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DESCRIPCION
Método de preparacién de polimeros de impresion molecular (PIM) mediante polimerizacion por radicales
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de preparaciéon de un polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM)
mediante polimerizaciéon por radicales usando al menos un iniciador que comprende al menos dos funciones
quimicas capaces de formar radicales reactivos, y por tanto obtener una concentracion localmente elevada de
radicales que permite iniciar la polimerizacion sobre o alrededor de la entidad o molécula de impresion.

La presente invencién también se refiere a los polimeros de impresion(s) molecular(s) (PIM) susceptibles de
obtencién con el método de la invencion asi como a su uso en la realizacién de biosensores biomiméticos, biochips
biomiméticos, sensores quimicos, dispositivos de separacion por adsorcién especifica, asi como revestimiento en
particular para la liberacién de productos activos.

En la descripcion que sigue a continuacién, las referencias entre corchetes ([ ]) se refieren al listado de referencias
presentado al final del texto.

Estado de la técnica

Los sensores quimicos o los biosensores son dispositivos que permiten retener al menos temporalmente una
sustancia quimica o biolégica a detectar y/o cuantificar como por ejemplo la medida o deteccidén de un gas (medida
de la contaminacion, reactivos quimicos, etc.), la deteccién de un principio activo (farmaco, herbicida, etc.),
deteccidn de sustancias humanas o animales (células, proteinas, etc.), virus, etc.

Los biosensores y las fases estacionarios de separacion por afinidad disponibles en la actualidad usan a menudo
biomacromoléculas o macromoléculas biolégicas como elementos de reconocimiento especificos, en particular
anticuerpos, enzimas o acidos nucleicos. Dichas biomacromoléculas presentan una baja estabilidad quimica y fisica,
en particular a disolventes organicos, acidos y bases, temperaturas elevadas. Las biomacromoléculas son caras y
dificiles de obtener, y dificiles de integrar en procesos de fabricacion industriales. En este contexto, el uso de
polimeros y/o copolimeros que presentan uno o varios tipos de impresién(s) molecular(s) (PIM) se impone como una
alternativa a estas biomacromoléculas. Se trata de materiales biomiméticos que reproducen la capacidad de
reconocimiento molecular que se observa en ciertas macromoléculas bioldgicas [1].

Ya existen polimeros que presentan uno o varios tipos de impresion(s) molecular(s) (PIM). Sin embargo, su uso
practico se ve obstaculizado por una aplicacion demasiado compleja como la forma o6ptima para la aplicacion
prevista.

La sintesis de polimeros mediante polimerizacion por radicales usando concentraciones relativamente bajas de
iniciador y mondémeros, como en el caso del iniciador inmovilizado en un soporte sélido [2] o una solucion diluida
para la sintesis de microgeles y nanogeles [3] ya se ha descrito. El polimero obtenido presenta en general una forma
de "fractal", no lo suficientemente denso para su adaptacion a la sintesis de PIM [4].

Para la sintesis de polimeros de impresién molecular en forma de microgeles, se ha propuesto superar este
inconveniente mediante el uso de una concentracién elevada de reactivos en una primera etapa, para diluir la
solucién justo antes de la macrogelacién para obtener microgeles densos [5]. Este enfoque es, sin embargo,
delicado y dificil de realizar, especialmente en un contexto industrial, por el hecho de que parece dificil conseguir un
aumento de escala de forma reproducible.

Por lo tanto, existe una necesidad real de un método de preparacién de polimeros de impresién(s) molecular(s)
(PIM) que permitan superar estas desventajas, inconvenientes y obstaculos de la técnica anterior.

En particular, hay una necesidad real de un método que sea reproducible, que se pueda realizar a escala industrial,
que permita la preparacion de polimeros de impresién(s) molecular(s) (PIM) de manera densa y localizada, a escala
micro o nanométrica, que, ademas, pueda permitir un control del tamafo, de la morfologia y de la forma de los
polimeros (PIM) obtenidos.
Descripcion de la invencién

La presente invencion tiene como objetivo precisamente responde a esta necesidad proporcionando un método de
preparacion de un polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM) mediante polimerizacién por radicales en el que:

a) se pone en contacto:

m al menos una entidad o molécula de impresion ;
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m mondmeros idénticos o diferentes, capaces de formar el polimero de impresién(s) molecular(s) (PIM);

m al menos un iniciador que comprende al menos dos funciones quimicas (F1) capaces de formar radicales
que permiten iniciar la polimerizacion de dichos monémeros sobre o alrededor de dicha entidad o molécula de
impresion;

b) la polimerizacion se realiza bajo la accién de un haz luminoso de longitud de onda visible o UV o bajo la accion
de un aporte de energia térmica formando de este modo sobre o alrededor de dicha entidad o molécula de
impresion un polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM) ;

c) se elimina el o los monémeros no polimerizados y/o toda o parte de la entidad o molécula de impresion del
polimero formado en b) con un disolvente o una mezcla de disolvente(s) apropiado(s).

El método de polimerizacion de acuerdo con la invencion aplica un nuevo tipo de iniciador para la preparaciéon de
polimeros de impresion(s) molecular(s) (PIM) que permite la generacion localizada de un numero elevado de
radicales y un buen control del tamafo, la forma y la morfologia de las cadenas macromoleculares durante la
polimerizacion.

Esto permite mejorar las propiedades de los polimeros (PIM) y por lo tanto optimizar a la vez la selectividad del
reconocimiento y la sensibilidad de la respuesta de un dispositivo basado en un polimero de este tipo (PIM).

La obtencién del polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM) se basa en el principio de impresion molecular. La
impresion molecular es una técnica bien conocida por el experto en la materia. En general, esta consiste, en su
principio fundamental de crear imagenes complementarias de una molécula en un material, en generar un polimero
sintético. La o las moléculas o entidades con respecto a las que se deben generar las impresiones (molécula o
entidad de impresién en el contexto de la presente invencidon) se ponen en contacto con una mezcla de monémeros
que portan grupos funcionales capaces de formar complejos con dicha o dichas moléculas o entidades mediante
enlaces no covalentes, mediante enlaces de coordinacién o mediante enlaces covalentes reversibles.

Como se explicara con méas detalle a continuacion, es fundamental que la naturaleza del enlace de cada entidad o
molécula de impresion con el PIM sea reversible para poder, en condiciones determinadas, liberar o desvincular
dicha o dichas entidades o moléculas del polimero o materiales de impresion(s) que se desea sintetizar y que a
continuacion servira para detectar, captar y/o liberar las sustancias relevantes en funcién de la aplicaciéon o del uso
deseado.

En la descripcion, los términos polimero y material de impresién(s) molecular(s) se pueden usar indistintamente. Por
polimero o material, en el contexto de la presente invencion, hay que entender todos los tipos de polimeros,
homopolimeros (sintetizados a partir de un solo tipo de mondémero y cuyos motivos de repeticién también son de
naturaleza quimica) y copolimeros (un polimero que contiene varios tipos de motivos de repeticién) organicos o
inorganicos usados normalmente para este tipo de técnica.

En el contexto de la invencién, un radical es una especie quimica que posee uno o varios electrones no
emparejados. La presencia de un electrén individual confiere a estas especies una gran reactividad, lo que significa
que éstas tienen la posibilidad de reaccionar con otros compuestos.

Ademas, continuando con la descripcién, los términos « fijarse » y « unirse » se usan indistintamente para hacer
referencia al enlace que se forma entre los atomos o moléculas. Segun el caso, se puede tratar de enlace:
covalente, de coordinacién, hidrogeno, bidnico, Van der Waals, o una interaccion hidréfoba. Segin el caso, el enlace
puede ser reversible o no.

En el contexto de la presente invencion, por dendrén se entiende una molécula arborescente construida mediante
procesos repetitivos (que se pueden producir varias veces) a partir de una molécula que comprende, por un lado, un
sitio que tiene ramificaciones provistas de extremidades reactivas y, por otra parte, un sitio apto para su fijacion
sobre un soporte molecular o sélido. El tamafio del dendrén es funcién del nimero de repeticiones también
denominado generacion. Cuanto mas elevado es el nimero de repeticiones o generaciones, mas grande sera el
tamafo del dendrén. Una generacién x corresponde a x repeticiones, siendo x un nimero entero que corresponde al
numero de repeticiones. Cuando mas importante sea la generacion de dendrones, mas importante sera nimero de
extremidades reactivas.

Por dendritica se entiende una estructura de tipo dendrén. El término iniferter (en inglés « Initiator - Transfer Agent -
Terminator » y en francés « Agent Initiateur, de Transfert et de Terminaison ») que se refiere a un tipo de iniciador de
polimerizacion viva por radicales tal como se describe en la referencia [6].

Como se indica, la polimerizaciéon de los monémeros se puede realizar sobre la entidad o molécula de impresion o
alrededor de la misma.

La polimerizacién se realiza sobre la entidad o molécula de impresiéon cuando el polimero o los polimeros formados
se unen directamente a dicha entidad molecular y no la recubren mas que parcialmente. Esto se puede producir en
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particular cuando la entidad o molécula de impresion y el o los polimeros formados tienen dimensiones parecidas.
Esto se puede observar, por ejemplo, si un polimero (PIM) en forma de particulas de tamafo nanométrico se
sintetiza para una proteina como molécula de impresién que por si misma tiene un diametro de algunos nanémetros.
Esto también se puede producir cuando la entidad o molécula de impresién se fija sobre un soporte durante la
sintesis del polimero (PIM) et y por lo tanto tiene una accesibilidad limitada.

La polimerizacion se realiza alrededor de la entidad o molécula de impresién cuando el o los polimeros formados se
unen directamente a dicha entidad o molécula y la recubren completamente al final de la polimerizacién. Un ejemplo
es un polimero (PIM) en forma de nanoparticulas para una molécula de impresion pequefia como un aminodacido; en
este caso, el polimero (PIM) tiene un tamafo superior a uno o varios érdenes de magnitud que la molécula de
impresion.

En la etapa a), la entidad o molécula de impresion esta destinada a generar, en el polimero, impresiones
moleculares, dando como resultado un polimero de impresién(s) molecular(s) (PIM). En el contexto de la invencion,
se denomina entidad o molécula diana a la entidad o molécula destinada a su unién de manera reversible al
polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM) durante su uso.

La entidad o molécula de impresion puede ser idéntica a la entidad o molécula diana. También puede ser un
derivado de estructura y formas parecidas a las de la entidad o molécula diana. La entidad o molécula de impresién
de nuevo puede corresponder solamente a una parte de la entidad o molécula diana.

En el método de la invencién se puede usar cualquier tipo de entidad o molécula de impresion.
De forma mas particular, la entidad o molécula de impresiéon puede seleccionarse del grupo que comprende:

- aminoacidos, osas, lipidos, nucledsidos, nucleétidos, oligdmeros y polimeros obtenidos a partir de estas
entidades o moléculas, en particular péptidos, proteinas, acidos nucleicos, oligosacaridos y polisacaridos,

- entidades o moléculas biolégicamente activas, en particular medicamentos, en particular antibiéticos, hormonas
esteroideas, vitaminas, toxinas, enzimas, agentes de dopaje, pesticidas, insecticidas, fungicidas y herbicidas,

- sustancias explosivas,

- sustancias toxicas,

- disruptores endocrinos,

- micotoxinas o toxinas bacterianas,

- nanoparticulas,

- células de bacterias procariotas y eucariotas

- células animales, en particular células de levaduras, células de hongos y células animales y humanas

- células vegetales,

- virus,y

- tejidos celulares.

La entidad o molécula de impresién puede seleccionarse, de forma mas particular, del grupo que comprende
tripsina, calicreina, S-propranolol, teofilina, acido 2,4-diclorofenoxiacético, beta-estradiol, testosterona, atrazina,
morfina, cocaina, tetrahidrocannabinol.

En el contexto de la presente invencién, es posible fabricar materiales que no presentan mas que un solo y Unico
tipo de impresion (destinado a no fijar mas que una sola entidad o molécula interesa, al igual que se pueden predecir
varios tipos diferentes de impresiones ( por ejemplo, para una serie de moléculas de naturaleza o de tamano similar
0 que tengan un mismo tipo de funcionalidad quimica o de receptor bioldgico), sea cual sea la densidad de la
impresidon o de los diferentes tipos de impresiones presentes en la superficie y/o en el material (jaula, red
tridimensional), es decir, el nUmero de impresiones por m? o m?®.

Naturalmente, se puede variar la densidad de acuerdo con el tipo de impresion si se esta en presencia del material
que posea varios tipos de impresiones diferentes.

De acuerdo con un modo de realizacién en particular, en la etapa a), ademas de la entidad o molécula de impresion,
también se puede afadir un sustrato, preferentemente solido. En este modo de realizacion, la entidad o molécula de
impresion, el iniciador y/o polimero de impresiones moleculares (PIM), en el transcurso de la formacion, se pueden
fijar sobre este sustrato.

En el contexto de la invencion, por sustrato se hace referencia a cualquier material sélido, soluble o no, o cualquier
material liquido, que pueda servir de soporte que permita la fijacion del iniciador y/o del polimero (PIM).

El sustrato puede ser, de forma ventajosa, un sustrato de soporte homogéneo e is6tropo, o un material no
homogéneo o de tipo compuesto.

El sustrato puede seleccionarse del grupo que comprende vidrio, cuarzo, mica, silicio, germanio, carburo de silicio,
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6xido de estafio-indio, di6xido de titanio, 6xido de aluminio, un polimero organico opcionalmente reticulado en
particular poliestireno, poli(estireno-co-metacrilato), poli(metacrilato de metilo), poli(acrilonitrilo), una poliamida, un
poliéster, un poliuretano, poli(dimetilsiloxano), polibutadieno, o un metal, en particular oro, plata, platino, o un
compuesto de dos o varios de estos materiales.

Para la realizacién del método de acuerdo con la invencién, puede convenir cualquier monémero que comprenda al
menos una funcién polimerizable mediante polimerizacion por radicales. El experto en la materia sabra seleccionar
facilmente los monémeros conocidos por si mismos, que se adaptaran a la realizaciéon del método de acuerdo con la
invencion.

De forma mas particular, en el método de acuerdo con la invencion, los monémeros portan grupos funcionales
capaces de formar enlaces reversibles con dicha o dichas entidades o moléculas de impresiéon, mediante uno o
varios enlaces no covalentes de tipo hidrégeno, idnico van der Waals, o mediante interaccion hidréfoba, o mediante
uno o varios enlaces de coordinacion, o covalentes.

Los mondémeros de acuerdo con la invenciéon pueden ser «mondmeros de fijacion» opcionalmente en mezcla con
«monomeros de reticulacion».

En el contexto de la invencion, por «monémero de fijacién» se hace referencia a un monémero capaz de formar, de
manera reversible, al menos un enlace débil, de coordinacion y/o covalente con la entidad o molécula de impresion,
asegurando de este modo un enlace reversible entre dicha entidad o molécula de impresién y el polimero de
impresion molecular obtenido al final del método.

El enlace débil, de coordinacién y/o covalente, entre el monémero de fijacién y la entidad o molécula de impresion,
se puede formar con una funcion seleccionada del grupo que comprende las funciones hidroxilo, acido, éster, amida,
amina, tiol, éter, amidina, guanidina, aldehido y cetona, urea, tiourea, piridina, imidazol, quelato metalico, estando
presente dicha funcién en el monémero de fijacién y/o en el monémero de reticulacion.

Por «monémero de reticulacién», se hace referencia a un monémero bi o multifuncional que comprende al menos
dos funciones polimerizables mediante polimerizacion por radicales, capaz de formar de manera permanente,
enlaces covalentes, con otros mondmeros de fijacion y/o de reticulacion conduciendo de este modo a un polimero
con una red polimérica tridimensional que constituye el polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM).

En la etapa a), los monémeros, ya sea de fijacién o de reticulacién, pueden comprender al menos una funcién vinilo
u otra funcidn etilénica adaptada para una polimerizacion por radicales.

Preferentemente, estos monémeros que comprenden al menos una funcién vinilo se eligen entre el grupo que
comprende:

- 4acido metacrilico, acido trifluorometilacrilico, acido acrilico, acido itacénico, acido estirenosulfénico, acido
acrilamidopropanosulfénico, acido 4-vinilfenilbordnico, acido 4-vinilbenzoico, acrilato de carboxietilo, metacrilato
fosfato de hidroxietilo, 2-vinilpiridina, 4-vinilpiridina, 1-vinilimidazol, 4(5)-vinilimidazol, le metacrilato de 2-
aminoetilo, metacrilato de 2-(dimetilamino)etilo, acrilato de aminoetilo, cloruro de 4-vinilbenciltrimetilamonio,
metacrilato de hidroxietilo, metacrilato de glicidilo, acrilamida, metacrilamida, isopropilacrilamida, 4-
vinilbenzamidina, 4-metacrilamidobenzamidina, estireno, metacrilato de fenilo, metacrilato de ciclohexilo,
metacrilato de metilo, metacrilato de butilo, metacrilato de hexilo, metacrilato de octilo, dimetacrilato de
metilenglicol, dimetacrilato de hexanodiol, trimetacrilato de trismetilolpropano, dimetacrilato de polietilenglicol,
dimetacrilato de trietilenglicol, triacrilato de pentaeritritol, divinilbenceno, bisacrilamida de etileno, bisacrilamida
de metileno, bisacriloil piperazina, N,N-bisacriloilcistamina, bisacrilamida de N,N-1,2-dihidroxietileno, N,O-
bismetacriloil etanolamina ;

- 0 unamezcla de los mismos.

Los mondmeros de la invencion también pueden seleccionarse del grupo que comprende mondémeros hibridos que
comprenden una funcion vinilo polimerizable mediante polimerizacién por radicales y una funcién de tipo silano
polimerizable mediante un método de sol-gel, como por ejemplo 3-metacriloxipropil-trimetoxisilano.

Por método de sol-gel, se hace referencia a un método que conduce a la elaboracién, a baja temperatura, de sélidos
amorfos transparentes y densos, en los que se pueden introducir especies moleculares organicas permitiendo de
este modo el desarrollo de nuevos materiales hibridos organicos-inorganicos. Este tipo de método se describe en
particular en [7].
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Como se ha indicado anteriormente, en la etapa a), se usa al menos un iniciador que comprende al menos dos
funciones quimicas capaces de formar radicales que permiten iniciar la polimerizacion.

Por lo tanto, el iniciador usado es un iniciador de polimerizacién por radicales que comprende de forma ventajosa al
menos dos, incluso varias funciones quimicas que pueden formar radicales de forma simultanea. Al mismo tiempo,
este iniciador puede comprender de forma ventajosa una o varias funciones quimicas (F2) que le permiten fijarse de
manera covalente o no covalente sobre la o las entidades o moléculas de impresién de la impresion molecular, o
sobre un sustrato. De este modo, la presente invencién permite preparar polimeros de impresion(s) molecular(s) de
manera densa y localizada sobre o alrededor de la o las entidades o moléculas de impresion.

Como se ha indicado anteriormente, en la etapa a), se usa al menos un iniciador que comprende al menos dos
funciones quimicas (F1) capaces de formar radicales que permiten iniciar la polimerizacion de los monémeros sobre
o alrededor de la entidad o molécula de impresion.

El iniciador puede comprender hasta 64 funciones (F1), preferentemente de 2 a 16, y mas preferentemente de 4 a 8
funciones quimicas (F1) capaces de formar radicales que permiten iniciar la polimerizacién de los monémeros sobre
o0 alrededor de la entidad o molécula de impresién.

Las funciones quimicas (F1) del iniciador capaz de formar radicales que permiten iniciar la polimerizaciéon pueden
proporcionarse, por ejemplo, por un compuesto seleccionado del grupo que comprende:

- éteres de benzoina en particular metiléter de benzoina, feniléter de benzoina, butiléter de benzoina, isopropiléter
de benzoina, acetofenonas en particular 2,2-dimetoxi-2-fenil acetofenona, 2-hidroxi-2-metil-1-fenil-propan-1-ona
0 2-metil-1-[4-(metiltio)fenil]-2-morfolinopropan-1-ona, benzofenonas sustituidas ;

- peroxidos sustituidos en particular bis(terc-butil ciclohexil)peroxidicarbonato, derivados de éxidos de fosfina en
particular 6xido de bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fenilfosfina, amino-cetonas, oxisulfonil-cetonas, sulfonil-cetonas o
uno de estos derivados, y los compuestos de tipo azo en particular azo-bis-isobutironitrilo, azo-bis-
dimetilvaleronitrilo, acido 4,4’-azobis-cianovalérico, 2,2’-azobis(2-amidinopropano) ;

- hidroxi-alquilaminas  en  particular ~ metildietanolamina, bencilaminas, derivados de  aniling,
paradimetilaminobenzoato de etilo, N-fenilglicina (NPG);

- &cido ascorbico ;

- un derivado de ditiocarbamato en particular bencil-N,N-dimetilditiocarbamato, bencil-N,N-dietilditiocarbamato,
bencil-N,N-di(carboximetil)ditiocarbamato, bencil-N,N-di(2-hidroxietil)ditiocarbamato, bencil-N-metil-N-(2-
hidroxietil)ditiocarbamato,  bencil-N-metil-N-carboximetilditiocarbamato,  di(benciléster) del  bencil-N,N-
di(carboximetil)ditiocarbamato.

No siendo este listado limitante, las funciones quimicas (F1) del iniciador también pueden proporcionarse por
cualquier otro compuesto capaz de formar radicales que permitan iniciar la polimerizacion.

El iniciador también puede comprender al menos una segunda funciéon quimica (F2) que permita establecer un
enlace débil, de coordinacién y/o covalente entre dicho iniciador y la entidad o molécula de impresion.

Esta funcion (F2) puede asegurar de este modo un enlace reversible o irreversible entre el polimero de impresién(s)
molecular(s) y la entidad o molécula de impresion.

Cuando se anade un sustrato, en particular un sustrato sélido soluble o no, o un sustrato liquido en la etapa a), esta
segunda funcion (F2) también puede establecer un enlace débil, de coordinacién y/o covalente entre el iniciador y
dicho sustrato.

Esta segunda funcién quimica (F2) puede seleccionarse del grupo que comprende hidroxilo, acido carboxilico, éster
carboxilico, tioéster, amida, amina, tiol, éter, amidina, guanidina, urea, tiourea, aldehido, cetona, alquilo, fenilo,
bencilo, acido iminodiacético, acido nitrilotriacético, acido etilendiaminotetraacético, un quelato metdlico, en particular
acido iminodiacético-Cu, &cido iminodiacético-Co, &cido iminodiacético-Ni, &cido iminodiacético-Zn, &cido
nitrilotriacético-Ni.

Preferentemente, las funciones quimicas del iniciador son acido carboxilico, benzamidina.

De acuerdo con una primera variante, dicho método realiza la fijacion del iniciador de polimerizacién sobre un
sustrato de manera suficientemente densa. De este modo se obtiene una pelicula con un espesor uniforme y
homogéneo, espesor que es variable en funcion del tiempo de polimerizacién.

De acuerdo con una segunda variante, dicho método realizara fijacién del iniciador de polimerizacién sobre un
sustrato de manera bastante poco densa. De este modo se obtienen nanoestructuras o microestructuras unidas al
sustrato, de dimensiones uniformes y de distribucion homogénea. De esta manera se obtiene un producto
denominado « estructurado », lo que permite responder a las demandas variadas que interesan a las diferentes
ramas de la industria que usan este tipo de producto. Esto tiene como ventaja permitir la fabricacion de estructuras
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que optimicen la transduccién de un sensor siempre aumentando la superficie especifica del PIM.

De acuerdo con una tercera variante, dicho método poner en practica el uso del iniciador de polimerizacién en
soluciéon con los mondémeros y la entidad o la molécula de impresién. De este modo se obtienen polimeros de
impresion(s) molecular(s) en forma de particulas esféricas o no esféricas de tamario comprendido entre 10 nm y 100
pUm, o nanogeles solubles de tamario inferior a 1 um.

En una cuarta variante de la invencion, dicho método pone en practica de forma ventajosa el uso de un iniciador que
porta una o varias funciones quimicas complementarias permitiéndole formar enlaces covalentes o no covalentes
con la entidad o la molécula de impresion. De este modo, el iniciador de polimerizacion desempefiar al mismo
tiempo el papel de un monémero de fijacién, y las cadenas de polimeros se forman a partir de la entidad o de la
molécula de impresién esto de manera localizada. La entidad o molécula de impresién se recubre de este modo
completa o parcialmente con un polimero (PIM) suficientemente denso. De acuerdo con esta variante, el iniciador de
polimerizacion esta en solucion con los monémeros y la entidad o la molécula de impresién.

En la etapa a), el iniciador puede estar en mezcla con un compuesto sensibilizador seleccionado del grupo que
comprende:

- acridinas, en particular Acriflavina® o Naranja de Acridina®, fenazinas, en particular Safranina O®, oxazinas,
tiazinas, en particular Azul de Metileno o tionina, xantenos, en particular Eosina Y®, Rosa de Bengala® o)
Eritrosina®, rodaminas, tioxantenos, polimetinas;

- derivados de tioxantona, en particular isopropiltioxantona o clorotioxantona, cumarina o sus derivados, en
particular cetocumarinas.

De forma ventajosa, la puesta en contacto de la etapa a) se realiza en presencia de al menos un agente porégeno
apto para formar poros en el polimero de impresién(s) molecular(s) (PIM) que se desea obtener, preferentemente
mediante adicion de un disolvente o de una mezcla de disolvente(s) porégeno(s), o incluso mediante la adicién de un
agente poroégeno en un disolvente en una solucion en la que estan presentes sustancias reactivas.

De este modo se obtiene un polimero de impresion(s) molecular(s) de estructura porosa, lo que facilita el acceso y/o
la partida de las entidades o moléculas de impresion del polimero (PIM).

Preferentemente, el método de acuerdo con la invencién usa al menos un agente porégeno que confiere al polimero
(PIM) una estructura porosa cuyo diametro de los poros esta comprendido entre 0,1 nmy 10 um, y preferentemente
entre 1 nm y 1 um. Mas preferentemente con el disolvente porégeno puede ser un disolvente acuoso o no acuoso,
organico o no. Preferentemente, la puesta en contacto de la etapa a) se realiza en presencia de al menos un
disolvente porégeno seleccionado del grupo que comprende:

- benceno, tolueno, xileno, disolventes clorados, en particular cloroformo, diclorometano, dicloroetano y 1,1,2,2,-
tetracloroetano, y/o disolventes perfluorados, en particular hexafluorociclohexano, éteres, en particular
tetrahidrofurano, dietilenglicol dimetil éter y trietilenglicol dimetil éter, amidas, en particular dimetilformamida y
formamida , nitrilos, en particular acetonitrilo y caprilonitrilo, cetonas, en particular acetona, ésteres, en particular
acetato de etilo, alcanos, en particular hexano y heptano, alcoholes, en particular metanol, etanol, iso-propanol,
butanol, decanol, agua;

- 0 unamezcla de los mismos.

El o los disolventes mencionados anteriormente pueden comprender, ademas, un agente co-porégeno en particular
de naturaleza polimérica u otra, preferentemente un polimero lineal soluble en dicho disolvente, en particular
polietilenglicol, alcohol de polivinilo, acetato de polivinilo, poliestireno, metacrilato de polimetilo. Este agente tendra
como funcién inducir y acelerar la formacién de poros. Algunos agentes de este tipo también se describen en el
documento [8].

Como se ha indicado anteriormente, en la etapa b) la polimerizacién se realiza bajo la accion de un haz luminoso de
longitud de onda visible o UV o bajo la accién de un aporte de energia térmica para formar un polimero de
impresion(s) molecular(s) (PIM) sobre o alrededor de dicha entidad o molécula de impresion.

De acuerdo con otra caracteristica, en la etapa b) el método de acuerdo con la invencion usar radiaciones o haces
luminosos en forma de un rayo o haz de rayos luminosos de longitud de onda visible o UV.

Por lo tanto, en la etapa b) la polimerizacién se realiza bajo la accién de un haz luminoso de longitud de onda visible
o UV de una longitud de onda comprendida entre 100 nm y 1200 nm. Preferentemente, la longitud de onda esta
comprendida entre 150 nm y 750 nm, y mas preferentemente entre 250 nm y 550 nm.
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De acuerdo con otra caracteristica, en la etapa b) la polimerizacion se realiza mediante un aporte de energia térmica
que permite la activacion del iniciador de polimerizacién. Esto se puede realizar, par ejemplo, colocando la mezcla
de polimerizacién en una camara termostatica cuya temperatura se puede regular.

Por lo tanto, la polimerizacién se puede realizar en la etapa b) con un aporte de energia térmica a una temperatura
comprendida entre 0 °C y 200 °C. Preferentemente, la temperatura esta comprendida entre 25 °C y 100 °C, y mas
preferentemente entre 40 °C y 70 °C.

Preferentemente la polimerizacion se realiza sin modificar quimicamente la o las entidades o moléculas de
impresion.

Como se ha indicado anteriormente, en la etapa c) del método de acuerdo con la invencién, el o los mondémeros no
polimerizados y/o toda o parte de la entidad o molécula de impresién del polimero formado en b) se elimina con un
disolvente o0 una mezcla de disolvente(s) apropiado(s).

El disolvente puede seleccionarse del grupo que comprende agua, metanol, etanol, iso-propanol, acetonitrilo,
cloroformo, heptano, tolueno, acido acético, o sus mezclas, o CO. supercritico. Preferentemente, el disolvente es
una mezcla de metanol y de acido acético.

Ademés de los disolventes indicados, la entidad o molécula de impresién también se puede eliminar del polimero
formado en b) con otro agente o con otro tratamiento susceptible de facilitar la eliminacién de la entidad o molécula
de impresién.

De acuerdo con una variante de la invencién, en la etapa c), ademas del disolvente o la mezcla de disolventes, la
entidad o molécula de impresién del polimero formado en b) se puede eliminar con un disolvente o una mezcla de
disolventes que contiene otro agente seleccionado del grupo que comprende:

- un detergente, en particular dodecilsulfato sodico, bromuro de cetil trimetilamonio, Triton X-100%, Empigen BB®;

- urea;

- acido trifluoroacético ;

- trietilamina ;

- una enzima hidrolitica seleccionada del grupo que comprende una peptidasa o una proteasa, en particular
tripsina o la proteinasa K;

- unanucleasa, en particular la nucleasa de Staphylococcus aureus o la ribonucleasa A;

- una lipasa, en particular, la lipasa pancreatica porcina o la lipasa Xlll de Pseudomonas sp.;

- una glucosidasa, en particular, beta-glucosidasa, alfa-glucosidasa, o beta-galactosidasa;

- unasal, en particular, tiosulfato sédico.

El experto en la materia reconoce el o los disolventes apropiado(s) y, si fuera el caso, el agente, en particular entre
los mencionados anteriormente, para realizar la etapa c) en la que se elimina el o los mondmeros no polimerizados
y/o toda o parte de la entidad o molécula de impresién del polimero formado en b).

De acuerdo con ofra variante de la invencion, ademas del disolvente, la entidad o molécula de impresién del
polimero formado en b) se elimina aplicando un campo eléctrico comprendido preferentemente entre 1 V/cm y 100
V/cm. En esta variante, el polimero (PIM) esta retenido por una membrana sin impermeable que la entidad o
molécula de impresion puede atravesar.

La invencion también tiene como objeto un polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM) susceptible de obtencion
con el método de la invencion.

El polimero de impresién(s) molecular(s) susceptible de obtencién mediante la realizacion del método de acuerdo
con la invencién se puede presentar en forma de una pelicula de un espesor comprendido entre 1 nm y 100 pum,
preferentemente en forma de una pelicula de espesor constante o ligeramente constante.

También se puede presentar en forma de una pelicula estructuran el espacio, que presenta preferentemente motivos
geométricos cuyos diametros o dimensiones laterales estan comprendidos entre 1 nmy 10 pm.

Dicho polimero también se presentan en forma de particulas esféricas, en particular en forma de microperlas o
nanoperlas esféricas en suspension, o microgeles o nanogeles en solucién, cuyo diametro estd comprendido
preferentemente entre 1 nmy 100 um.

El polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM) susceptible de obtenciéon de acuerdo con el método de la invencion,
puede tener una estructura porosa en la que el diametro de los poros puede estar comprendido entre 0,1 nm y 10
pm.

Otro objeto de la invencién es el uso de un polimero susceptible de obtencién con el método de la invencién en la
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realizacién de biosensores biomiméticos, biochips biomiméticos, sensores quimicos, dispositivos de separacion
mediante adsorcion especifica, como revestimiento para la liberacién de productos activos en particular.

Mas particularmente, la presente invencién se refiere al uso de un polimero de impresion(s) molecular(s) obtenido
mediante la realizacion del método de acuerdo con la invencién para la fabricacion de un detector cualitativo y/o
cuantitativo de la presencia de al menos una entidad o molécula diana en una muestra a analizar asi como el
detector obtenido mediante la realizacién del método de acuerdo con la invencién.

La presente invencion también se refiere a un polimero de impresién(s) molecular(s) obtenido mediante la
realizacién del método de acuerdo con la invencion para la fabricacién de un sensor reversible de al menos una
entidad o molécula diana asi como el sensor reversible obtenido mediante la realizacion del método de acuerdo con
la invencién.

Por ultimo, la presente invencion se refiere al uso de un polimero de impresién(s) molecular(s) obtenido mediante la
realizacién del método de acuerdo con la invencion para la fabricacién de un dispositivo de separacién por afinidad
para al menos una entidad o molécula diana asi como el dispositivo de separacion por afinidad obtenido mediante la
realizacién del método de acuerdo con la invencion.

La presente invencion permite resolver el problema de la conformacion, asi como el problema de la morfologia y la
estructura interna, de materiales o polimeros de impresiones moleculares (PIM) con el objeto de fabricar, en
particular, sensores quimicos en el contexto mencionado anteriormente cuyo funcionamiento se basa en el principio
de reconocimiento molecular.

El método de preparacion de PIM también permite tener una estructuracidon en multiples escalas, como una
microestructuracion 'y una nanoestructuracion simultaneas. ElI método también permite obtener una
nanoestructuracion multiple o una microestructuraciéon multiple, como una superposiciéon de varias peliculas de PIM
sobre una superficie, o estructuras esféricas 0 semiesféricas de tipo cubierta de nucleo (core-shell en inglés) o
multicubierta de nucleo (core-multishell en inglés).

Esto permite optimizar a la vez la selectividad del reconocimiento y la sensibilidad de la respuesta de los dispositivos
ha pasado sobre un material de PIM nanoestructurado de este tipo en dos escalas. Esto también permite optimizar
las propiedades del material, o incorporar entidades que sirven para su identificacion especifica por via
fisicoquimica.

La invencion también se refiere a los iniciadores de féormulas D17 (figura 2), D2y D6 (figura 4), D3 (figura 9), D4
(figura 13), D5 (figura 14) asi como a su uso para la preparacién de un polimero de impresion(s) molecular(s)
mediante polimerizacién por radicales.

El experto en la materia incluso podra encontrar otras ventajas con la lectura de los ejemplos que siguen a
continuacion, ilustrados con las figuras adjuntas, proporcionadas a modo ilustrativo.

Breve descripcién de las figuras

- Lafigura 1 representa un esquema simplificado de la estructura general de iniciadores de polimerizacién foto o
termosensibles de la presente invencién.

- La figura 2 representa la estructura quimica y la ruta de sintesis de la molécula D17, la molécula iniciadora
especifica descrita en el ejemplo 1. D1 se sintetiza sobre la base de una estructura dendritica en la que la
funcién (F2) en el nacleo que permite la formacion de enlaces covalentes o no covalentes es una funcion
carboxilo, y en la que las funciones (F1) en la periferia permiten generar radicales reactivos y por lo tanto iniciar
una polimerizacién por radicales son 8 funciones bencildietilditiocarbamato (iniciador de tipo iniferter para
polimerizacién viva por radicales).

- La figura 3 representa un esquema simplificado de la preparacion de polimeros (PIM) en soluciono en
suspensién de acuerdo con la invencion (ejemplo 2).

- La figura 4 representa la estructura quimica y la ruta de sintesis de la molécula D2, la molécula iniciadora
especifica usada en el ejemplo 2, asi como la de la molécula D6 (también identificada como 6). D2 se sintetiza
sobre la base de una estructura dendritica en la que la funcion (F2) en el ndcleo que permite la formacion de un
enlace covalente o no covalente unido al dendrén (generacién 3) es una funcién carboxilo, y en la que las
funciones (F1) en la periferia permiten generar radicales reactivos y por lo tanto iniciar una polimerizacién por
radicales son 8 funciones bencildietilditiocarbamato (iniciador de tipo iniferter para polimerizacion viva por
radicales). La molécula 6 o D6 se sintetiza sobre la base de una estructura dendritica en la que la funcion (F2)
en el nicleo es una funcién acetileno que permite una fijacion mediante « quimica de clic » (« click chemistry »
en inglés) sobre otra entidad que comprende un grupo azida, y en la que las 8 unciones (F1) en la periferia son
funciones bencildietilditiocarbamato que permiten generar radicales reactivos, y por lo tanto iniciar una
polimerizacion por radicales.

- Les figuras 5A y 5B muestran los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (figura 5A) y de carbono
(figura 5B) de D2.
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- La figura 6 representa una fotografia, tomada mediante formacién de imagenes en microscopia electrénica de
transmisién de particulas de PIM, obtenida con el método de acuerdo con la invenciéon y de acuerdo con el
esquema de la figura 3 (en la parte superior), de acuerdo con el ejemplo 2 ; y para comparacion, una fotografia,
tomada mediante formacién de imagenes en microscopia electronica de transmision de particulas de PIM,
obtenida usando un iniciador de polimerizacién que contiene una sola funcién que permite generar radicales,
bencildimetilditiocarbamato (en la parte baja), siendo el nimero total de funciones ditiocarbamato el mismo en
los dos casos.

- La figura 7 representa un grafico que muestra la variacion de la adsorcion de la molécula de impresion
radioetiquetada con 3H-S-propranolol sobre un polimero de impresién molecular (PIM) (simbolos redondos) o
sobre un polimero de control no impreso correspondiente (simbolos cuadrados), en funcion de la variacién de la
concentracion de los polimeros, de acuerdo con el ejemplo 2.

- La figura 8 representa un esquema simplificado de una variante del método con el objetivo de fabricar un
polimero de impresién molecular (PIM) en forma de nanoparticulas cuyo diametro, comprendido entre 20 nm y
500 nm, es funcién del tiempo de polimerizaciéon para fijar tripsina de forma especifica, de acuerdo con el
ejemplo 3.

- La figura 9 representa la estructura quimica y la ruta de sintesis de la molécula D3, molécula iniciadora
especifica usada en el ejemplo 3. D3 se sintetiza sobre la base de una estructura dendritica (dendrén de
generacion 3) en la que la funcién (F2) en el nlcleo que permite un acoplamiento mediante enlaces covalentes o
no covalente es una funcion benzamidina unida al dendrén a través de un brazo espaciador, y en la que las
funciones (F1) en la periferia que permiten generar radicales reactivos, y por lo tanto iniciar una polimerizacion
por radicales son 8 funciones bencildietilditiocarbamato (iniciador de tipo iniferter para polimerizacién viva por
radicales).

- La figura 10 muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de carbono de D3 (en la parte baja) y, para
comparacion, el espectro de resonancia magnética nuclear de carbono de D2 antes del acoplamiento con el
compuesto 9 (en la parte superior). Las flechas indican la desaparicion de la sefial de la funcion -COOH libre
seguido del acoplamiento de D2 con el compuesto 9.

- Lafigura 11 representa un esquema simplificado de una variante del método usado en la figura 3, en el que el
iniciador esta inmovilizado sobre una superficie (ejemplo 4).

- Lafigura 12 representa una fotografia, tomada mediante formacién de imagenes en microscopia electronica de
transmisién de particulas de PIM obtenidas con el método de acuerdo con la invencioén y de acuerdo con el
ejemplo 5 (en la parte superior) ; el grafico de la parte media muestra el resultado de un andlisis de las
particulas mediante difusién dinamica de luz : la variacion del porcentaje de la intensidad en funcién del tamarno
de particula; el grafico de la parte inferior muestra la variacién de la adsorciéon de la molécula de impresion
radioetiquetada, 3H-S-propranolol, sobre un polimero de impresion molecular (PIM) especifico para el S-
propranolol (simbolos redondos llenos) o sobre un polimero de control no impreso correspondiente (simbolos
redondos vacios), en funcion de la variacién de la concentracion de los polimeros, de acuerdo con el ejemplo 5.

- La figura 13 representa la estructura quimica de la ruta de sintesis de la molécula D4, la molécula iniciadora
especifica descrita en el ejemplo 1. D4 se sintetiza sobre la base de una estructura dendritica en la que las
funciones (F1) en la periferia permiten generar radicales reactivos, y por lo tanto iniciar una polimerizacion por
radicales son 8 funciones di(benciléster) del bencil-N,N-di(carboximetil)ditiocarbamato (iniciador de tipo iniferter
para polimerizacién viva por radicales). A partir de la molécula D4, la molécula 11 se puede obtener mediante
hidrogendlisis catalitica de funciones éster bencilico.

- La figura 14 representa la estructura quimica y la ruta de sintesis de la molécula D5, la molécula iniciadora
especifica descrita en el ejemplo 1. D5 se sintetiza sobre la base de una estructura dendritica en la que las
funciones (F1) en la periferia permiten generar radicales reactivos, y por lo tanto iniciar una polimerizacion por
radicales son 8 funciones bencildietilditiocarbamato (iniciador de tipo iniferter para polimerizacién viva por
radicales).

- Las figuras 15A y 15B muestran los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (figura 15A) y de
carbono (figura 15B) de D5.

Ejemplos

En los ejemplos, una de las moléculas de impresién usadas como modelo para demostrar la impresion del material
de polimero es el S-propranolol (beta-bloqueante). El interés de esta molécula reside, entre otros, en su quiralidad: si
uno de los enantidmeros se usa para generar la impresion, el otro constituye un excelente control de la selectividad
del polimero (PIM). Otra molécula de impresién usada es la tripsina. El interés de la tripsina es que se trata de una
proteina que es una molécula mucho mas grande que el S-propranolol.

La selectividad de los polimeros en brutos sintetizados para una molécula dada se puede caracterizar con la ayuda
de diferentes medios: uso de marcadores fluorescentes o radiactivos (ensayos en el equilibrio), cromatografia gas
liquido, o mediante métodos de espectroscopia basados en fluorescencia, absorcion de luz ultravioleta, visible o
infrarrojos, o con efecto Raman.

Se ha validado que el método de acuerdo con la invencidon se puede extender a otras mezclas polimerizables

compatibles con la técnica de impresion molecular. El espesor de una pelicula y, segun el caso, la dimensién lateral
de las micro o nanoestructuras de polimeros, y el diametro de las micro o nanoperlas esféricas de PIM fabricadas
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estan directamente relacionadas con el tiempo de radiacién y con la potencia de haz usado, o con el tiempo de
calentamiento para el inicio mediante aportes de energia térmica. En estas condiciones, estas dimensiones se
pueden fijar facilmente entre algunos nm y algunos pm.

Ejemplo 1: Multiiniciadores de polimerizacién de acuerdo con la invencién

La figura 1 muestra una representacion esquematica del multiiniciador de polimerizacion que también porta una
funcién que le permite unirse a un sustrato o a la entidad o molécula de impresion.

1.1. Iniciador D1

Un ejemplo de realizacion de un multiiniciador es la molécula D1 descrita en la figura 2. Esta molécula se basa en
une estructura dendritica (dendrén de generacion 3), que contiene en el nicleo una funcién (F2) que es una funcion
COOH que permite el acoplamiento con la fijacion, mediante enlaces covalentes o no covalentes (enlaces de
hidrégeno o iénicos), de la molécula sobre un sustrato, una superficie, la entidad o molécula de impresion, y que
contiene sobre su periferia funciones (F1) iniciadoras de polimerizacién viva por radicales de tipo iniferter
(bencildietilditiocarbamato).

Sintesis de la molécula D1

Las etapas de sintesis, los reactivos usados y la estructura de la molécula D1 obtenida se ilustran en la figura 2.

La molécula 7 (1 equivalente, 1 mmol, Sigma-Aldrich 530360) y la molécula 2 (1,2 equivalentes, 1,2 mmol, Sigma-
Aldrich 228680) se disuelven en 20 ml de tetrahidrofurano (THF) en atmésfera de nitr6geno. La reaccién evoluciona
durante 4 horas con agitacion a 70 °C en atmoésfera de nitrégeno. La fase organica se lava con una soluciéon
saturada de cloruro sodico, se seca sobre sulfato de magnesio y se concentra. Una cromatografia sobre gel de silice
del residuo permite aislar el producto esperado, 3. La molécula 3 (0,9 mmol) se hace reaccionar con N,N-
diciclohexilcarbodiimida (1,5 equivalentes, 1,8 mmol, Sigma-Aldrich 36650) en diclorometano (15 ml) a 25 °C durante
2 horas. Se forma un precipitado y se elimina por filtraciéon sobre frita. A continuacion, el filtrado se concentra en el
rotavapor para proporcionar el anhidrido 4. En presencia de 4-(dimetilamino)piridina (0,2 equivalentes/-OH, 1,3
mmol) y de piridina (5 equivalentes/-OH, 32 mmol), la molécula 4 (9,6 equivalentes, 7,7 mmol, 1,5 equivalentes/-OH)
y el dendrén 10 (1 equivalente, 0,8 mmol, PFd-G3-COOH-OH de Polymer Factory) se disuelven en diclorometano
(20 ml). La reaccién evoluciona a 25 °C durante 24 horas. La fase organica se aclara con una solucién acuosa de
carbonato sodico al 10 % y una solucion saturada de cloruro sodico, se seca sobre sulfato de magnesio, a
continuacion se filtra a presion reducida para proporcionar un aceite. Este ultimo se purifica mediante cromatografia
sobre gel de silice (heptano/acetato de etilo a 40/60) para aislar el dendrén D17 (0,4 mmol) con un rendimiento global
de un 40 %.

1.2. Iniciadores D2 y D6

Otro ejemplo de realizacion de un multiiniciador es la molécula D2 cuya estructura se describe en la figura 4.
Esta molécula se basa en una estructura dendritica (dendrén de generacién 3), que comprende:

- en el ndcleo, una funcién (F2) que es una funcion acido carboxilico que permite una fijacion mediante en
enlaces covalentes o no covalentes y se une al dendrén a través de una rama, y

- en la periferia, 8 funciones (F1) que son funciones bencildietilditiocarbamato que permiten generar los
radicales reactivos, y por lo tanto iniciar una polimerizacion por radicales (iniciador de tipo iniferter para
polimerizacién viva por radicales).

La molécula D6 (también identificada como 6) cuya estructura se describe en la figura 4, es otro ejemplo de un
multiiniciador. Esta molécula se basa en una estructura dendritica (dendrén de generacién 3), que comprende en el
nucleo, una funcién (F2) que es una funcién acetileno que permite una fijacion mediante « quimica de clic » (« click
chemistry » en inglés) sobre otra entidad que comprende un grupo azida. Al igual que en D2, en la molécula 6 o D6,
las 8 funciones (F1) que estan en la periferia, son funciones bencildietilditiocarbamato que permiten generar los
radicales reactivos, y por lo tanto iniciar una polimerizacion por radicales.

La quimica de clic permite desarrollar un conjunto de reacciones potentes, reproducible, selectivas y modulables.
Las principales reacciones de clic consisten en la formacién de enlaces del carbono-heteroatomo enérgicamente
muy favorables [11,12].

Las etapas de sintesis, los reactivos usados y la estructura de las moléculas D2y 6 o D6 obtenidas se ilustran en la
figura 4.

La preparacion de las moléculas 3 y 4 se realiza de acuerdo con el protocolo descrito para el iniciador D1. A una
solucion de la molécula 4 (9,6 equivalentes, 7,7 mmol, 1,5 equivalentes/-OH) en diclorometano (20 ml) se le afiade el
dendrén 5 (1 equivalente, 0,8 mmol, PFd-G3-Acetileno-OH de Polymer Factory) y una solucion de 4-
dimetilaminopiridina (0,2 equivalentes/-OH, 1,3 mmol) en piridina (5 equivalentes/-OH, 32 mmol). La reaccién
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evoluciona a 25 °C durante 24 horas. La fase organica se lava con una solucién acuosa de carbonato sédico al 10 %
y con una solucion saturada de cloruro sédico, se seca sobre sulfato de magnesio y a continuacion se concentra.
Una cromatografia sobre gel de silice (heptano/acetato de etilo) permite aislar la molécula 6 o D6 (0,3 mmol). Como
compuesto intermedio de sintesis, la molécula 7 se prepara a partir de la molécula 8 (1 equivalente, 0,5 mmol)
haciéndola reaccionar con azida de sodio (1,3 equivalente, 0,65 mmol) en dimetilsulféxido (5 ml) mediante radiacion
de microondas durante 30 minutos a 120 °C [9]. A una solucién de la molécula 6 o D6 (1 equivalente, 0,3 mmol) en
una mezcla de tetrahidrofurano/agua a 1/2 (10 ml) se afaden 1,2 equivalentes de la molécula 7 (0,4 mmol) en
presencia de 0,1 equivalentes de CuSO, y de 0,3 equivalentes ascorbato sédico. La reaccion evoluciona a 25 °C
durante 24 h. La molécula D2 se purifica a continuacién mediante cromatografia sobre gel de silice y se obtiene con
un rendimiento global de un 12 % (0,2 mmol).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de protén y de carbono de la molécula D2 se exponen en la
figura 5.

1.3. Iniciador D3

Sintesis de la molécula D3

La molécula D2 (1 equivalente, 0,2 mmol) se deja reaccionar con 1 equivalente de la molécula 9 en presencia de 0,2
equivalentes de 4-dimetilaminopiridina y de 1,2 equivalentes de N,N-diciclohexilcarbodiimida en diclorometano (10
ml) para formar la molécula D3 que se purifica mediante cromatografia en columna.

La molécula 9 esta disponible en el mercado.

La figura 9 muestra la estructura del iniciador de polimerizacién usado en este ejemplo, la molécula D3, y su ruta de
sintesis a partir de D2.

La figura 10 muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de carbono de D3 (espectro de la parte inferior).
El espectro de resonancia magnética nuclear de carbono de D2 antes del acoplamiento con el compuesto 9 también
se proporciona a modo comparativo (espectro de la parte superior). Las flechas muestran bien que la sefial que
corresponde a la funcién -COOH libre desaparece en D3, sefial que esta presente en D2 antes de su acoplamiento
con el compuesto 9.

1.4. Iniciador D4

Otro ejemplo de realizacion de un multiiniciador es la molécula D4 cuya estructura se describe en la figura 13. Esta
molécula se basa en una estructura dendritica (dendrén de generacion 3), que comprende:

- en el nucleo, una funcién (F2) que es una funcién acetileno que permite una fijacion mediante « quimica de
clic » (« click chemistry » en inglés) sobre otra entidad que comprende un grupo azida, y

- en la periferia, 8 funciones (F1) que son funciones di(benciléster) del bencil-N,N-di(carboximetil)ditiocarbamato
que permiten generar los radicales reactivos, y por lo tanto iniciar una polimerizacion por radicales (iniciador de
tipo iniferter para polimerizacion viva por radicales).

Sintesis de la molécula D4

Las etapas de sintesis, los reactivos usados y la estructura de la molécula D4 obtenida se ilustran en la figura 13.

La molécula 7 (1 equivalente, 1 mmol, Sigma-Aldrich 530360) y la molécula 73 (1,2 equivalentes, 1,2 mmol) se
disuelven en 20 ml de tetrahidrofurano (THF) en atmésfera de nitrégeno (La molécula 13 se obtiene a partir de N,N-
di(carboximetil) ditiocarbamato de amonio, sintetizado anteriormente por G.R. Gale et al., Ann. Clin. Lab. Sci. 1983,
13, 474-481 [10], que a continuacion se esterifica con alcohol bencilico). La reaccion evoluciona durante 4 horas con
agitacion a 70 °C en atmosfera de nitrégeno. La fase organica se lava con una solucion saturada de cloruro sédico,
se seca sobre sulfato de magnesio y se concentra. Una cromatografia sobre gel de silice del residuo permite aislar el
producto esperado, 3. La molécula 3 (0,9 mmol) se hace reaccionar con N,N-diciclohexilcarbodiimida (1,5
equivalentes, 1,8 mmol, Sigma-Aldrich 36650) en diclorometano (15 ml) a 25 °C durante 2 horas. Se forma un
precipitado y se elimina por filtraciéon sobre frita. A continuacién, el filirado se concentra en el rotavapor para
proporcionar el anhidrido 4. A una solucion de la molécula 70 (9,6 equivalentes, 7,7 mmol, 1,5 equivalentes/-OH) en
diclorometano (20 ml) se le afiade el dendrén 5 (1 equivalente, 0,8 mmol, PFd-G3-Acetileno-OH de Polymer Factory)
y una solucién de 4-dimetilaminopiridina (0,2 equivalentes/-OH, 1,3 mmol) en piridina (5 equivalentes/-OH, 32 mmol).
La reaccion evoluciona a 25 °C durante 24 horas. La fase organica se lava con una solucion acuosa de carbonato
sodico al 10 % y con una solucién saturada de cloruro sddico, se seca sobre sulfato de magnesio y a continuacion
se concentra. Una cromatografia sobre gel de silice (heptano/acetato de etilo) permite aislar la molécula D4 (0,3
mmol). La molécula D4 se purificaba a continuacion mediante cromatografia sobre gel de silice y se obtiene con un
rendimiento global de un 13 % (0,2 mmol).
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A partir de la molécula D4, la molécula 11 se puede obtener mediante hidrogendlisis catalitica de las funciones éster
bencilico en la periferia de D4.

1.5. Iniciador D5

Un ejemplo de realizacién de un multiiniciador es la molécula D5 descrita en la figura 14. Esta molécula se basa en
una estructura dendritica (dendrén de generacion 3), que contiene en el nicleo una funcion (F2) que es una funcion
carboxilato de bencilo (-COBz), y que contiene sobre su periferia funciones (F1) iniciadoras de polimerizacion viva
por radicales de tipo iniferter (bencildietilditiocarbamato).

Sintesis de la molécula D5

Las etapas de sintesis, los reactivos usados y la estructura de la molécula D5 obtenida se ilustran en la figura 14.

La molécula 7 (1 equivalente, 1 mmol, Sigma-Aldrich 530360) y la molécula 2 (1,2 equivalentes, 1,2 mmol, Sigma-
Aldrich 228680) se disuelven en 20 ml de tetrahidrofurano (THF) en atmdsfera de nitr6geno. La reaccién evoluciona
durante 4 horas con agitacion a 70 °C en atmoésfera de nitrégeno. La fase organica se lava con una soluciéon
saturada de cloruro sodico, se seca sobre sulfato de magnesio y se concentra. Una cromatografia sobre gel de silice
del residuo permite aislar el producto esperado, 3. La molécula 3 (0,9 mmol) se hace reaccionar con N,N-
diciclohexilcarbodiimida (1,5 equivalentes, 1,8 mmol, Sigma-Aldrich 36650) en diclorometano (15 ml) a 25 °C durante
2 horas. Se forma un precipitado y se elimina por filtraciéon sobre frita. A continuacion, el filtrado se concentra en el
rotavapor para proporcionar el anhidrido 4. En presencia de 4-(dimetilamino)piridina (0,2 equivalentes/-OH, 1,3
mmol) y piridina (5 equivalentes/-OH, 32 mmol), la molécula 4 (9,6 equivalentes, 7,7 mmol, 1,5 equivalentes/-OH) y
el dendrén 712 (1 equivalente, 0,8 mmol, PFd-G3-COBz-OH de Polymer Factory) se disuelven en diclorometano (20
ml). La reaccién evoluciona a 25 °C durante 48 horas para proporcionar la molécula D5, que se purifica mediante
cromatografia sobre gel de silice (heptano/acetato de etilo a 40/60), con un rendimiento global de un 40 %.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de proton y de carbono de la molécula D5 se exponen en las
figuras 15A y 15B.

Ejemplo 2: Polimero de impresién molecular (PIM) y método de preparaciéon de acuerdo con la invencién a partir del
iniciador D2

Este ejemplo describe la sintesis de un polimero de impresion molecular (PIM) para la molécula diana S-propranolol
usando el iniciador D2. D2 es capaz de establecer enlaces con el S-propranolol, sirviendo este ultimo como molécula
de impresién. El método se representa de forma esquematica en la figura 3.

Sintesis del PIM

Tabla 1: Formulaciones y reactivos
Funciones Productos Cantidades usadas

Molécula de impresion S-propranolol 3,0 mg

Monoémero de fijacion | ninguno, el iniciador actia como mondémero de forma simultanea -

Monoémero de reticulaciéon Dimetacrilato de etilenglicol 154,0 pl
Iniciador D2 68,6 mg
Disolvente Acetonitrilo 3ml

Se prepara una solucién A pesando 3,0 mg de S-propranolol que se disuelven en 1,5 ml de acetonitrilo y a
continuacion se afiaden 154 ul de dimetacrilato de etilenglicol. El conjunto se coloca en un bafo de ultrasonidos
hasta una disolucién completa.

Del mismo modo se prepara una soluciéon B pesando 68,6 mg de D2 que se disuelven en 1,5 ml de acetonitrilo.
De nuevo, el conjunto se coloca en un bafo de ultrasonidos hasta una disolucién completa.

En la oscuridad, la solucién A se mezcla con la soluciéon B en un tubo de ensayo de vidrio de 15 ml y el tubo se
cierra con un tapon de separacion. El tubo se coloca en hielo durante 10 min y a continuacion se hace pasar argon
en la solucién a través de la separaciéon durante 3 min.

El tubo se irradia con una lampara de UV a 350 nm durante un periodo de tiempo dado para polimerizar (de 5 min. a
12 horas). Las perlas de polimero en suspensién obtenidas se incuban a 25 °C en mezclas de metanol/acido acético
a 4:1 (3 veces durante 1 h) y en metanol (3 veces durante 1 h). Este tratamiento permite liberar las impresiones del
polimero a impresiones moleculares obtenidas.
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La evolucion del tamafo de las particulas de PIM es proporcional al logaritmo de la dosis luminosa usada para
inducir la fotopolimerizacién. El diametro se puede modular facilmente entre 30 nm y 3 um ajustando el tiempo de
exposicion.

Caracteristicas y propiedades del PIM

La figura 6 ilustra una fotografia de particulas esféricas de PIM obtenidas de acuerdo con el método de la invencion,
mediante microscopia electrénica de transmision (fotografia de la parte superior). Se puede observar que usando un
iniciador multifuncional de acuerdo con la invencion, las particulas formadas son densas y con un diametro de
aproximadamente 1,3 um. En la figura 6, la fotografia de la parte baja muestra particulas de PIM obtenidas con un
método que usa un iniciador monofuncional, bencildimetilditiocarbamato, siendo el numero total de funciones
ditiocarbamato el mismo en los dos casos. Parece claramente que de acuerdo con el método y en particular con el
iniciador usado, los PIM resultantes no tienen el mismo tamafio, morfologia forma.

Para evaluar el efecto de la impresion molecular, el PIM y un polimero de control qwmlcamente idéntico pero
sintetizado en ausencia de S-propranolol se incuban con propranolol etiquetado con tritio ( H-S-propranolol). Para
esto, en dos series de tubos de ensayo de 1,5 ml se introducen cantidades crecientes (de 100 a 900 ug) de PIM y el
polimero de control, respeotlvamente suspendidos en acetonitrilo que contiene un 0,5 % de acido acético. A esta
suspension se le afiade 1 pmol de *H-S-propranolol, y a continuacion los tubos se incuban con agitacién durante 2 h
a 25 °C. Después de centrifugacion, la radiactividad en el sobrenadantes determina mediante recuento de centelleo
en fase liquida. El valor obtenido corresponde al ®H- S propranolol no unido al polimero, y la fraccién unida se puede
calcular mediante la diferencia entre la cantidad de *H-S- propranolol encontrado en el sobrenadante y la cantidad de
°H-s- -propranolol total afiadido a cada tubo de ensayo.

Los resultados obtenidos se representan en el grafico de la figura 7. Es claramente visible que el PIM adsorbe mas
°H-s- -propranolol que el polimero de control, por lo tanto se produjo una creacion de sitios de reconocimiento
mediante impresion molecular.

Ejemplo 3: Polimero de impresién molecular (PIM) y método de preparaciéon de acuerdo con la invencién a partir del
iniciador D3

En analogia con el enfoque descrito en la parte de ejemplos, se sintetizé un PIM capaz de reconocer una proteina
usando un iniciador dendritico acoplado a una molécula de anclaje que permitia formar una interaccién estable con
la proteina (figura 8).

Como ejemplo no limitante, la proteasa tripsina se eligi6 como molécula de impresién, y uno de sus inhibidores
conocidos, la benzamidina, como molécula de anclaje. La benzamidina se acoplé con el grupo COOH del iniciador
dendritico D2 proporcionando de este modo la molécula D3.

Sintesis del PIM

Tabla 2: Sintesis y Formulacién

Funciones Productos Cantidades usadas
Molécula de impresion tripsina 17,2 mg
Monomero de fijacion metacrilato de hidroxietilo (HEMA) 54 mg

Monomero de reticulacion bisacrilamida de etileno (EBA) 128,7 mg
Iniciador D3 2,7mg
Disolvente tampon de fosfato 20 mM a pH 7,0 3,5ml

Se prepara una solucion A pesando 17,2 mg de tripsina en 500 pl de tampén de fosfato 20 MM a pH 7,0y a
continuacién se afiade una solucion de HEMA y EBA en 3 ml de tampén de fosfato 20 mM a pH 7,0. El conjunto se
agita suavemente hasta una disolucién completa.

En la oscuridad, se prepara de manera similar una solucién B pesando 2,7 mg de D3 en DMSO (100 pl). El conjunto
se agita de nuevo hasta una disoluciéon completa.

En la oscuridad, la solucién A se mezcla con la soluciéon B en un tubo de ensayo de vidrio de 15 ml y el tubo se
cierra con un tapén de separacion, a continuacion se agita suavemente durante 10 min a 4 °C. El tubo se coloca en
hielo durante 10 min y a continuacién se hace pasar argén en la solucion a través de la separacion durante 3 min.

El tubo se irradia con una lampara de UV a 350 nm durante un periodo de tiempo dado, a 4 °C para polimerizar. Las

perlas de polimero en suspensién obtenidas se incuban a 25 °C en una solucion de urea 2 M (4 veces durante 1 h)
para liberar las impresiones de las moléculas de impresion.
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La evolucion del tamafo de las particulas de PIM es proporcional al tiempo de fotopolimerizacién. El diametro se
puede modular facilmente entre 10 nm y 3 um ajustando el tiempo de exposicién.

Para evaluar el PIM y confirmar el efecto de la impresién, las particulas se incuban en un tampon de
tris(hidroximetil)aminometano 5 mM ha pH 8,0 con una solucién de tripsina ha 0,6 mM en un tampén de
tris(hidroximetil)aminometano 5 mM a pH 8,0 durante 2 h a 4 °C con agitacion. Después de centrifugacion para
sedimentar las particulas, la concentracion de tripsina en el sobrenadante se determina midiendo su actividad
catalitica con la ayuda de un espectrofotometro de doble haz de UV-visible o un espectrofotémetro de fluorescencia
usando respectivamente un sustrato cromogénico (cloruro de Ny-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida) o un sustrato
fluorogénico (cloruro de Boc-Gln-Ala-Arg-7-amido-4-metilcumarina).

Se observa que el PIM adsorbe mas tripsina que el polimero de control, por lo tanto se produjo creacion de sitios de
reconocimiento mediante impresién molecular.

Ejemplo 4: Polimero de impresiéon molecular (PIM) asociado a una superficie sélida y método de preparaciéon de
acuerdo con la invencién a partir del iniciador D2

En analogia con el enfoque descrito en el ejemplo 2, se sintetizé6 un PIM asociado directamente a una superficie de
sustrato sélido. El ejemplo describe la sintesis sobre una superficie de vidrio de un PIM selectivo para el beta-
blogueante, S-propranolol. La formulaciéon usada en este ejemplo es similar a la usada en el ejemplo 2, con la
diferencia de que la molécula iniciadora D2 se inmoviliza quimicamente en la superficie de un sustrato sédico antes
de la polimerizacién (figura 11).

Sobre un sustrato de vidrio se deposita sucesivamente una primera capa de cromo de 2 nm de espesor como capa
de indignacion que sirve de forma ventajosa para ayudar al depésito de una segunda capa de oro de 47 nm de
espesor. Las dos capas se pueden depositar mediante cualquier técnica conocida normalmente por el experto en la
materia, preferentemente mediante evaporacion. La superficie se incuba a continuacién en una solucién de 5 mM de
cisteamina en etanol durante 8 h a 20 °C, a continuacién se aclara con etanol y se seca con flujo de nitrégeno.
Después de la primera incubacion, la superficie se incuba de nuevo en una solucién que contiene el iniciador D2 (0,1
mmol), hidroxibenzotiazol (0,1 mmol) y N,N-diisopropilcarbodiimida (0,1 mmol) en 3 ml de DMF anhidra, con
agitacion durante 12 h a 20 °C. La superficie se aclara a continuacion con DMF y a continuacién con metanol, y se
seca con flujo de nitrégeno.

Sintesis del PIM

Tabla 3: Formulaciones y reactivos

Funciones Productos Cantidades usadas
Molécula de impresién S-propranolol 10 mg
Monémero de fijacién Acido metacrilico 17,0 ul

Mondémero de reticulacion Dimetacrilato de etilenglicol 145,0 pl
Iniciador - -
Disolvente Acetonitrilo 1,0 ml

Se prepara una soluciéon pesando 10 mg de S-propranolol que se disuelven en 1 ml de acetonitrilo y a continuacion
se afaden los 17 pl de acido metacrilico y los 145 pl de dimetacrilato de etilenglicol. ElI conjunto se coloca en un
bafio de ultrasonidos hasta una disolucion completa. Se hace pasar argén en la mezcla a polimerizar. A continuacion
con esta mezcla se deposita sobre el sustrato revestido con oro y a continuaciéon se cubre con una lamina de vidrio.
La polimerizacion se iniciara irradiando la mezcla de reaccién con una lampara UV a 350 nm. Después de un
periodo de tiempo de polimerizaciéon apropiado (de algunos segundos a algunos minutos de acuerdo con el espesor
deseado), se obtiene una pelicula fina de PIM sobre la superficie de oro.

Variante 1: En lugar del sustrato cubierto por una capa de cromo y de oro, se usa un sustrato de vidrio o de silicio
que se funcionaliza previamente con aminopropil trimetoxisilano para introducir grupos amino para el acoplamiento
del iniciador D2. La superficie de vidrio se aclara con etanol y a continuaciéon con agua milliQ. A continuacién se
colocan en un bafio de amoniaco (contenido de un 4,6 %) y se mantiene durante 5 minutos a 80 °C. A continuacion,
se coloca en un bafno de peréxido de hidrégeno (contenido de un 5 %) durante 5 minutos a 80 °C. A continuacién, se
coloca en una solucion que contiene peroxido de hidrégeno (contenido de un 4,3 %) y acido clorhidrico (contenido
de un 5,3 %) a 80 °C durante 5 minutos. La superficie de vidrio se aclara a continuaciéon dos veces con agua milliQ,
dos veces con acetona y dos veces con tolueno. A continuacién se coloca en una soluciéon que contiene 50 ml de
tolueno y 1 ml de aminopropil trimetoxisilano durante 12 h a 20 °C en un recipiente cerrado. A continuacion, la
superficie se aclara tres veces con acetona y a continuacion se seca con un flujo de nitrégeno. El acoplamiento del
iniciador D2 se realizar a continuacién incubando la superficie en una solucion que contiene D2 (0,1 mmol),

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2569 554 T3

hidroxibenzotiazol (0,1 mmol) y diisopropilcarbodiimida (0,1 mmol) en 3 ml de DMF anhidra, con agitacion durante 12
h a 20 °C. La superficie se aclara a continuacion con DMF y a continuacién con metanol, y se secaron un flujo de
nitrégeno.

Variante 2: En el momento del acoplamiento con la diisopropilcarbodiimida, se afiade un exceso de acido acético

(con respecto al nimero de moles de D2) a la mezcla, dando como resultado un espaciamiento de las moléculas
iniciadoras insertadas sobre la superficie del sustrato. Por ejemplo, se usan 0,099 mmoles de acido acético y 0,001
mmoles de D2. El resultado es la obtencién de una lamina de nano-islotes en lugar de una pelicula continua sobre la
superficie.

Ejemplo 5: Polimero de impresién molecular (PIM) y método de preparaciéon de acuerdo con la invencién a partir del

iniciador D5

Este ejemplo describe la sintesis de un polimero de impresion(s) molecular(s) (PIM) para la molécula diana S-
propranolol usando el iniciador D5. En este ejemplo, las concentraciones de monémeros se eligen para obtener
perlas de tamafio nanométrico de polimero de impresiones moleculares.

Sintesis del PIM

Tabla 2: Formulaciones y reactivos

Funciones Productos Cantidades usadas
Molécula de impresién S-propranolol 12,0 mg
Monémero de fijacién Acido metacrilico 31,2l

Monémero de reticulacion Dimetacrilato de etilenglicol 348,0 ul
Iniciador D5 0,67 mg
Disolvente Acetonitrilo 2000 ul

Se prepara una solucion A pesando 12,0 mg de S-propranolol que se disuelven en 1 ml de acetonitriio y a
continuacion se anade acido metacrilico 31,2 2 uM y 348 pul de dimetacrilato de etilenglicol. El conjunto se coloca en
un bafo de ultrasonidos hasta una disolucién completa.

Del mismo modo se prepara una soluciéon B pesando 0,204 pmoles de D5 que se disuelven en 1 ml de acetonitrilo.
De nuevo con el conjunto se coloca en un bafio de ultrasonidos hasta una disoluciéon completa.

En la oscuridad, la solucién A se mezcla con la solucién B en un tubo de ensayo de vidrio de 4 ml y el tubo se cierra
con un tapon de separacion. El tubo se coloca en hielo durante 10 min y a continuacién se hace pasar argén en la
solucion a través de la separacién durante 2 min.

El tubo se coloca a 10 °C y se le irradia con una lampara de UV a 365 nm durante 15 min para polimerizar. Las
nanoperlas de polimero en suspensién obtenidas se incuban a 25 °C en mezclas de metanol/acético acético a 4:1 (3
veces durante 1 h) y en metanol (3 veces durante 1 h). Ese tratamiento permite liberar las impresiones del polimero
de impresiones moleculares obtenido.

Caracteristicas y propiedades del PIM

La figura 12 ilustra una fotografia de particulas esféricas de PIM obtenidas de acuerdo con el método de la
invencion, mediante microscopia electronica de transmision. Se puede observar que las particulas formadas tienen
un diametro de aproximadamente 50 nm. En la figura 12, el grafico de la parte media muestra el andlisis de las
particulas de PIM mediante difusiéon dinamica de luz. Se observa bien un tamafio medio de 45 nm y una
polidispersion baja. Si la misma sintesis se realiza con un método idéntico pero usando un iniciador monofuncional,
bencil-N,N-dimetilditiocarbamato, siendo el nimero total de funciones ditiocarbamato el mismo en los dos casos, no
se obtienen particulas de PIM después de la sintesis. Parece claramente que el uso del iniciador D5 permite obtener
nanoparticulas de PIM al contrario que el iniciador monofuncional, bencil-N,N-dimetil ditiocarbamato.

Para evaluar el efecto de la impresion molecular, el PIM y un polimero de control qwmlcamente idéntico pero
sintetizado en ausencia de S-propranolol se incuban con propranolol etiquetado con tritio ( H-S-propranolol). Para
esto, en dos series de tubos de ensayo de 1,5 ml se introducen cantidades crecientes (de 100 a 4000 ug) de PIM y
de polimero de control, respectivamente, suspendidos en acetonitrilo. A esta suspension se le afiade 1 pmol de ®H-
S-propranolol, a continuacion los tubos incuban con agitaciéon durante 2 h a 25 °C. Después de la centrifugacion, la
radioactividad en el sobrenadantes determina mediante recuento de centelleo en fase liquida. El valor obtenido
corresponde al °H-s- propranolol no unido al polimero, y la fraccion unida se puede calcular mediante la diferencia
entre la cantidad de *H-S- -propranolol encontrada en el sobrenadante y la cantidad de °H-s- propranolol total afadido
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a cada tubo de ensayo.

Los resultados obten3idos se representan en el grafico de la parte inferior de la figura 12. Es claramente visible que el
PIM adsorbe mas “H-S-propranolol que el polimero de control sintetizado sin la molécula de impresién, S-
propranolol, por lo tanto, y si a una creacion de sitios de reconocimiento mediante impresién molecular.

Ejemplo 6: Polimero de impresion molecular (PIM) y método de preparacion de acuerdo con la invencion a partir del

iniciador D5

Este ejemplo describe la sintesis de un polimero de impresién molecular (PIM) para la molécula diana, S-
propranolol, usando el iniciador D5. En este ejemplo, las concentraciones de monémeros se eligen para obtener
perlas de tamafio nanométrico de polimero de impresiones moleculares.

Sintesis del PIM

Tabla 2: Formulaciones y reactivos

Funciones Productos Cantidades usadas
Molécula de impresion S-propranolol 12,0 mg
Monomero de fijacion Acido metacrilico 31,2 ul

Mondmero de reticulacion Dimetacrilato de etilenglicol 348,0 ul
Iniciador D5 6,7 mg
Disolvente Acetonitrilo 10,5 mi

Se prepara una solucion A pesando 12,0 mg de S-propranolol que se disuelven en 5 ml de acetonitriio y a
continuacién se anade 31,2 uM de acido metacrilico y 348 ul de dimetacrilato de etilenglicol. El conjunto se coloca en
un bafo de ultrasonidos hasta una disolucién completa.

De la misma manera se prepara una solucién B pesando 2,04 pmoles de D5 que se disuelven en 5,5 ml de
acetonitrilo.

De nuevo, el conjunto se coloca en un bafo de ultrasonidos hasta una disolucién completa.
En la oscuridad, la soluciéon A se mezcla con la soluciéon B en un tubo de ensayo de vidrio de 15 ml y el tubo se
cierra con un tapon de separacién. El tubo se coloca en hielo durante 10 min y a continuacién se hace pasar argén
en la solucién a través de la separaciéon durante 2 min.
El tubo se coloca a 30 °C y se irradia con una lampara de UV a 365 nm durante 16 h para polimerizar.
Se obtiene un rendimiento de polimerizacion, expresado en este ejemplo en % de conversion de los monémeros, de
un 21 %. Si la misma sintesis se realiza con un método idéntico pero usando un iniciador monofuncional, bencil-N,N-
dimetilditiocarbamato, siendo el nimero total de funciones ditiocarbamato el mismo en los dos casos, el rendimiento
de polimerizacién no es mas que un 5 %. May su inicio parece claramente que el uso del iniciador D5 permite
obtener nanoparticulas de PIM con un alimento superior en comparacioén con el iniciador monofuncional, bencil-N,N-
dimetilditiocarbamato.
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REIVINDICACIONES

1. Método de preparacién de un polimero de impresién(s) molecular(s) (PIM) mediante polimerizacién por radicales
en el que:

a) se pone en contacto:

m al menos una entidad o molécula de impresion;

m monodmeros idénticos o diferentes, capaces de formar el polimero de impresién(s) molecular(s) (PIM);

m al menos un iniciador que comprende al menos dos funciones quimicas (F1) capaces de formar radicales
que permiten iniciar la polimerizacion de dichos monémeros sobre o alrededor de dicha entidad o molécula de
impresion;

b) la polimerizacion se realiza bajo la accién de un haz luminoso de longitud de onda visible o UV o bajo la accion
de un aporte de energia térmica formando de este modo, sobre o alrededor de dicha entidad o molécula de
impresidn, un polimero de impresién(s) molecular(s) (PIM);

c) el o los monémeros no polimerizados y/o toda o parte de la entidad o molécula de impresion del polimero
formado en b) se eliminan con un disolvente 0 una mezcla de disolvente(s) apropiado(s).

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la entidad o molécula de impresion se selecciona del grupo
que comprende:

- aminodcidos, osas, lipidos, nuclebdsidos, nucleétidos, oligémeros y polimeros obtenidos a partir de estas
entidades o moléculas, en particular péptidos, proteinas, acidos nucleicos, oligosacaridos y polisacaridos,

- entidades o moléculas bioldgicamente activas, en particular medicamentos, en particular antibiéticos, hormonas
esteroideas, vitaminas, toxinas, enzimas, agentes de dopaje, pesticidas, insecticidas, fungicidas y herbicidas,

- sustancias explosivas,

- sustancias téxicas,

- disruptores endocrinos,

- nanoparticulas,

- células de bacterias procariotas y eucariotas

- células animales, en particular células de levaduras, células de hongos y células animales y humanas

- células de plantas,

- virus, y

- tejidos celulares.

3. Método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la entidad o molécula de impresién se
selecciona del grupo que comprende tripsina, calicreina, S-propranolol, teofilina, acido 2,4-diclorofenoxiacético, beta-
estradiol, testosterona, atrazina, morfina, cocaina, tetrahidrocannabinol.

4. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que, en la etapa a), ademas de la entidad o molécula de
impresion, se aflade un sustrato.

5. Método de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el sustrato se selecciona del grupo que comprende vidrio,
cuarzo, mica, silicio, germanio, carburo de silicio, 6xido de estafio-indio, didéxido de titanio, 6xido de aluminio, un
polimero organico opcionalmente reticulado, en particular poliestireno, poli(estireno-co-metacrilato), poli(metacrilato
de metilo), poli(acrilonitrilo), una poliamida, un poliéster, un poliuretano, poli(dimetilsiloxano), polibutadieno, o un
metal, en particular oro, plata, platino, o un compuesto de dos o varios de estos materiales.

6. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los monémeros son mondémeros de fijacidon opcionalmente
en mezcla con monoémeros de reticulacion.

7. Método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que los monémeros comprenden al menos una funcion vinilo
seleccionada del grupo que comprende:

-acido metacrilico, acido trifluorometilacrilico, acido acrilico, acido itacénico, acido estirenosulfénico, acido
acrilamidopropanosulfénico, acido 4-vinilfenilborénico, acido 4-vinilbenzoico, acrilato de carboxietilo, metacrilato
fosfato de hidroxietilo, 2-vinilpiridina, 4-vinilpiridina, 1-vinilimidazol, 4(5)-vinilimidazol, metacrilato de 2-aminoetilo,
metacrilato de 2-(dimetilamino)etilo, acrilato de aminoetilo, cloruro de 4-vinilbenciltrimetilamonio, metacrilato de
hidroxietilo, metacrilato de glicidilo, acrilamida, metacrilamida, isopropilacrilamida, 4-vinilbenzamidina, 4-
metacrilamidobenzamidina, estireno, metacrilato de fenilo, metacrilato de ciclohexilo, metacrilato de metilo,
metacrilato de butilo, metacrilato de hexilo, metacrilato de octilo, dimetacrilato de etilenglicol, dimetacrilato de
hexanodiol, trimetacrilato de trismetilolpropano, dimetacrilato de polietilenglicol, dimetacrilato de trietilenglicol,
triacrilato de pentaeritritol, divinilbenceno, bisacrilamida de etileno, bisacrilamida de metileno, bisacriloil
piperazina, le N,N-bisacriloilcistamina, bisacrilamida de N,N-1,2-dihidroxietileno, N,O-bismetacriloil etanolamina;
-0 una mezcla de los mismos.
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8. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el iniciador comprende hasta 64
funciones quimicas (F1) capaces de formar radicales que permiten iniciar la polimerizaciéon de los mondémeros sobre
o alrededor de dicha entidad o molécula de impresion.

9. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que las funciones quimicas del
iniciador capaces de formar radicales que permiten iniciar la polimerizacion estan proporcionadas por un compuesto
seleccionado del grupo que comprende:

- éteres de benzoina, en particular metiléter de benzoina, etiléter de benzoina, butiléter de benzoina, isopropiléter
de benzoina, acetofenonas, en particular 2,2-dimetoxi-2-fenil acetofenona, 2-hidroxi-2-metil-1-fenil-propan-1-ona
o 2-metil-1-[4-(metiltio)fenil]-2-morfolinopropan-1-ona, benzofenonas sustituidas;

- peroxidos sustituidos, en particular bis(terc-butil ciclohexil)peroxidicarbonato, derivados de éxidos de fosfina, en
particular 6xido de bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fenilfosfina, amino-cetonas, oxisulfonil-cetonas, sulfonil-cetonas o uno
de estos derivados, y los compuestos de tipo azo en particular azo-bis-isobutironitrilo, azo-bis-dimetilvaleronitrilo,
acido 4,4’-azobis-cianovalérico, 2,2’-azobis(2-amidinopropano);

- hidroxi-alquilaminas, en particular metildietanolamina, bencilaminas, derivados de anilina,
paradimetilaminobenzoato de etilo, N-fenilglicina (NPG);

- 4cido ascorbico;

-un derivado de ditiocarbamato, en particular bencil-N,N-dimetilditiocarbamato, bencil-N,N-dietilditiocarbamato,
bencil-N,N-di(2-hidroxietil)ditiocarbamato, bencil-N-metil-N-(2-hidroxietil)ditiocarbamato, bencil-N-metil-N-
carboximetilditiocarbamato, di(benciléster) del bencil-N,N-di(carboximetil)ditiocarbamato.

10. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el iniciador comprende al menos
una segunda funcién quimica (F2) seleccionada del grupo que comprende hidroxilo, acido carboxilico, éster
carboxilico, tioéster, amida, amina, tiol, éter, amidina, guanidina, urea, tiourea, aldehido, cetona, alquilo, fenilo,
bencilo, acido iminodiacético, acido nitrilotriacético, acido etilendiaminotetraacético, un quelato metalico, en particular
acido iminodiacético-Cu, acido iminodiacético-Co, acido iminodiacético-Ni, &acido iminodiacético-Zn, &cido
nitrilotriacético-Ni, acetileno.

11. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que, en la etapa a), el iniciador esta
en mezcla con un compuesto sensibilizador seleccionado del grupo que comprende:

- acridinas, en particular Acriflavina (marca registrada) o Naranja de Acridina (marca registrada), fenazinas, en
particular Safranina O (marca registrada), oxazinas, tiazinas, en particular Azul de Metileno o tionina, xantenos,
en particular Eosina Y (marca registrada), Rosa de Bengala (marca registrada) o Eritrosina (marca registrada),
rodaminas, tioxantenos, polimetinas;

- derivados de tioxantona, en particular isopropiltioxantona o clorotioxantona, curaminas o sus derivados, en
particular cetocumarinas.

12. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que, en la etapa a), la puesta en contacto se realiza en
presencia de al menos un disolvente porégeno seleccionado del grupo que comprende:

- benceno, tolueno, xileno, disolventes clorados, en particular cloroformo, diclorometano, dicloroetano y 1,1,2,2,-
tetracloroetano, y/o disolventes perfluorados, en particular hexafluorociclohexano, éteres, en particular
tetrahidrofurano, dietilenglicol dimetil éter y trietilenglicol dimetil éter, amidas, en particular dimetilformamida y
formamida , nitrilos, en particular acetonitrilo y caprilonitrilo, cetonas, en particular acetona, ésteres, en particular
acetato de etilo, alcanos, en particular hexano y heptano, alcoholes, en particular metanol, etanol, iso-propanol,
butanol, decanol, agua;

- 0 una mezcla de los mismos.

13. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que, en la etapa b), la polimerizacion se realiza bajo la accion
de un haz luminoso de longitud de onda visible o UV de una longitud de onda comprendida entre 100 nm y 1200 nm.

14. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que, en la etapa b), la polimerizacion se realiza bajo un aporte
de energia térmica a una temperatura comprendida entre 0 °C y 200 °C.

15. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que, en la etapa c), el disolvente se selecciona del grupo que
comprende agua, metanol, etanol, iso-propanol, acetonitrilo, cloroformo, heptano, tolueno, acido acético, o sus
mezclas o CO» supercritico.

16. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que, en la etapa c), ademas del disolvente o la mezcla de
disolventes, la entidad o molécula de impresion del polimero formado en b) se elimina con un disolvente o una
mezcla de disolventes que contiene otro agente seleccionado del grupo que comprende:

- un detergente, en particular dodecilsulfato sédico, bromuro de cetil trimetilamonio, Triton X-100 (marca
registrada), Empigen BB (marca registrada), ;
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- urea;

- acido trifluoroacético ;

- trietilamina ;

- una enzima hidrolitica seleccionada del grupo que comprende una peptidasa o una proteasa, en particular,
tripsina o la proteinasa K;

- una nucleasa, en particular, la nucleasa de Staphylococcus aureus o la ribonucleasa A;

- una lipasa, en particular, la lipasa pancreatica porcina o la lipasa Xlll de Pseudomonas sp.;

- una glucosidasa, en particular, beta-glucosidasa, alfa-glucosidasa, o beta-galactosidasa;

- una sal, en particular, tiosulfato sédico.

17. Método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que, en la etapa c), ademas del disolvente, la entidad o
molécula de impresion del polimero formado en b) se elimina aplicando un campo eléctrico.

18. Polimero de impresién(s) molecular(s) (PIM) susceptible de obtencion con el método tal como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.

19. Polimero de acuerdo con la reivindicacion 18 que se presenta en forma de una pelicula de un espesor
comprendido entre 1 nm y 100 um.

20. Polimero de acuerdo con la reivindicacion 18 que se presenta en forma de particulas esféricas de diametro
comprendido entre 1 nmy 100 pm.

21. Polimero de acuerdo con la reivindicacién 18 que tiene una estructura porosa en la que el diametro de los poros
esta comprendido entre 0,1 nmy 10 um.

22. Uso de un polimero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, en la realizacién de
biosensores biomiméticos, biochips biomiméticos, sensores quimicos, dispositivos de separacion por adsorcion
especifica, asi como revestimiento en particular para la liberacién de productos activos.

23. Iniciadores de las férmulas siguientes:
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24. Uso de un iniciador de acuerdo con la reivindicacién 23 para la preparaciéon de un polimero de impresion(s)
molecular(s) mediante polimerizacion por radicales.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 8
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