiento de los orbitales de vanadilo, para el caso del cation VO(H,0)s>*, de
acuerdo al modelo de Ballhausen — Gray.>

En el caso particular del espectro UV-vis del conjugado con relacién molar 2:1, la banda a
771 nm corresponde a la transicion d,,, - dy,, d,, y €l hombro a 593 nm, a la transicion
dyy = dy2_2. COMo es usual, la tercera banda de mayor energia, correspondiente a la
transicion d,, — d,z, se encuentra enmascarada por una intensa banda de tranferencia de
carga ligando carboxilato — metal en la region ultravioleta, que se extiende hasta el rango
visible. Los desplazamientos de las dos primeras bandas, con respecto a las observadas
para el VO(H,0)s** (Anexo 9), demuestran la complejacion del cation vanadilo a los
grupos carboxilato del portador, el cual no presenta absorcién alguna la regién de interés
de su respectivo espectro electrénico (Anexo 10).
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Figura 29. Estructura propuesta para el complejo PASP-DC-MC-VO.

En lo que respecta al modo de coordinacion de los complejos sintetizados, se ha
reportado que valores altos de A[v,s(COO)-vs(COOY] en el espectro IR indican que los
grupos carboxilato coordinan de modo monodentado al catién vanadilo.>” Precisamente,
en los espectros mostrados en las Figuras 25, 26 y 27 se puede observar que dicha
diferencia es igual a 239, 236 y 244 cm, respectivamente. Asimismo, Sakurai y
colaboradores han utilizado la técnica EPR en un conjugado poliglutamato-oxovanadio
(IV) y determinaron que los grupos carboxilato del polimero portador complejan al metal
de modo monodentado. En base a lo anterior, se propone una coordinaciéon monodentada
de grupos carboxilato de la cadena lateral del polimero al metal, probablemente de un
mero di-carboximetilado que coordinaria mas efectivamente al agente activo que los
meros mono-carboximetilados. La coordinacién al metal se completaria, entonces, con
dos o tres moléculas de agua para dar lugar a una geometria de piramide cuadrada u
octaédrica en el conjugado. (Figura 29)
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Figura 30. Espectro UV-vis de un conjugado con relacion molar 2:1.

Finalmente, con respecto a la solubilidad de los complejos precipitados con acetona, se
ha comprobado que a menor cantidad de vanadio en el complejo, la hidrosolubilidad
aumenta. Asi, mientras que fue imposible redisolver en agua los complejos con relacién
molar 1:1 entre meros di-carboximetilados y cation vanadilo, aquellos con relacién molar
3:1 o superior se redisolvieron sin problemas. Esto se atribuye al hecho de que, dada la
alta movilidad de las cadenas de polimero, es posible que ocurra entrecruzamiento
incluso en estado solido.*®
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5 Conclusiones

Se logr6  sintetizar con  éxito el complejo poli(a,B-D,L-[N-(3-
di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-)carboximetil)-aminopropil)-
aspartamida])-oxovanadio(lV), objetivo del presente trabajo, por un método
desarrollado en nuestro laboratorio. Dicho complejo fue obtenido bajo diversas
condiciones de sintesis, tales como diferente proporcién molar entre meros di-
carboximetilados y cation vanadilo, y diferentes concentraciones de los reactivos.
Todos los ensayos fueron realizados en medio acuoso, a pH 3 y con un tiempo de
reaccién de 24 horas a temperatura ambiente.

El porcentaje de rendimiento mas elevado de la sintesis del complejo PASP-DC-
MC-VO se obtuvo empleando una relacion molar de 2:1 entre los meros di-
carboximetilados del polimero y el cation vanadilo y a bajas concentraciones
finales de los reactivos (0,16% para el polimero y alrededor de 2 mM para el
VO?). Bajo estas condiciones, se alcanzaron rendimientos de hasta 93% y un
contenido de vanadio de entre 5,7% y 5,9%, segun analisis por ICP. Esto ultimo
concuerda con el porcentaje esperado teéricamente para esta relacién molar.

En el caso del complejo sintetizado con relacion molar de 1 : 1, el contenido de
vanadio, 10,4% segun el analisis por ICP, denota saturacion coordinativa de los
meros di-carboximetilados.

Los espectros IR y UV-visible de los sodlidos obtenidos por precipitacion con
acetona demuestran la efectiva complejacion del vanadilo al polimero via los
grupos carboxilicos terminales. Dada la similitud en la naturaleza de los grupos
funcionales ligantes del PASP-DC-MC con aquellos del poliglutamato, en cuyo
caso se demostr6 un modo de coordinacibon monodentado de los grupos
carboxilato al vanadilo, y la semejanza entre los espectros UV-vis del VO(H,0)s*" y
el conjugado poliaspartamida-VO, se propone una geometria octaédrica o
pirdmidal cuadrada, con dos posiciones ecuatoriales ocupadas por oxigenos de un
mero di-carboximetilado y completada con dos o tres moléculas de agua.

El soélido inicial insoluble, obtenido en las sintesis con relacion molar 1:1, es
también un complejo. El contenido de vanadio para este co-producto es de 7,1%,
lo que evidencia un menor grado de complejacion en comparacion con el sélido
precipitado por acetona y ademas es consistente con la presencia de grupos
carboxilicos protonados en su espectro IR. Se propone que la insolubilidad y el
menor contenido de vanadio de este producto deriven de un posible
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas mediante el cation vanadilo que
actla como puente entre ellas.

Se logré obtener con altos rendimientos el vehiculo polimérico poli(a,B-D,L-[N-(3-
di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-)carboximetil)-aminopropil)-
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aspartamida]) de acuerdo a un método previamente reportado. Asimismo, se
caracterizo de forma mas completa este polimero con las técnicas COSY y HSQC,
lograndose asignar todas sus sefiales en el espectro 'H-RMN, las cuales no se
encontraban reportadas en la literatura especializada.

7. Este polimero cumple con las caracteristicas necesarias para su desarrollo como
un potencial vehiculo de transporte y entrega del agente insulino mimeético
oxovanadio (V). Dadas sus particulares caracteristicas estructurales, el polimero
sintetizado representa una mejora importante con respecto al poli(acido aspartico)
utilizado en un trabajo de tesis anterior.

8. Finalmente, se logré obtener con buenos rendimientos y alta buena pureza los
polimeros precursores poli-a,3-D,L-[N-(3-aminopropil)-aspartamida] y
polisuccinimida, de acuerdo a métodos previamente reportados. En el caso
particular de la polisuccinimida, se determiné que su peso molecular, obtenido por
viscosimetria capilar, se encuentra entre 47 y 58 kDa. Esto ultimo resulta
conveniente para que en las posteriores derivatizaciones del polimero se obtenga
un peso molecular M,, dentro del rango deseado (25 — 50 kDa en polimeros
lineales) para una efectiva aplicaciéon del mismo como vehiculo polimérico del
cation VO,
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6 Recomendaciones

1. Con el fin de maximizar el rendimiento del complejo precipitado con acetona en el
caso de la sintesis con relacion molar 1:1 entre meros di-carboximetilados y el
cation vanadilo, que corresponde a la saturacion coordinativa, se propone
investigar otros métodos de aislamiento del producto distintos a la precipitacion
con solvente acetona. Por ejemplo, liofilizar o evaporar a sequedad el solvente
agua utilizado durante la sintesis, luego de haber realizado una purificacion de la
mezcla de reaccion por didlisis.

2. Asimismo, se propone evaluar la actividad insulino mimética in vitro e in vivo del
nuevo conjugado PASP-DC-MC-VO en comparacién con la del complejo
poliaspartato de vanadilo, sintetizado en un trabajo de tesis anterior de nuestro
grupo de investigacién, utilizando como patrén el complejo molecular
bis(etilmaltolato)oxovanadio (IV).

3. Finalmente, se propone la sintesis de un nuevo vehiculo polimérico, similar al Poli-
(a,B-D,L-[N-(3-di(carboximetil)aminopropil)-aspartamida]-co-[N-(3-)carboximetil)-
aminopropil)-aspartamida]) (PASP-DC-MC), con grupos solubilizantes que
cumplan exclusivamente esta funcibn y no sean capaces de ligar al cation
oxovanadio(lV). De esta manera, se evitarian las complicaciones experimentales
derivadas de la presencia de grupos ligantes-solubilizantes libres responsables de
un posible entrecruzamiento de las cadenas poliméricas.
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