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Introduccion

En los ultimos afos ha existido un creciente interés en el desarrollo de portadores coloidales
de medicamentos, es decir, suficientemente pequefios para su administracion intravenosa, sin la
posibilidad de generacion de problemas tromboliticos. El objetivo de estos es asegurar la
liberacion de un medicamento de manera continua y controlada manteniendo una dosis eficiente
del mismo, sin acercarse a la dosis toxica. Se ha demostrado que las particulas de material
polimérico biodegradable y biocompatible, de tamafio nanométrico (10° m), son excelentes
portadoras de medicamentos y pueden ser utilizadas de forma segura.'".

Con el fin de aumentar la persistencia en el sistema circulatorio, una de las mejores
opciones es cubrir el medicamento con un polimero que no pueda ser reconocido por el sistema
inmunolédgico y que ademas sea hidrofilico para asegurar su compatibilidad con la sangre. Entre
los polimeros hidrofilicos, el Poli(etilenglicol) (PEG) es considerado no toxico y ha sido
aprobado por la FDA para su uso interno en humanos®®!. Ademas de su caracter hidrofilico, otra
caracteristica importante es la flexibilidad de la cadena. La estructura flexible y radpidamente
cambiante del PEG hace que el sistema inmunologico tenga dificultades para modelar un
anticuerpo alrededor de ¢l y por lo tanto, formard una capa protectora que evitara dicha
interaccion.

El presente trabajo esta enfocado al transporte de medicamentos insolubles en agua, por lo
tanto, es necesario contar con una parte hidrofobica capaz de disolver, atrapar o enlazar al
medicamento. Se desea ademas utilizar un polimero que pueda ser degradado por los procesos
normales del organismo. Esto lleva a considerar la utilizacién de un péptido, con el fin de evitar
la formacion de cualquier metabolito de alta toxicidad. El polimero elegido es el Poli(p-bencil-L-
aspartato) (PBLA). Este polimero es capaz de solubilizar medicamentos hidrofobicos, tiene la
facilidad de unirse quimicamente al PEG y es facilmente degradado en el organismo. El polimero
estard formado por un bloque de péptido, el cual constituira el centro de la nanoparticula y un
bloque de PEG que formara la capa flexible, compatible con el agua. En este caso es necesario
bloquear un grupo terminal del PEG bajo la forma de un éter metilico y activar el otro extremo
como grupo amino. Este grupo iniciard la polimerizacion del N-Carboxianhidrido (NCA). Para
este fin se utilizard a-metoxi-m-amino-PEG.

En el presente trabajo se describe la polimerizacion del PBLA sobre una cadena de PEG
funcionalizada  utilizando  B-bencil-L-aspartato-N-carboxianhidrido (BCA-NCA) como
monoémero y la sintesis del BCA-NCA mediante la carboxilacion del B-bencil-L-aspartato
(BCA), asi como la caracterizacion de los productos mencionados

Parte experimental
Sintesis del p-Bencil-L-Aspartato-N-Carboxiahnidrido (BCA-NCA)

El BCA-NCA fue sintetizado tal como se describe en la literatura®’. Se disolvié el BCA
(Sigma) en THF seco y destilado. Se calent6 el sistema a 50 °C en atmdsfera de nitrégeno. Se
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afnadio el trifosgeno (Fluka) hasta obtener una solucion incolora. Después de 3 horas se agregd
hexano a la solucion hasta observar la formacion de cristales. Esta solucion se congelo a —20°C
durante 24 horas. Pasado este tiempo se recristalizd el NCA con THF/hexano hasta punto de
fusion constante. Finalmente se sec6 al vacio. La caracterizacion de este producto se llevd a cabo
mediante espectroscopia IR y RMN de 'Hy "*C.

Sintesis del Poli(-Bencil-L-Aspartato) sobre Poli(etilen-glicol) (PEG-PBLA)

Se anadi6 DMF (Aldrich) doblemente destilado al BCA-NCA. Posteriormente, se afiadid
cloroformo (Aldrich) destilado hasta la disolucion completa del BCA-NCA. Se agité a 35°C en
una atmoésfera de nitrogeno. Por otra parte, se disolvio el mPEG-NH, (M=5000, 114 unidades,
Shearwater) en cloroformo destilado. La razon molar de PEG/BCA-NCA fue de 1:19 con el
objetivo de obtener 19 unidades de PBLA. Se dejo reaccionar durante 21.5 h con agitacion. Para
la remocién del PEG residual se disolvio el PEG-PBLA en cloroformo y se puso en bafio maria a
40 °C. Se afiadié metanol (Aldrich) hasta la formacioén de un precipitado blanco. Se centrifugd y
se seco al vacio. Nuevamente se disolvio en cloroformo y se afiadié éter etilico en exceso. Se

centrifugd y se seco al vacio. La caracterizacion del PEG-PBLA se llevd a cabo medio de RMN
de 'H.

Resultados
Sintesis del f-Bencil-L-Aspartato-N-Carboxiahnidrido (BCA-NCA)

El producto obtenido fue un polvo blanco. El rendimiento fue del 81% obtenido tomando
como base el peso inicial de B-bencil-L-aspartato.

Fue posible comprobar que la reaccion se efectu6 analizando el producto por espectroscopia
de Infrarojo (IR); la aparicion de dos bandas, separadas por 60 cm™, pertenecientes al grupo
carboxilico de un anillo pentagonal saturado, entre 1850 cm™ aproximadamente, es diagndstico
de la formacién del producto esperado*. Mediante un analisis IR se obtuvieron dos picos a
1861.37 y 1801 cm™, lo cual es una evidencia clara de la existencia de BCA-NCA como
producto. (Figura 1).
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Figura 1. Espectro IR del BCA-NCA
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Para la comprobacion de la pureza del producto se utilizé el analisis de RMN 'H y "*C. En un
inicio se simularon los dos espectros utilizando el programa ACD Labs 5.0 HNMR Viewer y
CNMR Viewer respectivamente. Posteriormente se compard el desplazamiento de los picos
obtenidos experimentalmente con los teéricos. La Tabla 1 muestra comparacion de los
desplazamientos quimicos, la cual hace evidente que el producto obtenido corresponde al BCA-
NCA esperado (los protones y carbonos a los cuales corresponden los desplazamientos se
encuentran sefalados por negritas).

G Proton Carbon
rupo - - , ,
: Desplazamiento Desplazamiento Desplazamiento Desplazamiento
Funcional v . r .
Teorico (ppm) | Experimental (ppm) | Teoérico (ppm) | Experimental (ppm)
R-CH,-CO-O- | 3.05,3.10,3.20 2.85-3.15 36.26 35
-NH-CH-CO- 4.81 4.7 53.19 54
-CO-CH,-C¢H; 5.16 5.15 66.1 66.5
-Ce¢H; 7.27-1.37 7.4 128.50 - 136.81 128.5- 136
-NH-CO-0-CO- 9.17 9.05 153.71 152.5
—+——€H-CO-O- 169.39 169.5
| —=€H,-CO-0O- 170.51 171
T—— THF 1.84y3.73 1.75y3.6

Tabla 1. Desplazamientos teoricos y experimentales para la molécula de BCA-NCA.

Sintesis del Poli(3-Bencil-L-Aspartato) sobre Poli(etilen-glicol) (PEG-PBLA)

La metodologia para sintetizar esta estructura resultd ser acertada obteniéndose el PEG-
PBLA en forma de polvo blanco. El rendimiento fue del 86.7%, calculado mediante la ecuacion

(1).

100% de Rendimiento = Peso del PEG + Peso del BCA-NCA * 0.823  Ecuacion (1)

Para verificar la composicion del producto se utilizé un anélisis de RMN. Especificamente,
el andlisis de RMN de proton permite comparar el area de los picos correspondientes a los
protones metilénicos del PEG (-OCH,CH,, 6 = 3.6) y los protones bencilicos del PBLA
(COOCH,C¢Hs, & = 5.0; PBLA) P!, Mediante esta comparacion es posible conocer el namero de
unidades de PBLA, dado un nimero determinado de unidades de PEG.

En el espectro experimental (Figura 2) el pico a 3.574 ppm corresponde a los 4 protones
metilénicos del PEG; el pico a 4.965 ppm corresponde a los 2 protones bencilicos de PBLA.
Tomando en cuenta que el espectro muestra una unidad de integracion de PBLA por cada 12.161
unidades de integracion de PEG, se tiene la relacion PBLA/PEG = 0.1645. Considerando que el
PEG utilizado (Mw = 5000 ) contiene 114 unidades, se obtiene que, bajo las condiciones de
reaccion indicadas anteriormente, se lograron afiadir 18.75 unidades de PBLA, en promedio. Esto
da una aproximacion del 98.7% con respecto a las 19 unidades planeadas.
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Figura 2. Espectro 'H-RMN del PEG-PBLA
Conclusiones

Se obtuvo BCA-NCA a partir de la carboxilaciéon del BCA, mediante el método tradicional,
utilizando trifosgeno. Mediante los analisis IR y RMN 'H y °C se obtuvo evidencia clara de la
existencia de este producto. El rendimiento fue del 81%. También se obtuvo PEG-PBLA
polimerizando el BCA-NCA sobre una cadena de mPEG-NH,. El rendimiento obtenido fue del
86.7%. Las evidencias experimentales presentadas en este trabajo sugieren que la sintesis se llevo
a cabo adecuadamente, obteniéndose una aproximacion del 98.7% con respecto a las unidades
planeadas. De estos resultados podemos mencionar que el polimero sintetizado es una opcién
para su uso como portador de medicamentos.
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