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Mr Masa molecular 
m/z Relación masa carga 
MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization  
MAP Multiple-Antigenic Peptide  
máx. / mín. Máximo / Mínimo 
MCC Medio de cultivo completo 
Me Metilo 
MeCN Acetonitrilo 
MeOH Metanol 
min Minuto 
mol, mmol Mol, Milimol 
MRI Magnetic Resonance Imaging 
MRP Multidrug Resistance Protein  
MS Espectroscopía de Masas 
MT-2 Línea celular linfoide del linaje T CD4+ 
MTS / MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazolio / Bromuro 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
N Nuclear 
NHS N-hidroxisuccinimida 
NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy 
NRTI / NNRTI Inhibidor de Transcriptasa Reversa tipo Nucleósido / No Nucleósido 
NMM N-metilmorfolina 
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ORTEP Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot 
p p-Valor 
pág. Página 
PAMAM Dendrímeros Poliamidoamino 
pbc Pirámide de base cuadrada 
PBS Phosphate Buffer Saline  
PDT Photodynamic Therapy  
PEG Polietilenglicol 
PEI / PPI Dendrímeros Polietilenimina / Polipropilenimina 
PET Positron Emission Tomography  
PF Punto focal 
pH Logaritmo negativo de la concentración de H+   
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pos. Posición  
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RT Tiempo de retención (HPLC) 
ref. Referencia 
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s Segundo, Sólido, Singlete (RMN), Spin 
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siRNA Short interfering RiboNucleic Acid  
SPDP N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato 
SPECT Single Photon Emission Computed Tomography  
Sur. Suramin  
su Succinimida 
t Tiempo, Triplete (RMN) 
T, t.a. Temperatura, Temperatura ambiente 
TARGA Terapia Antirretroviral de Gran Actividad 
T-20 Enfuvirtide o Fuzeon 
teo. Teórico  
TFA Ácido trifluoroacético 
THF Tetrahidrofurano 
TOCSY Total Correlation Spectroscopy (RMN) 
TOF Time Of Flight (MS) 
u.a. Unidades de absorbancia (UV-Vis), Unidades arbitrarias (RSE) 
uma. Unidad de masa atómica 
UV-Vis Ultravioleta-visible 
V Volumen 
VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
VK-2/E6E7 Línea celular de mucosa vaginal humana 
Wex Frecuencia de intercambio 
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 Capítulos 2 y 3 
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INTRODUCCIÓN 

 Desde hace varios años, nuestro grupo de investigación viene 

desarrollando trabajos de investigación relacionados con la síntesis y las 

aplicaciones de macromoléculas dendríticas en catálisis y biomedicina, 

convirtiéndose en un grupo pionero en la síntesis de dendrímeros de naturaleza 

carbosilano. Sin embargo, una amplia experiencia previa en el mundo de la 

Química de la Coordinación y la Química Organometálica ha permitido aunar 

ambas ramas, dando lugar a esta Tesis Doctoral. En ella, se ha desarrollado un 

trabajo de investigación basado en la generación de diversos sistemas 

dendríticos y la incorporación en ellos de metales de transición, comparando su 

comportamiento químico y biológico con los compuestos de coordinación 

análogos que se usarán como modelos, también preparados durante este 

proyecto. El diseño de estos sistemas va encaminado a su utilización en distintas 

terapias frente a la infección por VIH, enfermedad a la que se orienta este 

trabajo como resultado de la intensa colaboración entre el grupo BioInDen y el 

Laboratorio de Inmunobiología Molecular del Hospital General Universitario 

Gregorio Marañón.  

 

 Este trabajo es el fruto de un proyecto de investigación del grupo 

BioInDen de la Universidad de Alcalá, en el que han colaborado los grupos de 

Inmunobiología Molecular del Hospital General Universitario Gregorio Marañón 

dirigido por la Doctora Mª Ángeles Muñoz-Fernández, co-directora de esta Tesis 

Doctoral; el Laboratorio de Resonancia de Spin Electrónico, dirigido por la 

Doctora Mª Francesca Ottaviani de la Universidad de Urbino (Italia); y el grupo 

de investigación del Doctor Ulrik Boas de la Universidad Técnica de Copenhague 

(Dinamarca). Está basado en la síntesis y caracterización química de complejos 

metálicos basados en ligandos nitrogenados polianiónicos, tanto de naturaleza 

sencilla como dendrítica, y su utilización en diversas terapias como agentes para 

el tratamiento de la infección por VIH.  
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OBJETIVOS Y DISTRIBUCIÓN DE LA MEMORIA 

 La demostrada experiencia de nuestro grupo de investigación en la 

síntesis de macromoléculas dendríticas y en la preparación de complejos 

metálicos, junto con el interés en la búsqueda de nuevas terapias y tratamientos 

para combatir la infección por el VIH, nos ha llevado a plantearnos para este 

proyecto los siguientes objetivos:  

 

 Objetivo general 

  

 Sintetizar y caracterizar químicamente complejos metálicos basados en 

ligandos nitrogenados polianiónicos, tanto de naturaleza sencilla como 

dendrítica, y evaluar su utilización en diversas terapias como agentes para el 

tratamiento de la infección por VIH. 

 

 Objetivos particulares 

 

 Sintetizar, caracterizar y estudiar químicamente compuestos polianiónicos 

sencillos que presenten un núcleo de etilendiamina, y los complejos 

metálicos derivados de ellos, que permitan modelar el comportamiento de 

sistemas dendríticos análogos de generaciones mayores.  

 

 Evaluar la biocompatibilidad y la capacidad antiviral frente a la infección 

por el VIH de dichos compuestos y complejos metálicos, con el fin de 

predecir el comportamiento de los dendrímeros de siguientes generaciones. 

 

 Analizar la idoneidad de distintas metodologías para la preparación de 

sistemas de naturaleza dendrítica polianiónicos a partir de un núcleo de 

etilendiamina, y estudiar sus propiedades coordinantes frente a distintos 

metales de transición. 
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 Preparar sistemas heterofuncionales aniónicos que permitan el transporte 

de ibuprofeno, como modelo de fármaco que mejore la actividad antiviral. 

  

 Generar macromoléculas dendríticas de tipo MAP que actúen como 

plataforma para anclar selectivamente péptidos inmunogénicos para terapia 

frente a VIH. 

 

 Evaluar la biocompatibilidad y capacidad inhibitoria frente a la infección por 

el VIH de los dendrímeros y metalodendrímeros descritos.  

 

 El trabajo realizado en cada una de estas etapas se describirá en esta 

Memoria de acuerdo con la siguiente distribución: 

 

 En la Introducción se hace una breve revisión general de los trabajos 

más representativos relacionados con complejos metálicos, dendrímeros y 

metalodendrímeros utilizados en aplicaciones biomédicas.  

 

 En el Capítulo 1 se aborda la síntesis y caracterización de cuatro familias 

de compuestos nitrogenados polianiónicos y sus complejos metálicos de níquel, 

cobalto, cobre y zinc, junto con los ensayos de biocompatibilidad y capacidad 

inhibitoria frente a la infección por VIH. 

 

 En el Capítulo 2 se recogen diversas estrategias para la preparación de 

sistemas dendríticos y sus complejos metálicos derivados, con potenciales 

aplicaciones en diversas terapias para tratar la infección por VIH.  

 

 En el Capítulo 3 se evalúa la capacidad de estos sistemas para actuar 

como agentes antivirales frente a la infección por VIH, y se realiza una 

propuesta de actuación de aquéllos sistemas para los que no se han realizado 

estudio experimental.  
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 La descripción de las preparaciones, así como las condiciones generales 

del trabajo experimental y las técnicas de identificación estructural y análisis se 

recogen en el Capítulo 4.  

 

 En el Capítulo 5 se destacan a modo de conclusiones los resultados más 

relevantes de este trabajo. 

 

 El Capítulo 6 (Summary and conclusions) recoge, de acuerdo con la 

normativa vigente que rige los estudios para la obtención del Doctorado 

Europeo, un resumen en inglés del trabajo presentado en esta Memoria. 

 

 Finalmente, se incluye un Anexo donde se enumeran las publicaciones 

surgidas durante el período de realización de esta Tesis Doctoral, relacionadas 

con el trabajo de investigación que recoge esta Memoria o con otras 

colaboraciones realizadas.    
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I.1. COMPLEJOS METÁLICOS EN BIOMEDICINA 

 Desde la Antigüedad, numerosas clases de compuestos inorgánicos se 

han utilizado para tratar enfermedades diversas.2 El concepto de 

“quimioterapia” se desarrolló en 1910 a partir de la síntesis del complejo 

Arsfenamina, un derivado de arsénico utilizado para tratar la sífilis. Desde 

entonces, numerosos metalofármacos se han propuesto y utilizado clínicamente 

en el mundo (Tabla I.1).  

 

Metal Compuesto y tratamiento 

Ag Sulfadiazinas: Apósitos de quemaduras y heridas 

Al Sucralfato: Úlcera estómago 

Au Aurothiolamt, Aurotioglucosa, Auranofin: Artritis reumatoide 

As Arsfenamina: Sífilis 

Trisenol (As2O3): Leucemia promielocítica aguda 

Bi Sulfosalicilato: Enfermedades por Helicobacter pylori 

Co Cianocobalamina: Retraso crecimiento, Anemia 

Cu Asprinato: Antioxidante, Dermatitis inducida por UV 

Ge Ge-132: Enfermedades bacterianas, Cáncer 

Li Carbonato: Psicosis maniaco-depresiva 

Mo Tetratiomolibdato: Enfermedad de Wilson 

Pt Cisplatino: Cáncer 

Ru Cloroamina: Cáncer 

Se Ebselen: Accidente cerebrovascular isquémico agudo 

V Complejos: Diabetes mellitus 

Zn Polaprezinc: Úlcera estómago 

Complejos: Diabetes mellitus, Dermatitis inducida por UV 

Ditiocarbamato: Diabetes 

Acetato: Enfermedad de Wilson 

 

Tabla I.1. Ejemplos de metales y compuestos derivados utilizados como fármacos. 
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 Aunque en algunos casos el tratamiento se realiza con sales inorgánicas 

del metal correspondiente, en la mayoría se utilizan complejos de coordinación 

y derivados organometálicos.3, 4 Estos complejos son vías prometedoras de 

actuación frente a distintas enfermedades, ya que presentan la posibilidad de 

formar fuertes uniones con la molécula diana, gracias a la combinación de la 

habilidad de coordinación de los metales (enlace covalente o iónico) con las 

propiedades estereoelectrónicas únicas del ligando (enlace por puente de 

hidrógeno, interacción de Van der Waals). Por otro lado, la complejación de 

iones metálicos a ligandos orgánicos es un método útil para reducir la toxicidad 

y mejorar tanto la biodisponibilidad como la absorción de los iones en los 

tejidos. 

  

 Los complejos metálicos presentan una serie de rasgos notables, que se 

enumeran a continuación: 

� Presentan una gran variedad de números de coordinación y geometrías, que 

da lugar a una amplia diversidad estructural. Este hecho es importante para 

el diseño de farmacóforos (rasgos estructurales de una molécula que son 

reconocidos por el receptor y responsables de su actividad biológica) que no 

son accesibles con elementos orgánicos puros, y puede presentarse como 

una posible solución ante las resistencias halladas.5 

� Son susceptibles de química combinatoria, ya que se construyen desde un 

centro común y las reacciones de intercambio de ligandos habitualmente 

ocurren con una tendencia predecible. Esto permite descubrir complejos 

con propiedades deseadas mediante síntesis combinatoria y cribado de alto 

rendimiento. 

� Exhiben propiedades únicas y adaptables, como las cinéticas de intercambio 

de ligandos, propiedades catalíticas, actividades redox, acidez de Lewis, 

acceso a especies radicalarias, propiedades magnéticas y espectroscópicas, 

radioactividad, etc., que pueden ser explotadas para la generación de 

funciones a medida.  



_________________________________________________________________________Introducción 

 
 

  
5 

 Los complejos metálicos pueden modificar la actividad enzimática de 

ciertas proteínas a través de la perturbación de un metal endógeno vital para 

dicha acción (por coordinación de ligandos exógenos al metal, sustitución del 

metal o eliminación del mismo), pero también la de aquellas proteínas no 

metaloenzimas  (mediante la coordinación en residuos del sitio activo y bloqueo 

de la interacción con el sustrato, o la coordinación a residuos fuera del sitio 

activo y modificación de la integridad estructural). 

 

 Por otro lado, algunos fármacos presentan propiedades farmacológicas y 

toxicológicas modificadas al administrarlos en forma de complejos metálicos. 

Probablemente, el catión más ampliamente estudiado en este aspecto es Cu2+, ya 

que sus compuestos de coordinación de bajo peso molecular han mostrado ser 

efectivos frente a algunas enfermedades, como tuberculosis, reuma, úlceras 

gástricas y cáncer.6-8  

 

 No obstante, la utilización de compuestos de coordinación y 

organometálicos con aplicaciones clínicas o farmacéuticas necesita cumplir con 

ciertos requisitos, como son gran actividad farmacológica, toxicidad y efectos 

secundarios mínimos, buena farmacocinética y farmacodinámica en materia de 

concentración efectiva en sangre, y evidencia de un mecanismo de acción 

farmacológico. 
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I.1.1.   Complejos metálicos en terapia frente al VIH 

 Este año 2013, se cumplen 30 años de la aparición de la infección por 

VIH. Hasta el momento, el VIH/SIDA continúa siendo uno de los mayores 

problemas de salud a nivel mundial, con 33 millones de personas infectadas y 

con nuevas infecciones en aumento. En general, el proceso de infección se inicia 

cuando el virus entra en el organismo vía mucosas, y es transportado mediante 

células dendríticas a órganos linfoides, donde se encuentran las células T CD4+ 

activadas, dianas específicas del virus. Una infección eficaz de dichas células 

conduce al paso del virus al torrente sanguíneo y su diseminación a otras partes 

del organismo. 

 

 En la actualidad, no existe una vacuna profiláctica frente a la infección 

por este virus debido a múltiples motivos, como la necesidad de una respuesta 

humoral y celular amplia, o la capacidad intrínseca del virus para mutar, que le 

permite evadir el sistema inmune humoral. Sin embargo, en la actualidad, 

existen más de 25 fármacos antirretrovirales aprobados por la FDA para el 

tratamiento de pacientes infectados por VIH9 (Fig. I.1).   

 

 El ciclo replicativo del VIH consta de una serie de etapas que pueden ser 

consideradas como potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento de esta 

enfermedad (Fig. I.1) y que se dividen en: 

 

� Pasos de entrada:10-12  adsorción (i) y fusión (ii) del virus a la célula.  

� Pasos post-entrada: descapsidación del virus (iii); transcripción reversa (iv); 

integración (v), replicación (vi) y transcripción (vii) del ADN proviral a 

ARNm viral; traducción del ARNm viral a proteínas virales precursoras 

(viii); ensamblaje (ix) y liberación (x).13   
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(i)

(ii)

(iii)
(iv)

(v) (vi)

(vii)

(viii)

(ix)

(x)

Inhibidores gp120

Inhibidores fusión
enfuvirtide

Inhibidores correceptor
maraviroc

Inhibidores integrasa
raltegravir

Inhibidores proteasa
atazanavir, darunavir, 

fosamprenavir, indinavir, 
lopinavir, nelfinavir, 
ritonavir, saquinavirInhibidores 

CD4

Inhibidores transcriptasa reversa
NRTIs – abacavir, didanosine, 
emtricitabine, lamivudine, tenofovir, 
zalcitabine, zidovudine
NNRTIs – atevirdine, delavirdine, 
efavirenz, nevirapine, piridinonas

 

Figura I.1 Etapas del ciclo replicativo del VIH e inhibidores (modificado de Pirrone14). 

 

 En la actualidad, los pacientes son tratados mediante la Terapia 

Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA), que consiste en una combinación de, 

como mínimo, tres fármacos de al menos dos clases distintas de agentes 

antirretrovirales. Este tratamiento suprime la carga viral en plasma hasta 

niveles indetectables por los métodos habituales utilizados en la clínica y 

produce una recuperación de las células T CD4+. Sin embargo, este tratamiento 

no es capaz de erradicar el VIH. Tras la infección aguda, el virus es capaz de 

establecer reservorios en los tejidos que son inaccesibles a niveles óptimos de 

fármacos antivirales (reservorios anatómicos) o dentro de las células donde el 

virus permanece latente (reservorios celulares).15  

 

 La incapacidad de las terapias actuales para erradicar los reservorios 

virales supone tratamientos de por vida, lo que conlleva serios problemas como 

toxicidad de los fármacos a largo plazo, interacciones entre ellos y la aparición 

de resistencias.16 Todas ellas son razones para desarrollar nuevas terapias, que 

permitan tanto el tratamiento como la prevención de la infección por el VIH. La 

investigación actual se orienta a diseñar compuestos capaces de interaccionar 
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con más de una diana,17, 18 a combinar fármacos para crear potentes sinergias11 

o a inhibir dianas menos exploradas del ciclo,12 como los pasos de ensamblaje y 

liberación, o los dedos de zinc, pequeños motivos proteicos capaces de unir este 

metal y que mantienen unida la nucleocápside del virus. 

 

 Los tratamientos enfocados al “ataque” en los pasos de entrada 

presentan una relevancia destacada, ya que impedirían la infección de las 

células y por lo tanto la transmisión viral (Fig. I.2.A). El proceso de inhibición de 

la entrada viral se inicia cuando el complejo proteico gp120-gp41 de la 

superficie del virus se une al receptor celular CD4. Este contacto induce un 

cambio conformacional en la proteína gp120, permitiéndole unirse a un 

correceptor celular (CCR5 o CXCR4, Fig. I.2.B). La unión de gp120 a CD4 y al 

correceptor induce un cambio conformacional en la proteína gp41, presentando 

el dominio N-terminal del péptido de fusión y permitiendo su inserción en la 

membrana de la célula diana. La formación de una estructura de horquilla que 

aproxima las membranas viral y celular, permite su fusión y finalmente la 

entrada del virus en la célula. 

 

Receptor 
CD4

Receptor 
CD4Correceptor 

CCR5
Correceptor 

CXCR4

Bucle V1/V2

Bucle 
V3
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puente

ARN

Núcleo
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celular
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gp41

V3

gp120

c

a

b

 

Figura I.2 A) Entrada del VIH en la célula (modificado de De Clercq y col.19). B) Proceso 

de reconocimiento de los correceptores CXCR4 y CCR5 por gp120 (modificado de 

McGowan y col.20).  
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 A pesar de todo, la única aproximación efectiva que puede finalmente 

conducir a la erradicación de la enfermedad es la prevención.9 Dada la dificultad 

para la obtención de vacunas profilácticas efectivas, se está investigando en 

métodos alternativos de profilaxis que eviten la infección por contacto sexual21 

mediante barreras físicas (preservativos), químicas (microbicidas tópicos)14 o  

inmunológicas (vacunas preventivas, donde se incluye la profilaxis pre-exposición 

con antirretrovirales, como el caso del TRUVADA,22 primer fármaco aprobado 

para prevenir la infección por VIH).  

 

 La evolución en el desarrollo de los microbicidas ha dado lugar a su 

clasificación en tres grupos:23-25  

 

1) Microbicidas inespecíficos, que incluyen surfactantes y detergentes, y agentes 

que aumentan los mecanismos de defensa normales de la vagina (ej. 

lactobacilli, tampones ácidos, peroxidasas).  

2) Microbicidas moderadamente específicos, 

como péptidos y anticuerpos que 

aumentan los mecanismos de defensa, o 

polímeros (sulfato de celulosa, PRO 2000 

y carrageenan) y dendrímeros 

polianiónicos (Fig. I.3), que bloquean la 

entrada mediante interacciones 

electrostáticas con las proteínas del 

virus, y en algunos casos, con los 

receptores celulares.   

3) Microbicidas específicos, cualquier agente que inhibe un paso crítico en el 

ciclo del virus (especialmente las etapas iniciales). 

 

  

Figura I.3 Acción microbicida de 

los dendrímeros con grupos 

aniónicos (imagen de Starpharma 

Pty Ltd). 
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 Los resultados más prometedores se han obtenido con los microbicidas 

específicos (fuzeon, maraviroc) o moderadamente específicos (dendrímeros 

polilisina SPL701325 (VivaGel, fase clínica III) o carbosilano G2-S16,26-28 Fig. I.4). 
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Figura I.4 Estructura química de los dendrímeros polianiónicos SPL7013 y G2-S16. 

  

 Muchos de los microbicidas se basan en ligandos polianiónicos o sus 

derivados metalados,29  como polisulfonatos (ej. Suramin), policarboxilatos (ej. 

polímero aurintricarboxílico), polisulfatos (ej. dextrano sulfato), 

polioxometalatos (ej. JM1590) y metaloporfirinas aniónicas, destacando la 

actividad de los dos primeros grupos. Los dendrímeros G4-PAMAM 

fenildicarboxilato BRI6195 y naftildisulfonato BRI2923,18 inhiben los pasos 

iniciales del ciclo del VIH y, en el caso del sulfonato, también inhiben la 

transcriptasa reversa y la integrasa, debido a su capacidad para entrar en las 

células. Otros polímeros fenil carboxilato30 también inhiben la infección por este 

virus, con el requisito del control del pKa de dichos grupos carboxilato.  
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 La potencia antiviral del compuesto está determinada tanto por el 

número de grupos aniónicos31 como por el material sobre el que se soportan 

(surfactantes polimerizados, micelas, ciclodextrinas, dendrímeros…).32-36 En 

general, estos sistemas presentan un amplio espectro de actividad antiviral 

(inhiben tanto ARN como ADN virus) y pueden actuar de manera sinérgica con 

otros fármacos anti-VIH; además, algunos compuestos también son inhibidores 

de la transcriptasa reversa y de la proteasa,37 o participan en otras actividades 

biológicas, como anticoagulantes o inhibidores de angiogénesis (ej. Suramin y 

otros polisulfonatos), siempre que su eficacia no disminuya por afinidad a 

proteínas plasmáticas. Sin embargo, el VIH ha desarrollado resistencias a 

algunos compuestos aniónicos mediante mutaciones en el bucle V3 de la 

proteína gp120, conduciendo a una carga general menos positiva y una 

disminución de la interacción electrostática con los compuestos polianiónicos.38  

  

 La combinación de grupos aniónicos con centros metálicos en una 

misma molécula potencia la actividad antiviral, especialmente en aquéllos 

donde los grupos aniónicos no están directamente unidos al metal. Ejemplos de 

este comportamiento son los complejos de platino o paladio basados en 2-

mercaptoetanosulfonato;39 porfirinas y ftalocianinas sulfonatadas y 

carboxiladas, y sus complejos metálicos;23 naftil porfirinas sulfonatadas y sus 

quelatos de cobre y hierro;40 o triazinas sulfonatadas de platino (Fig. I.5).24 
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Figura I.5. Estructura  de complejos metálicos polisulfonato: A) Naftil porfirinas. B) 

Triazinas sulfonatadas.  
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 Aparte de los compuestos polianiónicos, otra aproximación consiste en 

el uso de sistemas biciclam13 como AMD3100, compuesto muy específico en su 

afinidad por el correceptor CXCR4. Su actividad aumenta al unir Cu2+, Zn2+ o 

Ni2+,41-43 ya que estos centros metálicos interaccionan con los grupos carboxilato 

de CXCR4 (Fig. I.6). Además, las distintas configuraciones posibles de estos 

complejos metálicos influyen en la interacción receptor - macrociclo metálico. 

N N

N N
Zn2+

N N

N N
Zn2+

H

H H H H

H

AMD3100-Zn 2

Exterior celular

Interior celular

 
Figura I.6 Actividad anti-VIH del complejo biciclam AMD3100-Zn2, mediante unión 

específica al correceptor CXCR4 (modificado de Liang y col.41).   

  

 Los complejos metálicos también actúan en otras partes del ciclo viral3 

sobre dianas sensibles a metales, como la transcriptasa reversa,44 la integrasa45, 

46 la proteasa,47, 48 la proteína transactivadora49 o los dedos de zinc de la 

nucleocápside.50-52 Aunque ciertos cationes metálicos libres (Zn2+, Hg2+, Ag+, Cu+ 

y Cu2+) han mostrado su actividad inhibitoria frente a enzimas como la 

proteasa,53, 54 no son agentes antivirales útiles dada la dificultad para entrar en 

las células y ejercer su actividad. La coordinación de los mismos con ciertos 

ligandos facilita su transporte hasta la molécula diana, pudiendo ser liberados 

para su acción o actuar en forma de complejo, como en el caso del complejo 

batocuproína disulfónico.55 
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   La proteasa presenta dos sitios principales donde se puede inhibir: el 

sitio activo, posición donde se produce la catálisis, y la interfaz, responsable de 

la estabilización de la estructura dimérica de la enzima; así, se pueden diseñar 

inhibidores que actúen en estos dos lugares, como por ejemplo derivados de 

Setcez.48 La integrasa requiere cationes metálicos divalentes para alcanzar la 

ruptura del enlace fosfodiéster en la molécula de ADN. Los inhibidores 

diseñados contienen fragmentos químicos con gran habilidad para quelar 

cationes metálicos, como por ejemplo complejos derivados de β-dicetoácido.45  

La transcriptasa inversa es inhibida por complejos de oxovanadio(V), que 

además presentan actividad espermicida.44 Algunos de estos complejos 

metálicos se muestran en la Figura I.7.  
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Figura I.7 Ejemplos de complejos metálicos que inhiben diferentes enzimas del ciclo 

viral, como la proteasa (A, C),48 la transcriptasa reversa (B),44 y la integrasa (D).45 
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Nanopartícula

I.2. DENDRÍMEROS EN NANOMEDICINA 

I.2.1.  Nanomedicina y nanosistemas 

 La nanomedicina56 se define como la monitorización, control, reparación 

y construcción de sistemas biológicos a nivel celular mediante el uso de 

materiales y estructuras organizados a nivel molecular. Persigue la síntesis de 

nanodispositivos para el diagnóstico, la prevención y el tratamiento, cuyo único 

requisito es que presenten al menos una dimensión en la escala nanométrica, lo 

que les confiere propiedades físico-químicas únicas.  

I.2.1.a. Propiedades de las nanopartículas 

 Las propiedades físico-químicas de las nanopartículas determinan su 

comportamiento en un sistema biológico1 y les confieren ciertas ventajas 

farmacológicas, en comparación con agentes convencionales. Además, muchos 

fenómenos biológicos, como el reconocimiento inmune o el paso a través de 

barreras biológicas, están gobernados por consideraciones de tamaño. Entre las 

propiedades que más influyen se encuentran: 

 

� El tamaño de partícula, que afecta a la biodisponibilidad, al tiempo de 

circulación y determina el mecanismo de internalización.  

� La proporción superficie/volumen, que afecta a la 

solubilidad del compuesto.  

� La carga superficial, que influye en el proceso de 

entrada en la célula.  

� La multifuncionalidad, para combinar en una sola 

molécula varios rasgos beneficiosos que mejoren 

las propiedades globales del sistema (Fig. I.8). 

� La multivalencia, que aumenta la afinidad entre 

elementos, imitando a las moléculas naturales. 

Figura I.8 Esquema 

de una nanopartícula 

multifuncionalizada. 
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I.2.1.b. Nanotecnología en el tratamiento de la infección por VIH 

 La nanotecnología57 converge con la farmacología a través de sistemas 

como liposomas, micelas, dendrímeros, quantum dots y quantum rods, 

nanopartículas sólidas, sistemas de autoensamblaje, nanoemulsiones, etc., con el 

fin de prevenir y tratar enfermedades humanas. 

 

 En el tratamiento de la infección por el VIH, la nanotecnología actúa 

principalmente en dos direcciones.1 Por un lado, en la obtención de sistemas de 

liberación de fármacos orientados a optimizar la distribución tisular y la 

biodisponibilidad de fármacos antirretrovirales, a disminuir los efectos 

secundarios, a reducir las interacciones fármaco-fármaco, al cotransporte de 

agentes antirretrovirales, a la solubilización de fármacos, al transporte de 

agentes anti-VIH complejos (por ejemplo ADN o ARN pequeño interferente 

(siRNA, de sus siglas en inglés short interfering RNA)). Por otro lado, en el diseño 

de nuevos fármacos, con mayor tiempo de vida media, con nuevos mecanismos 

de acción o dirigidos a erradicar los reservorios virales.  

 

 Entre los nanosistemas utilizados frente a la infección por el VIH, se 

encuentran los liposomas,58-60 las nanopartículas de oro,61 los dendrímeros,62-64 

las micelas65-69 y las nanocápsulas,70 cuyas estructuras esquemáticas se pueden 

observar en la Figura I.9.  

Dendrímero Micela

Nanopartícula

de oro

Nanocápsula Liposoma  

Figura I.9 Ejemplos de 

nanosistemas utilizados en terapia 

frente a la infección por VIH.1 
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 La evolución de la nanomedicina ha destacado la necesidad de preparar 

nanodispositivos estables, sofisticados pero perfectamente definidos. Los 

dendrímeros cumplen estas premisas y surgen como agentes terapéuticos 

versátiles. Debido a su tamaño y naturaleza polivalente, los dendrímeros 

pueden actuar sobre varios receptores simultáneamente, lo que puede conducir 

a efectos biológicos nuevos o potenciados. La posibilidad de controlar su 

síntesis permite dirigir su diseño a atacar la infección desde diferentes puntos: 

la modificación con azúcares, péptidos o grupos aniónicos les permite inhibir la 

infección; o pueden diseñarse para unirse a sitios específicos de ciertos virus. 

I.2.2.  Dendrímeros para aplicaciones biomédicas 

 I.2.2.a. Diseño y síntesis de dendrímeros   

 Los dendrímeros y dendrones pertenecen a un grupo muy especial de 

polímeros, caracterizado por su naturaleza ramificada y monodispersa (Fig. 

I.10). Su estructura se compone de un núcleo (dendrímero) o punto focal 

(dendrón) desde el que parten las ramificaciones; varias unidades de 

ramificación y puntos de divergencia, que determinan las diferentes 

generaciones, y diversos grupos terminales, que generalmente dictaminan  las 

propiedades químicas del sistema.  

 

Polímeros lineales Polímeros dendríticos

Estructura monodispersa Estructura polidispersa

Dendrímeros Dendrones Polímeros 
hiperramificados

Injertos 
dendríticos

Híbridos 
lineal-dendríticos  

Figura I.10. Clasificación de los polímeros dendríticos (modificado de Walter y col.71). 
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 El principal requisito en el diseño de dicha estructura para un sistema 

con futuras aplicaciones en biomedicina es su biocompatibilidad. Un candidato 

viable no puede ser tóxico,72 y debe ser biopermeable, capaz de circular en el 

torrente sanguíneo y sería adecuado que fuera capaz de dirigirse a su diana.  

 

 Además, su proceso de síntesis debe estar optimizado. La síntesis 

tradicional de dendrímeros, mediante una estrategia divergente o convergente, 

ha dado paso a las “estrategias sintéticas aceleradas” (Fig. I.11),71, 73 que reducen 

significativamente el tiempo de preparación. Estas estrategias pueden derivar 

de una revisión de las tradicionales, como la estrategia del hipermonómero, 

donde se emplean monómeros con un mayor número de grupos funcionales que 

el convencional AB2; la aproximación sintética de doble etapa, donde se 

desarrollan de forma divergente un “hipernúcleo” y un “hipermonómero” y 

después se ensamblan mediante estrategia convergente, y la aproximación 

sintética exponencial doble, donde el dendrímero se crece de manera 

bidireccional a partir de un monómero protegido ortogonalmente. 

 

 

Crecimiento divergente

Crecimiento convergente

Crecimiento convergente de 
doble etapa

Crecimiento exponencial 
doble

Hipermonómero

g. Crecimiento divergente
a. Activación periférica
a*. Activación punto focal

Estrategias convencionales Estrategias aceleradas

 

Figura I.11 Estrategias convencionales y aceleradas de síntesis de dendrímeros 

(modificado de Walter y col.71). 
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  Las limitaciones de estas estrategias se superan al eliminar los pasos de 

activación iterativos, mediante reacciones quimioselectivas (ej. Click-Chemistry), 

la estrategia de acoplamiento ortogonal,74 la estrategia one-pot de cascada multi-

click,75 la estrategia de autoensamblaje,… etc.   

 I.2.2.b. Caracterización de dendrímeros 

 Existe un amplio abanico de técnicas que permiten caracterizar la 

estructura dendrítica y determinar así sus propiedades físico-químicas. Por 

ejemplo, técnicas cromatográficas, como la cromatografía de exclusión por 

tamaño (SEC, del inglés Size Exclusion Chromatography), la cual permite 

determinar el volumen hidrodinámico, y el peso molecular si se acopla a un 

detector de difusión de luz de ángulo múltiple (MALS, del inglés Multi-Angle 

Light Scattering). También técnicas espectroscópicas como Infrarrojo y Raman, 

y la espectrofotometría UV-Vis. Esta última presenta un gran potencial, ya que 

permite determinar la pureza de dendrímeros con cromóforos, la influencia de 

la arquitectura dendrítica en el espectro electrónico, etc. La espectrofotometría 

de fluorescencia se utiliza para investigar procesos de dinámica molecular y la 

capacidad de encapsulación de dendrímeros. La espectrometría de masas (MS) y 

la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) son técnicas muy habituales que 

aportan una gran cantidad de información. Además, existen otras técnicas 

menos frecuentes, como la difracción de rayos X, ya que en estado sólido los 

dendrímeros son habitualmente amorfos, la difusión de luz, o la viscosimetría. 

Por último, hay que destacar la Resonancia de Spin Electrónico (RSE), que hace 

uso de determinadas sondas para caracterizar de manera amplia y precisa no 

sólo la estructura de los dendrímeros, sino también la interacción de éstos con 

moléculas como proteínas o fármacos.   
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 I.2.2.c. Aplicaciones de dendrímeros en biomedicina 

 El desarrollo de dendrímeros con aplicaciones en el campo de la 

nanomedicina ha mostrado un aumento exponencial en los últimos años. Las 

aplicaciones56, 76-79 son innumerables y se pueden clasificar en 4 grandes grupos: 

   

1) Transporte de moléculas con interés farmacológico 
 

 Se han diseñado numerosos nanovectores dendríticos para transportar  

moléculas con interés farmacológico. El transporte puede realizarse de diversas 

formas, encapsulando la molécula en el interior del dendrímero o 

interaccionando con ella de forma electrostática o covalente (Fig. I.12).80-83 

 

Encapsulación 
dendrítica

Fármaco

A)

Conjugación 
dendrítica

Unidad directora o agente de imagen

Fármaco

B)

Dendrímeros como 
agentes complejantes

C) Ácido nucleico

Fármaco

Dendrímeros en formulaciones 
(tópica/oral/ocular)

D)

Dendrímeros como agentes en imagen 
(MRI, fluorescencia, etc.)

E)

Sonda 
fluorescente

Agente de contraste 
o radionúcleo

 

 

Figura I.12 Aplicaciones de los dendrímeros como agentes de transporte de fármacos 

(modificado de Menjoge y col.78). 
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 La encapsulación de fármacos en el interior del dendrímero o química 

“host-guest”, es posible debido al espacio interno relativamente flexible 

alrededor del núcleo y el denso empaquetado de los grupos funcionales 

periféricos. La internalización de la molécula implica encapsulación física, 

interacciones hidrofóbicas o enlace de hidrógeno. Esta estrategia, utilizada para 

transportar fármacos de naturaleza hidrofóbica, permite una carga de fármaco 

limitada y un control pequeño sobre su liberación, y puede ser mejorada 

mediante la inclusión del fármaco durante los pasos sintéticos (encapsulación en 

“dendritic box”). Meijer y col. mostraron la encapsulación de moléculas 

hidrofóbicas en dendrímeros PPI con grupos protectores terminales, cuya 

desprotección supone la apertura de la superficie y la liberación de las 

moléculas del interior.84 Otras estrategias host-guest implican la preparación de 

hospedadores dinámicos85 que liberen la molécula transportada bajo 

determinadas condiciones, siendo una prometedora estrategia para el 

desarrollo de nuevos sistemas de liberación de fármacos.  

  

 El transporte de fármacos catiónicos o aniónicos mediante interacciones 

electrostáticas a través de dendrímeros iónicos86 permite una liberación eficaz 

pero poco controlada del fármaco. Mientras que fármacos cargados 

positivamente se localizan exclusivamente en la superficie de dendrímeros 

aniónicos, fármacos cargados negativamente se localizan tanto en la superficie 

como en cavidades interiores de dendrímeros catiónicos. Este es el caso de 

dendrímeros PPI y PAMAM con grupos amino terminales, con excelentes 

propiedades para el transporte de moléculas ácidas como las vitaminas B3, C y 

B6.87 Numerosos fármacos han sido transportados mediante este sistema, como 

antiinflamatorios no esteroideos (AINES),88, 89 anti-cancerígenos,90 anti-

bacterianos,91 etc. Una de las aplicaciones más estudiadas de este tipo de 

transporte es la de dendrímeros catiónicos como transportadores de material 

génico92-95 y péptidos.96 La interacción electrostática creada entre dendrímeros 

catiónicos y la carga negativa de plásmidos de ADN, siRNA u oligonucleótidos 
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antisentido, ha permitido generar un amplio campo de agentes de transfección 

no virales, seguros y eficientes. El dendriplex formado presenta carga resultante 

positiva, y puede interaccionar con las membranas celulares cargadas 

negativamente, permitiendo la entrada endosomal del dendriplex. Una vez en el 

citoplasma, el material genético es liberado y ejerce su acción. El resultado del 

transporte de ADN plasmídico será la expresión de un gen de interés, que 

incrementará la producción de una proteína terapéutica, y el del transporte de 

siRNA será la disminución de la actividad de la molécula diana. SuperFectTM 

(Qiagen) es un famoso agente de transfección génica basado en dendrímeros.97   

 

 El anclaje mediante enlace covalente a la estructura del dendrímero 

permite una carga de fármaco elevada y un gran control en su liberación, que 

ocurre de forma química o enzimática en función del tipo de enlace utilizado 

(éster, acil hidrazona, disulfuro…). Además, habitualmente conduce a una 

biodistribución optimizada del fármaco y una concentración en la región diana, 

aumentando así su efecto farmacológico mientras que se reduce la toxicidad 

asociada al fármaco libre. Por otro lado, este tipo de anclaje permite la 

introducción de otras moléculas que mejoran las propiedades generales del 

sistema, como pueden ser anticuerpos, azúcares, sondas fluorescentes, etc. Esta 

estrategia se ha utilizado para el tratamiento de numerosas enfermedades (ej. 

inflamación,98 cáncer,99, 100 etc.).  

 

2) Dendrímeros como agentes terapéuticos 
  

 Algunas estructuras dendríticas presentan actividad terapéutica per se, 

debido a las propiedades químicas de sus grupos funcionales. Dendrímeros con 

esqueleto de diversa naturaleza y grupos catiónicos o azúcares en su periferia 

presentan importante actividad bactericida,86, 101, 102 al destruir la pared 

bacteriana por interacciones electrostáticas; dendrímeros PAMAM y 

fosfodendrímeros cargados positivamente, y diferentes glicodendrímeros han 
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mostrando una interesante actividad como agentes anti-amiloidogénicos para el 

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas;103 dendrímeros 

funcionalizados con grupos aniónicos, azúcares o péptidos son eficaces agentes 

antivirales104 y microbicidas.105   

 

3) Dendrímeros en imagen 
 

 La arquitectura controlada de los dendrímeros permite un anclaje 

multivalente de quelantes de radionúcleos, para su utilización como agentes de 

contraste en Imagen por Resonancia Magnética (MRI, del inglés Magnetic 

Resonance Imaging) o Rayos X (ver apartado I.3.1.b). Además, otros dendrímeros 

actúan por sí mismos como trazadores de doble fotón para imagen in vivo,106 

siendo esta técnica TPEF (del inglés Two-Photon Excitation Fluorescence) muy 

útil por su gran resolución espacial y profundidad.  

 

4) Otras aplicaciones 
 

 La gran versatilidad de las estructuras dendríticas ha dado lugar a otra 

serie de aplicaciones en biomedicina, como las que se describen a continuación: 

 

� Los dendrímeros son plataformas multivalentes molecularmente definidas y 

no inmunogénicas que pueden actuar como coadyuvantes en vacunas.107, 108 

El anclaje de pequeñas moléculas inmunoestimuladoras o antígenos da 

lugar a conjugados perfectamente definidos, que aumentan la eficacia de las 

vacunas. Los dendrímeros polilisina de tipo “péptido antigénico múltiple” 

(MAP, del inglés Multiple Antigen Peptide), iniciada por Tam y col.,109 son la 

familia más estudiada con este propósito y en la actualidad se están 

evaluando para el transporte de antígenos no peptídicos, como 

carbohidratos, haptenos, etc.110 
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� La capacidad de los dendrímeros para unir proteínas y anticuerpos ha 

permitido su aplicación en inmunoensayos y diagnóstico clínico,111 e incluso 

ha dado lugar al test para diagnóstico cardiaco aprobado por la FDA 

Stratus® CS Acute CareTM (Dade Behring). Además, su capacidad para unir 

ADN puede utilizarse para la preparación de biochips de ADN de gran 

sensibilidad.93 

 

� La terapia fotodinámica (PDT, del inglés Photodynamic Therapy) es una 

prometedora tecnología para el tratamiento menos invasivo del cáncer, 

basada en la administración sistémica de un fotosensibilizador y la 

irradiación láser en el tejido diana, originando especies reactivas de oxígeno 

tóxicas que destruyen dicho tejido. El primer dendrímero utilizado con este 

objetivo fue un dendrímero PAMAM con unidades de ácido 5-

aminolevulínico112 y diversos sistemas se han desarrollado posteriormente. 

 

� La terapia de captura de neutrones de boro (BNCT, del inglés Boron Neutron 

Capture Therapy) utiliza la energía radiante desprendida en dicho proceso 

para la destrucción selectiva de tejidos tumorales. Los dendrímeros son 

transportadores útiles de boro debido a su estructura definida y su 

multivalencia, que permiten alcanzar la adecuada concentración de boro en 

un punto determinado para una terapia efectiva. El primer ejemplo se 

desarrolló a partir de la conjugación de un borano a un dendrímero tipo 

PAMAM113 y otros sistemas se han desarrollado posteriormente mejorados 

con sondas fluorescentes, polietilenglicol (PEG), etc.114  
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I.3. METALODENDRÍMEROS EN NANOMEDICINA 

 Las aplicaciones de los dendrímeros se multiplican exponencialmente 

cuando su química se combina con las propiedades de los metales, abarcando 

campos como catálisis, sensores, diagnosis médica, etc.115, 116 En esta Memoria, 

los antecedentes se limitan a los de aquéllos utilizados en biomedicina.   

I.3.1.  Metalodendrímeros para aplicaciones biomédicas 

 I.3.1.a. Diseño y síntesis de metalodendrímeros   

 El diseño y la síntesis de metalodendrímeros están condicionados por su 

posterior aplicación, pudiendo hallar el metal en distintas posiciones (Fig. I.13) 
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Figura I.13 Ejemplos de metalodendrímeros de rutenio donde los iones metálicos 

presentan distintas funciones estructurales.117 A) Rutenio como núcleo y centro de 

ramificación. B) Rutenio como grupo terminal. C) Rutenio como conector de bloques.   
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 En general, las estrategias sintéticas difieren en función de la posición 

del ión metálico en la estructura dendrítica, pudiendo incluirse en dicha 

estructura (actuando como punto de ramificación, conector de bloques, núcleo o 

grupo terminal) o coordinándose de manera posterior (Fig. I.13). Excelentes 

revisiones se han publicado en relación con esta materia.115, 117-119  

 I.3.1.b. Aplicaciones de metalodendrímeros en biomedicina   

1) Metalodendrímeros como agentes terapéuticos 
 

 Al igual que los dendrímeros, sus complejos metálicos se utilizan para el 

tratamiento de diversas enfermedades, como se detalla a continuación: 

 

� En el tratamiento de cáncer, se emplean principalmente metalodendrímeros 

basados en platino. Complejos de Pt(II) con dendrímeros aniónicos 

(PAMAM–CO2Na)99 o catiónicos (DAB-PPI120 o PPI-{1,2-bis(4-fluorofenil)-

etilenodiamino}platino(II))121 muestran actividad citotóxica en líneas 

tumorales de ratón y humanas. Dendrímeros G1-PAMAM con complejos 

multinucleares de platino o cobre122 presentan una actividad citotóxica 

mejorada, al igual que otros sistemas de Pd(II), Au(I), Ru(II) o Ru(III).116 

� La actividad antiplasmodial frente a P. falciparum123 de dendrímeros PPI con 

unidades de ferroceniltiosemicarbazona conjugadas en la periferia les 

configura como agentes para el tratamiento de la malaria. 

� Otros sistemas han mostrado buena actividad antimicrobiana frente a varias 

bacterias Gram positivas, como es el caso de dendrímeros PAMAM que 

encapsulan sales de plata con liberación lenta.124  

� Los metalodendrímeros también se aplican en terapia fotodinámica (PDT) 

de cáncer. Los ensayos in vitro e in vivo de porfirinas dendríticas basadas en 

zinc muestran su potencial como fotosensibilizadores y diversos sistemas se 

han desarrollado con este objetivo.125, 126  
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2) Metalodendrímeros en imagen médica 
 

 Los progresos en medicina nuclear han permitido el diseño de agentes 

de transporte de radionúcleos dirigidos selectivamente al tumor, para mejorar el 

resultado del diagnóstico y la terapia del cáncer. En este campo, los 

dendrímeros juegan un papel importante, debido a su arquitectura controlada 

que posibilita un anclaje multivalente de quelantes de radionúcleos y unidades 

directoras.127 Dendrímeros basados en 99Tc, 111In, 125I y 68Ga se utilizan en 

imagen médica nuclear, para Tomografía Computerizada de Emisión de Fotones 

(SPECT, del inglés Single Photon Emission Computed Tomography) y Tomografía 

de Emisión de Positrones (PET, del inglés Positron Emission Tomography). 

Sistemas dendríticos que transportan radiomarcadores (64Cu, 18F, 76Br, 68Ga, 

111In) también se han utilizado.   

 

 Otros sistemas son diseñados como agentes de contraste para MRI. Esta 

técnica es una herramienta para el diagnóstico no invasivo, y se basa en el 

tiempo de relajación no homogéneo de los protones en diferentes tejidos. En 

presencia de iones paramagnéticos (especialmente Gd(III)), el tiempo de 

relajación de los protones del agua puede reducirse y generar una buena 

relación señal/ruido. La conjugación de estos iones a la estructura dendrítica 

supone la disminución de su toxicidad y de la tasa de aclaramiento, y el aumento 

de la permeabilidad y la retención (efecto EPR, Enhanced Permeability and 

Retention Effect). Dendrímeros tipo PAMAM128 o PPI129 con unidades Gd(III)-

DTPA (dietilentriamino pentacetato) actúan como eficaces agentes de contraste. 

La sustitución de las unidades DTPA por  tetraazaciclododecano-1,4,7,10-

triacetato (DOTA), aumenta la estabilidad de los complejos y mejora las 

propiedades del agente de contraste; de hecho, un dendrímero polilisina con 24 

unidades Gd(III)-DOTA, Gadomer-17® (Bayer/Schering Pharma AG, Alemania), 

se encuentra en fases clínicas para imagen vascular.78, 130, 131 
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 De forma similar a los agentes de contraste para MRI, se han 

desarrollado sistemas dendríticos para su utilización como agentes de contraste 

mediante Rayos X. Es el caso de sistemas basados en varios complejos 

organometálicos de bismuto y estaño.132, 133  

 

 Algunos metalodendrímeros se han estudiado como sensores de oxígeno 

in vivo para imagen de tejidos. Jaulas dendríticas basadas en aminoácidos, con 

PEG terminal y complejos de paladio de tetrabenzoporfirinas,134 exhiben fuerte 

emisión fosforescente dependiente de oxígeno.  

 

3) Metalodendrímeros con propiedades biomiméticas 
 

 La estructura tridimensional de los dendrímeros, similar a la 

conformación natural de las proteínas, les confiere propiedades biomiméticas,135, 

136 es decir, la habilidad para imitar a materiales naturales. Estas propiedades se 

manifiestan en los metalodendrímeros con comportamientos como:  

 

� El autoensamblaje, basado en interacciones no covalentes metal-ligando o 

metal-metal. Dendrones basados en pirazol forman metalaciclos triméricos 

capaces de autoensamblarse mediante interacciones metal-metal y dar lugar 

a materiales nanofibrosos superhelicoidales fosforescentes137 (Fig. I.14.A). 

� La catálisis selectiva de sitio, que permite dar lugar a reacciones 

regioselectivas. Dendrímeros poliéster con núcleo de Mn-porfirina muestran 

catálisis selectiva en epoxidación de alquenos.138 

� La recogida artificial de luz, para imitar la fotosíntesis natural mediante 

sistemas supramoleculares sintéticos, como el caso de metaloporfirinas de 

zinc dendronizadas (Fig. I.14.B).139  

� Propiedades redox que imitan el comportamiento de metaloproteínas 

naturales, como los sistemas dendríticos con núcleo bimetálico con puente 

de oxígeno de Cu(I) o Fe(II)140 (Fig. I.14.C).  
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Figura I.14. Ejemplos de metalodendrímeros con propiedades biomiméticas:135 A) 

Metalaciclos capaces de autoensamblarse. B) Metaloporfirinas dendronizadas de zinc 

útiles para la recogida artificial de luz. C) Dendrímeros de cobre capaces de mimetizar 

metaloproteínas naturales. 
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1.1. INTRODUCCIÓN 

 En este primer Capítulo, se presenta la síntesis y caracterización química 

de cuatro familias de ligandos polianiónicos con un núcleo de etilendiamina, y 

los complejos metálicos de Ni, Co, Cu y Zn obtenidos a partir de ellos. Estos 

compuestos podrían considerarse, en terminología de dendrímeros, como 

compuestos de “generación 0”, que permiten modelar el comportamiento de 

dendrímeros y metalodendrímeros de generaciones mayores. 

 

 Con el fin de facilitar la lectura del Capítulo, se simplifican los nombres 

de los compuestos de acuerdo con la siguiente nomenclatura: ligandos 

dianiónicos N,N’-dimetiletilendiamino-N,N′-dietanosulfonato (dmedds, Esq. 1.3 y 

1.5) y N,N’-dimetiletilendiamino-N,N′-di-3-propionato (dmeddp, Esq. 1.7 y 1.8), y 

ligandos tetraaniónicos etilendiamino-tetraetanosulfonato (edts, Esq. 1.4 y 1.6) y 

etilendiamino-tetra-3-propionato (edtp, Esq. 1.8 y 1.9).  

1.1.1. Objetivos del capítulo 

 Los objetivos de este Capítulo 1 son los que se enumeran a continuación: 

 Sintetizar, caracterizar y estudiar químicamente los compuestos 

denominados de “generación cero” (G0). 

 Preparar y caracterizar estructuralmente los complejos metálicos derivados 

de estos ligandos.  

 Evaluar la toxicidad y la capacidad antiviral frente a la infección por el VIH 

de todas las sustancias presentadas. 

 

 Esta investigación ha dado lugar a dos publicaciones en revistas 

internacionales de reconocido prestigio.1, 2 
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1.1.2. Antecedentes bibliográficos 

 Existe una extensa bibliografía acerca de complejos metálicos con 

ligandos aminocarboxilato “tipo EDTA” (etilendiaminotetraacetato),3 dada la 

capacidad efectiva de actuación de estos ligandos como agentes quelantes. Esta 

propiedad posibilita su aplicación en diversos campos, dando lugar incluso a la 

“terapia por quelación con EDTA”.4 Habitualmente, estos compuestos se 

preparan mediante procesos de condensación de la diamina de interés con ácido 

acrílico o  ácido - o -monohalocarboxílico a pH neutro, o de derivados 

dihalógeno de diamina con diversos aminoácidos.5 Por otra parte, la obtención 

de los complejos metálicos suele realizarse mediante la adición de la sal 

metálica al ligando en su forma ácida, con control de pH, y un posterior paso por 

columna de intercambio iónico.6  

 

 A diferencia de los anteriores, los complejos con ligandos 

aminosulfonato no han recibido una atención tan exhaustiva, posiblemente 

debido a la dificultad de su preparación. La metodología sintética más habitual 

es aquélla que transcurre a través de la oxidación de los correspondientes 

complejos tiolato, utilizando condiciones de reacción agresivas, con oxidantes 

como H2O2 o Cl2,7-10 que pueden dar lugar a mezclas de productos y no siempre 

conducen al complejo de interés. Este es el caso de zinc, donde el metal se 

descoordina en el proceso de oxidación.8 Las propiedades electrónicas de cada 

metal (y especialmente la presencia o ausencia de interacciones metal-azufre -

antienlazantes) influyen en la reactividad del tiolato, y son las responsables de 

los distintos resultados.   

 

 La necesidad de una alternativa sintética, con condiciones suaves y 

reacciones sencillas, nos llevó a emplear reacciones tipo adición “aza-Michael”, 

pero utilizando una nueva ruta sintética desarrollada por Liang y col.11 (Esq. 1.1). 

Este método aprovecha la selectividad y sencillez de las adiciones conjugadas, 



__________________________________________Compuestos y complejos metálicos de generación 0 

 

 

 

43 

pero en disolución acuosa, a diferencia de las adiciones de Michael tradicionales 

que se llevan a cabo en disolventes orgánicos en presencia de ácidos o bases. 

Este método permite que numerosas aminas primarias y secundarias se 

adicionen de manera suave a compuestos ,-insaturados (ésteres carboxílicos, 

cetonas, nitrilos y amidas) en agua a temperatura ambiente.12  

 

NH R2
R1

X
H2O

t.a.

R2

X

R1
N

R1, R2 = H/alquilo; X=CO2R, COR, CONH2, CN, SO3H  

Esquema 1.1 Esquema general de la reacción de tipo “adición aza-Michael” en agua. 

 

 Mientras que las aminas aromáticas, las aminas terciarias y los aldehídos 

,-insaturados no reaccionan en estas condiciones, las aminas primarias 

conducen selectivamente a productos de monoadición. Las reacciones son 

limpias, rápidas y con elevados rendimientos, en comparación con aquéllas 

realizadas en disolventes orgánicos. Es probable que el agua favorezca la 

reacción (Esq. 1.2) mediante la formación de enlaces por puente de hidrógeno 

con el átomo de oxígeno del carbonilo insaturado, aumentando el carácter 

electrofílico del C, que es atacado por la amina nucleofílica. Por otro lado, la 

formación del enlace de hidrógeno entre el átomo de oxígeno del agua y el 

átomo de hidrógeno de la amina aumenta la nucleofilia del átomo de nitrógeno 

de la amina. De esta manera, el agua activa la amina así como el alqueno 

conjugado, y facilita la adición.  

 

R

O 1. H2O

2. R1R2NH
R

O
H

O

H

H

N
R1 R2

R

O

N
R1 R2

R

O
H

O

H

H

N
R1 R2

R

OH

N
R1 R2

H2O

 

Esquema 1.2 Acción dual del agua durante la reacción aza-Michael, facilitando la 

adición. 
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1.2. SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL 

 Se prepararon cuatro familias de compuestos polianiónicos con un 

núcleo de etilendiamina, en los que cada átomo de nitrógeno se encuentra 

monosustituido (dmedds y dmeddp,  1 y 8 en sus formas de sal sódica 

respectivamente) o disustituido (edts y edtp, 12 y 18 en sus formas de sal 

sódica, respectivamente). Las condiciones para la preparación y caracterización 

estructural de los ligandos y complejos metálicos se detallan a continuación.  

1.2.1.  Estudio preparativo 

1.2.1.a. Complejos metálicos con ligandos aminosulfonato 

 La síntesis del ligando disulfonato {[Na2(dmedds)]·2H2O} (1) transcurre 

a través de una adición de tipo aza-Michael (Esq. 1.3).  La adición conjugada de 

dos equivalentes de vinilsulfonato de sodio a la amina secundaria N,N’-

dimetiletilendiamina en disolución acuosa, durante 12 h a t. a., y posterior 

evaporación, conduce a la formación del compuesto 1 como un sólido blanco 

con un rendimiento del 88%. Este compuesto es muy soluble en agua, 

ligeramente soluble en alcoholes e insoluble en otros disolventes orgánicos. 

 

N
H

SO3Na

N N

SO3Na SO3Na

H2O ·2H2O

2

(1)

H
N

H2SO4

N

N

SO2

SO2

O

O

H

H
·H2O

12h, t.a.

Na2SO4

2 NaOH (2)

 

Esquema 1.3  Ruta sintética para la preparación de los compuestos 1 y 2. 

  

 La adición de un equivalente de H2SO4 o dos de HCl a una disolución 

acuosa de la sal disódica 1 conduce a la precipitación del derivado zwitteriónico 

{[H2(dmedds)]·H2O} (2), como un sólido blanco cristalino, con rendimiento 

cuantitativo. El compuesto 2 es soluble en agua caliente, pero insoluble en 
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disolventes orgánicos. La reacción es reversible al adicionar dos equivalentes de 

NaOH (Esq. 1.3). La preparación de esta forma alternativa al compuesto 1 

permite establecer una ruta distinta de síntesis de complejos metálicos que no 

dé lugar a subproductos durante la reacción (Esq. 1.5). 

 

 El protocolo de síntesis del derivado tetrasulfonato {[Na4(edts)]·4H2O} 

(12) es análogo al de 1, partiendo de la amina primaria etilendiamina y cuatro 

equivalentes de vinilsulfonato de sodio (Esq. 1.4). En este caso, la introducción 

de dos ramas por nitrógeno requiere el calentamiento a 120˚C para completar la 

reacción, y un posterior paso de purificación por  lavados repetidos en MeOH. 

En este caso, no se creyó necesaria la preparación del compuesto neutralizado, 

dada la facilidad de purificación de los complejos metálicos obtenidos a partir 

de 12.  

 

 

H2N
NH2 SO3Na N

SO3Na

SO3Na
NaO3S N

SO3Na

4
120ºC, 12h

(12)

H2O

 

Esquema 1.4  Síntesis del compuesto 12, mediante reacción de adición tipo “aza-

Michael”. 

 

 Los compuestos aminosulfonato 1, 2 y 12 se utilizaron para generar 

complejos de níquel, cobalto, cobre y zinc, y su preparación se describe en los 

Esquemas 1.5 y 1.6, según las características particulares de cada ión metálico.  

 

 El tratamiento de 1 con un equivalente de NiBr2·3H2O en agua produce 

la precipitación de un sólido verde turquesa que corresponde a 

[Ni(dmedds)(H2O)2]·2H2O (3) con un 90% de rendimiento. Este mismo 

producto, ha sido obtenido por Reedijk y col.,7 mediante la oxidación con H2O2 

de un complejo mononuclear ditiolato de níquel.  
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 Esquema 1.5  Ruta sintética para la obtención de los complejos 3-6, partiendo de 1 ó 2.  

 

 La reacción análoga con CoCl2·5H2O o CuCl2·2H2O conduce a la obtención 

de los complejos de cobalto [Co(dmedds)(H2O)2]·2H2O (4) (80%, microcristales 

rosas por concentración de la disolución) y cobre [Cu(dmedds)(H2O)]·H2O (5) 

(78%, microcristales azul oscuro por precipitación en doble capa 

agua/metanol). Además, estos dos compuestos 4 y 5 pueden obtenerse a partir 

del sistema zwitteriónico 2, por reacción de una disolución acuosa del mismo 

con hidroxicarbonato de cobalto 2CoCO3·3Co(OH)2·xH2O o de cobre 

CuCO3·Cu(OH)2. De esta manera, tras 12 h en agitación a temperatura ambiente, 

precipitan los complejos metálicos con un rendimiento cuantitativo y sin 

formación de subproductos. Los complejos 3 y 4 son estables al aire, 

ligeramente solubles en agua y alcoholes, y solubles en DMSO. En ambos 

complejos, la separación de los haluros alcalinos, NaBr o NaCl respectivamente, 

se consigue en base a sus diferentes solubilidades en agua. El complejo 5 es 

estable al aire, muy soluble en agua y DMSO, y ligeramente soluble en alcoholes.  

 

 Finalmente, el tratamiento de 1 con un equivalente de ZnSO4·7H2O en 

agua conduce a la formación de un sólido blanco identificado como 

[Zn(dmedds)(H2O)2] · 2H2O (6), con un rendimiento del 45%. Este complejo es 

estable al aire, y parcialmente soluble en agua. 
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  El tratamiento del derivado tetrasulfonato 12 con un equivalente de 

NiBr2·3H2O en agua conduce a una disolución verde, cuya filtración y adición de 

etanol produce la formación de un precipitado verde que corresponde a 

{Na2[Ni(edts)]}·4H2O (13),  con un 78% de rendimiento.  De igual manera, 

partiendo de CoCl2·2H2O o de CuCl2·2H2O, se obtienen {Na2[Co(edts)]}·4H2O 

(14) y {Na2[Cu(edts)]}·4H2O (15), como sólidos pulverulentos de color violeta 

(84%) o azul (80%), respectivamente.  Los complejos 13, 14 y 15 son estables 

al aire, solubles en agua y alcoholes, y su separación de los haluros alcalinos se 

alcanza por su diferente solubilidad en etanol.  

 

 La síntesis del complejo Na2[Zn(edts)]·4H2O (16) requiere una adición 

lenta de la sal sódica sobre una disolución acuosa de ZnSO4·7H2O, ya que la 

adición a la inversa conduce a la formación de mezclas de productos difíciles de 

caracterizar. Tras su filtración, la disolución se lleva a sequedad y se obtiene el 

complejo de zinc. La parecida solubilidad de este complejo 16 y de Na2SO4 

impide su separación.   
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        = ZnSO4 (16)  

Esquema 1.6  Ruta sintética para la obtención de los compuestos metálicos 13-16. 
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1.2.1.b. Complejos metálicos con ligandos aminocarboxilato 

 La síntesis de los compuestos aminocarboxilato 8 y 18, similares a 1 y 

12 pero con grupos carboxilato terminales, se consigue mediante un proceso de 

dos pasos (Esq. 1.7). En el primero de ellos, se realiza la adición conjugada de 

acrilato de metilo a la amina secundaria N,N’-dimetiletilendiamina o a la amina 

primaria etilendiamina, durante 12 h a t. a. La evaporación completa de la 

disolución conduce a la obtención de los derivados éster [Me2(dmeddp)] (7) y 

[Me4(edtp)] (17) respectivamente,13, 14 como aceites incoloros con rendimiento 

cuantitativo. El segundo paso consiste en la transformación de los grupos éster 

en medio básico, obteniendo las sales sódicas correspondientes 

[Na2(dmeddp)]·2H2O (8) y [Na4(edtp)]·H2O (18),15 como sólidos blancos 

solubles en agua. De nuevo, en este caso, no se creyó necesaria la preparación de 

los derivados neutralizados, dada la facilidad de purificación de los complejos 

metálicos obtenidos a partir de 8 y 18, y la presumible complejidad de las 

mezclas de compuestos durante dicha neutralización. 
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Esquema 1.7  Ruta sintética para la obtención de los compuestos 7, 8, 17 y 18. 
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 La formación de complejos metálicos a partir de los sistemas 8 y 18 se 

muestra en los Esquemas 1.8 y 1.9. La síntesis es similar a lo descrito para 1 y 

12, aunque existen algunas diferencias que conviene mencionar.   

  

 La reacción de 8 con un equivalente de NiBr2·3H2O en agua produce una 

disolución verde, que tras su evaporación y posterior extracción con etanol, da 

lugar a un sólido verde turquesa que corresponde a [Ni(dmeddp)(H2O)2]·4H2O 

(9) con un 94% de rendimiento. La reacción análoga con CoCl2·2H2O o 

CuCl2·2H2O  conduce a la formación de [Co(dmeddp)(H2O)2] (10, 92%, rosa) o 

[Cu(dmeddp)] · 5H2O (11, 95%, azul). Los datos de espectrometría de masas y 

RSE apuntan hacia una estructura dímera en el caso del complejo 11, a 

diferencia de 9 y 10, que son monómeros (ver Apartado 1.2.2). Los complejos 9, 

10 y 11 son estables al aire, solubles en agua y alcoholes, y su separación de los 

haluros alcalinos formados como subproductos en la reacción se consigue por 

su diferente solubilidad en etanol.  
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Esquema 1.8  Ruta de síntesis y estructura propuesta de los derivados metálicos 9-11. 
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 La adición de un equivalente de NiBr2·3H2O en agua al compuesto 18 

produce una disolución azul, cuya evaporación y posterior extracción con EtOH 

permite aislar el complejo {Na2[Ni(edtp)]}·4H2O (19), como un sólido azul 

celeste con un rendimiento del 96%. La reacción análoga con CoCl2·2H2O o  

CuCl2·2H2O conduce a la obtención de {Na2[Co(edtp)]}·4H2O (20, 93%, rosa) o 

{Na2[Cu(edtp)]}·4H2O (21, 96%, azul intenso). Los compuestos 19-21 son 

estables al aire, solubles en agua, alcoholes y DMSO, y la separación de sus 

correspondientes haluros alcalinos se lleva a cabo por su diferente solubilidad 

en EtOH. Los datos de espectrometría de masas y RSE apuntan hacia una 

estructura monómera en estos compuestos.  

 

MX2 = NiBr2    (19)
        = CoCl2   (20)
        = CuCl2   (21)
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Esquema 1.9  Ruta sintética para la obtención de los compuestos metálicos 19-21. 

 

 El complejo 19 fue descrito previamente por Radanovic y col.,6  en forma 

de sal de bario {Ba[Ni(edtp)]}·3H2O, con menor rendimiento (42%) a través de 

una ruta bastante más compleja, que supone control de pH, calentamiento e 

intercambio iónico. 

 

 La reacción análoga de los compuestos aminocarboxilato 8 y 18 con 

ZnSO4·7H2O conduce a una mezcla de especies solubles e insolubles difíciles de 

caracterizar. De acuerdo con la bibliografía,16 el complejo de zinc derivado de 18 

se presenta en un rango de pH de 5.3 a 6.2, precipitando a pH superiores, lo que 

dificulta su preparación y caracterización.     
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1.2.2.  Estudio estructural 

 El estudio estructural de los compuestos preparados se llevó a cabo a 

través de diferentes técnicas, como Resonancia Magnética Nuclear, Difracción de 

Rayos X, Espectrofotometría UV-Vis, Resonancia de Spin Electrónico, 

Espectroscopía Infrarroja, Espectrometría de Masas y Análisis Elemental.    

1.2.2.a. Estudio mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

 Esta técnica se utilizó para caracterizar los ligandos sintetizados y los 

complejos metálicos derivados de zinc, al presentar carácter diamagnético. Las 

resonancias halladas mediante experimentos de RMN-1H y 13C fueron asignadas 

en base a estudios DEPT, HSQC, HMBC y NOESY (ver Cap. 4). 

 

 Los valores de δ (ppm) de los compuestos aminosulfonato 1, 2 y 12, y 

los complejos derivados de zinc 6 y 16 se muestran en la Figura 1.1, mientras 

que en la Figura 1.2 aparecen algunos espectros representativos del compuesto 

1. El espectro de RMN-1H en D2O de 1 muestra un singlete a 2.42 ppm que 

corresponde a los grupos metileno -NCH2CH2N-, mientras que aquéllos de los 

fragmentos 2-sulfoetilo aparecen como dos multipletes a 2.70 y 2.87 ppm, 

correspondientes al metileno unido a N y a S respectivamente. Cada una de estas 

dos señales aparecen como dos multipletes parcialmente superpuestos debido a 

su naturaleza de protones diasterotópicos. Finalmente los grupos MeN- 

muestran un singlete a 2.07 ppm. Para el caso de RMN-13C, se observan 4 

resonancias, mientras que el espectro RMN-{1H-15N} muestra una única señal a -

348.6 ppm. Las resonancias halladas para el compuesto 12 son similares a las de 

1, con la ausencia de las señales debidas a los grupos metilo (Fig. 1.1).  
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Figura 1.1  Datos de RMN-1H y RMN-13C de los compuestos aminosulfonato 1, 2, 6, 12 y 

16 (D2O, δ ppm). 
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Figura 1.2  Espectros de RMN-{1H-15N}, 1H-13C-{HMBC} y NOESY del compuesto 1. 
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 La comparación del espectro RMN-1H del compuesto 2 respecto al de 1 

muestra, como resultado de la protonación, un desplazamiento a campo bajo de 

0.8-1.1 ppm para las señales correspondientes a -+NH(CH2)2NH+- y -+NH(CH3), y 

de 0.5-0.8 ppm, para las señales de los grupos 2-sulfoetilo. Un comportamiento 

similar es detectado en el espectro de RMN-13C. Grapperhaus y col.8 describen la 

formación de un compuesto muy similar (Fig. 1.3), que se obtiene a través de la 

oxidación con H2O2 de un tiolato de zinc, que a diferencia del análogo de níquel, 

pierde el átomo metálico en el proceso. Este compuesto se presenta, en estado 

sólido, como un di-zwitterión con los átomos de nitrógeno protonados y las 

unidades de ácido sulfónico desprotonadas. Aunque formalmente es 

zwitteriónico, la separación de carga está disipada por la presencia de dos 

enlaces por puentes de hidrógeno intramoleculares. Una situación análoga en el 

sistema 2 explicaría los valores de δ (ppm) en RMN-1H y 13C. 

 

 

 

 

Figura 1.3  Estructuras comparativas del compuesto zwitter-iónico 2 y su análogo 

H2(bmmp-O6-dmed),8 y estructura cristalina ORTEP de este último.   

  

 Para el complejo de zinc 6, el espectro de RMN-1H muestra una señal 

ancha a 3.04 ppm, debido al solapamiento de las señales de los grupos metileno 

-NCH2CH2N- y la del grupo metileno -NCH2 de la cadena 2-sulfoetilo, mientras 

que la otra señal de la cadena -CH2SO3Na aparece también como una señal ancha 

a 2.89 ppm. Los grupos MeN- se corresponden con un singlete a 2.42 ppm. En el 

espectro de RMN-13C se observan cuatro resonancias (Fig. 1.2). Los espectros de  
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RMN-1H y 13C del complejo 16 presentan unas señales similares, pero aquéllas 

del fragmento 2-sulfoetilo aparecen como una única señal ancha.  

 

 En las Figuras 1.4 y 1.5, se muestran los valores de δ (ppm) y algún 

espectro representativo de los sistemas aminocarboxilato 7, 8, 17 y 18.  
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Figura 1.4  Valores de RMN-1H y 13C de los ligandos aminocarboxilato (δ ppm, CDCl3 (7 

y 17), D2O (8 y 18)). 

 

 El espectro de RMN-1H en CDCl3 del compuesto 7 presenta 5 señales. El 

metilo del grupo CO2Me aparece como un singlete a 3.60 ppm, mientras que los 

grupos metileno del fragmento 2-carboxietilo surgen como dos multipletes, a 

2.49 ppm para la unidad -CH2C- y 2.38 ppm para la unidad -NCH2-, éste último 

superpuesto con un singlete para los grupos metileno equivalentes -NCH2CH2N-. 

Finalmente, el grupo metilo -NCH3 aparece como un singlete a 2.14 ppm. En el 

espectro de RMN-13C, las señales fueron asignadas con ayuda de un experimento 

HSQC, obteniendo los valores indicados en la Figura 1.4. El precursor 17 fue 

caracterizado por RMN-1H y 13C, y el espectro presenta una distribución muy 

similar a la encontrada para el compuesto 7 (Fig. 1.4). 
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 En el espectro de RMN-1H de 8, las unidades metilénicas del fragmento 

2-carboxietilo aparecen como dos multipletes, a 2.48 ppm para la unidad -NCH2- 

y 2.14 ppm para la unidad -CH2C-. Además, se observan dos singletes para los 

grupos metileno equivalentes -NCH2CH2N-, a 2.35 ppm, y a 2.00 ppm para el 

grupo -NCH3. En el espectro de RMN-13C, se observan 5 resonancias. Para el 

fragmento CO2Na, el grupo carbonilo muestra una resonancia a 181.4 ppm. Los 

carbonos equivalentes del fragmento -NCH2CH2N- aparecen a 53.4 ppm, 

mientras que las señales a 52.9 y 34.4 ppm se atribuyen a los fragmentos -CH2C- 

y -NCH2- del grupo etilcarboxilato, respectivamente. Finalmente, el grupo metilo 

-NCH3 aparece como a 40.8 ppm. De forma análoga, el compuesto 18 fue 

caracterizado por RMN-1H y 13C en D2O, hallando un patrón de resonancia 

similar al del sistema 8. 
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(b)(c)
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NOESY NOESY

N N
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b
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Figura 1.5  Espectros de 1H-13C-{HSQC} y NOESY de los compuestos aminocarboxilato. 

A) Espectros de 7 (en CDCl3). B) Espectros de 8 (en D2O). Valores en ppm.  
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1.2.2.b. Estudio mediante Difracción de Rayos X 

 La Difracción de Rayos X de monocristal permite determinar la 

estructura de los compuestos en estado sólido. La dificultad para generar 

monocristales aptos para difracción solo permitió establecer la estructura 

cristalina de los compuestos metálicos aminosulfonato 3-6. Los diagramas 

ORTEP de estos compuestos se muestran en la Figura 1.6, mientras que en la 

Tabla 1.1 se recogen algunas longitudes y ángulos de enlace representativos. El 

resto de distancias y ángulos, y los datos cristalográficos de estos compuestos se 

muestran en el Capítulo 4 de esta Memoria.  

 

 La recristalización en etanol o metanol del compuesto 3 produjo 

microcristales verdes aptos para difracción de rayos X, que confirmaron la 

estequiometría del compuesto y la obtención del mismo sistema descrito por 

Reedijk y col.7 Las distancias Ni-O de 2.044(1) (RSO2-O-Ni) y 2.084(1) (H2O-Ni) 

se encuentran en el rango esperado de 2.03-2.13 Å para complejos similares.17-19 

 

  Los monocristales rosas del compuesto 4, obtenidos mediante 

concentración de una disolución acuosa del compuesto, y aquéllos incoloros de 

6, conseguidos por evaporación lenta de una disolución acuosa del mismo, 

también fueron aptos para caracterización por difracción de rayos X, y 

presentan una estructura análoga a la del compuesto 3. En ellos, la coordinación 

alrededor del centro metálico es octaédrica, con el metal situado en un eje doble 

cristalográfico, por lo que la unidad asimétrica en la celdilla unidad corresponde 

a media molécula. El ligando aminosulfonato ocupa 4 sitios de coordinación, con 

los nitrógenos de la amina situados en posición cis y los dos oxígenos de los 

grupos sulfonato en posición trans. El entorno octaédrico se completa con dos 

moléculas de agua en posición cis entre ellas. Además, existen otras dos 

moléculas de agua de hidratación por cada molécula de complejo.  
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Figura 1.6  Estructuras ORTEP (elipsoides con 50% probabilidad) de rayos X de 

monocristal de los compuestos 3-6, junto con la foto de un cristal de cada uno de los 

complejos metálicos. 
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 En el complejo 4, las distancias Co-N de 2.223(3) Å se encuentran en el 

rango esperado para cobalto octaédricamente coordinado,20-22  de tipo “N2O4”, y 

son más largas que los enlaces Co-O. En este caso, los enlaces Co-O 

correspondientes a los oxígenos de los grupos sulfonato en trans son de 

2.085(2) Å, más cortos que los de las moléculas de agua coordinadas, de 

2.147(2). Los ángulos  O(1)-Co-O(4i) de 172.66(13) y N(1)-Co-N(1i) de 

83.24(15), son menores que los ideales de 180 y 90 respectivamente, debido 

al efecto quelato, mientras que los demás ángulos en el plano ecuatorial N(1)-

Co-O(4i), O(4i)-Co-O(4) y O(4)-Co-N(1i) son obtusos.  

 

 

Tabla 1.1  Selección de longitudes [Å] y ángulos [] de enlace en los compuestos 4-6. 

  

 El complejo de zinc 6 muestra la misma geometría que la hallada en los 

cristales de níquel y cobalto, con las variaciones normales en las distancias y 

ángulos de enlace debidas a la presencia de diferentes átomos metálicos. La 

distancia Zn-N es de 2.206(2) Å, también en el rango esperado para zinc 

octaédricamente coordinado20-25 y de nuevo es mayor que la distancia Zn-O.  

Respecto a los ángulos, son muy similares a los del derivado de cobalto.  

 M = Co (4) M=Zn (6)  M=Cu (5) 

M-O(1) 

M-O(1i) 

M-O(4) 

M-N(1) 

2.085(2) 

2.085(2) 

2.147(2) 

2.223(3) 

2.098(2) 

2.098(2) 

2.120(2) 

2.206(2) 

Cu(1)-O(1) 

Cu(1)-O(4) 

Cu(1)-O(7) 

Cu(1)-N(2) 

Cu(1)-N(1) 

2.235(4) 

1.985(4) 

2.028(4) 

2.054(5) 

2.055(5) 

O(1i)-M-O(1) 

O(1)-M-O(4i) 

O(1)-M-O(4) 

O(4i)-M-O(4) 

O(1i)-M-N(1i) 

O(1)-M-N(1i) 

O(4)-M-N(1i) 

O(1)-M-N(1) 

O(4)-M-N(1) 

N(1i)-M-N(1) 

172.66(13) 

85.01(9) 

89.88(9) 

91.70(13) 

95.11(10) 

90.38(9) 

92.73(10) 

95.11(10) 

173.60(10) 

83.24(15) 

171.66(10) 

84.65(7) 

89.56(7) 

92.16(11) 

95.73(8) 

90.47(7) 

92.16(8) 

95.73(8) 

173.46(8) 

83.98(12) 

O(4)-Cu(1)-O(1) 

O(4)-Cu(1)-N(1) 

O(4)-Cu(1)-N(2) 

O(7)-Cu(1)-N(2) 

O(4)-Cu(1)-O(7) 

N(2)-Cu(1)-N(1) 

O(7)-Cu(1)-O(1) 

N(1)-Cu(1)-O(1) 

O(7)-Cu(1)-N(1) 

N(2)-Cu(1)-O(1) 

90.49(17) 

175.89(19) 

89.62(18) 

161.27(19) 

91.83(19) 

86.44(19) 

94.08(17) 

91.65(18) 

91.52(19) 

104.58(18) 
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 A través de una difusión lenta de metanol en agua, se obtuvieron 

monocristales azules del complejo [Cu(dmedds)(H2O)]·H2O (5), aptos para 

difracción de rayos X. El complejo puede describirse de dos maneras. Por un 

lado, como una bipirámide trigonal (bpt) distorsionada, donde los átomos N(2), 

O(1) de un grupo sulfonato y O(7) de una molécula de agua definen el plano 

ecuatorial, y los átomos N(1) y O(4) de otro sulfonato ocupan los sitios apicales. 

Por otro lado, como una pirámide de base cuadrada (pbc), donde el átomo O(1) 

está en posición apical y los otros átomos dadores en el plano cuadrado. Los 

ángulos entre átomos en cis se encuentran entre 86–92 en el plano cuadrado y 

92–104 con el átomo apical. Las distancias Cu-N son prácticamente idénticas 

(2.055(5) y 2.054(5) Å) para ambos nitrógenos. Las distancias Cu-O son 

similares para los oxígenos ecuatoriales (Cu-O(4) del sulfonato, 1.984 (4) Å, y 

Cu-O(7) de agua, 2.028 (4)). Sin embargo, el enlace con el otro oxígeno del 

sulfonato apical Cu-O(1) muestra una distancia mayor 2.235(4) Å, apoyando la 

descripción de la molécula como pbc en estado sólido, de acuerdo con la 

preferencia de los complejos pentacoordinados de Cu(II) de una geometría pbc 

sobre bpt.26 Las distancias Cu-N y Cu-O se encuentran en el rango esperado para 

complejos de cobre pentacoordinados.27-29 El efecto Jahn-Teller, originado por la 

configuración d9 del ión Cu(II), se aprecia en la elongación de la distancia Cu-O 

apical, a pesar de que el efecto es menos pronunciado que en complejos 

hexacoordinados de Cu(II), como [Cu(edta)]2- y trans(O6)-[Cu(1,3-pddadp)]2-.30 

 

 Otros complejos pentacoordinados de Cu(II) con ligandos N,O dadores 

muestran estructuras bpt NO4,31 o pbc N2O3,5, 32, 33 afectadas por pseudo-

distorsión Jahn-Teller. Sin embargo, la formación de una geometría particular, 

aparte de atribuirse a la configuración d9 de Cu(II), y por tanto al efecto Jahn-

Teller, depende de otros factores como la fuerza del campo de ligandos en el 

plano, la estructura del ligando y el tamaño de los anillos quelato.  
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1.2.2.c. Estudio comparativo mediante Espectrofotometría UV-Vis 

 Los compuestos de metales de transición que tienen capas de orbitales d 

incompletas absorben determinadas longitudes de onda en la región visible e 

infrarroja próxima del espectro. Estas absorciones dependen de la energía de 

los orbitales d, de su degeneración y del número de electrones distribuidos en 

ellos, que vienen condicionados por el estado de oxidación del metal, el número 

y clase de ligandos, y la geometría de los complejos. 

  

 En la región ultravioleta (UV) se observan bandas de transferencia de 

carga (LMCT, del inglés Ligand to Metal Charge Transfer) muy intensas debidas a 

las transiciones de átomos dadores como N y O hacia el metal, y también se 

pueden observar bandas de algunos grupos o iones inorgánicos como resultado 

de transiciones internas. Por otra parte, las absorciones debidas a la 

transferencia de carga desde el metal hacia los ligandos (MLCT, del inglés Metal 

to Ligand Charge Transfer), que son de baja intensidad, a veces no se distinguen. 

En la región del visible e infrarrojo próximo, se observan las bandas (intensas o 

débiles) debidas a transiciones d-d correspondientes al ión metálico. Todas 

estas bandas se caracterizan por su coeficiente de extinción molar (ε) y la 

longitud de onda (máx). 

 

 En las siguientes tablas, se muestran los valores comparativos de los 

complejos metálicos en estudio, en relación con los establecidos para complejos 

octaédricos conocidos con ligandos N y O.34-36 En base a la teoría del campo 

cristalino, los sistemas dadores octaédricos N2O4 deberían absorber a longitudes 

de onda intermedias entre el campo fuerte N6 y el campo moderado O6.  
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 Los complejos de níquel 3, 9, 13 y 19 (Tabla 1.2) son de color verde y 

presentan una banda de transferencia de carga a 370-390 nm, que enmascara la 

transición 3A2g(F)  3T1g(P). En la región del visible, se observa una banda a 

620-660 nm debida a la transición 3A2g(F)  3T1g(F). Ambas presentan 

pequeños coeficientes de extinción (1-30 M-1cm-1) y aparecen en el rango 

esperado. La última transición, (3A2g(F)  3T2g(F)), que debería aparecer en el 

rango 900-1200 nm, no pudo ser evaluada ya que se encuentra fuera del rango 

de medida del instrumento. Estos resultados de UV-Vis, junto con el estudio de 

espectroscopía de masas, apuntan a una estructura monomérica con un entorno 

octaédrico N2O4 alrededor del átomo de níquel.6,37. 

 

 El espectro de 3 en disolución acuosa presenta unos valores de máx muy 

cercanos a los observados por Reedijk y col.7 de 653 y 386 nm en estado sólido. 

Además, el complejo análogo al compuesto 19, {Ba[Ni(edtp)]}·3H2O, descrito 

previamente,6 muestra una estructura hexadentada N2O4 en disolución acuosa, 

con bandas a 370, 612, 768 y 998 nm. Se confirma así la gran tendencia de este 

ligando a formar complejos hexadentados, atribuida a la presencia de 4 anillos 

quelato de 6 miembros, a diferencia del EDTA que forma anillos de 5 miembros    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LMCT 
3A2g(F)   3T1g(P) 

3A2g(F)   3T1g(F) 

3A2g(F)   3T2g(F) 

330-500 nm 

330-500 nm 

540-720 nm 

900-1200 nm* 

“NiO6” 

[Ni(H2O)6]2+ 

395 

658 

“NiN6” 

[Ni(1-alilimidazol)6](NO3)2 

354 

571 

3  390 (18,01) 

670 (8,58) 

13  388 (23,26) 

660 (8,51) 

9 376 (8,20) 

628 (5,89) 

19  377 (63,02) 

622 (31,79) 

Tabla 1.2  Valores de máx (nm) y ε (M-1cm-1) de los complejos de níquel.  
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 Los complejos de cobalto 4, 10, 14 y 20 (Tabla 1.3) son de color rosa y, 

en algún caso, presentan una banda de transferencia de carga a 278 nm. La 

transición 4T1g(F)  4T1g(P) aparece alrededor de 480-510 nm, y la transición 

4T1g(F)  4A2g(F) en el rango 510-590 nm. Ambas son bandas anchas de 

pequeña intensidad (ε = 1-20 M-1cm-1), y aparecen en el rango esperado. Los 

coeficientes de extinción por debajo de 80 M-1cm-1 son característicos de 

complejos hexa-coordinados.38 De nuevo, la transición 4T1g(F)  4T2g(F), en el 

rango 1000-1250 nm, no pudo ser evaluada. Estos valores de UV-Vis también 

apuntan a un entorno octaédrico alrededor del átomo de cobalto, y se 

encuentran de acuerdo con las estructuras monoméricas observadas en el 

estudio por espectrometría de masas.  

 

 

 

LMCT 

4T1g(F)   4T1g(P) 

4T1g(F)   4A2g(F) 

4T1g(F)   4T2g(F) 

250-350 nm 

450-600 nm 

500-800 nm 

1000-1250 nm* 

“CoO6” 

[Co(H2O)6]2+ 

- 

515 

625 

“CoN6” 

[Co(1-alilimidazol)6](NO3)2 

- 

484-487 

530-611 

4 - 

500 (20,28) 

705 (13,93) 

14 278 (90,97) 

480h 

513 (8,69) 

10 - 

508 (7,94) 

- 

20 - 

508 (94,65) 

586h (51,61) 

Tabla 1.3  Valores de max (nm) y ε (M-1cm-1) de los complejos de cobalto. “h” indica 

la aparición de un hombro en el espectro UV-Vis.  
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 Los complejos de cobre 5, 11, 15 y 21 (Tabla 1.4) son de color azul y 

presentan una banda de transferencia de carga a 275-290 nm, asignada a NCu, 

y solo en el caso de los carboxilatos, también un hombro alrededor de 244 nm, 

asignado a COOCu. Una única transición d-d de gran intensidad es permitida 

por las reglas de espín, y aparece alrededor de 695 nm para los complejos 

dianiónicos 15 y 21, ambos probablemente con coordinación pseudo-octaédrica 

CuN2O4 en disolución.6 Para el complejo neutro 5, los estudios de difracción de 

rayos X muestran una estructura pbc en estado sólido,1 y la banda se desplaza a 

menor longitud de onda, a 684 nm, mostrando una pequeña diferencia respecto 

a su análogo dianiónico 15. Estos valores indican que la geometría alrededor del 

átomo de cobre en disolución es intermedia entre pbc (máx = 526-625 nm) y bpt 

(máx = 666-1000 nm);39-41 sin embargo, tampoco puede descartarse una 

estructura pseudo-octaédrica en disolución (máx = 578-794 nm). En el complejo 

neutro 11, la banda se desplaza a 663 nm, probablemente debido a la distorsión 

en el entorno octaédrico42-44 procedente de una estructura dimérica (Cap.4). 

Todos estos resultados están de acuerdo con los estudios por RSE (Apartado 

1.2.2.d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

LMCT 
2Eg   2T2g 

200-300 nm 

600-900 nm 

“CuO6” 

[Cu(H2O)6]2+ 

- 

794 

“CuN6” 

[Cu(1-alilimidazol)6](NO3)2 

- 

578 

5 278 (3770) 

684 (73,05) 

15 286 (2235) 

693 (65,09) 

11 250h, 276 (3485) 

663 (113) 

21 250h, 282 (3978) 

698 (154,4) 

Tabla 1.4  Valores de máx (nm) y ε (M-1cm-1) de los complejos de cobre. “h” indica la 

aparición de un hombro en el espectro UV-Vis.  
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 El compuesto 21 se encuentra descrito en la bibliografía como 

Ba2[Cu(edtp)](ClO4)2·5H2O,45, 46 y Mg[Cu(edtp)]·10H2O.47 La estructura cristalina 

del anión se presenta como una pbc con distorsión hacia bpt, donde el ligando 

actúa como pentadentado con un grupo 3-propionato sin coordinar. Los 

intentos de estos autores por preparar el complejo octaédrico de Cu(II) 

variando el contraión (Ba2+, Zn2+, Mg2+, Na+ y Li+) no alcanzaron su objetivo, pero 

sí influyeron significativamente en la estructura y la geometría de los complejos.  

 

 Además, existen diferencias notables entre este compuesto y su análogo 

hexadentado con EDTA. Mientras que el EDTA forma complejos con cobre tanto 

hexa como pentadentados, el ligando edtp forma complejos con Cu(II) con 

geometría pbc, tal y como se estableció en el cristal de Ba. Con otros iones 

metálicos, sin embargo, la tendencia es dar complejos [M(edtp)]n- con entorno 

octaédrico,3, 6, 48-51 aunque existe algún ejemplo de complejo pentadentado como 

[Cr(Hedtp)(H2O)],52 inestable en disolución acuosa.   

 

 Debido a la influencia del efecto Jahn-Teller, los ligandos “tipo-EDTA” se 

coordinan preferentemente en un plano ecuatorial, que puede conducir a un 

octaedro elongado tetragonalmente, a una pirámide de base cuadrada o a un 

complejo plano cuadrado. El tipo final de geometría depende de la fuerza del 

campo de los ligandos en el plano, la estructura del ligando y el tamaño de los 

anillos quelatos. La presencia de anillos de 6 miembros hace que el quelato en el 

plano sea más flexible, permitiendo al ión Cu(II) elevarse del plano ecuatorial 

más fácilmente y formar el quinto enlace (axial) para dar disposición pbc.  

 

 A pesar de todas estas evidencias, los datos obtenidos en nuestro estudio 

apuntan hacia una coordinación de todos los grupos carboxilato, como puede 

apreciarse especialmente en el estudio mediante Espectroscopía Infrarroja (ver 

sección 1.2.2.e). Es probable que el método sintético directo entre el compuesto 

aniónico y el metal sea el responsable de la obtención del compuesto de interés.   
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 El estudio comparativo de los espectros de los cuatro compuestos de 

cobre (5, 11, 15 y 21) a la misma concentración se muestra en la Figura 1.7. La 

banda LMCT alrededor de 280 nm es indicativa de la coordinación del metal a 

través del grupo etilendiamina. En el caso de los sistemas con grupos sulfonato, 

esta banda es de menor intensidad en 15 respecto a 5, indicando una 

interacción más débil con los nitrógenos, a favor de una coordinación más fuerte 

a los oxígenos de los grupos sulfonato.  Sin embargo, en los complejos 

carboxilato esta banda LMCT es más intensa, demostrando una coordinación 

preferente a los nitrógenos respecto a los oxígenos de los carboxilatos. Además 

aparece un hombro alrededor de 250 nm, que corrobora la coordinación del 

grupo carboxilato al cobre. El complejo 21 presenta un hombro más intenso que 

11, debido al mayor número de grupos carboxilato coordinados. Todas estas 

evidencias concuerdan con los resultados obtenidos mediante RSE (ver sección 

1.2.2.d.). 
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Figura 1.7 Espectro UV-Vis comparativo de los complejos de cobre 5, 11, 15 y 21, a una 

misma concentración (0.5 mM). 
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 La estabilidad de los complejos al variar el pH se evaluó mediante 

espectrofotometría UV-Vis (Fig. 1.8) tomando como compuesto modelo a 5, al 

ser aquél donde el átomo metálico se encuentra más débilmente coordinado por 

el ligando. Este compuesto es estable en un rango de pH 4-9, que incluye todos 

los valores fisiológicos posibles. Por encima y por debajo de este rango, la LMCT 

desaparece y se observa un efecto batocrómico de la banda d-d, mostrando 

descomplejación, posiblemente debida a la formación de especies Cu(OH)2 o 

[Cu(H2O)6]2+, respectivamente. Además, se observa un efecto tampón del pH 

como resultado del equilibrio de las formas acuo e hidroxo del complejo 5. 
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Figura 1.8 Espectro UV-Vis del compuesto 5, registrado a diferentes valores de pH. 

 

 Asimismo, se registró la variación del espectro UV-Vis de una disolución 

de [Cu(H2O)6]2+, al aumentar la concentración del ligando 1 (proporción Cu:1 = 

1:0, 1:1, 1:2, 1:5). Al aumentar la cantidad de 1, se observa un desplazamiento 

de la banda de transición d-d a valores menores de máx, consistente con la 

menor presencia de átomos de O en la esfera de coordinación, y por tanto, con 

un único ligando por átomo metálico en una proporción 1:1. Así, la posibilidad 

de un intercambio de ligandos para dar un complejo 1:1 (Cu:ligando) queda 

excluida. Además, la banda debida al catión de cobre libre nunca se observa.  
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1.2.2.d. Estudio mediante Resonancia de Spin Electrónico (RSE) 

 Los estudios mediante RSE se realizaron en colaboración con el 

Laboratorio de Resonancia de Spin Electrónico de la Universidad de Urbino 

(Italia), que dirige la profesora Mª Francesca Ottaviani, debido a la concesión de 

una beca para estancia corta de la acción COST “Dendrimers for biomedical 

applications” (Ref. TD0802).   

 

 La RSE de sistemas moleculares inorgánicos53 constituye una de las 

herramientas más potentes para la determinación de la estructura electrónica 

de muchas moléculas inorgánicas, así como de un gran número de complejos de 

metales de transición. En RSE, los diferentes estados energéticos aparecen por 

interacción del campo magnético (H) con el momento de espín de los electrones 

desapareados, en lo que se denomina el “efecto Zeeman”. 

 

 Las señales se caracterizan por sus factores de desdoblamiento (g, con 

valor 2.0023 para el electrón libre) y de acoplamiento (A), que serán tensores en 

sistemas anisotrópicos (designados g y A) con el fin de considerar la variación 

de ambos en las distintas direcciones del espacio por la presencia tanto del 

momento angular orbital como de espín. La anisotropía es especialmente 

importante en sistemas inorgánicos con metales de transición, que en función 

de su simetría darán lugar al desdoblamiento en gII y g (simetría axial) o 

incluso gxx, gyy y gzz (simetría menor a la axial), y lo mismo para A.  

 

 La condición de resonancia, por tanto, viene determinada por:   

E = gH – gNNHÎZ + hAÎ 

Donde el primer término engloba el efecto Zeeman electrónico (interacción del 

momento del electrón S con el campo magnético externo H), el segundo es el 

efecto Zeeman nuclear (interacción del momento del núcleo I con el campo 

magnético externo H) y el tercero mide el acoplamiento hiperfino electrón-núcleo 
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(interacción entre el electrón desapareado y los núcleos de los átomos a los que 

pertenece). El valor  hace referencia al magnetón de Bohr.  

 

 Por otro lado, en los sistemas moleculares inorgánicos existen diversos 

factores que afectan a la anchura de la señal de RSE: 

 Relajación espín-red, debida a la interacción de los iones paramagnéticos con 

las vibraciones térmicas de la red. Este fenómeno produce un 

ensanchamiento de la señal, que hace que en algunos sistemas moleculares 

sea necesario realizar el estudio a baja temperatura. 

 Interacciones espín-espín con las moléculas paramagnéticas vecinas, que 

producen una redistribución de los estados electrónicos y un 

ensanchamiento de la señal, dependiente de la distancia entre centros 

paramagnéticos y del ángulo del campo magnético con la muestra.  

 Interacciones de intercambio electrónico, que si son muy rápidas estrechan 

las señales.  

 

 El estudio de los tensores g y A proporciona información valiosa acerca 

de los grupos puntuales y las estereoquímicas, como se describe en la Tabla 1.5. 

 

g , A Geometría molécula 

gxx = gyy = gzz 

Axx = Ayy = Azz 
Oh (octaédrica), Td (tetraédrica) 

gzz  gxx = gyy 

Azz  Axx = Ayy 

C4v (piramidal cuadrada), C3v (piramidal trigonal), D2d 

(tetraedro comprimido o elongado), D4h (plano-cuadrada) 

gxx  gyy  gzz 

Axx  Ayy  Azz 
C2h, C2v, D2h, C2, Cs, Ci, C1 

 

Tabla 1.5  Valores de los tensores g y A en RSE, y geometrías moleculares relacionadas. 
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 Mediante esta técnica, se ha evaluado la geometría en la coordinación de 

los compuestos 1, 8, 12 y 18 en disolución acuosa utilizando Cu(II) como sonda. 

La Figura 1.9 muestra los espectros RSE tanto experimentales como simulados a 

298 y 150 K, junto con los parámetros magnéticos, partiendo de una 

concentración de compuesto (1, 8, 12 y 18) de 0.05 M y 0.2 equivalentes de 

Cu(II), puesto que a mayores concentraciones de cobre la aparición de una señal 

ancha dificulta su análisis.  

 

 La interpretación de estos parámetros se realiza por comparación con 

los datos existentes en bibliografía,54-57 para sistemas donde el estudio de RSE 

fue llevado a cabo mediante una aproximación similar. Como principio general, 

se consideró que un aumento de Azz y el correspondiente descenso en gzz indican 

un incremento en la densidad electrónica del átomo de cobre, debido a dos 

factores:  

(i) Una mayor interacción con los átomos que ceden densidad al centro metálico 

(átomos de nitrógeno u oxígeno cargados negativamente, por separado).54 

(ii) Un incremento en el número de átomos de nitrógeno respecto a los de 

oxígeno que coordinan Cu(II) (el átomo de nitrógeno transfiere la densidad 

electrónica al átomo de cobre de manera más eficiente que los oxígenos 

cargados negativamente).54 Si tanto g como A disminuyen, estos resultados se 

interpretan como una distorsión en la coordinación plano cuadrada.  

 

 Para una proporción L:Cu2+ = 1:0.2, los parámetros magnéticos del 

sistema cuando L = disulfonato 1 (Fig. 1.9) apuntan a una coordinación 

CuN2O2.54 Para el sistema tetrasulfonato 12, tan solo el 20% de los iones 

presentan esta coordinación, mientras que el 80% de los iones muestran 

parámetros que sugieren una coordinación CuO4,54 en línea con la presencia de 

un mayor número de grupos sulfonato que unen cobre, en lugar de átomos de 

nitrógeno. Este hecho está de acuerdo con los resultados observados en el 

espectro UV-Vis. 
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Figura 1.9  Espectros RSE de los compuestos 1, 8, 12 y 18, a una proporción L:Cu de 

1:0.2, a 298 y 150 K. Se muestran en negro (espectro experimental) y en color 

(simulado).  

 

 En relación a los derivados carboxilato, de la comparación con su 

análogo sulfonato 12 se concluye que el compuesto 18 muestra una interacción 

preferente del Cu(II) por los nitrógenos respecto a los oxígenos de los grupos 

carboxilato, tal y como muestran los parámetros magnéticos (menor gzz, mayor 
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Azz). Sin embargo, este hecho no se cumple al comparar 8 con 1, debido a que los 

parámetros magnéticos y de movilidad indican una coordinación CuO4 

distorsionada, o CuN1O3,54 que probablemente surge de la formación de una 

estructura dímera, tal y como apunta el espectro de masas, donde ambos iones 

de cobre interaccionan débilmente con dos ligandos. De hecho, la mayor 

movilidad (menor tiempo de correlación t) en 8 a t.a. está de acuerdo con esta 

interpretación, con un continuo intercambio entre los átomos de cobre. 

 

 Al aumentar la concentración de cobre, se produce una progresiva 

saturación, primero de los nitrógenos y luego de los oxígenos, que fuerza a los 

iones de cobre a ocupar posiciones muy próximas. Esto conduce a un aumento 

gradual del porcentaje relativo de una señal ancha de línea única superpuesta a 

la señal resuelta. La gráfica en la Figura 1.10 muestra el incremento en el 

porcentaje relativo de esta señal ancha en función de la concentración de cobre. 

El compuesto 8 muestra una saturación retrasada, probablemente debido a la 

formación de unidades dímeras que presenten el ión cobre en un entorno 

distorsionado, lo que desfavorece la aparición de la señal ancha.  
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Figura 1.10  Incremento en el porcentaje de la componente ancha en el espectro de RSE 

al aumentar la concentración de cobre, que surge de la progresiva saturación de los 

oxígenos del ligando ([ligando] = 0.05M).  



Capítulo 1 _____________________________________________________________________________  

 

 

 

72 

1.2.2.e. Estudio comparativo por Espectroscopía Infrarroja (FT-IR) 

 El estudio por Espectroscopía Infrarroja permite determinar el modo de 

coordinación de las distintas ramas al ión metálico, a través del estudio de las 

bandas de vibración de los diferentes grupos funcionales. En este caso, los 

grupos funcionales que aportan mayor información son CO2- (en compuestos 

aminocarboxilato) y SO3- (en compuestos aminosulfonato) (Tabla 1.6).   

 

 Carboxilato (cm-1) Sulfonato (cm-1) 

Protonado 1700-1750 1355-1340, 1165-1150 

Coordinado 1650-1600 - 

Iónico < 1600 1250-1140, 1070-1030 

     

Tabla 1.6  Rangos de valores de las bandas de tensión en FT-IR58 para los grupos 

carboxilato y sulfonato. “-“ indica la ausencia de esta información en la bibliografía. 

 

 En el caso de los compuestos aminocarboxilato, las bandas de vibración 

de tensión asimétrica de los grupos carbonilo se han utilizado para determinar 

el entorno de este grupo funcional.59 El espectro IR en estado sólido de los 

complejos estudiados apunta hacia una coordinación de todos los grupos 

carboxilato al centro metálico, donde los compuestos exhiben una única banda 

intensa a 1600 cm-1, que corresponde a los carboxilatos coordinados (Fig. 

1.11).14, 48, 52 Además, en disolución acuosa otros autores han observado la 

permanencia de dichos grupos unidos al ión metálico.6 
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Figura 1.11  Espectros IR-FT de: A) Estereoisómeros H-1 y H-2 de [Cr(Hedtp)(H2O)]-,52 

ejemplo de complejo con un grupo COOH sin coordinar, marcado como *. B) Complejo 

Na2[Cu(edtp)] (21). 

 

 Para los compuestos aminosulfonato se sigue un razonamiento similar 

con los modos de vibración de los grupos R-SO3-. El espectro IR del compuesto 3 

está de acuerdo a lo observado en bibliografía,8 con cuatro bandas fuertes en el 

rango 1157-1233 cm-1, que pueden asignarse a las vibraciones de tensión (SO). 

El resto de complejos presentan espectros similares, algunos de ellos con las 

bandas englobadas en una sola banda ancha. Estos resultados apuntan a una 

coordinación de todos los grupos aniónicos sobre el centro metálico. 
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1.2.2.f. Estudio potenciométrico 

 La evaluación del comportamiento ácido-base de los sistemas 1, 8, 12 y 

18 aporta información relacionada con la capacidad de los mismos para 

coordinar iones metálicos o su disponibilidad para interaccionar con ciertas 

estructuras celulares a través de sus grupos aniónicos, a valores de pH 

fisiológicos.     

 

 La valoración potenciométrica de estos compuestos se realizó en agua 

destilada sin fuerza iónica. Los pKa se calcularon mediante el método de la 

segunda derivada60 y se muestran en la Tabla 1.7 y la Figura 1.12. Este método 

representa 2pH/V2 vs. V, siendo V el volumen de valorante añadido (HCl, en 

este caso) y V el incremento de volumen constante. En la curva de valoración 

(pH vs V), la inflexión ocurre en los puntos de equivalencia, y los valores 

precisos de pKa se determinan al observar los máximos de la primera derivada o 

los valores donde la segunda derivada es cero.   

 

Compuesto pKa1 asignación pKa2 asignación 

1 4.67 1er (NH+) 9.71 2 (NH+) 

12 4.63 1er  (NH+) 9.12 2 (NH+) 

8 4.79 1er  (NH+) y COOH 8.00 2 (NH+) 

18 5.01 1er  (NH+) y COOH 8.09 2 (NH+) 

 

Tabla 1.7 Valores de pKa para los ligandos 1, 12, 8 y 18 

  

 En su estructura, los sistemas presentan dos aminas terciarias 

equivalentes y dos o cuatro grupos aniónicos, que muestran una pronunciada 

diferencia en sus procesos de protonación. En el caso de los compuestos con 

grupos sulfonato 1 y 12, la curva de valoración muestra dos valores de pKa 

(Tabla 1.7), que se asignan a las dos constantes de disociación ácida de los 

grupos amonio, ya que los grupos sulfonato son bases tan débiles que los 
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valores de pKa no pueden ser determinados por esta técnica. Estos valores de 

pKa son similares a los de sistemas análogos, como los denominados tampones 

de Good, compuestos aminosulfonato N-sustituidos zwitter-iónicos.61-63 Sin 

embargo, el comportamiento de coordinación para 1 y 12 es completamente 

diferente al de estos compuestos, los cuales muestran propiedades complejantes 

débiles o inexistentes.  
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Figura 1.12   Curvas de valoración pH/V y dpH/dV para los sistemas 1, 8, 12 y 18. 

 

 El proceso de transformación del compuesto 1 en el derivado zwitter-

iónico 2 durante el proceso de valoración potenciométrica se siguió por RMN-1H 

y se muestra en la Figura 1.13. 
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Figura 1.13   Transformación del compuesto 1 en 2 seguida por RMN-1H durante su 

valoración potenciométrica. 

 

 Para los derivados carboxilato 8 y 18, la curva de valoración también 

muestra dos valores de pKa (Tabla 1.7); sin embargo, en este caso el primer 

punto de protonación aparece como un pico ancho, ya que engloba también a las 

constantes de disociación de los grupos -COOH. 

 

 Las diferencias entre los valores de pKa de estos sistemas se deben a su 

distinta estructura64 y pueden atribuirse a un compromiso entre dos factores:  

(i) El distinto efecto electro-donador de los grupos SO3- respecto a los CO2-.  

(ii) El efecto electrostático resultante por la presencia de 2 o 4 grupos cargados 

negativamente en la cadena que une al nitrógeno.  

 

 De estos resultados se deduce que, a pH fisiológico, los grupos sulfonato 

y carboxilato se encuentran en su forma aniónica, estando así disponibles para 

la coordinación cuando se enfrenten a metales o para inhibir la infección viral 

mediante la interacción electrostática con proteínas virales y celulares, como se 

comentará en la siguiente sección.   
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1.3. APLICACIONES BIOMÉDICAS 

 Los compuestos sintetizados en este capítulo son potenciales agentes 

antivirales frente al VIH. Por un lado, presentan grupos aniónicos aptos para su 

unión a dominios catiónicos del receptor CD4 y/o de los correceptores CXCR4 o 

CCR5 de la célula, o a las proteínas de la envuelta del virus, como gp120, 

impidiendo su unión y fusión. Además, la coordinación de iones metálicos 

podría modular esta acción.  

  

 Para evaluar este comportamiento, se realizaron los siguientes ensayos: 

1) Estudio de biocompatibilidad de los diversos compuestos mediante un 

ensayo MTT (Cap. 4), para establecer la concentración idónea de trabajo. 

2) Estudio de la actividad inhibitoria frente al VIH, en diferentes condiciones:  

a) “Ensayo de pre-tratamiento”, que permite determinar la actividad 

preventiva de los compuestos, en el cual se mide la infección viral en 

células tratadas antes de la infección.  

b) “Ensayo de post-tratamiento”, que permite determinar la actividad 

terapéutica de los compuestos, a través de la cuantificación de la 

infección viral en células tratadas después la infección.  

c) “Ensayo de especificidad por correceptores”, para analizar la preferencia 

de los compuestos por virus con tropismo X4, R5 o X4/R5. 

d) “Ensayo combinado de los compuestos con zidovudina (AZT)”, para 

evaluar un posible efecto sumatorio o incluso sinérgico entre ambos.    

 

 Los compuestos con el ligando dmedds se evaluaron en la línea celular 

MT-2 (línea celular linfoide del linaje T CD4+). Los compuestos derivados de los 

ligandos 8, 12 y 18, sin embargo, fueron evaluados en cultivos primarios de 

células mononucleares de sangre periférica (CMSP), puesto que son más 

fisiológicos y la acción de los compuestos es evaluada en una situación más real. 

Ambas tipos celulares permiten recrear fielmente las dianas celulares del VIH-1. 
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1.3.1.  Ensayos de biocompatibilidad 

 La citotoxicidad de los compuestos se evaluó mediante un ensayo MTT, 

que valora la actividad metabólica de la célula. Este ensayo colorimétrico se 

basa en la reducción mitocondrial de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio a sales de formazán por parte de las células vivas. Valores de 

reducción mitocondrial menores del 80% se consideran indicios de toxicidad.  

1.3.1.a. Compuestos sulfonato 1-6 

 Las células MT-2, en medio de cultivo OPTIMEM® I, se trataron con los 

compuestos 1-6 en un rango de concentraciones finales de 0.5-5 M, 

procedentes de disoluciones madre en agua con 2.5% de DMSO para asegurar la 

total disolución de los compuestos. Tras 24 h, se realizó el ensayo MTT (ver 

Cap.4), y los resultados se muestran en la Figura 1.14, donde se observa que 

todos los compuestos son biocompatibles a una concentración de 5 M, excepto 

en el caso del complejo de zinc 6, con el que la actividad mitocondrial se reduce 

a un 60%. 
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Figura 1.14 Ensayo MTT en células MT-2 tratadas durante 24 h con  los compuestos 1-6  

a concentraciones de 5 M. La figura representa la media de 3 experimentos 

independientes. Controles: ct (células sin tratar), DMSO (control de muerte celular) y 

dextrano (control macromolecular de viabilidad).  
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1.3.1.b. Compuestos sulfonato 12-16  y carboxilato 8-11 y 18-21 

 El mismo ensayo MTT se llevó a cabo con los compuestos derivados de 

los ligandos 8, 12 y 18, esta vez en CMSP, a un rango de concentraciones 0.5-5 

M y a 24 h (Fig. 1.15). En este caso, las disoluciones madre se prepararon solo 

en agua, por la mayor solubilidad de estos compuestos.   
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Figura 1.15 Ensayo MTT en CMSP tratadas con concentraciones de 5 µM de los 

compuestos sulfonato 12-16 y carboxilato 8-11 y 18-21, durante 24 h. La figura 

representa la media de 3 experimentos independientes. Controles: ct (células sin tratar), 

DMSO 20% (control de muerte celular), dextrano (control macromolecular de 

viabilidad) y controles metálicos 5 M (NiBr2, CoCl2, CuCl2 y ZnSO4).  

 

 La gráfica muestra la ausencia de toxicidad de estos compuestos en el 

rango de concentraciones evaluado, en este cultivo primario. En relación con las 

sales metálicas de partida a la misma concentración, los complejos muestran un 

aumento claro de la biocompatibilidad, especialmente en el caso de Ni y Co, 

cuyas controles metálicos se encuentran en el límite establecido de 

biocompatibilidad (80% de actividad mitocondrial). Por otro lado, no se 

observan diferencias entre los sistemas con dos y con cuatro grupos aniónicos. 
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1.3.2.  Ensayos de inhibición de la infección por el VIH 

 Tras evaluar las concentraciones a las que los compuestos son 

biocompatibles, se procedió a analizar su capacidad para inhibir la infección por 

el VIH. En el “ensayo de pre-tratamiento”, las células se incubaron con los 

compuestos durante 2 h, y posteriormente se infectaron durante 2 h con 10 

ng/106 células del aislado viral X4 VIH-1NL4.3, con preferencia por el correceptor 

CXCR4. Tras 48 h, se recogió el sobrenadante y se midió la producción de 

antígeno de la proteína p24 del VIH (Ag  p24) mediante enzimoinmunoensayo 

(ELISA, kit comercial), que permite cuantificar la infección de las células tras los 

distintos tratamientos. En el “ensayo de post-tratamiento”, el experimento se 

realiza a la inversa, tratando las células después de haber sido infectadas.     

1.3.2.a. Compuestos sulfonato 1-6 

 En el caso de los compuestos 1-6, se evaluó su capacidad inhibitoria de 

la infección por el VIH en células MT-2, tanto en pre como en post-tratamiento 

(Fig. 1.16.A). Los compuestos 1 y 2 no presentan ningún tipo de inhibición, ni en 

pre ni en post-tratamiento, al igual que ocurre con el derivado de zinc 6. En el 

caso de células pre-tratadas, los complejos 3-5 inhiben en torno a un 40-70% la 

infección por el virus, comparado con las células control o con las células 

tratadas con el compuesto 1. En células MT-2 previamente infectadas por el VIH 

y posteriormente tratadas con los compuestos, la inhibición se encuentra 

alrededor de un 50% para los compuestos 3-5. Estos resultados apuntan a un 

comportamiento dual de estos compuestos, que actúan tanto en los pasos 

iniciales como en los posteriores del ciclo replicativo del VIH.  

 

 Además, se evaluó la inhibición comparativa entre los complejos y sus 

controles metálicos respectivos, en pre-tratamiento. Como se observa en la 

Figura 1.16.B, la coordinación del ión metálico al ligando aniónico aumenta de 

manera significativa su actividad inhibitoria.   
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Figura 1.16 A) Ensayo ELISA del antígeno de la proteína viral p24 a 48 h pre- (barras 

claras) y post-tratamiento (barras oscuras). Las diferencias respecto al grupo control se 

analizaron estadísticamente (˚p< 0.2, **p< 0.05, ***p < 0.01). Los compuestos 1-6 se 

utilizaron a una concentración de 5 µM, y la infección se realizó con el aislado viral X4-

VIH-1NL4.3, específico del correceptor CXCR4. Los resultados son la media de tres 

experimentos diferentes. Como controles: AZT 0.5 µM (inhibidor de la 

retrotranscripción), T-20 (inhibidor de la fusión) y dextrano 15 µM (control 

macromolecular). B) Comparativa de la inhibición de los compuestos 4 y 5, respecto a 

las sales metálicas solas CoCl2 y CuCl2. Las diferencias respecto a cada control metálico 

se analizaron estadísticamente (p< 0.05, p < 0.01).  

1.3.2.b. Compuestos sulfonato 12-16  y carboxilato 8-11 y 18-21 

 La actividad antiviral frente al VIH de los derivados de los compuestos 8, 

12 y 18 se evaluó en CMSP. Para discriminar entre un efecto atribuido al ión 

metálico libre y el del complejo por sí mismo, la eficacia inhibitoria de los 

complejos se comparó con la de las sales metálicas NiBr2, CoCl2, CuCl2 y ZnSO4, 

bajo las mismas condiciones experimentales.  
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 Los resultados del ensayo en pre-tratamiento se muestran en la Fig. 

1.17. Ninguno de los controles metálicos presentó una inhibición significativa en 

comparación con el control de células sin tratar. A 5 M, la mayor eficacia se 

alcanzó con los complejos de níquel (20-40%), el de cobalto 10 (37%) y el de 

zinc 16 (46%), todos en el rango de T-20 15 M (56%). Además, todos ellos son 

estadísticamente significativos respecto al control de células sin tratar y 

respecto a sus correspondientes controles metálicos. Estas evidencias indican 

que estos compuestos están actuando como inhibidores del primer paso del 

ciclo viral. De nuevo, los ligandos en su forma de sal sódica 8, 12 y 18 no 

presentan una acción significativa, de ahí la importancia de la coordinación con 

el centro metálico para obtener un efecto inhibitorio.  
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Figura 1.17 Ensayo ELISA de la producción de Ag p24 48 h después del pre-

tratamiento. Los compuestos se evaluaron a una concentración de 5 µM y la infección se 

realizó con aislado viral X4 VIH-1NL4.3, específico del correceptor CXCR4. Como 

controles: ct (células sin tratar), T-20 15 M (inhibidor de la fusión) y controles 

metálicos 5 M (NiBr2, CoCl2, CuCl2 y ZnSO4). Las diferencias se analizaron 

estadísticamente respecto al grupo control (˚p< 0.2, **p< 0.05, ***p < 0.01) y respecto a 

los correspondientes controles metálicos (p < 0.01). Los resultados son la media de 

tres experimentos diferentes.   
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 Para evaluar una posible especificidad de los compuestos sobre los 

correceptores celulares CXCR4 o CCR5 (ver Fig. 0.2), se repitió este experimento 

con el aislado viral R5 VIH-1Bal-1, específico de CCR5. Los resultados se muestran 

en la Figura 1.18, junto con los obtenidos en el ensayo con el aislado X4 VIH-

1NL4.3, de los que se deduce que no existe ningún patrón claro, habiendo 

complejos específicos para CXCR4 (13 (Ni), 9 (Ni) y 10 (Co)), para CCR5 (15 

(Cu) y 18 (Na)) o para ambos (16 (Zn) y 19 (Ni)). Una combinación de 

compuestos que actúen sobre distintos correceptores podría conducir a una 

mayor efectividad del tratamiento. 
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Figura 1.18 Estudio de la especificidad por los correceptores CXCR4 (color claro) y 

CCR5 (color oscuro), mediante ensayo ELISA del Ag p24, tras 48 h del pre-tratamiento 

con los compuestos a una concentración de 5 µM. La infección se realizó con aislado 

viral X4 VIH-1NL4.3, específico del correceptor CXCR4, o el R5 VIH-1Bal-1, específico del 

correceptor CCR5. Como controles: ct (células sin tratar) y T-20 15 µM (inhibidor de 

fusión). Las diferencias respecto a cada grupo control se analizaron estadísticamente  

(˚p< 0.2, *p<0.1, **p< 0.05, ***p < 0.01). Los resultados son la media de 3 experimentos. 

   

 Respecto al ensayo en post-tratamiento, se evaluó la capacidad 

inhibitoria de los compuestos a una concentración de 5 M, durante 24, 48 y 72 

h. Los resultados se muestran en la Figura 1.19, agrupados según el metal.   
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Figura 1.19 Ensayo ELISA del Ag p24 tras post-tratamiento durante 24, 48 y 72 h. Como 

controles: ct (células sin tratar), AZT (inhibidor de la retrotranscripción) a 0.5 µM (24h) 

y 1 µM (48 y 72h), y controles metálicos 5 M (NiBr2, CoCl2, CuCl2 y ZnSO4). La infección 

se realizó con aislado viral X4 VIH-1NL4.3, específico del correceptor CXCR4. Los 

resultados son la media de 4 experimentos diferentes. Los derivados en su forma de sal 

sódica no produjeron ninguna inhibición, por lo que no se muestran en las gráficas.   

 

 A 24 h, la mayoría de los complejos presentan un efecto significativo, 

mayor que el de sus respectivos controles metálicos y en el rango de AZT 0.5 M 

(50%). La coordinación del metal al ligando es imprescindible, puesto que los 

derivados en su forma de sal sódica no muestran inhibición. A 48 h, los 

complejos de Co(II) y Cu(II) continúan manifestando una actuación significativa 

(60-80% y 30-40% respectivamente), aunque menor que el metal libre. 

Finalmente, a 72 h, la mayoría de los compuestos muestran un efecto pobre, solo 

CoCl2 (88%) y sus complejos (50-60%) revelan una inhibición destacable. 
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  Por último, se realizó un estudio en post-tratamiento para evaluar el 

posible efecto sumatorio de la utilización de los compuestos junto con 

zidovudina (AZT, fármaco antirretroviral comercial) en la inhibición de la 

infección por el VIH. En el experimento, se infectaron CMSP durante 2 h con 10 

ng/106 células con el aislado X4 VIH-1NL4.3, y posteriormente se trataron con las 

mezclas de cada compuesto (5 μM) con AZT (1 μM). Tras 24 y 48 h, se cuantificó 

la producción de Ag p24 en el sobrenadante del cultivo mediante ensayo ELISA. 

Los resultados se muestran en la Fig. 1.20. 
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Figura 1.20 Efecto inhibitorio combinado entre los compuestos (5 M) y el fármaco 

comercial AZT (1 M), evaluado mediante ensayo de ELISA del Ag p24 tras post-

tratamiento a 24 h (barras claras) y 48 h (barras oscuras). Los resultados son la media 

de dos experimentos diferentes.  

 

 La combinación de los compuestos estudiados con AZT produce una 

inhibición superior a la del fármaco solo, ya patente a 24 h, y alcanzando una 

inhibición cercana al 100% a 48 h. Este efecto es especialmente importante para 

los ligandos en forma de sal sódica, que no producen inhibición por ellos 

mismos, pero que mejoran claramente la actividad antiviral del AZT, 

observándose una posible sinergia entre ambos.    
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 1.3.3.  Conclusiones del apartado 

 A la vista de todos los resultados obtenidos, se puede concluir que: 

1) Los ligandos, en su forma de sal sódica, no presentan toxicidad ni capacidad 

inhibitoria frente a la infección por el VIH, tanto en células pre-tratadas 

como post-tratadas.  

2) La coordinación de iones metálicos al ligando supone una disminución 

significativa de la toxicidad de los iones libres y un aumento significativo de 

la capacidad inhibitoria.  

3) En MT-2, los compuestos de níquel, cobalto y cobre 3-5 presentan altas 

tasas de inhibición (40-70%) tanto en pre como en post-tratamiento. En 

CMSP, destaca la inhibición de los complejos de Ni(II) 9, 13 y 19, de Co(II) 

10 y de Zn(II) 16, en pre-tratamiento; respecto al post-tratamiento, a 24 h la 

mayoría de complejos presentan una inhibición similar a la del AZT, cuya 

actividad se extiende hasta las 48 h en el caso de Cu(II) ó 72 h para Co(II).  

4) La especificidad frente a los correceptores CXCR4 y CCR5 no sigue un patrón 

concreto, observando compuestos con cierta preferencia por uno, por el otro 

o por ambos. Una combinación de compuestos que actúen sobre distintos 

correceptores podría conducir a una mayor efectividad del tratamiento. 

5) Finalmente, el estudio inhibitorio combinado con AZT demuestra que la 

administración conjunta es más eficaz en el tratamiento de la infección por 

el VIH, alcanzando valores de 100% de inhibición a 48 h para la mayoría de 

los compuestos.  

 

 Los resultados apuntan a un comportamiento dual de los compuestos. 

Primero, impiden la unión del virus a la célula, a través del bloqueo de las 

proteínas en la superficie de ambos mediante los grupos aniónicos, interacción 

que es modulada por el centro metálico. Segundo, actúan en pasos posteriores 

del ciclo replicativo, una vez que las células están infectadas. Por lo tanto, se 

trata de agentes preventivo-terapéuticos frente al VIH.  
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2.1. INTRODUCCIÓN 

 En el capítulo anterior, se han presentado cuatro familias de compuestos 

polianiónicos con núcleo de etilendiamina y sus complejos metálicos de Ni, Co, 

Cu y Zn. Dado el carácter antiviral de estos compuestos, que hemos denominado 

de “generación 0”, es interesante la preparación de sistemas análogos con 

carácter multivalente (dendrímeros y metalodendrímeros), con el fin de 

determinar si esta modificación se traduce en una mejora de la actividad 

biológica. Los efectos conjuntos del centro metálico y los grupos aniónicos libres 

podrían potenciar la actividad antiviral e incluso dar lugar a una sinergia entre 

ambos (Fig. 2.1).  

 

 

Figura 2.1. Propuesta de actuación de los complejos metálicos estudiados en el Capítulo 

1 (interacción de tipo “cangrejo”) y de algunos metalodendrímeros preparados en este 

Capítulo 2 (interacción multivalente de tipo “araña”).  

 

 Con esta idea, y partiendo del núcleo de etilendiamina (EDA), que 

permite coordinar iones metálicos en el punto focal o núcleo del sistema 

dendrítico, se estudió la idoneidad de diversas metodologías sintéticas para 

“crecer” el punto focal, que posibiliten la posterior incorporación de grupos 

aniónicos en su periferia. Un estudio en paralelo entre “crecimiento” con 

esqueleto carbosilano (CBS) y con esqueleto polipropilenimina (PPI), nos 
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permitió determinar las metodologías más adecuadas en cada caso. Además, 

para los sistemas dendríticos obtenidos, se realizó un estudio de coordinación 

de metales de transición, que permitió generar un amplio abanico de 

metalodendrímeros, cuya actividad antiviral frente al VIH ha sido evaluada y se 

presenta en el Capítulo 3 de esta Memoria.   

 

 La estrategia descrita permitiría una mejora de la actividad antiviral 

frente al VIH, al modular la actuación terapéutica del sistema dendrítico per se a 

través del aumento del número de grupos funcionales que interaccionen con las 

moléculas diana y donde es posible coordinar múltiples átomos metálicos. Sin 

embargo, existen otras estrategias a tener en cuenta en la terapia frente al VIH, 

como es la utilización de nanosistemas como transportadores de fármacos u 

otras moléculas con propiedades farmacológicas (péptidos, azúcares, 

anticuerpos, material génico…). En esta Memoria, se describen los primeros 

pasos para la preparación de sistemas dendríticos heterofuncionales con un 

valor añadido en la terapia frente al VIH, realizados en dos líneas de actuación 

diferentes: 

 

 Evaluación de la idoneidad de distintos sistemas de anclaje de fármacos 

anti-inflamatorios no esteroideos a dendrímeros PPI funcionalizados con 

grupos aniónicos. Mediante esta vía, la actividad antiviral podría mejorarse 

mediante la disminución de la inflamación, que habitualmente favorece la 

infección, y la inhibición de las bombas de eflujo que expulsan los fármacos 

del interior celular.1  

 

 Preparación de dendrones polilisina que actúen como plataformas de tipo 

Péptido Antigénico Múltiple (MAP),2 para el anclaje selectivo de distintas 

moléculas de interés, como dichos péptidos antigénicos. Estos sistemas 

serían candidatos para su utilización como coadyuvantes en nanovacunas.2  
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2.1.1. Objetivos del capítulo 

 Los objetivos de este Capítulo 2 son los que se enumeran a continuación: 

 Evaluar distintas metodologías para la preparación de sistemas de 

naturaleza dendrítica con grupos aniónicos terminales a partir de 

etilendiamina (EDA), y estudiar sus propiedades coordinantes frente a 

distintos metales de transición. 

 Preparar sistemas heterofuncionales aniónicos que permitan el transporte 

de ibuprofeno, como modelo de fármaco que mejore la actividad antiviral.  

 Generar macromoléculas dendríticas de tipo MAP que actúen como 

plataforma para anclar selectivamente péptidos inmunogénicos en terapia 

frente a VIH-1.3 Este objetivo se desarrolló como trabajo de una estancia 

predoctoral en la Universidad Técnica de Copenhague, bajo la supervisión 

del doctor Ulrik Boas. 

 

 Parte de esta investigación, relacionada con el primer objetivo, ha dado 

lugar a una publicación en una revista internacional de reconocido prestigio.4  

 

2.1.2. Antecedentes bibliográficos 

 Las estrategias para la preparación de dendrímeros, conocidas como 

“métodos iterativos de síntesis”, han evolucionado a lo largo del tiempo.5, 6 En 

1978, Vögtle7 describió la primera “síntesis en cascada” de una molécula 

dendrítica, de tipo polipropilenimina (PPI), basada en la adición de Michael de 

una amina a acrilonitrilo y posterior reducción de los grupos nitrilo para 

generar grupos amino. Ese mismo año, Fetters8 inauguró la síntesis de 

dendrímeros basados en silicio (CBS), mediante reacciones consecutivas de 

hidrosililación y posterior adición de un haluro de alquilmagnesio, que más 

tarde continuaron Made, Muzafarov, Zhou y Morán.9-13  
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 A principios de los años 80, surgió la familia de dendrímeros 

peptídicos14 con la estrategia sintética desarrollada por Denkewalter15, 16 para 

generar dendrímeros polilisina (PL), y que en 1988 Tam utilizó para generar la 

familia de dendrones derivada del sistema péptido antigénico múltiple2 (MAP). La 

metodología sintética era la habitual de péptidos, con aproximaciones en fase 

sólida y estrategias tanto divergentes como convergentes, así como métodos 

ortogonales de protección y/o de acoplamiento quimioselectivo que permitían 

la heterofuncionalización del núcleo MAP.  También a mediados de los años 80, 

se desarrolló la estrategia sintética que conducía a los dendrímeros tipo 

Newkome o arboroles,17 mediante la sustitución nucleofílica de 1-bromopentano 

por trietilmetanotricarboxilato de sodio y posterior reducción de los grupos 

éster a un triol activado como tosilato. En esta misma época, Tomalia18 

desarrolló los dendrímeros poliamidoamina (PAMAM), mediante adición tipo 

Michael a aminas de acrilato de metilo y posterior ataque con etilendiamina.  
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Figura 2.2. Ejemplos de dendrímeros y dendrones de segunda generación de distinta 

naturaleza: polipropilenimina (PPI), polilisina (PL), polietilenimina (PEI), carbosilano 

(CBS) y poliamidoamina (PAMAM).  

 



__________________________________Dendrímeros y metalodendrímeros: síntesis y caracterización 

 

 

 

97 

 Ya en los años 90, Rengan y Engel19 iniciaron la síntesis de 

fosfodendrímeros, preparados mediante la ruptura de enlaces tipo éter por 

ioduro de trimetilsililo y posterior ataque de una fosfina con tres grupos éter, 

siendo Majoral20-23 quien ha dado continuidad a estos trabajos generando una 

gran diversidad de familias. En esta misma época, comenzaron a aparecer las 

primeras rutas convergentes, con los dendrímeros de tipo-Fréchet24, 25 basados 

en un esqueleto hiperramificado polibenciléter, y los dendrímeros 

poliaromáticos de Miller,26 rutas que posteriormente han dado lugar a una gran 

familia denominada dendrímeros tipo Janus,27 de múltiples topologías. Quizás 

entre los dendrímeros de aparición más reciente se encuentren los dendrímeros 

triazina de Simanek.28 Su síntesis se basa en la sustitución secuencial de 

triclorotriazina con aminas nucleofílicas, obteniendo dendrímeros con alta 

pureza y rendimiento tanto por estrategia divergente como convergente.29 

  

 Entre las estrategias de síntesis acelerada de dendrímeros30 cabe 

destacar la click-chemistry,31 donde se engloban reacciones como la Diels-Alder, 

la cicloadición Huisgen azida-alquino terminal utilizando un catalizador de 

cobre a temperatura ambiente (CuAAC), y la reacción tiol-eno. Todas ellas se 

caracterizan por ser sencillas, cuantitativas, de fácil iniciación y compatibles con 

numerosos disolventes y grupos funcionales.  

  

 La preparación de metalodendrímeros también se inició al comienzo de 

los años 90, con los grupos de Balzani32 y Newkome.33 Las estrategias sintéticas 

difieren dependiendo de si el ión metálico está incluido en la estructura 

dendrítica (actuando como punto de ramificación, conector de bloques, núcleo o 

grupo terminal, Fig. 2.3), o si se coordina de manera posterior, de manera 

específica o aleatoria. Existen excelentes revisiones bibliográficas en relación 

con esta materia.34-36  
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Figura 2.3. Distintas posiciones de iones metálicos en la estructura dendrítica. 

 

 En el campo de la biomedicina, los metalodendrímeros presentan 

numerosa aplicaciones, como transportadores de fármacos, agentes 

terapéuticos, biosensores, en imagen médica, etc.37 Sistemas dendríticos 

basados en Pt(II), Pd(II), Cu(II), Au(I), Ru(II) o Ru(III) han exhibido una 

actividad anti-cancerígena importante,38 mientras que derivados de Fe(II) han 

sido utilizados como agentes anti-malaria. Como biosensores, se han aplicado 

diversos sistemas dendríticos de Ru(II), Ir(III) o Co(II), mientras que en 

Imagen,39 por ejemplo para Tomografía Computerizada de Emisión de Fotones 

(SPECT) o Tomografía de Emisión de Positrones (PET), se han utilizado para el 

transporte de radiomarcadores como 99Tc, 111In, 125I, 68Ga o 64Cu.    

 

 La utilización de dendrímeros y metalodendrímeros como 

transportadores de moléculas bioactivas40, 41 abarca un amplio campo de 

investigación. Los distintos tipos de unión de la molécula a la estructura 

dendrítica (interacción electrostática, unión covalente, encapsulación, sistemas 

de liberación controlada…) condicionará sus posteriores aplicaciones,42 tanto 

como el tipo de agente terapéutico transportado (fármaco, péptido, material 

génico...).      



__________________________________Dendrímeros y metalodendrímeros: síntesis y caracterización 

 

 

 

99 

2.2. DENDRONES DE NATURALEZA CARBOSILANO CON 

NÚCLEO DE ETILENDIAMINA  

2.2.1. Estudio preparativo 

 En el apartado anterior, se ha explicado el interés de preparar sistemas 

dendríticos a partir de un núcleo de etilendiamina. En este apartado, se analiza 

la idoneidad de varias metodologías seguidas para la síntesis de estos sistemas 

basados en un esqueleto de naturaleza carbosilano. 

    

 En estos estudios se partió de derivados de etilendiamina, tanto  

comerciales (N,N’-dimetiletilendiamina, N,N’-bis(hidroxietil)etilendiamina) 

como preparados en el laboratorio, como el derivado alílico 22 y el propargílico 

23, según la ruta mostrada en el Esquema 2.1. 

nBuLi (exc)

Br

HN
NH

N N

N NBr

1. Adición lenta -80ºC
2. 5 h, t.a.

1. Adición lenta -80ºC
2. 18 h, t.a.

1. Adición lenta -80ºC
2. 18 h, t.a.

(22)

(23)  

Esquema 2.1 Ruta sintética de obtención de los derivados alílico 22 y propargílico 23. 

  

 La reacción de N,N’-dimetiletilendiamina con nBuLi en hexano produce el 

derivado dilitiado, cuya posterior reacción con bromuro de alilo o bromuro de 

propargilo, da lugar a N,N’-dialil-N,N’-dimetiletilendiamina (22) o N,N’-dimetil-

N,N’-dipropargiletilendiamina (23), respectivamente. Mediante una extracción 

agua/hexano, los productos se aíslan como aceites amarillos estables al aire, con 

rendimientos alrededor del 80%. El compuesto 23 aparece descrito en la 

bibliografía mediante una ruta sintética similar, utilizando como base K2CO3 en 

DMF,43 en lugar de la ruta mediante compuestos litiados.  
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 La caracterización de estos compuestos se llevó a cabo mediante RMN-

1H y 13C. En el espectro de RMN-1H de 22 (Fig. 2.4) se observan dos singletes a 

2.20 y 2.45 ppm, correspondientes al grupo metilo -NCH3 y al fragmento -

N(CH2)2N-, respectivamente. El grupo alilo aparece en el espectro a 2.98 (b), 

5.83 (c) y 5.11 (d) ppm. En el espectro de RMN-13C, aparecen 5 señales a valores 

de 42.4 (-NCH3), 54.6 (a), 61.4 (b), 117.5 (c) y 135.6 (d) ppm. Los valores de 

RMN-1H y 13C de 23 están de acuerdo con los hallados en la bibliografía.43  

   

 A partir de estos derivados, se realizaron intentos para crecer un 

sistema dendrítico con un esqueleto carbosilano a partir de reacciones de 

hidrosililación en el caso del derivado 22 y mediante la utilización de click-

chemistry tipo CuAAC en el caso del compuesto 23. Ambas aproximaciones 

presentaron problemas y no permitieron la obtención de los sistemas deseados, 

tal y como se comenta a continuación.  

 

 La primera ruta estudiada para el crecimiento de una cuña carbosilano a 

partir del núcleo de N,N’-dimetiletilendiamina sigue la secuencia 

hidrosililación/alquenilación, como se muestra en el Esquema 2.2. 

  

HSiMe2X
LiAlH4 (exc)

NH2
mezclas 

de 
productos

N N N N

Si Si

H H

N N

Si Si

R R

R = Cl (24a)
R = OEt (24b)

cat. Karsted

(22)

(25)

i) ii) iii)

 

Esquema 2.2 Ruta sintética de crecimiento de cuñas dendríticas mediante reacciones 

de hidrosililación/alquenilación. Condiciones de reacción: i) X=Cl, 18 h t.a.; X=OEt, 24 h, 

90C. ii) Et2O, 18 h, t.a. iii) Distintas condiciones. 
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 La hidrosililación del compuesto 22 con HSiMe2Cl da lugar al compuesto 

con enlaces terminales Si-Cl 24a, bastante inestable y difícil de manejar y 

caracterizar. Sin embargo, si la reacción se realiza con HSiMe2OEt se obtiene 

24b, que presenta enlaces Si-OEt en la periferia y es más estable que el anterior. 

La reacción del compuesto 24b con LiAlH4, y posterior extracción en éter/agua 

saturada de NH4Cl y NaCl, conduce al aislamiento del compuesto 25 como un 

aceite amarillo. Este proceso se siguió mediante RMN-1H (Fig. 2.4) y RMN-13C. 

 

N N

a

b c

d
(22)

N N

a

b c

(24b)

SiSi

OEt OEt

d

N N

a

b c

(25)

SiSi

H H

d

 

Figura 2.4.  Espectros de RMN-1H (CDCl3, δ ppm) de los derivados de 22, 24b y 25.    
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 El espectro de RMN-1H en CDCl3 del compuesto 24b muestra dos 

singletes a 2.21 y 2.45 ppm debido a los grupos -NCH3 y -N(CH2)2N-. Los grupos 

metileno de la cadena -NCH2CH2CH2Si- aparecen a 2.30 (b), 1.48 (c) y 0.50 (d). 

Las señales del grupo -OCH2CH3 surgen a 3.63 y 1.16 ppm, mientras que los 

grupos -Si(CH3)2 a 0.07 ppm. La sustitución del grupo -OEt por -H para dar el 

compuesto 25 viene marcada en el espectro de RMN-1H por la desaparición de 

las señales del grupo etoxo, y la aparición de un multiplete a 3.83 ppm debido a -

Si-H y un doblete a 0.05 ppm debido a -Si(CH3)2. El resto de señales apenas sufre 

modificación. En el espectro de RMN-13C del compuesto 24b aparecen 8 señales: 

los grupos -NCH3 y -N(CH2)2N-, a 42.7 y 55.6 ppm, respectivamente. Los grupos 

metilenos de la cadena -NCH2CH2CH2Si- aparecen a 61.8 (b), 21.0 (c) y 14.0 (d) 

ppm. Las señales del grupo -OCH2CH3 surgen a 58.2 y 18.5 ppm, mientras que 

los grupos -Si(CH3)2 a -2.1 ppm. La sustitución del grupo -OEt por -H para dar el 

compuesto 25 viene marcada en el espectro de RMN-13C por la desaparición de 

dichas señales del grupo etoxo, y el desplazamiento de la señal -Si(CH3)2 a 

menor δ(ppm). De nuevo, el resto de señales apenas sufre modificación. 

 

 En la búsqueda de sistemas derivados de 25, con grupos -NH2 terminales 

que sirvieran como precursores de compuestos con grupos aniónicos 

periféricos a través de reacciones análogas a las utilizadas en el Capítulo 1, se 

llevó a cabo la reacción de hidrosililación de alilamina con 25, utilizando Pt 

como catalizador, bajo distintas condiciones. Este paso condujo a mezclas de 

productos difíciles de caracterizar por RMN, probablemente debido a la 

incapacidad del catalizador de platino de unirse y activar al enlace Si-H por la 

presencia en el medio de ligandos muy coordinantes (aminas),44 45 que impiden 

que la reacción se complete. Además, el uso de catalizadores metálicos propicia 

la saturación del grupo etilendiamina, e impide la posterior coordinación de 

otros iones metálicos de interés. Por estos motivos, esta ruta sintética fue 

descartada.     
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 La segunda ruta ensayada para la obtención de dendrones de naturaleza 

carbosilano fue la utilización de acoplamiento convergente sobre el núcleo de 

N,N’-dimetiletilendiamina, mediante reacciones tipo click de cicloadición 

Huisgen azida-alquino terminal catalizada por cobre (CuAAC)  (Esq. 2.3.).  
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Esquema 2.3 Ruta sintética para la dendronización de 23 mediante reacción CuAAC. 

 

 La reacción CuAAC del derivado propargílico 23 con 2 eq. de la cuña 

carbosilano N3G1(NHBoc)2 preparada en nuestro grupo de investigación,46 se 

llevó a cabo utilizando como catalizador Cu(I) formado in situ, bajo distintas 

condiciones de reacción. El seguimiento de la reacción se realizó mediante RMN-

1H, prestando especial atención a la desaparición de las señales del grupo 

propargilo a 3.38 y 2.20 ppm, y al desplazamiento de la señal debida al grupo 

N3CH2- debido a su transformación en un grupo triazol. Los intentos de 

purificación del crudo mediante cromatografía en columna muestran la 

formación de mezclas de productos de mono y disustitución (las señales del 

grupo propargilo no llegan a desaparecer) inseparables por esta técnica, 

probablemente debidas a la complejación del catalizador en el punto focal EDA 

tanto del reactivo como del producto (presentan coloración azulada). Por esta 

razón, esta estrategia tampoco resultó adecuada por la dificultad para completar 

la reacción y la contaminación del producto con el catalizador.  
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 Hasta ahora, las rutas sintéticas utilizadas no permitieron la obtención 

de un sistema dendrítico de naturaleza carbosilano a partir del núcleo de EDA, 

por lo que nos llevaron a plantearnos la utilización de otro tipo de reacción 

incluida en la metodología click-chemistry, la reacción tiol-eno. Esta reacción, 

aparte de ser sencilla y cuantitativa, no precisa catalizadores metálicos, evitando 

así los problemas de desactivación del catalizador mediante el núcleo de EDA.  

 

 La estrategia mediante reacción tiol-eno se muestra en el Esquema 2.4. 

La reacción del compuesto 22 con HS(CH2)3SO3Na se llevó a cabo en distintas 

condiciones (luz UV, iniciadores radicalarios), observando que los elevados 

tiempos de reacción (16 h) conducen a mezclas de productos de - y -adición. 

La reacción tiol-eno se favorece al transformar el derivado alílico 22, mediante 

una ruta en dos pasos a través de 24b, en el derivado vinílico 26. La reacción de 

24b con cloruro de vinilmagnesio a reflujo, conduce a la formación de 26, que 

tras ser aislado reacciona eficazmente con un ligero exceso de HS(CH2)3SO3Na 

para dar 27 tras una purificación mediante cromatografía en Sephadex. En este 

caso, la -adición  está restringida por el mayor impedimento en esta posición. 

 

HS SO3Na

HSiMe2(OEt)

N N

Si Si N

N

Si

Si

S SO3Na

S SO3Na

iii)MgCl

HS SO3Na

mezclas 
-adición

N N

iv)

(22)

(24b)

(26) (27)

i)

ii)

 

Esquema 2.4 Esquema de las distintas rutas de síntesis tiol-eno probadas a partir de 

22. Condiciones de reacción: i) AIBN/70C o benzofenona/UV, 16 h. ii) Cat. Karsted 

90C, 24 h. iii) Adición lenta a 0C y posterior reflujo 24 h. iv) Benzofenona/UV, 6 h.  
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 Esta ruta sintética conduce a la incorporación de sólo 2 grupos 

aniónicos, al no presentar ningún punto de ramificación en la estructura. El 

interés por obtener sistemas con propiedades multivalentes nos condujo a 

utilizar esta misma reacción tiol-eno sobre una cuña dendrítica con múltiples 

grupos vinilo, preparada mediante estrategia convergente. Además, el núcleo de 

N,N’-dimetiletilendiamina se sustituyó por N,N’-bis(hidroxietil)etilendiamina, 

que permitiera anclar iones metálicos con un mayor índice de coordinación.   

 

 La reacción de N,N’-bis(hidroxietil)etilendiamina con dos equivalentes 

de la cuña Br-G2-vinilo preparada en nuestro grupo de investigación46 (Esq. 2.5) 

se lleva a cabo en acetona en presencia de K2CO3, NaI y éter corona 18C6, 

durante 5 h a 80C. La disolución se filtra, se lleva a sequedad y se purifica 

mediante cromatografía de exclusión de tamaños en tolueno, obteniendo el 

dendrón carbosilano 28 como un aceite amarillo con un 50% de rendimiento. 

 

 

Si

Si

Si

NHHN

OH OH

Bri)

G2
4

G2
4

4

S SO3Na

4
S SO3Na

HS SO3Na

ii)

HS
NH3Cl

ii)

N

N
HO

HO

G2

G2N

N
HO

HO

G2

G2N

N
HO

HO

4

S
NH3Cl

4
S

NH3Cl

(28)

(29)

(30)  

Esquema 2.5 Ruta sintética de obtención de la cuña dendrítica 28 y reacciones tiol-eno 

para generar los sistemas iónicos 29 y 30. Condiciones: i) K2CO3 (3 eq.), NaI (2 eq.), 

18C6 (0.2 eq.), acetona 24 h 80C. ii) UV/benzofenona, 4 h, THF:MeOH:H2O.  
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 La cuña dendrítica 28 se utilizó como punto de partida para generar los 

dendrones iónicos de interés. La reacción de 28 con un pequeño exceso de 

HS(CH2)3SO3Na se llevó a cabo en una mezcla THF:MeOH:H2O en presencia de 

fotoiniciador (benzofenona, 1 eq.), en condiciones de desoxigenación, y luz UV 

durante 4 h. Tras llevar a sequedad la disolución, y purificarla por nanofiltración 

en agua (en membrana de 1000 kDa), se obtuvo el dendrón 29, como un sólido 

pulverulento amarillo con rendimiento cuantitativo. Este sistema presenta 

puntos de coordinación de metales en su estructura, que permitirán la 

generación de distintos metalodendrímeros. Un extenso estudio de dichas 

propiedades coordinantes se detalla en el Apartado 2.2.3 de este Capítulo.     

 

 La reacción tiol-eno análoga de 28 con HS(CH2)2NH3Cl da lugar al 

dendrón catiónico 30, también aislado como un  sólido pulverulento amarillo, 

con rendimiento cuantitativo. A continuación se incluye un estudio comparativo 

de las propiedades estructurales y ácido-base de ambos sistemas 29 y 30. Este 

sistema catiónico presenta interés como transportador de material génico, y sus 

propiedades coordinantes frente a diversos metales (por ejemplo, 

radiomarcadores) le permiten aunar ambas ventajas en un solo sistema. En este 

caso, la coordinación se realizará preferentemente sobre el punto focal, ya que 

los grupos periféricos se encuentran cuaternizados y por tanto no disponibles 

para la coordinación. A pesar de todo, la naturaleza catiónica de 29 le aleja 

ligeramente del tema principal de esta Tesis Doctoral, y aunque se han realizado 

estudios preliminares en relación con la coordinación de Ga(III) y Gd(III), no se 

han recogido en esta Memoria por no ser aún concluyentes.  
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2.2.2. Estudio estructural de los dendrones iónicos y sus 

precursores 

 Para facilitar la lectura de los resultados de RMN, en la estructura de los 

distintos sistemas dendríticos se numeran los grupos metilénicos como a 

(núcleo), b, c, etc., hasta el grupo terminal. 

 

 El crecimiento del compuesto 22 mediante reacción tiol-eno se siguió 

mediante RMN-1H y 13C. La reacción directa con HS(CH2)3SO3Na conduce a 

mezclas de -y -adición (Fig. 2.5), y la reacción no se completa. Sin embargo, la 

transformación del derivado alílico 22 en uno vinílico 26, mediante de dos 

pasos de reacción a través del compuesto 24b, favorece la -adición y conduce a 

27 selectivamente. En este caso, la adición  queda restringida por el mayor 

impedimento en esta posición y la reacción se completa satisfactoriamente.  
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Figura 2.5.  Espectros de RMN-1H (D2O, δ ppm) de los productos de reacción tiol-eno. A) 

Partiendo del derivado alílico 22, la reacción no llega a completarse (exceso reactivos 

marcado como *) y conduce a mezclas de - y -adición.  (B) Partiendo del derivado 

vinílico 26, la reacción se completa con altos rendimientos para dar selectivamente el 

compuesto aniónico 27, producto de -adición.  
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 En los espectros de RMN-1H en CDCl3, la transformación de 24b en 26 se 

manifiesta por la desaparición de las señales del grupo -OEt a 3.63 y 1.16 ppm, y 

la aparición de las señales del grupo vinilo a 5.6-6.2 ppm, permaneciendo el 

resto de señales prácticamente invariables. El mismo comportamiento se 

observa en el espectro RMN-13C.  Para el producto final 27, en el espectro de 

RMN-1H en D2O desaparecen las señales correspondientes al grupo vinilo en 

torno a 5.0-6.0 ppm y aparecen las señales debidas al nuevo fragmento, tal y 

como se describen a continuación. Los grupos metileno de la cadena -

SiCH2CH2S- dan lugar a dos multipletes a 0.72 (e) y 2.81 (f) ppm, mientras que 

aquéllos del fragmento terminal -SCH2CH2CH2SO3Na aparecen también como 

multipletes a 2.66 (g), 1.82 (h) y 2.81 (i) ppm. Todas las señales aparecen poco 

definidas y ensanchadas, debido a la realización del espectro en D2O. 

  

 La caracterización de las cuñas carbosilano 28-30 también se realizó 

mediante RMN-1H y 13C en CDCl3 (28) o D2O (29-30) y se muestra en las Figuras 

2.6 y 2.7, respectivamente. En el caso de 28 (Fig. 2.6),  el punto focal aparece en 

RMN-1H representado por cuatro señales. El fragmento -NCH2CH2OH muestra 

dos tripletes a 2.67 y 3.65 ppm, para el grupo metileno unido al átomo de N y al 

de O, respectivamente, y un singlete ancho alrededor de 4.44 ppm, debido al 

grupo -OH. El puente etilendiamina se corresponde con un singlete a 2.65 ppm. 

Respecto a las señales procedentes de la cuña inicial, el grupo metileno a, unido 

al átomo de N, es el que sufre mayor desplazamiento, puesto que pasa de estar 

unido al átomo de Br (3.40 ppm) al nuevo átomo de N del punto focal (2.45 

ppm). El resto de señales de la cuña presentan un menor desplazamiento según 

se alejan del punto focal, hasta el grupo metileno d unido al primer átomo de 

silicio, a partir del cual las señales aparecen invariables. 
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Figura 2.6 Espectro de RMN-1H de la cuña dendrítica de naturaleza carbosilano 28, y 

tabla comparativa de las señales que más cambian al pasar del reactivo al producto. 

 

 El espectro de RMN-13C del dendrón 28 también refleja la unión del 

punto focal N,N’-bis(2-hidroxietil)etilendiamina a la cuña de partida. De nuevo, 

las señales más cercanas al punto focal son las que más cambio experimentan. El 

fragmento -NCH2CH2OH muestra dos señales a 55.9 y 60.2 ppm, para los grupos 

metileno unidos a los átomos de N y O, respectivamente. El puente 

etilendiamina se corresponde con una señal a 52.6 ppm. Respecto a las señales 

procedentes de la cuña inicial, de nuevo es el grupo metileno a el que soporta un 

mayor desplazamiento (de 36.4 a 55.5 ppm), mientras que el resto de señales 

las diferencias son menores según se alejan del punto focal, hasta el grupo 

metileno d, a partir del cual las señales aparecen de nuevo invariables.  
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 La incorporación del nuevo fragmento iónico en la cuña dendrítica 28 

mediante reacción tiol-eno se sigue mediante RMN. En el espectro de RMN-1H 

de los sistemas 29 y 30 (Fig. 2.7), se observa la total desaparición de las señales 

correspondientes a los grupos vinilo, y la aparición de las debidas a los grupos 

metileno del fragmento Si(CH2)2X siendo X = S(CH2)3SO3Na (29) o S(CH2)2NH3Cl 

(30). En ambos sistemas, la cadena -SiCH2CH2S- aparece como dos multipletes a 

0.75 (j) y 2.47 (k) ppm, indicativos del éxito de la reacción tiol-eno. Los grupos 

metileno del fragmento terminal -S(CH2)3SO3Na (29) aparecen como multipletes 

a 2.50 (l), 1.82 (m) y 2.79 (n), y los de -S(CH2)2NH3Cl (30), a 2.67 (l) y 3.00 (m). 

El resto de señales apenas varían, aunque sí están ensanchadas por el cambio de 

disolvente, y el mismo comportamiento se observa en RMN-13C (Cap. 4). 
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Figura 2.7 Espectro de RMN-1H en D2O de los sistemas dendríticos de naturaleza 

carbosilano 29 y 30 obtenidos mediante reacción tiol-eno.  
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2.2.2.a. Estudio potenciométrico de los dendrones 29 y 30 

 El comportamiento ácido-base de las cuñas iónicas 29 y 30 se estudió 

mediante valoración potenciométrica en agua destilada sin fuerza iónica, y el 

cálculo experimental de los valores de pKa se realizó mediante el método de la 

segunda derivada, de acuerdo con lo expuesto en el Capítulo 1. Las curvas de 

valoración experimentales se muestran en la Figura 2.8 (gráficas a la izquierda), 

junto a los valores calculados teóricamente y la distribución teórica de 

macroespecies (gráficas a la derecha), determinados mediante el programa 

Marvin, Calculator Plugin and Chemical Terms Demo.47 Este programa calcula los 

valores teóricos de pKa para cada grupo químico del sistema, y diseña un 

diagrama de distribución de macroespecies donde se indica el porcentaje de 

cada uno de los sistemas obtenidos al ir protonando cada grupo químico en 

función de dichos pKa (eje y) a un pH determinado (eje x). 

 

 La valoración potenciométrica de la cuña 29 muestra dos valores de pKa 

con diferencia pronunciada entre ambos (8.49 y 5.26), que se asignan a la 

protonación de los dos nitrógenos del punto focal. En el rango de pH en el que se 

ha realizado la valoración, no es posible detectar el pKa de los grupos -OH y -S- 

(ácidos muy débiles) ni de los grupos -SO3- (base muy débil). Los valores se 

encuentran de acuerdo con los determinados teóricamente. Según estos 

resultados, a pH fisiológico la macroespecie predominante es la que presenta un 

nitrógeno y los dos oxígenos del punto focal protonados, mientras que los 

grupos sulfonato se encontrarían desprotonados, disponibles para ejercer su 

efecto inhibitorio frente al VIH o para coordinar diversos metales.    

 

 La curva de valoración del dendrón 30 presenta un patrón bastante más 

complejo debido al gran número de grupos -NH2. Los valores experimentales de 

pKa (un conjunto en el intervalo 10.2-7.5 y uno más claro a 5.09) se encuentran 

de acuerdo con los determinados teóricamente, asignando el nitrógeno más 
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ácido a uno del punto focal. De nuevo, el carácter de ácido muy débil que 

presentan los grupos -OH y -S- no permite detectar su pKa en el rango de pH 

estudiado. Los resultados muestran que a pH fisiológico, la macroespecie 

predominante es la que presenta todos sus nitrógenos protonados, excepto uno 

del punto focal, de modo que se encuentran disponibles para ejercer su 

actividad como transportador de ácidos nucleicos. 
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Figura 2.8 Valoración potenciométrica de las cuñas carbosilano 29 (A) y 30 (B). Los 

valores experimentales se muestran en las gráficas de la izquierda, mientras que en las 

de la derecha se indican los valores teóricos de pKa y la distribución de macroespecies. 

La curva de cada macroespecie viene marcada por un determinado color, que coincide 

con el del pKa del grupo que se está protonando cuando predomina dicha macroespecie. 
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2.2.3. Propiedades coordinantes frente a metales del dendrón 

aniónico 29  

 Debido a sus características estructurales, el sistema 29 es un potencial 

agente coordinante de metales. Para analizar esta situación, se realizó un 

estudio combinado mediante espectrofotometría UV-Vis y RMN, con el fin de 

elucidar las propiedades coordinantes frente a distintos iones metálicos, como 

Cu(II), Pt(II) y Zn(II). Los metalodendrímeros derivados se aíslan como sólidos 

pulverulentos, tras su purificación mediante nanofiltración.  

 

 Coordinación de Cu(II) 

 La valoración de la cuña 29 con cantidades crecientes de Cu(II) se siguió 

por espectrofotometría UV-Vis, a dos pH diferentes (Fig. 2.9). 
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Figura 2.9 Espectro UV-Vis de la valoración con Cu(II) de la cuña dendrítica aniónica 29 

y propuesta de coordinación, a pH 6.5 y 10.  
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 A pH ligeramente ácido (alrededor de 6.50), la cuña presenta un 

nitrógeno y los dos oxígenos del punto focal protonados, de acuerdo con su 

estudio potenciométrico. Al añadir el primer equivalente de Cu(II), aparecen 

tres bandas, a 256 y 320 nm (bandas LMCT, de baja intensidad, determinadas 

mediante resta de espectros, probablemente debidas a las transferencias del 

punto focal N()Cu y de la periferia S()Cu, respectivamente)48, 49 y 690 nm 

(transición d-d). Tomando como modelo de coordinación del punto focal el 

compuesto comercial N,N’-bis(2-hidroxietil)etilendiamina, a un pH similar, la 

coordinación de 1 eq. de Cu(II) produce dos bandas a 254 y 690 nm, y por lo 

tanto se intuye una coordinación similar en ambas moléculas (CuN2O2). Sin 

embargo, el mayor impedimento de acceso al punto focal de la cuña dendrítica, 

junto con la competencia del ión metálico con el protón del nitrógeno, dificulta 

la interacción Cu-N y determina un pequeño equilibrio entre la coordinación en 

el punto focal y la periferia. Durante la adición de los siguientes 8 equivalentes, 

la banda a 690 nm se mantiene y una nueva banda a 763 nm aparece y aumenta 

proporcionalmente, como consecuencia de una coordinación periférica con los 

grupos sulfonato hidratados. Lo mismo ocurre con las bandas LMCT, 

permaneciendo la banda a 256 nm sin modificar mientras que el hombro a 320 

nm aumenta ligeramente.     

 

 Por lo tanto, a este pH, se puede postular que el dendrón 29 presenta 

una interacción preferente en el punto focal con el primer equivalente de cobre; 

el resto de equivalentes se distribuyen en la periferia, con una interacción 

principal a través de los grupos sulfonato hidratados y una débil contribución de 

los grupos tioéter. Este hecho está de acuerdo con la bibliografía, ya que la 

interacción del grupo tioéter depende de distintos factores como el pH del 

medio o el tipo de metal (despreciable para Zn(II), Co(II) y Cd(II), pequeña para 

Cu(II) y Ni(II), y muy efectiva para metales blandos como Pd(II) y Ag(I)).50  
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 A pH básico (alrededor de 10), la adición de un equivalente de cobre a la 

cuña dendrítica 29 supone la aparición de una banda a 660 nm y un hombro 

alrededor de 250 nm, mientras que la adición a su modelo N,N’-bis(2-

hidroxietil)etilendiamina origina valores de 262 y 640 nm.  De acuerdo con la 

bibliografía,51-53 donde establecen que los valores de pKa de los grupos -OH son 

7.28 y 9.33 para los complejos de cobre 1:1 de N,N’-bis(2-

hidroxietil)etilendiamina, a este pH tanto los nitrógenos como los oxígenos del 

punto focal se encuentran desprotonados y disponibles para una coordinación 

efectiva del ión metálico. Así, se confirma la coordinación del primer equivalente 

de Cu(II) en el punto focal de la cuña aniónica.  

 

 La adición de los siguientes equivalentes de cobre sobre la cuña 29 

provoca el desplazamiento del máximo de la banda d-d hasta 690 nm, mientras 

que el hombro a 250 nm (superposición de las bandas LMCT OCu y NCu en 

el rango 250-350) continúa creciendo, como consecuencia de la continua y 

efectiva coordinación a través de los grupos sulfonato. La influencia del pH 

determina estos cambios, y también la desaparición de la banda relacionada con 

la interacción con el grupo tioéter. En ningún caso se observa la precipitación de 

Cu(OH)2, por lo que el ión Cu(II) debe encontrarse siempre coordinado a algún 

punto de la cuña.    

 

 Por lo tanto, se puede postular que a pH básico, la coordinación de cobre 

se produce de forma mucho más eficaz, con una disposición CuN2O2 para el 

primer equivalente en el punto focal, y una unión a través de los grupos 

sulfonato periférica para el resto de equivalentes.   
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 Coordinación de Pt(II) 

 La coordinación de Pt(II) a la estructura de la cuña dendrítica fue 

estudiada mediante espectrofotometría UV-Vis, mediante valoración del sistema 

con cantidades crecientes de Pt2+, y RMN de 1H y 195Pt (Fig. 2.10). 

 

 El espectro UV-Vis de K2PtCl4 en agua muestra las siguientes bandas, 

asignadas de acuerdo con la bibliografía:54 una banda LMCT intensa a 215 nm; 

tres transiciones d-d permitidas por espín a 230 (hombro intenso, 1A1g1B1g), 

320 (1A1g1Eg) y 390 (1A1g1A2g) nm; y dos transiciones d-d no permitidas de 

muy baja intensidad a 463 (1A1g3A2g) y 535 (1A1g3Eg) nm. La valoración del 

sistema dendrítico se realizó previa hidrólisis del K2PtCl4 para acelerar la 

coordinación del platino al dendrímero.55  

  

 El estudio de la coordinación del primer equivalente de Pt(II) a la cuña 

aniónica se realizó por comparación con modelos de coordinación en el punto 

focal (N,N’-bis(2-hidroxietil)etilendiamina)56, 57 y en la periferia (G1-Si-

S(CH2)3SO3Na, dendrímero esférico preparado en nuestro grupo de 

investigación)58 (Fig. 2.10.A). Se observa que el comportamiento de 29 frente a 

Pt(II) es más parecido al del dendrímero, con bandas similares a 215, 230, 252 y 

320 nm, intuyendo por tanto una coordinación periférica del primer 

equivalente.  La valoración con cantidades crecientes de Pt(II) (Fig. 2.10.B) 

aporta información acerca de la coordinación del resto de equivalentes del 

metal, especialmente la banda LMCT a 252 nm. Estudios previos en 

dendrímeros G4OH PAMAM establecen que la altura de esta banda es 

proporcional al número de equivalentes de Pt(II) unidos por el dendrímero59 y 

que la altura es dependiente del tiempo, observándose a partir de 24 h. En 

nuestro caso, esta banda aparece en el momento de la adición como 

consecuencia de la mayor accesibilidad del metal a los grupos coordinantes, y 

aumenta proporcionalmente durante los 4 primeros equivalentes, por lo que 

podría asignarse a una coordinación PtS2O2 periférica. En este caso, la 
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interacción del grupo tioéter con Pt2+ es más eficaz que con Cu2+, de acuerdo con 

el principio de simbiosis, y además está reforzada por la interacción con el 

grupo sulfonato.60 La adición del quinto equivalente supone un ligero aumento 

de la banda a 252 nm, probablemente debido a la unión del Pt(II) en el punto 

focal que da lugar a una banda NPt alrededor de 250 nm.55 Además, en este 

punto cambia la forma de las bandas en el intervalo 200-250 nm, que continúan 

creciendo, a diferencia de la banda a 252 nm, que no aumenta más. La 

saturación se alcanza con el noveno mol, transformándose el color amarillo en 

dorado-marrón y comenzando a precipitar. 

 

 Los datos sugieren una coordinación periférica de los cuatro primeros 

equivalentes a través de los grupos tioéter y sulfonato de dos ramas. El quinto 

equivalente parece desplazarse hacia el punto focal, mientras que los cuatro 

siguientes parecen redistribuirse en la periferia de manera menos definida, 

alcanzándose la saturación con este último equivalente.  

 

-Modelo de 
coordinación
punto focal -

264, 330, 391 y 494

(naranja)

-1154 ppm

H2O

H2O

N

N
Pt

H

H

HO

HO

G2

S

S

SO3Na

SO3Na
Pt

6

S SO3Na

-Modelo de 
coordinación

periferia -

250 

(amarillo)

---

G2
4N

N

HO

HO G2

S SO3Na

4
S SO3Na

29-Pt1

255 
(amarillo)

---

(A) 6.0

5.5

5.0 

4.5 

4.0 

3.5 

3.0 

2.5 

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

A

λ (nm)

200       250       300       350       400      450       500       550  

λ (nm)

300         400           500    

0.50

0.40

0.30

0.20 

0.10 

0.00

A

[Pt(OH2)4]2+

1:1

1:2

1:3

1:9

1:4

1:5

1:8

1:7

1:6

(B)

UV-Vis

195Pt-RMN

  

Figura 2.10 A) Coordinación del primer equivalente de Pt(II) en la cuña 29, por 

comparación con los modelos de puntos focal y periferia. B) Seguimiento por 

espectrofotometría UV-Vis de la valoración de 29 con Pt(II). 
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 Los estudios de RMN de 195Pt y 1H permiten corroborar los resultados 

observados por UV-Vis. Para los espectros RMN-195Pt en D2O,61 se tomó como 

referencia una disolución de K2PtCl4 (δ = -1616 ppm). La adición de 1 eq. del 

modelo de punto focal N,N’-bis(hidroxietil)etilendiamina desplaza la señal a -

1154 ppm, debido a la interacción con los átomos de nitrógeno; sin embargo, si 

la adición es de 1 eq. de la cuña dendrítica 29, se produce la desaparición de la 

señal de Pt. Este hecho puede deberse al aumento de la movilidad del átomo de 

platino, que esté continuamente intercambiando su coordinación entre distintas 

ramas y sea difícil de establecer una señal concreta en el espectro,62 lo que es 

indicativo de la coordinación periférica del metal. Además, el espectro RMN-1H 

de 29 tras añadir 1 eq. de Pt(II) no sufre apenas variación, mientras que la 

adición de 9 eq. produce un gran ensanchamiento de todas las señales, y un 

desplazamiento de aquéllas próximas a los puntos de coordinación, incluidas las 

del punto focal. De nuevo, se corrobora la coordinación inicial periférica para 

posteriormente saturar también el punto focal.   

 

 Coordinación de Zn(II) 

 El estudio de la coordinación del primer equivalente de Zn2+ se llevó a 

cabo mediante RMN-1H, observándose que no existe modificación de ninguna 

señal respecto al dendrón original. La adición de 1 eq. de Zn(II) a una disolución 

de 29 da lugar a un pH 7.20. A este pH, tan sólo hay un nitrógeno disponible 

para la coordinación metálica en el punto focal, y el ión metálico tiende a 

coordinarse a través de los oxígenos de los grupos sulfonato, por lo que las 

señales metilénicas no se ven afectadas. Los intentos por favorecer la 

coordinación en el punto focal mediante el aumento del pH provocan la 

formación de especies hidroxo de zinc insolubles, junto con el desplazamiento 

de las señales del núcleo en el espectro, análogo al que ocurre en la cuña sola a 

pH entorno a 10. Por lo tanto, se deduce que la coordinación de Zn(II) en 29 es 

preferente en la periferia, a través de los grupos sulfonato, y que los grupos 

tioéter no presentarán apenas interacción con el centro metálico. 
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2.3. DENDRIMEROS DE NATURALEZA 

POLIPROPILENIMINA CON NÚCLEO DE ETILENDIAMINA  

 En este apartado, se describe la síntesis, caracterización y estudio 

coordinativo de una serie de dendrímeros con esqueleto polipropilenimina 

(PPI) obtenidos mediante el crecimiento del núcleo de etilendiamina (EDA).  

 

 La nomenclatura utilizada para estos sistemas es Gn-eda-Rm, donde Gn 

describe la generación del dendrímero, eda su núcleo etilendiamina y Rm el tipo 

y número de grupos terminales. Además, esta nomenclatura puede encontrarse 

abreviada como G1C, G2C y G3C, para dendrímeros carboxilato, o G1S, G2S y G3S 

para los dendrímeros sulfonato. Los dendrímeros polianiónicos sintetizados 

presentan diversos puntos de coordinación de metales en su estructura, que 

permitirán la generación de distintos metalodendrímeros. Un extenso estudio 

de las propiedades coordinantes de estos sistemas se detalla en el Apartado 

2.3.3 de este Capítulo. Los metalodendrímeros derivados se nombran como XX-

Mn, donde XX indica el número del dendrímero de partida y Mn el tipo y número 

de átomos metálicos incorporados.  

 

 Estos sistemas se pueden considerar como las generaciones mayores de 

los compuestos estudiados en el Capítulo 1, que en la terminología 

anteriormente expuesta se pueden describir como G0-dmeda-(SO3Na)2 (1), G0-

dmeda-(CO2Na)2 (8),    G0-eda-(SO3Na)4 (12) y    G0-eda-(CO2Na)4 (18). Estos 

compuestos, y sus complejos metálicos, sirven para modelar el comportamiento, 

tanto químico como biológico, de los dendrímeros y metalodendrímeros de 

generaciones mayores, que se expondrán a continuación. 
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2.3.1. Estudio preparativo 

 La estrategia utilizada para el crecimiento del núcleo EDA mediante 

esqueleto PPI se caracteriza por ser sencilla, no utilizar catalizadores metálicos 

y, al ser divergente, evitar los problemas de impedimento estérico.  

 

 El procedimiento (Esq. 2.6.) se inicia con la preparación de los 

dendrímeros poliamina precursores, mediante la ruta general establecida por 

Moors y Voegtle,63 donde en un primer paso se realiza la adición de Michael de 

acrilonitrilo a la amina, y posteriormente se reducen los grupos nitrilo. Los 

dendrímeros polinitrilo se prepararon mediante una modificación del protocolo 

descrito por Tack,64 sin utilizar ácido acético como catalizador, lo que evita los 

pasos de purificación. El paso de reducción se llevó a cabo con BH3·Me2S, de 

forma análoga a lo realizado para otros dendrímeros polinitrilo,65 ya que la 

reacción con reductores habituales (NaBH4, LiAlH4, DIBAL) era incompleta y 

propiciaba la aparición de subproductos indeseables por la coordinación de 

sales litiadas al núcleo de etilendiamina. El siguiente paso es la incorporación de 

los grupos aniónicos en la periferia del dendrímero mediante reacciones de 

adición tipo Michael. El estudio preparativo se detalla a continuación. 
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Esquema 2.6  Procedimiento general de preparación de dendrímeros PPI con núcleo 

EDA y grupos terminales sulfonato y carboxilato.   
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 La síntesis de los dendrímeros con grupos nitrilo y amino en la periferia 

31-36 se muestra en el Esquema 2.6 y se detalla en el Capítulo 4 de esta 

Memoria. El dendrímero G1-eda-(CN)4 (31) se sintetizó mediante reacción de un 

exceso de acrilonitrilo con etilendiamina, a reflujo durante 24 h. Tras su 

evaporación, se obtiene 31 como un aceite denso que solidifica en contacto con 

el aire para dar un sólido pulverulento de color crema, con rendimiento 

cuantitativo. La reducción de 31 con un gran exceso de BH3·Me2S, en THF a 

60C, y posterior tratamiento con MeOH, conduce al dendrímero G1-eda-(NH2)4 

(32), como un sólido blanco muy higroscópico. De forma análoga se sintetizaron 

los dendrímeros de segunda generación G2-eda-(CN)8 (33) y G2-eda-(NH2)8 (34) 

y tercera generación G3-eda-(CN)16 (35) y G3-eda-(NH2)16 (36), aumentando los 

tiempos de reacción. Las estructuras propuestas se muestran en la Figura 2.11.  
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Figura 2.11 Estructuras propuestas para los dendrímeros polinitrilo y poliamino 31-36. 
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 Los dendrímeros con grupos amino terminales se funcionalizaron con 

grupos sulfonato mediante adición “aza-Michael” de vinilsulfonato de sodio 

(Cap. 1), dando lugar a sistemas de generación 1 (37, 8 grupos terminales), 2 

(38, 16 grupos terminales) y 3 (39, 32 grupo terminales). Las estructuras 

propuestas para estos dendrímeros se muestran en la Figura 2.12. El 

dendrímero G1-eda-(SO3Na)8 (37) se sintetizó mediante la reacción de 32 con 

vinilsulfonato de sodio en una mezcla H2O/MeOH, durante 48 h a 120C. Tras su 

evaporación, el producto se purificó por nanofiltración en agua con membrana 

de 500 kDa, obteniéndose como un sólido pulverulento blanco. Los dendrímeros 

G2 (38) y G3 (39) se sintetizaron mediante un protocolo análogo, y se 

purificaron por nanofiltración en membrana de 1000 kDa. 
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Figura 2.12. Estructuras propuestas para los dendrímeros con grupos sulfonato 37-39. 
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 La periferia de los dendrímeros con grupos amino terminales también se 

funcionalizó con grupos carboxilato, de forma análoga a lo realizado para los 

ligandos 8 y 18 (Cap. 1). En un primer paso, se realiza la adición de Michael de 

un exceso de acrilato de metilo al dendrímero con grupos amino terminales, 

obteniéndose los dendrímeros Gn-eda-(CO2Me)m (40 (n=1, m=8), 42 (n=2, 

m=16) y 44 (n=3, m=32)). La reacción transcurre a 80C durante 48 h; al 

evaporar, obtenemos el dendrímero como un aceite amarillo, el cual es soluble 

en cloroformo. En un segundo paso, se obtienen las sales sódicas tras la reacción 

con un ligero exceso de NaOH en MeOH. Este proceso en dos pasos sobre los 

dendrímeros con grupos amino libres proporciona sistemas de generación 1 

(41, 8 grupos terminales), 2 (43, 16 grupos terminales) y 3 (45, 32 grupos 

terminales). Las estructuras propuestas se muestran en la Figura 2.13.  
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Figura 2.13. Estructuras propuestas para los dendrímeros policarboxilato 41, 43 y 45.  
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2.3.2. Estudio estructural  

 Los dendrímeros descritos en este apartado han sido caracterizados por 

técnicas de espectroscopía de RMN de 1H y 13C, y estudios 1H-13C-{HSQC}, 1H-13C-

{HMBC}, TOCSY-2D y NOESY-2D. Los estudios de análisis elemental de C, H y N 

muestran el gran carácter higroscópico de dichos compuestos. Los datos 

completos de RMN se encuentran en el apartado experimental de esta Memoria 

(Cap. 4), tras la descripción detallada de la síntesis de cada producto.  

 

2.3.2. a. Estudio mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

 Para facilitar la lectura de los resultados de Resonancia Magnética 

Nuclear, en la estructura del dendrímero, se enumeran los grupos metilénicos 

del esqueleto poliamina como a (núcleo), b, c, etc., y los de los grupos terminales 

como x e y, siendo éste último el unido al grupo funcional.   

 

 Para los dendrímeros con grupos terminales nitrilo y amino 31-36, los 

datos de RMN de 1H y 13C obtenidos son concordantes con los hallados en 

bibliografía para rutas alternativas de síntesis,64, 66 y en esta Memoria se recogen 

con el fin de que el lector pueda seguir sin problema la explicación para el resto 

de sistemas preparados.   
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 Para los dendrímeros con grupos terminales nitrilo y amino, los datos de 

RMN de 1H y 13C son concordantes con la estructura propuesta para los 

compuestos 31-36 en la Figura 2.11, y se encuentran recogidos en el Capítulo 4 

de esta memoria. Algunos datos de δ (ppm) y espectros de RMN representativos 

se muestran en las Figuras 2.14 y 2.15.   
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Figura 2.14  Datos de RMN-1H y RMN-13C de los dendrímeros precursores 32 (D2O, δ 

ppm) y 33 (CDCl3, δ ppm).  
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Figura 2.15  Espectros 1H-13C-{HSQC} y TOCSY de los dendrímeros precursores 32 y 33.  
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 El dendrímero poliamina de primera generación 32 muestra, en ambos 

espectros de RMN-1H y 13C, 4 resonancias asignadas mediante experimentos de 

1H-13C-{HSQC}. Los grupos metileno equivalentes del núcleo aparecen como un 

singlete ancho a 2.42 ppm, mientras que los pertenecientes a la cadena aparecen 

a 2.34 (b), 1.52 (c) y 2.58 (d) ppm. Respecto al espectro de RMN-13C, las señales 

del núcleo aparecen a 49.8 ppm, mientras que las de la cadena a 50.8 (b), 25.8 

(c) y 38.3 (d) ppm. 

 

 Los dendrímeros poliamina de generaciones 2 (34) y 3 (36) presentan 

señales análogas en sus espectros, pero muy ensanchadas debido al descenso 

acusado de solubilidad en agua de dichos compuestos (Cap. 4).    

 

 Para los dendrímeros polinitrilo, a modo de ejemplo se comentará el 

espectro de RMN obtenido para el sistema de segunda generación (33). En el 

espectro de RMN-1H, las señales correspondientes al fragmento 2-cianoetilo 

aparecen como dos tripletes a 2.81 (x) y 2.48 (y) ppm.  El resto de grupos -NCH2- 

aparecen como un conjunto de multipletes centrado en 2.50 ppm. Por último, el 

grupo metileno central de la cadena (c), aparece como un multiplete a 1.58 ppm. 

En el espectro de RMN-13C, las resonancias se asignaron de la siguiente manera: 

el grupo -CN aparece a 118.9 ppm, mientras que las señales correspondientes al 

fragmento 2-cianoetilo se localizan a 49.7 (x) y 17.0 (y) ppm. Los demás grupos -

NCH2- aparecen a 49.8, 51.5 y 52.1 ppm, y el metileno central de la cadena (c), a 

25.2 ppm. Los dendrímeros polinitrilo de generaciones 1 (31) y 3 (35) 

presentan señales análogas en sus espectros (Cap.4). 
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 Para los dendrímeros con grupos sulfonato terminales 37-39, los datos 

analíticos y espectroscópicos concuerdan con la estructura propuesta en la 

Figura 2.12, y los valores de δ (ppm, en D2O a temperatura ambiente) se recogen 

en el Capítulo 4. La Figura 2.16 muestra los valores δ (ppm) del dendrímero de 

primera generación 37, en comparación con los del compuesto análogo de 

generación 0 12, y la Figura 2.17 presenta los espectros 1H-13C-{HSQC} y TOCSY 

de este mismo dendrímero. 

 

 Para el dendrímero 37, el espectro RMN-1H muestra, para el fragmento 

2-sulfoetilo, dos multipletes a 2.95 (y) y 2.81 (x) ppm. Éste último se encuentra 

solapado con el singlete asignado a los grupos metileno equivalentes del núcleo. 

Los grupos metilénicos de la cadena aparecen como multipletes a 2.40 (b), 1.60 

(c) y 2.60 (d) ppm. Respecto al espectro de RMN-13C, se observan 6 resonancias. 

Las señales a 47.6 (x) y 47.0 (y) ppm son debidas al fragmento 2-sulfoetilo. Los 

grupos metileno del núcleo (a) aparecen a 50.3 ppm, mientras que los de la 

cadena alquílica aparecen a 51.0 (b), 22.0 (c) y 52.8 (d) ppm. Como puede 

observarse, las diferencias con las señales del sistema G0 12 son mínimas.  

 

 Los dendrímeros de generaciones 2 (38) y 3 (39) presentan patrones 

análogos en los espectros, pero las señales aparecen menos resueltas según 

aumenta la generación (Cap. 4).    
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Figura 2.16  Datos de RMN-1H y RMN-13C de los dendrímeros polisulfonato de 

generación 0 (12) y 1 (37) (D2O, δ ppm).  
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Figura 2.17  Espectros de 1H-13C-{HSQC} y TOCSY del dendrímero G1 con 8 grupos 

sulfonato terminales, 37. 
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 Los datos analíticos y espectroscópicos obtenidos para los dendrímeros 

con grupos carboxilato en la periferia 40-45, son concordantes con la estructura 

propuesta en la Figura 2.13. Los espectros de RMN han sido registrados en 

CDCl3 (dendrímeros poliéster) y en D2O (dendrímeros policarboxilato) a 

temperatura ambiente. Los valores de δ (ppm) de todos ellos se muestran en el 

Capítulo 4, mientras que la Figura 2.18 recoge dichos datos para los 

dendrímeros de generación 1 40 y 41, en comparación con los valores de los 

ligandos de generación 0 17 y 18. Además, la Figura 2.19 presenta los espectros 

1H-13C-{HSQC} y TOCSY de los dendrímeros de primera generación 40 y 41.  

 

 El espectro RMN-1H del dendrímero G1-eda-(CO2Me)8 (40) presenta un 

singlete a 3.63 ppm debido al grupo metilo -CO2Me, mientras que el fragmento 

2-metoxicarboniletilo aparece como dos multipletes a 2.73 (x) y 2.41 (y) ppm, el 

último solapado con todas las señales de los grupos -NCH2-, del núcleo y de la 

cadena. El grupo metileno intermedio (c) de la cadena se observa a 1.52 ppm 

como un multiplete. En el espectro RMN-13C, el fragmento -CO2Me da lugar a dos 

señales a 173.0 (CO) y 51.5 (Me) ppm. Las señales a 49.1 (x) y 32.4 (y) ppm se 

atribuyen al fragmento 2-metoxicarboniletilo, y los grupos metileno -NCH2- 

aparecen en el rango 52.5-51.8 ppm. Finalmente, el grupo metileno central (c) 

da lugar a una señal a 24.7 ppm. Los dendrímeros G2 (42) y G3 (44) presentan 

datos similares de RMN (Cap. 4). 
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Figura 2.18  Datos de RMN-1H y RMN-13C de los dendrímeros policarboxilato de 

generaciones 0 y 1 (δ ppm, CDCl3 (17 y 40), D2O (18 y 41)).  
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Figura 2.19  Espectros de 1H-13C-{HSQC} y TOCSY-2D de los dendrímeros 40 y 41. 
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 Para el dendrímero G1-eda-(CO2Na)8 (41), el espectro RMN-1H muestra, 

para el fragmento 2-carboxietilo, dos multipletes a 2.18 (y) y 2.56 (x) ppm. 

Además, a 2.42 ppm se observa un singlete asignado a los grupos metileno 

equivalentes del núcleo. Los grupos metilénicos de la cadena aparecen como 

multipletes a 2.32 (b), 1.45 (c) y 2.26 (d) ppm. Es posible observar dos pequeños 

multipletes a 2.55 (x*) y 2.35 (y*), que son indicativos de una protonación 

parcial de los grupos amino periféricos al pH de la medida y que provoca un 

ligero desplazamiento de los grupos metileno unidos a este nitrógeno. Respecto 

al espectro de RMN-13C, se observan 5 resonancias. El grupo carbonilo en -

CO2Na da lugar a una señal a 181.5 ppm, mientras que las señales a 49.8 (x) y 

37.5 (y) ppm se atribuyen al fragmento 2-carboxietilo. Los metilenos del núcleo 

(a) aparecen a 49.9 ppm, y los de la cadena se localizan a 53.7 (b), 24.0 (c) y 53.7 

(d) ppm. De nuevo, la protonación parcial del nitrógeno periférico origina unas 

señales de menor intensidad situadas a 36.4 (y*), 46.0 (x*) y 46.5 (d*) ppm, e 

implica una estructura zwitteriónica parcial del grupo carboxilato al aparecer 

una señal de baja intensidad a 180.3 ppm (COOH*). 

 

 Los dendrímeros de generaciones 2 (43) y 3 (45) muestran patrones 

similares de RMN-1H y 13C, aunque de nuevo las señales se vuelven menos 

resueltas según aumenta la generación (Cap. 4).  

2.3.2. b. Estudio potenciométrico de los dendrímeros aniónicos 

 Los dendrímeros con esqueleto PPI presentan interesantes propiedades 

ácido-base, debido a su estructura nitrogenada.67 En nuestro caso, su 

funcionalización con grupos aniónicos terminales modifica dichas propiedades 

ácido-base, al incluir nuevos grupos aptos de protonación. El estudio de dichas 

propiedades permite predecir el comportamiento de los mismos en diversas 

condiciones, como por ejemplo al enfrentarse a iones metálicos o a ciertas 

dianas celulares para ejercer un determinado efecto biológico.     
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 En general, el denominado “Modelo de Ising”67 estudia el 

comportamiento de polielectrolitos lineales o ramificados a través de los valores 

de pKa microscópicos de cada grupo individual y los parámetros de interacción 

entre pares o tríos de grupos. Para el caso de dendrímeros PPI modificados, por 

ejemplo con grupos carboxilato en la periferia, hay que recurrir a una extensión 

del modelo que considere una combinación de dos tipos de grupos ionizables. 

Por sencillez, en este trabajo se evaluó el comportamiento ácido-base de estos 

dendrímeros en función del pH mediante valoración potenciométrica en agua 

destilada sin fuerza iónica, y los valores de pKa se calcularon mediante el 

método de la segunda derivada (ver Cap. 1). Los resultados para los 

dendrímeros de primera generación se muestran en la Fig. 2.20, comparándolos 

con los valores teóricos y la distribución simulada de macroespecies.  

 

 En el Capítulo 1, se mostró que la curva de valoración del compuesto G0 

con grupos sulfonato 12 presentaba dos valores de pKa (4.63 y 9.12), asignados 

a las dos constantes de disociación ácida de los grupos amonio, mientras que la 

del ligando carboxilato análogo 18 también presentaba dos valores de pKa (5.01 

y 8.09), siendo el primero de ellos un pico ancho donde se engloban además 

otros procesos ácido-base asociados a los grupos carboxilato. 

 

 Este mismo comportamiento se repite para los dendrímeros de primera 

generación y probablemente pueda extenderse al resto de generaciones, aunque 

aumente la complejidad de los picos. Para el dendrímero G1S (37), la curva de 

valoración muestra dos valores de pKa (4.57 y 8.40), que marcan los extremos 

del intervalo en el que se encuentran los pKa del conjunto de nitrógenos. Este 

resultado está de acuerdo con el cálculo teórico, donde se observa que a pH 

fisiológico la macroespecie predominante es aquella que presenta 4 nitrógenos 

protonados, tanto del núcleo como de la primera capa, y todos los grupos 

sulfonato desprotonados, disponibles para su acción inhibitoria frente al VIH. 
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 Para el dendrímero G1C (41), de nuevo se aprecian dos valores de pKa 

(5.72 y 8.37). El primero incluye los procesos ácido-base tanto de los átomos de 

N del núcleo como de los grupos carboxilato, mientras que el segundo engloba la 

protonación de los átomos de N de la primera capa. A pH fisiológico la 

macroespecie predominante es aquella que presenta todos los nitrógenos de la 

primera capa protonados, mientras que los del núcleo y los grupos carboxilato 

estarían desprotonados y, por lo tanto, disponibles para inhibir el virus.  
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Figura 2.20 Valoración potenciométrica de G1S (37, A) y G1C (41, B). Los valores 

experimentales se muestran en las gráficas de la izquierda, mientras que en las de la 

derecha se indican los valores teóricos de pKa y la distribución de macroespecies. La 

curva de cada macroespecie viene marcada por un determinado color, que coincide con 

el del pKa del grupo que se está protonando cuando predomina dicha macroespecie. 
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2.3.3. Propiedades coordinantes frente a metales de los 

dendrímeros aniónicos  

 Los dendrímeros PPI con núcleo EDA y grupos aniónicos en la periferia 

presentan en su estructura diversos puntos de coordinación que pueden ser 

ocupados por iones metálicos. Por ejemplo, un dendrímero de primera 

generación  presenta las posiciones de coordinación indicadas en la Fig. 2.21. 
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Figura 2.21 Posiciones de coordinación de metales para un dendrímero PPI 

polianiónico con núcleo EDA de primera generación. 

 

 Los dendrímeros de generaciones 2 y 3 presentan las mismas posiciones 

de coordinación, y además múltiples nitrógenos en su estructura que puedan 

interaccionar inespecíficamente con átomos metálicos. Por sencillez, se 

realizará un estudio del comportamiento coordinativo para los sistemas de 

generación 1, y posteriormente se destacarán las diferencias respecto a las 

generaciones mayores.  
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 Por lo tanto, las posiciones de coordinación de iones metálicos en los 

dendrímeros aniónicos serían las siguientes (Fig. 2.21): 

 

 La posición de coordinación 1 sería muy favorable, dada la tendencia del 

núcleo de etilendiamina a formar situaciones quelato con metales. El metal 

se coordinaría a través de 2 puntos, formando un ciclo de 5 eslabones, y 

completaría su esfera de coordinación con moléculas de agua. En estos 

dendrímeros, la estructura es bastante abierta y el acceso del metal sería 

favorable hasta esta posición, aunque el aumento de la generación 

dificultaría el acceso por impedimento estérico de las ramas. El modelo de 

coordinación serían los derivados metálicos de N,N,N’,N’-

tetrametiletilendiamina.68 

 

 La posición de coordinación 2 sería también posible, con una situación de 

tipo MN2O4, formando 5 anillos quelato. Esta coordinación dependería de la 

flexibilidad de las ramas del dendrímero, y su modelo de coordinación 

serían los complejos metálicos de generación 0 del Capítulo 1.69, 70 

  

 Finalmente, la posición de coordinación 3 también sería favorable, el metal 

se coordinaría al dendrímero a través de 3 puntos (MNO2), formando 2 

ciclos de 6 eslabones, y su esfera se completaría con moléculas de agua. 

Mientras que para compuestos sulfonato no existe ningún modelo con 

estructura cristalina para la coordinación O-N-O, en el caso de los derivados 

carboxilato hay dos ejemplos de complejos metálicos de cobre con esta 

coordinación.71, 72 En ellos, el átomo metálico presenta un entorno pbc, con 

una pequeña distorsión de bpt. El plano basal está formado por los átomos 

donadores del ligando tridentado y una molécula de agua, y el apical por 

otra molécula de agua.  Presumiblemente, ésta es la disposición que 

adquirirían en la periferia del dendrímero, donde la posición del 

sustituyente R’ es ocupada por la rama del dendrímero.  
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2.3.3.a. Metalodendrímeros homometálicos 

 La capacidad para coordinar iones metálicos en la estructura dendrítica 

se estudió utilizando Cu2+ como sonda, a través de una valoración de los 

distintos dendrímeros con cantidades crecientes del metal. La valoración se 

siguió a través de Espectrofotometría UV-Vis y RSE. Es posible aislar los 

metalodendrímeros derivados, tras purificar mediante nanofiltración, como 

sólidos pulverulentos que se aceitan con facilidad en contacto con el aire.  

 Espectrofotometría UV-Vis 

 Se realizaron valoraciones en agua destilada de muestras de los distintos 

dendrímeros a una concentración de 0.1 mM y cantidades crecientes de Cu(II), 

correspondientes a distintas proporciones dendrímero:metal (G1, D:M = 1:1, 1:3 

y 1:5; G2, D:M = 1:1, 1:5 y 1:9; G3, D:M = 1:1, 1:9 y 1:17). Estas proporciones se 

corresponden con los equivalentes necesarios para saturar cada una de las 

distintas posiciones de coordinación mostradas en la Figura 2.21, para cada 

dendrímero. Los resultados se muestran en la Tabla 2.1.  

 

 Pos. 1  Pos. 2  Pos. 3  

G1S (37) 1:1 295/663 1:3 295/709 1:5 295/741 

G2S (38) 1:1 295/657 1:5 295/678 1:9 295/753 

G3S (39) 1:1 298/652 1:9 298h/694 1:17 298h/759 

G1C (41) 1:1 298/658 1:3 258h/298/674 1:5 250/298h/701 

G2C (43) 1:1 288/666 1:5 254h/286/684 1:9 246/298h/690 

G3C (45) 1:1 279/655 1:9 257/280h/675 1:17 252/280h/688 

 

Tabla 2.1.  Comparativa de los valores máximos de absorción UV-Vis (máx, nm) para las 

distintas posiciones de coordinación de Cu2+ en dendrímeros Gn-eda-(SO3Na)m y Gn-eda-

(CO2Na)m. “h” hace referencia a un hombro en el espectro. 
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 Los espectros UV-Vis de las valoraciones de los dendrímeros 

policarboxilato 41, 43 y 45 se muestran en la Figura 2.22. Para el dendrímero 

G1C 41, el espectro muestra una banda LMCT a 298 nm y una de transición d-d a 

660 nm. De acuerdo con los resultados previos con los sistemas G0 (Cap. 1), 

estas bandas son indicativas de una coordinación mediante el grupo 

etilendiamina del núcleo del dendrímero (Pos. 1, Fig. 2.21).69, 70 Los siguientes 

dos equivalentes dan lugar a un hombro alrededor de 260 nm, relacionado con 

la coordinación de los grupos carboxilato al ión metálico,70, 72, 73 y un aumento de 

la banda a 298 nm, de acuerdo con un mayor número de átomos de nitrógeno 

coordinados. La banda d-d se desplaza a mayor máx, debido al aumento del 

número de oxígenos coordinados al metal, con una posible coordinación CuN2O4 

octaédrica (Pos. 2, Fig. 2.21).69, 70  Finalmente, con los dos últimos equivalentes, 

la banda a 298 nm permanece invariable, indicando la saturación de los 

nitrógenos, mientras que la banda a 260 nm continúa creciendo y la banda d-d 

desplazándose, presumiblemente hacia una coordinación CuNOx, que incluye 

moléculas de agua (Pos. 3, Fig. 2.21). A mayor concentración de Cu(II), la banda 

LMCT permanece invariable, mientras que el máximo de la banda d-d se 

desplaza a mayor  debido a la presencia de [Cu(H2O)6]2+. 

 

 Los dendrímeros de mayores generaciones (43 y 45) muestran un 

patrón similar en sus respectivas posiciones de coordinación. Sin embargo, a las 

máximas concentraciones probadas de cobre, se observa un comportamiento 

distinto respecto a G1C. Al aumentar la concentración de Cu(II), se observa un 

continuo aumento de la banda LMCT, hasta alcanzar los 11 (43) o los 25 (45) 

equivalentes. Además, el máximo de la banda d-d sufre un desplazamiento a 

menor , especialmente claro para 45. Todas estas evidencias apuntan a una 

reubicación de los iones de cobre entre la periferia y el interior del dendrímero, 

aumentando el número de nitrógenos internos coordinados, que además se 

corresponden con la aparición de cierta turbidez en el medio indicativa de una 

disminución progresiva de la solubilidad del compuesto en agua.  
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 Se puede concluir, por tanto, que los dendrímeros policarboxilato siguen 

un patrón de coordinación específico, que comienza en el núcleo y continúa con 

la periferia (probablemente, primero con una coordinación CuN2O4 y después 

pasando a CuNOx) y reubicación posterior entre periferia y el esqueleto interno. 
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Figura 2.22  Seguimiento, mediante espectrofotometría UV-Vis, de la valoración con 

cantidades crecientes de Cu2+ de los dendrímeros policarboxilato 41, 43 y 45.  
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 Los espectros UV-Vis de las valoraciones de los dendrímeros 

polisulfonato 37-39 se muestran en la Figura 2.23. De acuerdo con los 

resultados descritos para los ligandos G0 (Cap. 1), la banda LMCT 

correspondiente a dendrímeros sulfonato es de menor intensidad a aquélla de 

dendrímeros carboxilato, indicando así una interacción más débil del átomo 

metálico con los nitrógenos, a favor de una coordinación más fuerte con los 

oxígenos de los grupos sulfonato. Inversamente, la banda LMCT de complejos 

carboxilato es más intensa, demostrando una coordinación a N preferente sobre 

los O de los grupos carboxilato.  

 

 En el caso del dendrímero G1S (37), tras la adición del primer 

equivalente de cobre, aparece una banda LMCT alrededor de 295 nm y una de 

transición d-d sobre 660 nm, debido a la coordinación en el núcleo del 

dendrímero (Pos. 1, Fig. 2.21). Los siguientes equivalentes dan lugar a un 

aumento en la intensidad de la banda LMCT, ligero a partir del segundo 

equivalente por la coordinación preferente con los sulfonato en lugar de los 

nitrógenos. Además, se observa un progresivo desplazamiento de la banda d-d a 

mayor longitud de onda, debido al aumento del número de átomos de oxígeno 

coordinados al cobre (Pos. 2-3, Fig. 2.21). A mayor concentración de cobre, la 

banda LMCT permanece invariable, mientras que el máximo de la banda d-d se 

desplaza significativamente a mayor  debido a la presencia de [Cu(H2O)6]2+. 

 

 De nuevo, los dendrímeros sulfonato G2S (38) y G3S (39) siguen un 

patrón similar en sus correspondientes puntos de coordinación. 

 

 En este caso, se puede concluir que los dendrímeros polisulfonato 

también parecen seguir un patrón de coordinación  específico, que comienza en 

el núcleo y continua con la periferia, pero que existe una interacción preferente 

por los oxígenos de los grupos -SO3- respecto a los nitrógenos del sistema 

dendrítico. 
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Figura 2.23  Seguimiento, mediante espectrofotometría UV-Vis, de la valoración con 

cantidades crecientes de Cu2+ de los dendrímeros polisulfonato 37-39. 

 

  Todas estas evidencias concuerdan bastante con los resultados 

obtenidos del estudio mediante RSE, como se detalla a continuación.  
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 Resonancia de Spin Electrónico 

 Estos estudios RSE se realizaron en colaboración con el Laboratorio de 

RSE de la Universidad de Urbino (Italia), que dirige la profesora Mª Francesca 

Ottaviani. Esta técnica aporta información muy valiosa respecto a la 

caracterización de dendrímeros,74 en relación con su estructura, propiedades y 

comportamiento. Su principal ventaja reside en la habilidad para elegir una 

sonda de espín apropiada que sea capaz de monitorizar un área seleccionada del 

interior o exterior del dendrímero, obteniendo diferentes parámetros: 

 

 La intensidad de la señal, que en valor absoluto da una medida de la 

concentración de la sonda (Cu(II) en nuestro caso), y la variación de la 

intensidad relativa de una componente espectral informa sobre la 

distribución de la sonda en distintas localizaciones y entornos de la 

superficie externa y/o interna del dendrímero.  

 Los parámetros magnéticos, como las componentes de los tensores g y A o 

sus valores isotrópicos, se calculan para complejos de cobre en 

localizaciones de la superficie del dendrímero para identificar su 

coordinación (Cap. 1). 

 El tiempo de correlación () para el movimiento de rotación, obtenido 

mediante análisis espectral en un régimen de movimiento rápido-lento, se 

obtiene para casos en los que el mecanismo de relajación se debe a la 

difusión rotacional de la sonda. En general, el análisis de  (un aumento se 

corresponde con un descenso en la movilidad de la sonda) informa sobre la 

interacción de la sonda con las superficies dendríticas, o las interacciones de 

los dendrímeros con otras especies (ej. biomoléculas, surfactantes, etc.). 

 Los parámetros relacionados con el acoplamiento espín-espín y/o 

interacciones de intercambio (p. ej., la frecuencia de intercambio) son 

relevantes cuando las especies paramagnéticas se aproximan entre sí debido 

a una gran densidad en una posición determinada del dendrímero.   
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 El estudio mediante RSE de los dendrímeros sulfonato 37-39 y 

carboxilato 41, 43 y 45 permitió caracterizar su capacidad de coordinación, su 

dinámica y su estructura. Se realizó un análisis experimental-simulado a 298 y 

150 K, utilizando cantidades crecientes de Cu2+ como sonda. Los espectros se 

analizaron utilizando los programas NLSL, SimFonia y CU3XP (Cap. 4), y los 

parámetros se interpretaron por comparación con estudios donde los análisis 

RSE se llevaron a cabo por una aproximación similar.75-78 

 

 Los dendrímeros se disolvieron en agua a una concentración de 0.1 M en 

grupos terminales, obteniendo disoluciones de concentración 12.5 mM (G1, 8 

grupos superficiales), 6.25 mM (G2, 16 grupos) and 3.12 mM (G3, 32 grupos), 

mientras que la concentración de Cu2+ se varió en dos rangos diferentes:  

1) Análisis a baja concentración de Cu(II) (2.5-30 mM), que permite corroborar 

la especificidad del primer equivalente de cobre en el núcleo del dendrímero 

observada previamente mediante espectrofotometría UV-Vis.  

2) Análisis a alta concentración de Cu(II) (25–250 mM), que permite comprobar 

si existe un patrón de coordinación concreto en los dendrímeros en un 

amplio rango de concentraciones de cobre. 

 

1) Análisis RSE a baja concentración de Cu(II) (2.5-30 mM) 

  

 Para dendrímeros carboxilato, cuando [Cu2+] es 2.5 mM, los espectros a 

298 K están constituidos por dos componentes: Señal I y Señal II (Fig. 2.24.A). La 

Señal I, cuyos parámetros están de acuerdo con una fuerte coordinación con 

átomos de nitrógeno (CuN2O2 o CuN3O),68, 77 es la única componente tanto a 298 

K como a 150 K para G1C (41) a una proporción 1:0.2 (Fig. 2.25.A). Esta 

componente desciende en intensidad relativa especialmente al pasar de G1 a G2, 

pero también de G2 a G3, debido a las propiedades estructurales de cada 

dendrímero. Para G1C (41), el espectro muestra la misma forma de línea a las 

distintas concentraciones de cobre (Fig. 2.24.B), pero la intensidad aumenta 
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proporcionalmente hasta alcanzar 0.8 eq. de cobre. A partir de 15 mM (1.2 eq.), 

esta componente deja de aumentar, al contrario que la segunda componente 

(Señal II). Este resultado se encuentra de acuerdo con la interacción del primer 

equivalente (alcanzado a 12.5 mM) de Cu2+ en el núcleo (Pos. 1, Fig. 2.21), y la 

coordinación de los siguientes equivalentes en la periferia del dendrímero.  
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Figura 2.24  Espectros RSE experimentales a 298 K. (A) Componentes I y II de los 

dendrímeros carboxilato a [Cu2+] = 2.5 mM. (B-D) Valoración con cantidades crecientes 

de cobre de GnC. 

 

 La Señal II, cuyos parámetros indican una coordinación de tipo CuNO3,77 

(relacionada con la Posición 3, Fig. 2.21) aparece en una alta concentración 

relativa. Al pasar de G1C a G2C, la Señal I desaparece parcialmente mientras que 

la Señal II permanece invariable (Fig. 2.25.B). Este efecto puede deberse a la 

localización de más de un ión Cu2+ en cavidades próximas al núcleo de G2C (43), 

de modo que sin hallar repulsión, se den fuertes interacciones de intercambio 

espín-espín y una consecuente disminución en la intensidad de la Señal I. De 

acuerdo con esta hipótesis, se observa un incremento no lineal de la intensidad 

de dicha Señal I al aumentar la concentración de cobre (Fig. 2.24.C), que se 

detiene alrededor 7.5 mM (1.2 eq.) y deja de ser distinguible a 10 mM (1.6 eq.), 

en línea con la saturación del núcleo del dendrímero (Pos. 1, Fig. 2.21).   
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Figura 2.25  Espectros RSE experimentales y simulados, (a) Señal I en G1C (41), a 298 y 

150 K, (b) Señales I y II en G2C (43) a 150 K. 

  

 G1C (41) presenta una estructura abierta y ramas móviles, lo que 

favorece una coordinación plano cuadrada menos distorsionada de los iones.  El 

aumento de la generación en G2C (43) supone una disminución en la movilidad 

de la  Señal I a t.a. y una variación en los parámetros del espectro a baja 

temperatura (única componente con menor Azz y mayor gzz), lo que indica una 

coordinación más débil (o simplemente más distorsionada) con los átomos de 

nitrógeno. La primera componente se ensancha como consecuencia de 

interacciones espín-espín y llega a enmascarar a la segunda. La situación para 

G3C (45) se encuentra en esta misma línea: A pesar de presentar mayor espacio 

interno, el núcleo es menos accesible, y se ve un porcentaje aún mayor de la 

Señal II. La primera componente ha desaparecido ampliamente por 

interacciones espín-espín, y la forma de la línea apenas varía al aumentar la 

concentración de cobre. La intensidad aumenta linealmente hasta un 

proporción 1:2.4, y a partir de este punto permanece invariable.   
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 Debido a que, en general, un incremento en gxx refleja una coordinación 

más débil con los nitrógenos,77 es interesante monitorizar la variación del 

parámetro Hgxx (mínimo de campo alto del espectro a baja temperatura), que 

sigue la tendencia inversa del valor gxx de la componente principal (Fig.  2.26.A).   
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Figura 2.26  Comparativa de la variación, al aumentar la concentración de cobre: (A) 

Del parámetro Hgxx. (B) De la intensidad de señal, para los distintos dendrímeros. 

 

 Para una misma concentración de Cu(II), Hgxx varía según G1C>G2C>G3C, 

y al aumentar dicha concentración, existe un punto de inflexión en dicha 

tendencia, a partir del cual existe un descenso acusado. Dicho punto de inflexión 

se alcanza en el rango 10-15 mM (0.8-1.2 eq.) para G1C, 5-7.5 mM (0.8-1.2 eq.) 

para G2C y 2.5-5 mM (0.8-1.6 eq.) para G3C, de acuerdo con la saturación del 

núcleo, alrededor del primer equivalente de cobre (Pos. 1, Fig. 2.21). Estos 

valores de Hgxx, junto con los parámetros magnéticos, reflejan las distintas 

habilidades de interacción de los dendrímeros de distintas generaciones, debido 

a su diferente espacio interno, flexibilidad de las ramas y disponibilidad de los 

nitrógenos en el núcleo.  Estas interacciones son posibles debido a la interacción 

relativamente débil del Cu(II) con los grupos carboxilato. De hecho, sólo cuando 

los nitrógenos son ocupados casi en su totalidad, los grupos carboxilato 

participan en la complejación junto a moléculas de disolvente.  
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 En el caso de los dendrímeros sulfonato, a temperatura ambiente el 

espectro de G1S (37) está formado por dos componentes, una de baja movilidad 

(Señal I, con coordinación de tipo CuN2O2, relacionada con la Posición 1 de la 

Figura 2.21) y otra ancha sin resolver (Señal II, con coordinación de tipo CuNO3, 

relacionada con la Posición 3). De sus porcentajes relativos a 298 K (Fig. 2.27.A) 

y su simulación a 150 K (Fig. 2.27.B), se deduce que a t.a. la Señal I disminuye en 

intensidad relativa, alcanzando una meseta alrededor de 12.5 mM (primer 

equivalente de Cu(II)). Este comportamiento concuerda de nuevo con la 

saturación del núcleo dendrítico a una proporción 1:1, y la posterior 

coordinación periférica de los siguientes equivalentes de cobre.  

5 10 15 20 25 30
0

10

20

30

40

50

60

[Cu
2+

] (mM)

%
 S

e
ñ

a
l 
I 
/ 
S

e
ñ

a
l 

II

2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600

[Cu
2+

] = 5 mM (0.4 eq.)
Experimental
Simulación 

gii= 2.005, 2.042, 2.236
Aii= 25G, 20G, 156 G 

Señal I y II
150 K

G1S (37) 0.1 M

[Cu
2+
] = 15 mM (1.2 eq.)

{sustraída señal ancha}
Experimental
Simulación 

gii= 2.034, 2.075, 2.373
Aii= 5G, 20G, 122 G 

W = 70

G (G)

1:1

(A) (B)

2400 2800 3200

Señales I y II

298 K
G1S (37) 0.1 M

Señal I

G (G)

[Cu
2+

] mM
5
15
30

 

Figura 2.27  Señales I y II en G1S (37). (A) 298 K, % Señal I/Señal II al aumentar [Cu2+] y 

espectros experimentales. (B) 150 K, espectros experimentales y simulados.   

 

 El estudio a distintas concentraciones de cobre para los dendrímeros 

sulfonato se realizó principalmente por comparación con sus análogos 

carboxilato (Fig. 2.28). La mayor interacción de Cu(II) con -SO3- en comparación 

con -CO2-, se observa por ejemplo a 10 mM, donde la interacción Cu-N es más 

débil en G1S que en G1C (la última línea hiperfina se desplaza a la izquierda (Fig. 
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2.28.D), y los valores de Hgxx son menores (Fig. 2.26.A)). De G1S a G2S la variación 

es similar pero menor a la descrita de G1C a G2C. En cuanto a la variación de la 

intensidad al aumentar [Cu2+] (Fig. 2.26.B), en dendrímeros sulfonato ocurre lo 

contrario de lo esperado, ya que al aumentar la generación aparece un descenso 

de la intensidad correlacionado con la formación de complejos de cobre 

diméricos al interaccionar con grupos sulfonato próximos.73 
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Figura 2.28  Comparativa de los espectros RSE experimentales a 298 K y 150 K, a las 

distintas concentraciones de cobre analizadas, para los dendrímeros G1S, G2S, G1C y G2C.  
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2)  Análisis RSE a alta concentración de Cu(II) (25-250 mM) 

 Para los dendrímeros carboxilato 41, 43 y 45, los espectros 

experimentales (normalizados en altura) a 298 y 150 K, con cantidades 

crecientes de Cu(II), se muestran en la Figura 2.29, mientras que las 

simulaciones de ciertos espectros significativos se presentan en la Figura 2.30.  
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 Figura 2.29 Espectros RSE experimentales de dendrímeros GnC, a 298 K (izquierda) y 

150 K (derecha), con cantidades crecientes de cobre. 
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 La Señal II indica de nuevo una coordinación CuNO3 y condiciones de 

baja movilidad a t.a. (=3 ns) debido a su unión a ligandos externos.73 Esta señal 

es la única componente a 298 y 150 K en G3C (45) a una proporción 1:8 (Fig. 

2.29.A) y en G2C (43) a 1:4, mientras que para G1C (41) a una proporción 1:2, se 

superpone además otra señal estrecha de línea única (Señal II (espín-espín)).  

 

 Esta Señal II (espín-espín), que es la única que permanece en G1C (41) a 

una proporción 1:4 (Fig. 2.30.B) y en G2C (43) a 1:8, surge de las fuertes 

interacciones espín-espín que se dan durante la progresiva ocupación con Cu2+ 

de los grupos vecinos de la superficie. Estas interacciones conducen primero a 

un ensanchamiento de la línea, después a un intercambio del estrechamiento 

(medido por la frecuencia de intercambio Wex), y finalmente, a la desaparición 

del espectro. Este razonamiento está de acuerdo con el inesperado descenso en 

la intensidad absoluta de los espectros entre 50-75 mM (8-12 eq.) y el gran 

ruido presente en los espectros a t.a. a  [Cu2+] = 75 mM (Fig. 2.29).   

 

 La Señal resuelta de 4 líneas (Fig. 2.30.B), con los mismos parámetros 

gii y Aii que la Señal II pero menor tiempo , muestra cómo los iones forman 

complejos CuNO3 más móviles a t.a. al aumentar [Cu(II)] (a 150 K los espectros 

son iguales). Esta señal aparece, en G1C (41), de la resta de los espectros a t.a. a 

50 y 25 mM, y en generaciones mayores mediante la resta de la Señal II.  

 

 La Señal III (Fig. 2.30.C), que surge de una coordinación CuO4 (menor Azz 

y mayor gzz respecto a Señal II),77 aparece a las mayores concentraciones de 

cobre, donde los grupos externos están ya ocupados por iones, y es idéntica para 

todas las generaciones. A 150 K, esta señal se desdobla en Señal III (H2O) (línea 

ancha sin resolver) y Señal III (COOhid), diferencia sólo apreciable a 150 K (a t.a. 

las anisotropías son promediadas) ya que la coordinación con moléculas de 

agua situadas en los grupos periféricos COO- fuerza la estructura del complejo 

Cu-agua a ser más homogéneo y definido como una geometría plano cuadrada.  
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 A estas concentraciones, las señales dependen de la estructura del 

dendrímero, que determina un compromiso entre dos tendencias opuestas: al 

aumentar la generación, el espacio interno y el número de ramas por 

macromolécula se incrementan (favoreciendo la coordinación CuNO3), mientras 

que la flexibilidad de las ramas disminuye y aumenta la constricción 

(favoreciendo la coordinación CuO4).  
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Figura 2.30 Espectros RSE experimentales y simulados para calcular: (A) Señal II.  (B) 

Señal II (espín-espín) vs Señal 4 líneas resuelta. (C) Señal III. (D) Señal II vs Señal II’. 
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 El análisis de los espectros RSE de los dendrímeros sulfonato se realiza 

tomando como base el expuesto para los sistemas carboxilato. Los espectros 

experimentales (normalizados en altura) a 298 y 150 K se muestran en la Figura 

2.31 con cantidades crecientes de Cu(II). 
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Figura 2.31 Espectros RSE de dendrímeros sulfonato, a 298 K y 150 K, con cantidades 

crecientes de cobre.    
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 A temperatura ambiente, los espectros solo muestran dos componentes: 

“Señal II” y “Señal III” (Fig. 2.31). En comparación con los sistemas carboxilato, 

se observa una mayor prevalencia de la Señal III respecto a la Señal II, y la 

ausencia de la Señal II (espín-espín) y la Señal resuelta de 4 líneas. Además, 

mientras que la Señal III es la misma para ambos sistemas, la Señal II revela 

rasgos similares pero parámetros magnéticos y de movilidad distintos (Fig. 

2.30.A,D). Estos resultados se encuentran de acuerdo con la interacción más 

débil de Cu(II) con el nitrógeno y más fuerte con los oxígenos de los grupos SO3-. 

 

 En la línea de los resultados descritos para dendrímeros carboxilato, 

también en el caso de los derivados sulfonato el dendrímero de segunda 

generación 38 muestra un cantidad relativa Señal II / Señal III incrementada, 

debido al aumento del espacio interno y el número de ramas, que prevalece 

sobre la constricción, mientras que para el de tercera generación 39 ocurre lo 

contrario y los iones están casi impedidos para alcanzar los nitrógenos.   

 

 A baja temperatura, la Señal II fue simulada con los mismos parámetros 

magnéticos hallados a t.a. (Fig. 2.30.D). Sin embargo, todos los espectros a 

menores concentraciones (25 y 50 mM) muestran una contribución pequeña 

pero cuantificable de una señal que es la única que contribuye al espectro de G2S 

(38) a  50 mM (8 eq.). Los parámetros magnéticos de esta Señal II’, con mayor 

Azz y menor gzz, indican una interacción más fuerte con el nitrógeno periférico 

en una estructura más plano cuadrada.   

   

 También de acuerdo con la interacción más fuerte de Cu(II) con los 

grupos SO3- respecto a los CO2-, a 150 K prevalece la Señal III (SO3-hid), 

apareciendo la Señal III (H2O) sólo a las concentraciones de cobre más altas. Sin 

embargo, de nuevo en línea con lo discutido previamente, para G2S (38) la Señal 

III (H2O) solo aparece a concentraciones de Cu2+ mayores de 0.1 M (16 eq.), 

mientras que para G1S y G3S empieza a aparecer a concentraciones menores.  
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 Para resumir las contribuciones relativas de las Señales II y III 

comentadas anteriormente, la gráfica en la Figura 2.32 indica la variación de sus 

porcentajes relativos, obtenidos del análisis de los espectros a t.a. 
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Figura 2.32 A) % Señal II/Señal III para los distintos dendrímeros a cantidades 

crecientes de cobre; B) Modelo de coordinación de los iones metálicos en la estructura 

dendrítica, correspondiente a las Señales I, II y III.  

  

 El estudio conjunto mediante espectrofotometría UV-Vis y RSE nos 

permite concluir que estos dendrímeros presentan un patrón específico en la 

coordinación de iones metálicos. A las concentraciones más pequeñas de Cu(II), 

hasta una proporción 1:1, los espectros son dominados por una señal que surge 

de la coordinación CuN2O2 en el núcleo del dendrímero (Posición 1). A mayores 

concentraciones, los espectros sugieren una localización periférica de los iones, 

con coordinación plano-cuadrada CuNO3 (Posición 3, descartando la Posición 2) 

y luego CuO4 a las concentraciones más altas probadas. Además, y tal y como se 

esperaba, existen diferencias notables entre los sistemas con grupos terminales 

carboxilato o sulfonato, observándose una interacción más débil por el 

nitrógeno y más fuerte por los oxígenos terminales, en el caso de los 

dendrímeros con grupos sulfonato, y a la inversa en el caso de los sistemas con 

grupos carboxilato. 
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2.3.3.b. Metalodendrímeros heterometálicos 

 La especificidad observada en el proceso de coordinación de iones 

metálicos en la estructura dendrítica permite generar derivados con distintos 

metales en posiciones controladas. A modo de ejemplo, y dada la facilidad de 

distinción entre los diferentes puntos de coordinación del dendrímero G1-eda-

(CO2Na)8 (41), se estudió la posibilidad de coordinar distintos metales (Cu(II) y 

Co(II)) mediante adiciones seriadas a través de espectrofotometría UV-Vis. 

 

 La coordinación de 1 eq. de Cu2+ al dendrímero 41 produce sus bandas 

características alrededor de 298 y 660 nm debido a la coordinación en el núcleo 

(Fig. 2.33). Posteriormente, se adicionaron 4 eq. de Co2+. El espectro UV-Vis 

reveló el mantenimiento del Cu(II) en el núcleo (el desplazamiento a la periferia 

supondría la aparición de la banda característica a 258 nm debida a la 

coordinación de los grupos carboxilato al cobre) y la coordinación de los iones 

Co(II) en la periferia del dendrímero, al observarse la aparición de hombros con 

coeficiente de extinción pequeño, a 250 y 325 nm (LMCT), 503 

(4T1g(F)4T1g(P)) y 715 (4T1g(F)4A2g(F)), máximos calculados mediante la 

resta de espectros, y que están de acuerdo con los complejos análogos G0.70 
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Figura 2.33  Espectro UV-Vis del metalodendrímero heterometálico (41)-Cu1Co4. 
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2.3.3.c. Conclusiones del apartado 

 De acuerdo con los estudios mediante espectrofotometría UV-Vis y RSE 

de los sistemas homo y heterometálicos, hemos demostrado que tanto el 

esqueleto dendrítico como los grupos terminales juegan un importante papel en 

la habilidad coordinativa de los dendrímeros, exhibiendo nuestros dendrímeros 

PPI aniónicos interesantes diferencias en comparación con estructuras 

dendríticas similares. 

 

 En relación al esqueleto dendrítico, el comportamiento de nuestros 

dendrímeros es más cercano al de PAMAM G1.5-CO2Na76 que al del dendrímero 

POSS-CO2Na sintetizado por Naka.79 De acuerdo con estudios 

espectrofotométricos y calorimétricos, los posibles modos de coordinación en el 

dendrímero PAMAM son CuN4 y CuN2O2 dependiendo de la proporción Cu2+-

dendrímero, mientras que solo los complejos CuN2O2 pueden formarse para el 

dendrímero POSS, cuya disposición nuclear provoca la disminución en la 

movilidad de las ramas. Otros estudios con generaciones pequeñas de 

dendrímeros PAMAM-CO2Na79 tipo starbust (con núcleo de nitrógeno trivalente) 

mostraron la prevalencia de la señal RSE debido a coordinación CuN2O2 a pH 

intermedio. Sin embargo, nosotros hemos observado que nuestros dendrímeros 

PPI presentan una preferencia por CuNO3 (Posición 3) probablemente debido a 

una estructura más abierta que desfavorece la coordinación del mismo ión 

metálico entre dos ramas (descartando por tanto la Posición 2).  

 

 El esqueleto poliamino amplifica la habilidad coordinativa de nuestros 

dendrímeros, en comparación con los análogos con esqueleto carbosilano 

previamente sintetizados en nuestro grupo.73 Además, los iones Cu(II) pueden 

incluirse en las cavidades del dendrímero y en la superficie de una manera 

controlada, y los productos finales son solubles hasta concentraciones muy 

elevadas de cobre.  
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  El papel de los grupos periféricos es tan importante como el del 

esqueleto dendrítico. Existen estudios sobre la coordinación de Cu(II) en 

dendrímeros PAMAM80 con núcleo EDA y diferentes grupos terminales (aminas 

primarias, ácido succinámico, glicidol y acetamida). Los resultados conjuntos de 

la unión de protones y metales ponen de manifiesto que la coordinación de 

Cu(II) en estos dendrímeros implica tanto a las aminas terciarias como a los 

grupos terminales, pero que el grado de protonación controla la habilidad de los 

dendrímeros para unir Cu(II).  Ottaviani y col. han realizado estudios de RSE76, 77 

en dendrímeros PAMAM tipo starbust nSBD-NH2 (n = 3, 5 y 7), demostrando que 

las mezclas 1:1 con Cu(II) por encima de pH = 6 se unen exclusivamente al 

exterior de la estructura dendrítica, aparentemente debido a la gran basicidad y 

accesibilidad de las aminas terminales; además, demostró que los núcleos 

dendríticos de las generaciones menores pueden atrapar una cantidad 

significativa de agua, que pueden también coordinar alrededor de un 20% de 

Cu(II) inespecíficamente. Por el contrario, nosotros hemos establecido que el 

primer equivalente de Cu(II) se coordina en el núcleo de nuestros dendrímeros 

PPI aniónicos, quelados de manera específica por el puente etilendiamina 

(Posición 1); la contribución de las moléculas de agua unidas a la estructura 

dendrítica es más importante al aumentar la concentración de cobre, y de 

acuerdo con los resultados de dendrímeros PAMAM,77, 81 sirven como agentes 

quelantes de alta capacidad para iones metálicos.   
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2.4. DENDRÍMEROS ANIÓNICOS DE NATURALEZA 

POLIPROPILENIMINA PARA EL TRANSPORTE DE 

FÁRMACOS ANTI-INFLAMATORIOS 

 Los dendrímeros Gn-eda-(NH2)m (32, 34 y 36) podrían considerarse 

como potenciales transportadores de fármacos, debido a la capacidad de unión 

de los mismos a través de sus grupos terminales. Para corroborar esta hipótesis, 

se realizó un estudio tomando como modelos el dendrímero G1-eda-(NH2)4 (32) 

y el fármaco ibuprofeno (Ibu-COOH), debido a su sencillo seguimiento mediante 

RMN. El anclaje del ibuprofeno al sistema 32 se realizó mediante (a) interacción 

electrostática, (b) enlace covalente amido y (c) espaciador disulfuro, y se evaluó 

la estabilidad de los conjugados al incorporar grupos aniónicos en la periferia 

del sistema, que le den propiedades inhibitorias frente a la infección por VIH. 

  

 El proceso de conjugación de ibuprofeno a los dendrímeros se siguió 

mediante RMN, especialmente a través de estudios de difusión DOSY-2D que 

permitieron determinar la unión de los espaciadores o el fármaco al 

dendrímero, mediante la separación de los distintos componentes de la mezcla 

en función de sus diferentes coeficientes de difusión traslacional. La formación 

del conjugado implica la existencia de un único valor de coeficiente de difusión.   

 

2.4.1. Conjugación mediante interacción electrostática 

 El dendrímero de primera generación 32 cumple los requisitos 

estructurales para transportar fármacos aniónicos mediante interacción 

electrostática, como es el caso del ibuprofeno. La reacción de G1-eda-(NH2)4 (32) 

con un equivalente de IbuCOOH (Esq. 2.7), en MeOH durante 24 h a t.a., da lugar 

al conjugado 46. La interacción electrostática en 46 es la responsable de la 

solubilización del fármaco en medio acuoso (inicialmente insoluble en este 

disolvente), prueba evidente de la interacción del dendrímero con el fármaco.  
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Esquema 2.7 Reacción de conjugación de ibuprofeno al dendrímero 32 por 

interacciones electrostáticas y modificación química de la periferia. Condiciones de 

reacción: i) MeOH, 24 h, t.a. ii-a) H2O:MeOH, 48 h, 120C. ii-b) MeOH, 18 h, 60C. iii) 

NaOH, MeOH, 18 h, t.a.  

 

 El estudio de la interacción fármaco-dendrímero se llevó a cabo 

mediante RMN-1H en D2O ya que, como se comentó anteriormente, el conjugado 

46 es soluble en agua a diferencia del reactivo de partida IbuCOOH. En este 

disolvente, la protonación estadística de los grupos -NH2 en el dendrímero 32 

impide detectar un desplazamiento significativo de las señales terminales como 

consecuencia de la interacción electrostática del ibuprofeno en 46 (Fig. 2.34). 

O

O

EDA

N
H3

NH2

3

O

EDA

NH

NH2

3

(46) (49)
O

EDA NH2
4

NaO

(32)

IbuCOOH

2.42

2.35 
1.52

2.60

3.38

1.16

7.05

6.95

2.24
1.61

0.65

2.34 

1.52

2.58

3.39

1.17

7.06
7.03

2.26

1.62

0.65

2.42

Interacción 
electrostática

Enlace
covalente

1.21

3.21
7.08

7.04

2.25
1.60

0.65

2.43

2.35 
1.53

2.59

3.02

(A) (C)(B)

Reactivos

 

Figura 2.34 Valores de δ (ppm) en D2O para los distintos conjugados con ibuprofeno. A) 

Reactivos: dendrímero G1-eda-(NH2)4 (32) e ibuprofeno. B) Conjugado por interacción 

electrostática 46. C) Conjugado mediante enlace amido 49.    
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 La estabilidad de este conjugado se puso de manifiesto al intentar 

incorporar grupos aniónicos sulfonato y carboxilato en su periferia, proceso 

evaluado mediante RMN-1H (Fig. 2.35). La reacción de 46 con vinilsulfonato de 

sodio durante 48 h a 120C conduce a la obtención del compuesto 47 (Esq. 2.7). 

La integración de las señales muestra la incorporación de 6 grupos sulfonato, lo 

que es indicativo de la existencia de un enlace -NH3+---OOC-Ibu que impide la 

adición de Michael en esa rama. Las señales del espectro son muy similares a las 

del dendrímero G1-eda-(SO3Na)8 (37), excepto la del grupo metileno -

CH2N(CH2)2SO3Na (d) que se encuentra ligeramente desplazada a campo bajo y 

desdoblada en d’, señal que aparece englobada con el multiplete a 2.79 ppm y 

que se atribuye al grupo metileno -CH2NH3+. 

 

 De modo similar, la reacción del conjugado 46 con acrilato de metilo 

durante 18 h a 60C produce el derivado 48, observando la presencia del 

ibuprofeno y la incorporación de 6 grupos éster en el espectro (Fig. 2.35), y 

confirmando así la permanencia de un grupo amino como grupo amonio que 

impide la adición de Michael en todos los grupos -NH2 terminales. De nuevo, las 

señales son similares a las de G1-eda-(CO2Me)8 (40), aunque los grupos c y d se 

desdoblan en 1.55 (c) y 1.64 (c’), y 2.40 (d) y 2.46 (d’) ppm, como consecuencia 

de la interacción electrostática en una rama. El grupo CHCOO- del ibuprofeno se 

desplaza además de 3.38 a 2.95 ppm. El espectro de RMN-13C confirma estos 

resultados. La posterior adición de NaOH en MeOH al derivado 48 forma la 

correspondiente sal sódica -CO2Na, tal y como muestra el espectro RMN-1H, 

pero además el cambio en el pH produce la ruptura de la interacción 

electrostática, liberando el fármaco. Se concluye que el conjugado con 

interacción electrostática es estable a altas temperaturas pero libera fácilmente 

el fármaco a determinados valores de pH, impidiendo la generación del 

conjugado carboxilato de interés. 
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Figura 2.35 Seguimiento mediante RMN-1H de la incorporación de grupos aniónicos en 

la periferia de 46. A) Espectro del conjugado 46. B) Espectro del dendrímero sulfonato 

47. C) Espectro del dendrímero metiléster 48.  
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2.4.2. Conjugación mediante enlace covalente amido 

 Otra ruta para generar los compuestos de interés procede a través de la 

sustitución del enlace electrostático por uno covalente. El ibuprofeno presenta 

un grupo -COOH a través del cual puede anclarse a los grupos -NH2 del 

dendrímero 32 por enlace amido. Para la generación de este enlace, se utilizan 

distintos agentes acoplantes como N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC/NHS, con 

N-hidroxisuccinimida) o hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-

etilcarbodiimida (EDC/HOBt/NEt3, con 1-hidroxibenzotriazol y trietilamina).82 

La facilidad de purificación del producto mediante lavados sencillos a través del 

segundo método hace que sea el elegido. 

 

 La reacción de G1-eda-(NH2)4 (32), en presencia de NEt3, con el derivado 

activado IbuCOOH-EDC y utilizando como agente de transferencia HOBt (Esq. 

2.8.), permite la incorporación del ibuprofeno al dendrímero. Un simple lavado 

con CHCl3 conduce a la eliminación de los subproductos de la reacción.   
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(32) (49)  

Esquema 2.8 Acoplamiento de ibuprofeno al dendrímero 32 mediante enlace amido. 

 En este caso, los valores de δ(ppm, D2O) en el espectro de RMN-1H del 

conjugado 49 (Fig. 2.34) permanecen invariables respecto a los reactivos de 

partida, excepto los de los grupos metileno más próximos al enlace amido. Las 

señales correspondientes al fragmento -CH2NHCOCH- se desplazan de 2.58 a 

3.02 ppm (-CH2NH) y de 3.39 a 3.21 ppm (COCH-) como consecuencia de esta 

unión. Además, un experimento DOSY-2D en D2O (Fig. 2.36) confirma la unión 

del fármaco a la estructura dendrítica, al obtener un mismo coeficiente de 

difusión para las señales correspondientes al ibuprofeno y del dendrímero.    
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Figura 2.36 DOSY-2D en D2O del conjugado 49, registrado antes de su purificación. Las 

señales correspondientes al esqueleto dendrítico y al ibuprofeno presentan el mismo 

coeficiente de difusión, a diferencia del resto de productos en el medio (el agente 

acoplante transformado EDC* o  el agente de transferencia HOBt).     

 

 La presencia del enlace amido permite por un lado la generación de los 

derivados aniónicos mediante las reacciones habituales, pero la liberación del 

fármaco debe realizarse mediante reacción de hidrólisis del mismo en función 

del pH de cada compartimento corporal, y por tanto, se trata de un proceso poco 

controlado. Este es el motivo por el que se decidió no proseguir con las 

reacciones de formación de los derivados aniónicos, y se recondujo la 

investigación hacia la posibilidad de anclaje del fármaco mediante un enlace 

covalente que permitiera una liberación más controlada, como se describirá en 

el apartado siguiente.  
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2.4.3.  Conjugación mediante espaciador disulfuro 

 La búsqueda de una estrategia de anclaje del fármaco suficientemente 

fuerte como para transportar el fármaco hasta su punto de acción, pero 

suficientemente lábil como para liberarse en el momento adecuado, nos condujo 

hasta la formación de un enlace disulfuro, que permita la liberación controlada 

en ambientes reductores, como son ciertos entornos celulares. Algunos 

autores83 han utilizado este método para anclar el fármaco al dendrímero a 

través del espaciador lábil N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP, 

Esq. 2.9). Este espaciador se ha utilizado para conjugar fármacos con grupos 

COOH a sistemas PAMAM-NH2, o fármacos modificados con glutatión a 

dendrímeros PAMAM-COOH, procedimiento limitado al transporte de fármacos 

que presenten grupos -SH en su estructura. El interés por obtener un sistema 

dendrítico que permita transportar una gran variedad de fármacos, previa 

modificación química,  nos condujo a la estrategia detallada en el Esquema 2.9. 
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Esquema 2.9 Procedimiento para la obtención de dendrímeros con grupos terminales 

sulfonato y carboxilato e ibuprofeno conjugado mediante espaciador disulfuro.  
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2.4.3.a. Paso 1: Modificación química del fármaco 

 La introducción de un grupo -SH en aquéllos fármacos que presenten un 

grupo carboxílico libre en su estructura (como es el caso de ibuprofeno) puede 

realizarse mediante la generación de un enlace amido con hidrocloruro de 

cisteamina (Esq. 2.10): 

OH

O

EDC/NHS O

O

H
N

O

SH
N

O

OCH2Cl2 
pH 5-6

CH2Cl2, NEt3 
pH 7-8

IbuCOOH IbuCOONSu IbuCONHSH

(50*) (51)

HS(CH2)2NH3Cl

 

Esquema 2.10 Procedimiento sintético del “Paso 1”: Modificación química del fármaco. 

 

 La activación de IbuCOOH como éster de succinimida (50*) se lleva a 

cabo mediante una pequeña modificación del protocolo propuesto por Marega y 

col.84 (Cap. 3), y el compuesto se utiliza sin aislar para la obtención de 51. Lo 

mismo ocurre para la preparación de 51, que se realiza mediante un protocolo 

similar al de Kourounakis y col.85 (Cap. 3), mediante la conjugación de 

hidrocloruro de cisteamina al compuesto 50* sin aislar a un pH a 7-8.  

 

 Los valores de RMN 1H y 13C obtenidos para ambos compuestos están de 

acuerdo con los hallados en bibliografía. Sin embargo, la obtención de 51 como 

una mezcla de sus formas reducida (-SH) y oxidada (S-S) se muestra  en la 

Figura 2.37, mediante su espectro TOCSY-2D. Las señales que permiten 

distinguir ambas formas son aquéllas de la cadena -NHCH2CH2S-, a 3.39 (h) y 

2.65 (i) ppm (compuesto reducido), ó 3.55 (h’) y 3.30 (i’) ppm (compuesto 

oxidado). En el espectro de RMN-13C, también se detecta la presencia de ambas 

formas, con señales a 42.2 (h) y 24.3 (i) ppm ó 38.4 (h’) y 37.4 (i’) ppm. Además, 

el grupo carbonilo se desplaza de 169.1 ppm a 174.9 ó 174.6 ppm, en función de 

la forma del tiol.  
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Figura 2.37 Espectro TOCSY-2D de la molécula de ibuprofeno modificado, mostrando 

las señales correspondientes a sus formas reducida (51) y oxidada (51’).  

 

2.4.3.b. Paso 2: Síntesis de los espaciadores 

 El acoplamiento de los fármacos a dendrímeros con grupos terminales 

de diversa naturaleza exige la preparación de distintos espaciadores: el 

espaciador aniónico SPDP (en su forma de ácido libre 52 o activado como éster 

de succinimida 52*), que reacciona con dendrímeros con grupos terminales -

NH2, y el espaciador catiónico 53, que lo hará con dendrímeros con grupos -

COOH en su superficie (Esq. 2.11).  
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 La síntesis del compuesto 52* se realiza siguiendo el protocolo 

establecido por Navath y col.,83 pero sustituyendo el agente acoplante 

DCC/DMAP (4-dimetilaminopiridina) por EDC/NHS, que permite una 

purificación mucho más sencilla, ya que un simple lavado con agua elimina 

todos los subproductos y reactivos. De forma análoga, la preparación de 53 

procede según lo publicado por Van der Vlies y col..86 Los valores de RMN-1H y 

13C experimentales para ambos compuestos concuerdan con los indicados por 

los autores en la bibliografía. 
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Esquema 2.11 Esquemas de reacción para la obtención de los espaciadores 52 y 53. 

Condiciones: i-a) EtOH/AcOHcat, 2 h t.a. y purificación en columna de Al2O3 básica; i-b) 

EtOH/MeOH, 2 h t.a. y precipitación en Et2O; ii) CH2Cl2, adición de los reactivos a 0C y 

posteriormente agitación 4 h a t.a.  

2.4.3.c. Paso 3: Introducción del espaciador en el dendrímero y 

modificación de la periferia 

 Las reacciones que componen este tercer paso persiguen la obtención de 

sistemas dendríticos con un espaciador conjugado y grupos terminales 

sulfonato o carboxilato, y se detallan en el Esquema 2.12.  

  

 La conjugación en relación 1:1 del espaciador aniónico 52* disuelto en 

EtOH al dendrímero 32 en PBS:MeOH transcurre durante 18 h a t.a. Tras filtrar 

la disolución amarilla, se evaporó para aislar el conjugado 54, como un sólido 

amarillo higroscópico.   
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Esquema 2.12 Acoplamiento de los espaciadores a los correspondientes dendrímeros y 

modificación de la periferia para generar los derivados polianiónicos. Condiciones de 

reacción: i-a) PBS:MeOH:EtOH, 18 h, t.a. i-b) MeOH, 18 h, 80C; MeOH, 24 h, t.a.  ii-a) 

MeOH:H2O, 18 h, 120C. ii-b) MeOH, 18 h, 80C. ii-c) EtOH:H2O, HCl pH=3.5; EDC/NHS 

adición en frío, 1 h t.a. a pH 5.50; 53, pH=7.3, 48 h, t.a.  iii) MeOH, 18 h, t.a.  

 

 Este compuesto 54 se caracterizó mediante RMN-1H en D2O y DOSY-2D 

en CD3OD, como muestra la Figura 2.38. La incorporación del espaciador viene 

reflejada por la aparición de las señales debidas a los grupos aromáticos entre 

8.31-7.14 ppm (marcadas en la figura como *) y a los grupos metileno -

COCH2CH2S- a 2.50 (e) y 2.82 (f) ppm. Además, los grupos metileno de la rama 

dendrítica próximos al enlace amido sufren un desplazamiento, de 1.66 a 1.53 

(c’) y de 2.72 a 3.10 (d’) ppm, respectivamente, como consecuencia de esta 

unión. El espectro DOSY-2D de este conjugado corrobora la unión del 

espaciador al dendrímero, al presentar un mismo coeficiente de difusión las 

señales del dendrímero y las del espaciador. 
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Figura 2.38 Espectro RMN-1H (D2O y CD3OD) y DOSY-2D en CD3OD del conjugado 54, 

mostrando la unión del espaciador al dendrímero. 

 

 La estabilidad del conjugado 54 se puso de manifiesto en el momento de 

la introducción de los grupos aniónicos en la periferia. La reacción de 54 con 

vinilsulfonato de sodio durante 18 h a 120C o un exceso de acrilato de metilo 

durante 18 h a 80C conduce a la incorporación de grupos -SO3Na o -CO2Me, 

respectivamente, en todas los grupos amino libres del dendrímero para dar 55 y 

56. La integración de las señales de los espectros RMN-1H (D2O para 55, CDCl3 
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para 56) revela la introducción de 6 grupos aniónicos, corroborando la 

presencia del espaciador anclado que impide la adición conjugada en una rama. 

Este hecho se comprobó también mediante la realización de un experimento 

DOSY para el compuesto 55, puesto que soporta condiciones de reacción más 

extremas, observándose un mismo coeficiente de difusión para el dendrímero y 

para el fármaco, y confirmando la estabilidad del conjugado a altas 

temperaturas. En el espectro de RMN-1H, se observa un desdoblamiento de los 

grupos metileno más externos, como consecuencia de la presencia del enlace 

amido en una de las ramas: 1.70/1.62 (c/c’) y 2.88/3.10 (d/d’) ppm (55), y 

1.51/1.68 (c/c’) y 2.41/2.98 (d/d’) ppm (56). Además, las señales del espaciador 

aparecen a 2.40 (e) y 3.10 (f) ppm (55), y 2.52 (e) y 2.73 (f) ppm (56), y las de 

los grupos aromáticos en el rango 6.95-8.40 ppm. Los espectros de RMN-1H de 

55 y 56 se muestran en la Figura 2.39. 

 

 Los grupos éster terminales del conjugado 56 se hidrolizaron en un paso 

posterior con NaOH dando lugar al dendrímero con grupos terminales -CO2Na 

(57); sin embargo, la desaparición de las señales correspondientes al 

ibuprofeno tras su nanofiltración en agua confirma la ruptura del enlace amido 

al variar el pH del medio y la inestabilidad del conjugado en estas condiciones, 

de forma que esta estrategia es inadecuada para el propósito del estudio. 

 

 La reacción alternativa es la introducción directa del espaciador 

catiónico 53 al dendrímero G1-eda-(CO2Na)8 (41), previa conversión de algunos 

grupos CO2Na en CO2H por reacción con HClac (pH = 3.5-4). La conjugación se 

realiza con EDC/NHS mediante el protocolo habitual y, tras su nanofiltración, el 

conjugado formado 58 (Fig. 2.39.C) muestra en su espectro RMN-1H la 

introducción del espaciador por la aparición de las señales de los protones del 

anillo aromático a 8.20-7.10 ppm, a 2.75 (e) y 3.12 (f) ppm las del fragmento -

NHCH2CH2S-, y el desplazamiento a campo más alto de CH2CONH (y’). 
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Figura 2.39 Espectros RMN-1H (δ D2O (55 y 58), CDCl3 (56)), mostrando la unión del 

espaciador al dendrímero. A) Espectro de 55. B) Espectro de 56. C) Espectro de 58. 
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2.4.3.d. Paso 4: Conjugación del fármaco 

 En el último paso, el grupo tiopiridina en los dendrímeros polianiónicos  

55 y 58 se desplazaría por el fármaco modificado a través del grupo -SH, en 

mezcla PBS/EtOH (Esq. 2.13), de forma análoga a lo descrito para dendrímeros 

PAMAM.83 Los estudios realizados hasta el momento, utilizando estas mismas 

condiciones, no permiten detectar un anclaje eficaz del fármaco modificado, por 

lo se hace necesario una futura optimización de estas condiciones. 
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Esquema 2.13 Reacción de conjugación del fármaco. Las condiciones ensayadas 

(PBS/EtOH, pH=6.5) deben ser optimizadas para un anclaje efectivo en estos 

dendrímeros. 

  

 

 

 



Capítulo 2___________________________________________________________________________ __  
 

 

 

172 

2.4.4.  Conclusiones del apartado 

 En la búsqueda de sistemas polianiónicos con ibuprofeno conjugado, se 

han presentado diversas estrategias para su unión a dendrímeros con grupos -

NH2. La distinta fortaleza de los conjugados electrostáticos y covalentes 

determina la posibilidad de introducción de grupos aniónicos en la periferia del 

dendrímero, y las condiciones en las que se podrá liberar el fármaco. Estos 

sistemas heterofuncionales polianiónicos son potenciales agentes antivirales, 

con actividad mejorada respecto a los sistemas presentados en el apartado 3.2, 

ya que el ibuprofeno podría disminuir la inflamación que favorece la infección e 

inhibir las bombas de eflujo que reducen la concentración efectiva de fármacos 

antirretrovirales en el interior celular (Cap. 3). Del estudio se concluye que: 

 

 La estrategia mediante interacción electrostática permite la solubilización de 

ibuprofeno en agua de forma sencilla y su liberación al variar el pH. El 

conjugado 46 presenta una alta estabilidad térmica, permitiendo su 

funcionalización con grupos -SO3Na (47) y -CO2Me (48), pero es inestable 

frente a la variación del pH necesaria para generar el derivado con grupos -

CO2Na, que provoca la liberación del fármaco.   

 En la estrategia mediante enlace covalente amido, similar a la anterior, la 

liberación del fármaco se realizaría por hidrólisis pH-dependiente, de forma 

más controlada al tratarse de un enlace más fuerte. Esta mayor fortaleza en 

el conjugado 48 permitiría la funcionalización con grupos -SO3Na y -CO2Na 

mediante las reacciones habituales. Sin embargo, estos estudios no se han 

realizado, interesados en otros sistemas de liberación controlada. 

 La estrategia mediante espaciador disulfuro posibilita la obtención de 

sistemas con un espaciador conjugado, y grupos -SO3Na (55) y -CO2Na (58), 

a partir de los cuales preparar los conjugados aniónicos con ibuprofeno 59 y 

60 mediante de unas condiciones que deben ser optimizadas. Estos sistemas 

permitirían la liberación controlada del fármaco en ambientes reductores. 
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2.5. DENDRONES POLILISINA COMO PLATAFORMAS PARA 

EL ANCLAJE DE PÉPTIDOS ANTIGÉNICOS 

2.5.1.  Introducción 

 En este último apartado, se presenta otra estrategia para la generación 

de sistemas dendríticos útiles para la terapia frente a la infección por el VIH. 

Consiste en la generación de dendrones polilisina con grupos amino 

ortogonalmente protegidos, que permitan la posterior desprotección selectiva 

para el anclaje de diversas moléculas de interés. La terminología utilizada es la 

habitual para sistemas de tipo Péptido Antigénico Múltiple (MAP), considerando 

como dendrones G1 aquéllos que presentan 2 grupos amino terminales, G2 los 

que tienen 4, G3 los que presentan 8, etc. Además, la desprotección selectiva 

permite la preparación de dendrones de generación n.5, mediante el 

crecimiento de ramas desde solo la mitad de grupos posibles (G1.5, 3 grupos 

amino; G2.5, 6 grupos amino, etc.). Estos sistemas se denotarán como Gn-(GT)-PF, 

donde Gn indica la generación, (GT) el tipo y número de grupos terminales, y PF 

el punto focal, siendo éste -OH (en G1, por el grupo -COOH) ó -G-OH (en G>1, por 

el grupo glicina-COOH)).  

 

   La estrategia sintética seguida, análoga a la presentada por Dykes y 

col.,87 consiste en un proceso convergente de unión de bloques a un punto focal 

para formar las distintas generaciones del dendrímero, pero con ciertas 

particularidades en nuestro caso. Por un lado, en el protocolo de la bibliografía, 

la lisina del punto focal presenta su grupo -COOH protegido en forma de éster, y 

en cada paso de acoplamiento ha de ser previamente desprotegido. En nuestro 

caso, el punto focal se trata del fragmento Lys-Gly-COOH, donde este grupo se 

encuentra desprotegido durante todo el proceso y no interfiere en ninguna de 

las reacciones. Aparte de las ventajas sintéticas al evitar los pasos de 

protección/desprotección, este grupo concede cierta solubilidad al producto, 
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que puede resultar de interés. Por otro lado, en esta Memoria se presentan dos 

familias diferentes de dendrímeros: aquélla donde todos los grupos amino se 

encuentran protegidos como -NHBoc, y aquélla en la que la protección es 

ortogonal como -NHBoc y -NHTFA. Ésta última familia permite la desprotección 

selectiva y el anclaje de diversas moléculas de interés de forma controlada. 

 

 La caracterización de los dendrones polilisina se llevó a cabo mediante 

HPLC-MS(ESI) y RMN de 1H y 13C (Cap. 4). Para facilitar el seguimiento de su 

estudio estructural, se denominó como Ca el carbono contiguo al grupo -COOH 

del correspondiente aminoácido (glicina o lisina), y los carbonos consecutivos 

de la lisina como b, c, d, e, etc. 

  

2.5.2. Estudio preparativo y estructural 

 El procedimiento global se basa en la combinación de dos aminoácidos 

(glicina (Gly) y lisina (Lys)) y tres tipos de reacciones principales (Activación, 

Protección/Desprotección y Acoplamiento), detalladas en la Tabla 2.2. 

 Esquema de la reacción 

I-Activación 

(preparación de 61*, 64*, 65*, 67*) 

R

O

OH

R

O

O N

O

O

CH2Cl2
18 h, t.a.

DIPCDI/NHS

 

II-Protección/desprotección 

(preparación de 61, 63, 66 y 68) 

R' NH2 R'
H
N O

O

1. NaOHac

2. Boc2O/THF, 2 h t.a.

a) HCl/diox, 1h reflujo, ó
b)TFA/CH2Cl2, 2h t.a.

 

III-Acoplamiento 

(preparación de 62, 65, 67, 69, 70, 71)  

R

O

O N

O

O

R' NH2 R

O

HN R'EtOH/H2O
18 h, t.a.

NMM

 

 

Tabla 2.2 Reacciones generales para la preparación de los dendrones polilisina. 
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I. Reacciones de activación de R-COOH como éster de succinimida. 

 La adición de N-hidroxisuccinimida (NHS) a un compuesto con grupos 

R–COOH en presencia del agente acoplante N,N’-diisopropilcarbodiimida 

(DIPCDI), se realiza a 0C. Tras la adición, la mezcla de reacción se mantiene 18 

h a t.a. Posteriormente, la disolución se filtra, se lava con NaHCO3 y NaCl, se seca 

con Na2SO4 y se evapora, obteniendo el compuesto de interés en forma activada, 

que se denotará como XX*, siendo XX la numeración del compuesto de partida. 

Este tipo de reacción se utilizó para obtener los compuestos 61*, 64*, 65* y 67*. 

  

II. Reacciones de protección/desprotección de R’–NH2 como R’–NHBoc.    

 La protección de grupos amino se realiza de acuerdo con el protocolo 

establecido en bibliografía.88, 89 El reactivo se disuelve en NaOHac y se 

adiciona en frío di-tert-butildicarbonato (Boc2O) en THF. Tras 2 h a t.a, se 

adiciona KHSO4, se extrae con EtOAc, se lava con NaCl, se seca con Na2SO4 y 

se lleva a sequedad para obtener el producto final. Esta fue la metodología 

utilizada para obtener el compuesto 61.    

 La desprotección también se realiza según una modificación del protocolo 

establecido en la bibliografía,89 en THF por reacción con HCl/dioxano a 

reflujo durante 1 h, precipitando el compuesto en el medio de reacción, o 

con ácido trifluoroacético (TFA) en CH2Cl2 durante 2 h a t.a., con el 

inconveniente de que el producto final retiene TFA. Este tipo de reacción se 

utilizó para obtener los compuestos 63, 66 y 68. 

 

III. Reacciones de acoplamiento mediante enlace amido.  

 El acoplamiento del compuesto activado XX* con los grupos R’-NH2 se 

lleva a cabo en EtOH:H2O, en presencia de N-metilmorfolina (NMM), durante 18 

h a t.a. El posterior tratamiento con KHSO4 asegura la protonación del -COOH del 

punto focal, y tras la extracción con EtOAc, lavado con NaCl, secado con Na2SO4 y 

evaporación a vacío se obtiene el compuesto conjugado. Esta reacción de 

acoplamiento permitió generar los compuestos 62, 65, 67, 69, 70 y 71.  
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 La síntesis de los dendrones de generación 1 (Esq. 2.14) se inicia con la 

reacción de L-Lisina con Boc2O, que conduce a la obtención de la lisina con 

grupos amino protegidos G1-[(Boc)2]-OH (61),88, 89 cuyo ácido carboxílico libre 

fue activado en el paso posterior como éster de succinimida, G1-[(Boc)2]-OSu 

(61*),90 sustituyendo el agente acoplante DCC de la bibliografía por DIPCDI para 

facilitar la separación de los subproductos. La reacción análoga con el 

compuesto comercial G1-[(Boc)(TFA)]-OH da lugar al dendrón G1-[(Boc)(TFA)]-

OSu (64*), que permitirá una desprotección selectiva de los grupos amino. 

Ambos dendrones G1 61* y 64* serán utilizados como los bloques para el 

crecimiento del resto de generaciones de los dendrímeros. 

 

NaOH/Boc2O

NHS/DIPCDI Gly/NMM

Lys
(comercial)

G1-[(Boc)(TFA)]-OH
(comercial)

ii)

i) iii)
G1

H
N

HO

O

(62)





HO
NH2

O

NH2

G1

(61)





 = NHBoc

 = NHTFAG1





NHS/DIPCDI

i)

(61*)

(64*)

 

Esquema 2.14 Estrategia sintética de preparación de los dendrones de generación 1. 

 

 Los espectros RMN-1H, HSQC y HPLC-MS(ESI) de los dendrones G1 61* y 

64* se muestran en la Figura 2.40 para facilitar su comparación con las 

generaciones mayores. El espectro RMN-1H de 61* muestra dos singletes 

característicos a 1.40 y 2.80 ppm, asignados a los grupos protector (Boc) y 

activante (NHS), respectivamente. El resto de señales del esqueleto lisina 

aparecen como pequeños multipletes a 4.61 (a), 1.86 (b), 1.40 (c), 1.48 (d) y 

3.06 (e). Las señales del dendrón 64* son similares, observando diferencias en 

los grupos metileno d (1.56) y e (3.29) debido a la sustitución del un grupo 

protector Boc por TFA, y en la integración de dicha señal de los grupos Boc.   
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Figura 2.40 Espectros RMN-1H y 1H-13C-{HSQC} en CDCl3, y HPLC-MS(ESI) en MeCN, de 

los dendrones G1 61* y 64* y sus respectivos dendrones G2 65 y 67.  

  

 El compuesto 61* se conjugó con glicina (Esq. 2.14) mediante un 

pequeño cambio en el protocolo habitual91 que facilita su aislamiento (Cap. 4), 

dando lugar a G1-[(Boc)2]-G-OH (62), y posteriormente se desprotegió para dar 

G1-[(NH3Cl)2]-G-OH (63). El espectro RMN-1H de 62 (Cap. 4) corrobora este 

acoplamiento al desaparecer la señal a 2.80 ppm (singlete, NHS) y aparecer las 

señales correspondientes al nuevo aminoácido a 4.24 ppm (singlete ancho, 

a(Gly)). Las señales del esqueleto lisina apenas se ven modificadas, excepto 
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aquellas más próximas al nuevo enlace amido, como a (de 4.61 a 4.08 ppm) y b 

(de 1.86 a 1.78 ppm). La desprotección de los grupos amino se ve en el espectro 

RMN-1H de 63 al desaparecer las señales de los grupos Boc, y modificarse el 

resto de señales como consecuencia de la formación de los grupos amonio: 3.91 

(a(Gly y Lys)), 1.79 (b), 1.34 (c), 1.56 (d) y 2.85 (e). Además, el aumento de la 

polaridad al pasar de 62 y 63 se refleja en HPLC, pasando de un tiempo de 

retención (RT) de 19.1 (en MeCN) a 6.8 min (en MeCN:H2O).  

 

 La ruta convergente para la preparación de los dendrones de segunda 

generación se muestra en el Esquema 2.15. El compuesto 63 se hizo reaccionar 

con los dendrones activados 61* o 64* para dar G2-[(Boc)4]-G-OH (65) y G2-

[(Boc)2(TFA)2]-G-OH (67), respectivamente. Ambos son sistemas MAP 

tetraméricos con el fragmento Lys–Gly-COOH en su punto focal, con la diferencia 

de que la protección ortogonal en 67 permite la desprotección selectiva de las 

aminas.  Los espectros RMN-1H, 1H-13C-{HSQC} y HPLC-MS(ESI) de 65 y 67 se 

muestran en la Figura 2.40, en comparación con sus análogos de generación 1, 

61* y 64*. La formación de 65 se observa en el espectro por la desaparición de 

las señales debidas al grupo activante NHS y la aparición de la señal debida al 

grupo metileno a(Gly) a 4.00 ppm. Respecto a su análogo G1 (61*), las señales de 

los grupos metileno de las unidades de lisina aumentan su proporción respecto 

a la señal del Boc, pasando de 1 a 1.5 protones metilénicos por grupo Boc, pero 

los desplazamiento son similares, encontrando las desviaciones más acusadas 

en los grupos más cercanos al punto focal, de acuerdo con la unión a la glicina. 

Los valores de ESI están de acuerdo con los hallados en la bibliografía para la 

preparación de 65 mediante una ruta alternativa,92 donde el grupo -COOH se 

encuentra protegido hasta el último paso. Para el caso del dendrón 67, el 

espectro varía de forma análoga respecto a 64*. En relación con los espectros de 

HPLC, la mayor polaridad del dendrón 67 respecto al 65 debido a los grupos 

TFA se avala por la aparición del pico a menor tiempo de retención (Cap. 4), al 

igual que ocurría con 64* respecto a 61*.  
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Esquema 2.15 Ruta convergente de síntesis de los dendrones polilisina G1-G3, mediante 

reacciones de (i) activación, (ii) protección/desprotección y (iii) acoplamiento. 

 

 La desprotección total del dendrón 65 conduce a G2-[(NH3X)4]-G-OH 

(66), mientras que la desprotección selectiva de 67 conduce a G2-

[(NH3X)2(TFA)2]-G-OH (68) (Esq. 2.15), ambos utilizados para la preparación de 

la siguiente generación de dendrones mediante acoplamiento convergente. En 

ambos casos, la desprotección puede realizarse con ácido trifluoroacético 

(X=TFA) o ácido clorhídrico (X=Cl), aunque en el primer caso siempre queda 

TFA retenido en el producto final. Los valores de tiempo de retención en HPLC 

(RT = 6.5 min (66) y 12.4 min (68)) exponen un claro aumento de la polaridad 

de los compuestos. Además, sus espectros RMN-1H muestran la desaparición de 

las señales correspondientes a los grupos -NHBoc, y un desplazamiento del 

resto de señales debido a la formación de los grupos -NH3+. 

 

 La desprotección selectiva en 68 permite preparar dendrones de 

generación 2.5, como G2.5-[(Boc)2(TFA)4]-G-OH (69). Sin embargo, la 

desprotección total en 66 conduce a la síntesis los dendrones de generación 3 G3-

[(Boc)8]-G-OH (70) y G3-[(Boc)4(TFA)4]-G-OH (71) (Fig. 2.41), mediante la 

reacción con 4 eq. de 61* o 64*, respectivamente. La caracterización de 69-71 

se llevó a cabo mediante HPLC-MS(ESI), obteniendo valores de RT de 22.1 (69), 

23.1 (71) y 25.8 (70) min, que aumentan claramente al crecer la apolaridad de 

la molécula debido al distinto número de los grupos protectores en cada una. 
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Figura 2.41. Estructura química de los dendrones polilisina de tercera generación, con 

protección total (70) u ortogonal (71). 

   

 Los dendrones presentados permiten la preparación de grandes 

generaciones mediante una estrategia de crecimiento exponencial doble.87 La 

reacción de 66, previa desprotección total, con 4 eq. de 65* o 67* permitiría 

pasar de G2 a G4 (G4-[(Boc)16]-G-OH o G4-[(Boc)8(TFA)8]-G-OH) en un solo paso. 

Esta estrategia está siendo desarrollada en la actualidad en el grupo de 

investigación donde se realizó este trabajo. 

  

 La estrategia mostrada se presenta como un método sencillo y rápido 

para generar, de forma convergente, sistemas dendronizados tipo MAP que 

actúen como plataforma para el posterior anclaje selectivo de péptidos 

inmunogénicos y otras moléculas de interés. Estos resultados han sido 

ampliados en el Laboratorio del doctor Ulrik Boas, y serán plasmados en una 

publicación que llevará por título “Convergent synthesis of polyfunctional poly-

lysine dendrons by a novel strategy”. El potencial de estas plataformas en 

nanovacunas se describirá en el Capítulo 3 en relación con la terapia frente al 

VIH-1, iniciando una interesante línea de trabajo que implique la colaboración 

multidisciplinar de los distintos grupos de investigación. 
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3.1. INTRODUCCIÓN 

 En el Capítulo 1 se presentaron una serie de complejos metálicos con 

ligandos N-polianiónicos, que actuaban como agentes duales frente a la 

infección por el VIH, al prevenir y también tratar dicha infección. Como 

continuación a ese trabajo, los dendrímeros y metalodendrímeros expuestos en 

el Capítulo 2 se prepararon con el objeto de actuar en la terapia frente a este 

virus, a través de la mejora de la actividad antiviral (mediante moléculas 

multivalentes) o de la utilización de otras estrategias diferentes (nanovacunas, 

transporte de fármacos, etc.). En este capítulo se describen todas esas diferentes 

aplicaciones, exponiendo en unos casos, los resultados experimentales 

alcanzados y, en otros, las aplicaciones potenciales que podrían tener y que 

serán abordadas por el grupo de investigación donde se ha realizado este 

trabajo en un futuro próximo. Asimismo, se muestra un estudio de modelaje de 

los sistemas dendríticos más importantes, que determina su configuración más 

estable mediante la situación de mínima energía y que permite relacionarla con 

su potencial aplicación biológica.  

3.1.1. Objetivos del capítulo 

 Los objetivos de este Capítulo 3 son los que se enumeran a continuación: 

 Evaluar la biocompatibilidad y capacidad inhibitoria frente a la infección por 

el VIH de los dendrímeros y metalodendrímeros PPI polianiónicos descritos 

en el Capítulo 2. Este objetivo se llevó a cabo en el Laboratorio de 

Inmunobiología Molecular del Hospital General Universitario Gregorio 

Marañón, que dirige la codirectora de esta Tesis Doctoral, la Dra. Mª Ángeles 

Muñoz-Fernández.  

 Proponer un posible mecanismo de acción del resto de sistemas dendríticos 

más importantes descritos en el Capítulo 2.     
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3.1.2.  Antecedentes bibliográficos 

 Tal y como se expuso en el capítulo introductorio de esta Memoria, los 

dendrímeros poseen un amplio abanico de propiedades químicas interesantes. 

Por un lado, presentan múltiples grupos funcionales accesibles en su superficie, 

que pueden utilizarse para conjugar moléculas biológicamente interesantes. Por 

otro lado, se conocen métodos que permiten la precisa heterofuncionalización 

de los grupos superficiales. Asimismo, los dendrímeros son altamente 

biocompatibles y las características de interacción con la membrana celular 

vienen determinadas por su tamaño y carga superficial.  

 

 También se comentaron con detalle las diferentes aplicaciones de 

sistemas dendríticos en relación con el campo de la biomedicina. Dada la 

amplitud de esta materia, a continuación se concretarán los antecedentes 

bibliográficos de dendrímeros y metalodendrímeros en terapia frente a la 

infección por el VIH. 

 

3.1.2.a. Dendrímeros y metalodendrímeros como agentes antivirales 

en terapia frente al VIH 

 El proceso de infección por el VIH se desencadena por la interacción de 

las proteínas de la envuelta viral con los receptores, correceptores y otras 

moléculas de la superficie celular, como lípidos complejos (galactosilceramida, 

esfingolípidos), que se utilizan para una unión y/o entrada viral eficientes.1 Los 

dendrímeros que actúan impidiendo este paso presentan esqueletos de distinta 

naturaleza, pero están funcionalizados principalmente con tres tipos de 

moléculas: azúcares, grupos aniónicos o péptidos,2 como se detalla a 

continuación.  
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 Los glicodendrímeros son el grupo más común de dendrímeros probados 

como antivirales. En general, se encuentran decorados con residuos azucarados 

análogos a los hallados en la superficie de células diana y que funcionan como 

receptores virales.3 Fosfodendrímeros cataniónicos que unen análogos de 

galactosilceramida mediante pares iónicos4-6 y dendrímeros PPI funcionalizados 

con esfingolípidos7 han mostrado importante actividad antirretroviral.  Además, 

glicodendrímeros decorados con grupos aniónicos se han presentado como 

eficientes antagonistas en ensayos in vitro, donde se ha demostrado que la unión 

del VIH-1 depende de los carbohidratos, no sólo de los grupos aniónicos. Es el 

caso de dendrímeros PPI con grupos galactosa sulfatados de manera aleatoria8 u 

otros trisacáridos aniónicos,7 o dendrímeros polilisina con celobiosa sulfatada.9 

Otra estrategia es la generación de glicodendrímeros funcionalizados con 

manosa, que compitan con el VIH por el uso de DC-SIGN, un tipo de lectinas que 

une carbohidratos expresados por el patógeno y ayudan a su infección.   

 

 Dendrímeros aniónicos de diversa naturaleza interfieren en los primeros 

pasos de la infección viral al interaccionar con el bucle V3 de la proteína gp120. 

Se ha demostrado que dendrímeros PAMAM polianiónicos10 disminuyen la 

infección de las células. Igualmente, dendrímeros polilisina decorados con 

grupos carboxilato y sulfonato, inhibieron la entrada del virus en las células in 

vitro, y en el caso del sulfonato, actuaron también sobre enzimas como la 

transcriptasa reversa y la integrasa,11, 12 al igual que porfirinas sulfonatadas.12 

Asimismo, un dendrímero polilisina, funcionalizado con grupos naftaleno 

disulfonato, el SPL7013, ha mostrado actividad microbicida en uso tópico 

vaginal y actualmente se encuentra en ensayos clínicos en fase III (VivaGel).13 

Dendrímeros carbosilano funcionalizados con grupos aniónicos han probado 

también su eficacia, como el prometedor G2-S16 preparado en nuestro grupo de 

investigación,14, 15 que presenta 16 grupos sulfonato en su periferia y actúa 

inhibiendo la infección por el VIH en diversas líneas celulares.  
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 Los dendrímeros funcionalizados con péptidos como agentes antivirales 

es el grupo que menos atención ha recibido. La unión a un dendrímero polilisina 

de un péptido sintético conteniendo una secuencia del bucle V3 de la proteína 

viral gp120 permite la inhibición de la infección viral in vitro, a diferencia del 

péptido libre,16 mediante la interferencia en la interacción del virus tanto con 

glicoesfingolípidos como con los correceptores en la superficie celular.17, 18 

Dendrímeros derivatizados con péptidos similares del bucle V3 han sido 

evaluados como candidatos para el desarrollo de vacunas,19 demostrando que 

los dendrímeros son mejores inmunógenos que otros transportadores 

macromoleculares.  

 

 En el caso de los metalodendrímeros, el espectro de aplicación se amplía 

debido a las diferentes propiedades de los metales,20 que modulan la actividad 

de las macromoléculas dendríticas donde se hallan anclados. Es el caso de los 

complejos de cobre derivados de dendrímeros carbosilano aniónicos, 

previamente sintetizados en nuestro grupo de investigación, donde 

demostramos que el anclaje del metal mejora la actividad antiviral frente al VIH 

del dendrímero por sí solo.21 Otros metalodendrímeros con posibles 

aplicaciones antivirales son los de naturaleza aniónica basados en 

cobaltabisdicarbolido.22-24  

3.1.2.b. Dendrímeros como transportadores de moléculas 

biológicamente activas en terapia frente al VIH 

 En la terapia frente al VIH,25 el transporte dendrítico de moléculas 

también se realiza mediante distintos tipos de unión. Por un lado, la asociación 

no covalente se basa en una gran variedad de interacciones como enlaces de 

hidrógeno, uniones electrostáticas, fuerzas de Van der Waals e interacciones 

hidrofóbicas. Por otro lado, la unión covalente utiliza enlaces biodegradables, 

principalmente para la unión de fármacos hidrofóbicos, evitando así la baja 

carga de fármaco que resultaría de una estrategia no covalente.  
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 La encapsulación en el interior del dendrímero ha sido la estrategia 

seguida para aumentar la absorción de los inhibidores de transcriptasa inversa 

lamivudina o efavirenz, mediante dendrímeros G5-PPI funcionalizados con 

grupos manosa en la periferia, al dirigirlos a receptores de lectina en la 

superficie de macrófagos. 26, 27  

 

 La interacción electrostática en la periferia permite el transporte de 

moléculas biológicamente activas con carga positiva o negativa mediante 

dendrímeros iónicos. En la terapia frente al VIH, esta estrategia se utiliza 

principalmente para el transporte de material génico mediante dendrímeros 

catiónicos. La terapia génica antisentido incluye ribozimas, oligonucleótidos y 

siRNA, cuyo objetivo es conseguir células resistentes al VIH mediante la 

introducción de material genético recombinante que interfiera con la infección 

y/o replicación del VIH. Sistemas dendríticos de naturaleza PAMAM,28 PPI,29, 30 

fosforada31 y carbosilano32-36 transportan oligonucleótidos y siRNA anti-VIH 

mediante interacciones electrostáticas, protegiéndolos de la degradación 

enzimática.  

 

 La conjugación de fármacos mediante enlace covalente en la periferia del 

dendrímero persigue el transporte de los agentes terapéuticos a tejidos 

específicos, con el fin de reducir efectos sistémicos y aumentar la eficacia en el 

lugar de acción. La funcionalización puede ser completa o parcial, con el fin de 

unir otras moléculas de interés (unidades directoras, sondas fluorescentes). Por 

ejemplo, dendrímeros PPI con tuftusina (tetrapéptido natural activador de 

macrófagos) conjugada,37 aumentan la absorción de efavirenz hasta 34.5 veces.   

 

 La eficacia de la estrategia de unión covalente recae en la estabilidad de 

los conjugados hasta alcanzar su diana. Una liberación prematura o una excesiva 

estabilidad del conjugado conducirán a una inefectividad del sistema de 

transporte. Por lo tanto, el fármaco debe unirse al dendrímero (directamente o 
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mediante un espaciador) mediante enlaces química o enzimáticamente lábiles. 

Entre los enlaces utilizados, destacan los grupos amido o éster,38-41 disulfuro42, 43 

u otros (hidrazona, ácido láctico, dietilenglicol, etc.),44 para el transporte de una 

gran diversidad de fármacos. Los conjugados formados directamente mediante 

enlace amido no son adecuados para el desarrollo de pro-fármacos, debido a su 

alta estabilidad química y enzimática,40 mientras que los conjugados tipo éster 

muestran liberación dependiente del pH.45   

 

 Uno de los fármacos más habituales para su estudio de transporte 

mediante plataformas dendríticas ha sido el ibuprofeno. El transporte mediante 

dendrímeros PAMAM ha sido estudiado por diversos autores como Kolhe46, 47 y 

Kurtoglu45 analizando las diferencias entre la encapsulación física, el transporte 

mediante interacción electrostática y la conjugación mediante distintos enlaces 

(amido, éster o espaciador). Así, han demostrado que la encapsulación produce 

una baja carga de fármaco y una liberación no controlada; que los complejos 

electrostáticos presentan una alta carga de fármaco, estabilidad en agua y 

metanol, liberación ralentizada y actividad antiinflamatoria en ensayos in vitro; 

y que los conjugados covalentes son más estables in vivo, prolongando así la 

circulación del fármaco y la liberación en tejido, más eficaces al aumentar el 

transporte celular y producen una rápida respuesta farmacológica. En cuanto al 

enlace covalente, demostraron que los conjugados tipo éster muestran 

liberación dependiente de pH, mientras que los amido son muy estables a todos 

los valores de pH ensayados; además, los conjugados dendrímero-ibuprofeno 

sin espaciadores son estables frente a la hidrólisis enzimática debido a efectos 

estéricos.  
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3.1.2.c. Dendrímeros como coadyuvantes en nanovacunas en terapia 

frente al VIH 

 Las vacunas son la solución ideal para el control de enfermedades 

infecciosas. En el caso del VIH-1, su desarrollo es un gran desafío, debido a su 

extraordinaria diversidad, su capacidad para evadir respuestas inmunes 

adaptativas o el establecimiento temprano de reservorios virales latentes. 

Distintas estrategias han sido utilizadas en vacunas frente al VIH-148-50 (Fig. 3.1). 

 

  

Figura 3.1. Diferentes estrategias en el desarrollo de vacunas frente al VIH-1 

(modificado de Gorry y col.).51 

 

 Entre las estrategias tradicionales, se encuentran los virus vivos 

atenuados, los virus muertos y las subunidades proteicas, limitados por motivos 

de seguridad o eficacia. Entre las estrategias novedosas se incluyen los péptidos 

sintéticos y las vacunas de ADN plasmídico (ambos dependientes de adyuvantes 

o sistemas de transporte que mejoren su eficacia), y los vectores recombinantes 

vivos (especialmente virales) que expresen antígenos del VIH-1. El único 
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candidato que ha conseguido completar un ensayo clínico de fase III (RV144)50 

combina estas estrategias: vacuna ALVAC HIV (vector viral que contiene 

versiones genéticamente modificadas de tres genes virales ENV, GAG y POL) y 

AIDSVAX B/E (proteína gp120 modificada genéticamente).   

 

  Actualmente, se está prestando una gran atención al desarrollo de 

vacunas basadas en péptidos sintéticos, ya que presentan ventajas obvias como 

su gran seguridad, bajo coste, facilidad de manejo y almacenamiento, y 

especialmente, su diseño exclusivo frente a dianas específicas difícilmente 

accesibles al sistema inmune. Estos péptidos permiten la producción de 

anticuerpos capaces de neutralizar el virus antes de que infecte a las células, 

mediante la unión específica a las proteínas de la envuelta gp120 y gp41. Sin 

embargo, la envuelta del VIH es poco inmunogénica y genéticamente diversa, y 

la producción de anticuerpos hacia epítopos específicos a través de la 

vacunación no es sencilla. Aunque sí se han observado sitios vulnerables en la 

envuelta del VIH que se conservan en múltiples cepas, como el sitio de unión 

gp120-CD4 o regiones concretas en gp41 y gp120,52 los inmunógenos de las 

vacunas deben ser adaptados según la diversidad del VIH o deben presentar 

múltiples antígenos para provocar una respuesta más amplia. 

 

   Tradicionalmente, esta respuesta amplia se conseguía mediante la 

conjugación del antígeno a una proteína transportadora, como albúmina u 

ovoalbúmina. En la actualidad, se consigue mediante la utilización de formas 

mejoradas de presentación al sistema inmune de epítopos sintéticos,19 que 

incluyen dendrones MAP,53 dendrímeros,54 lipopéptidos,55, 56 polímeros,57, 58  

conjugación a transportadores como proteínas o polímeros sintéticos,59, 60 o 

asociación a liposomas.61  

  

 Los dendrímeros proporcionan plataformas multivalentes 

molecularmente definidas para producir conjugados con pequeños 
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inmunoestimuladores y/o antígenos. La unión covalente permite una exposición 

multivalente de los antígenos, sin inducir respuestas adversas en el hospedador, 

como reacciones inmunes o inflamatorias. Además, como transportadores, las 

macromoléculas dendriméricas se consideran soportes inmunológicamente 

inertes. Entre los sistemas dendríticos, el sistema Péptido Antigénico Múltiple 

(MAP) es el más investigado con propósitos de inmunización y vacunas hasta el 

momento, y su estructura fue descrita en el Capítulo 2. Las múltiples 

posibilidades en su preparación permiten el anclaje de diversos epítopos de 

interés en una misma estructura. En terapia frente al VIH, se han utilizado 

dendrímeros polilisina con celobiosa que unen oligopéptidos acíclicos del VIH y 

actúan como nanovacunas.62 

3.1.2.d. Metalodendrímeros para el seguimiento de la terapia frente 

al VIH mediante técnicas de imagen 

 Aunque existen numerosos ejemplos de metalodendrímeros utilizados 

en técnicas de imagen para el tratamiento de diversas enfermedades (ver 

Introducción), no existen ejemplos concretos en la terapia frente al VIH. Algunos 

sistemas que podrían utilizarse frente a este virus podrían ser glicodendrímeros 

capaces de unir diferentes metales (Ru, Zn, Al, Gd), utilizados como biosensores 

de lectina63, 64 aptos para su seguimiento mediante fluorescencia o transferencia 

electrónica fotoinducida (PET) durante el tratamiento antiviral; o 

nanopartículas metálicas65 decoradas con azúcares u otros polímeros donde el 

siRNA puede ser externamente conjugado, que además permiten el seguimiento 

de  la biodistribución mediante resonancia magnética. 
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3.2. PROPIEDADES ANTIVIRALES FRENTE AL VIH   

3.2.1. Introducción 

 En la infección por el VIH, el virus debe atravesar dos barreras antes de 

llegar a las células diana en el nódulo linfático (Fig. 3.2). La primera es el epitelio 

cervicovaginal, modelada mediante las líneas celulares adherentes de útero y 

vagina, Hec-1A y VK-2/E6E7, respectivamente. La segunda son las células 

sanguíneas, modeladas mediante cultivo primario de Células Mononucleares de 

Sangre Periférica (CMSP), células aisladas de sangre de donante sano a través de 

un procedimiento de gradiente de Ficoll. Sus características de cultivo primario 

permiten el estudio en condiciones más fisiológicas, a diferencia de otras líneas 

celulares, como por ejemplo MT-2, utilizadas en el Capítulo 1 de esta Memoria.  

 

Lumen vaginal

Epitelio submucosa

Nódulo linfático

VIH
Célula epitelial 
cervicovaginal

Célula de 
Langerhans

Macrófago
Célula T CD4+

Célula dendrítica 
inmadura
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Figura 3.2. Proceso de infección del VIH, desde su entrada vía vaginal hasta alcanzar el 

nódulo linfático (modificado de Wu y col.66). 
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 Los dendrímeros con esqueleto PPI preparados en el Capítulo 2 

presentan grupos aniónicos terminales que les hacen posibles candidatos como 

inhibidores de la entrada del virus en la célula. Además, su capacidad para 

coordinar metales en su estructura podría modular esta actividad inhibitoria.  

3.2.2. Metalodendrímeros PPI con núcleo EDA funcionalizados con 

grupos sulfonato y carboxilato 

 Los compuestos utilizados en este estudio fueron los dendrímeros PPI 

con grupos sulfonato terminales 37 (G1S), 38 (G2S) y 39 (G3S), y con grupos 

carboxilato terminales 41 (G1C), 43 (G2C) y 45 (G3C). Además, se generaron sus 

metalodendrímeros derivados de níquel, cobalto, cobre y zinc, a distintas 

proporciones dendrímero:metal (D:M), de acuerdo con la saturación de las 

distintas posiciones de coordinación de su estructura (Cap. 2): G1, proporciones 

1:1, 1:3 y 1:5; G2, proporciones 1:1, 1:5 y 1:9; y G3, proporciones 1:1, 1:9 y 1:17. 

 

 Inicialmente, se evaluó la biocompatibilidad de todos los compuestos y 

posteriormente se realizaron diversos ensayos relacionados con su capacidad 

para inhibir la infección del VIH en distintas condiciones. 

3.2.2.a. Ensayos de biocompatibilidad 

 La evaluación de la toxicidad de los compuestos en células Hec-1A y VK-

2 se realizó mediante ensayo MTS (similar al ensayo MTT, ver Cap. 4). Se 

sembraron las células a una densidad de 30.000 células/pocillo y 24 h después, 

se trataron con los compuestos durante otras 24 h adicionales. Tras eliminar el 

sobrenadante del cultivo, se incubaron con la disolución de MTS durante 2 h y se 

midió la absorbancia de cada pocillo. En el caso del tratamiento con 

metalodendrímeros, es necesario retirar todo el sobrenadante y añadir la 

disolución MTS sobre medio nuevo, debido a la interferencia de los iones 

metálicos sobre el compuesto reducido de MTS. 
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 En CMSP, sin embargo, se realizó a través de un ensayo MTT (Cap. 4). Las 

células se sembraron a una densidad 200.000 células/pocillo, y se trataron con 

los dendrímeros durante 24 h. Tras centrifugar y eliminar el sobrenadante del 

cultivo, las células se incubaron con la disolución de MTT durante 4 h. De nuevo 

se centrifugaron y al pellet celular (sedimento) se añadió DMSO para disolver los 

cristales de formazán y medir la absorbancia de cada pocillo.  

 Dendrímeros 

 La toxicidad de los dendrímeros se evaluó a concentraciones crecientes 

de 1, 5, 10 y 20 M, en las distintas células (Fig. 3.3).  
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Figura 3.3 Evaluación de la toxicidad de los dendrímeros en VK-2 y Hec-1A (ensayo 

MTS) y CMSP (ensayo MTT), a concentraciones de 1, 5, 10 y 20 M. Controles: sólo 

células, dextrano 10 M y DMSO 10%.  

 

 En las líneas epiteliales (VK-2 y Hec-1A) no existen indicios de toxicidad 

para ningún compuesto. Tan sólo aparecen con una viabilidad del 80% algunos 

dendrímeros carboxilato a concentración de 20 M en CMSP, de modo que para 

asegurar la total biocompatiblidad, la concentración de trabajo se estableció en 

10 M. En el caso de dendrímeros sulfonato, la biocompatibilidad es aún mayor, 

pero se toma el mismo límite para facilitar la comparación entre ambas familias.   
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 Metalodendrímeros 

 Una vez establecido el límite de seguridad de 10 M, se evaluó la 

biocompatibilidad de los derivados metálicos de Ni, Co, Cu y Zn de los 

dendrímeros precursores, a las distintas proporciones dendrímero:metal. 

Además, los valores se compararon con las sales metálicas: NiBr2, CoCl2, CuCl2 y 

ZnSO4, a la máxima concentración utilizada en cada ensayo, para analizar el 

efecto de la coordinación del ión metálico en la estructura dendrítica. El estudio 

se llevó a cabo en Hec-1A (Fig. 3.4), VK-2 (Fig. 3.5) y CMSP (Fig. 3.6). 
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Figura 3.4 Ensayo MTS en células Hec-1A de los dendrímeros con grupos carboxilato y 

sulfonato con metales a las distintas proporciones D:M. Controles: sólo células, dextrano 

10 M, DMSO 10% y los correspondientes controles metálicos a 170 M.  
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 En Hec-1A (Fig. 3.4), todos los compuestos probados, tanto dendrímeros 

como metalodendrímeros son biocompatibles. En la mayoría de los casos, la 

coordinación de los iones metálicos al dendrímero supone aumentar su 

biocompatibilidad de manera destacada en relación con los iones metálicos 

libres. Se observa, además, que los derivados de segunda generación presentan 

una biocompatibilidad por encima de sus análogos de primera y tercera 

generación, lo que les conforma como candidatos ideales para los siguientes 

experimentos. 

 

 Para corroborar los resultados obtenidos en Hec-1A, se repitió el 

experimento en células VK-2 (Fig. 3.5), tan sólo para los derivados de segunda 

generación. De nuevo, todos los compuestos probados son biocompatibles, a 

excepción del control ZnSO4 y el complejo 38-Zn9, ambos con una concentración 

de Zn2+ de 90 M. Además, la coordinación de los iones metálicos al dendrímero 

supone aumentar su biocompatibilidad de manera destacada en relación con los 

iones metálicos libres, incluso para el caso del compuesto tóxico.  
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Figura 3.5. Ensayo MTS en células VK-2 de los dendrímeros G2 carboxilato y sulfonato 

con metales a las distintas proporciones D:M. Controles: sólo células, dextrano 10 M, 

DMSO 10% y los correspondientes controles metálicos a 90 M.   
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 Finalmente, la toxicidad de los metalodendrímeros se evaluó en CMSP, 

mediante ensayo MTT, y los resultados se muestran en la Figura 3.6. La mayoría 

de los compuestos probados no presenta indicios de toxicidad a excepción de 

algún caso, que se encuentra en el límite, y los compuestos carboxilato 45-Co17 y 

sulfonato 39-Co17. De nuevo, los derivados sulfonato son ligeramente menos 

tóxicos que los carboxilato, y la coordinación del metal al dendrímero aumenta 

la biocompatibilidad del producto final. 
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Figura 3.6. Ensayo MTT en CMSP de los dendrímeros carboxilato y sulfonato con 

metales a las distintas proporciones D:M. Controles: sólo células, dextrano 10 M, DMSO 

10% y los correspondientes controles metálicos a 170 M.  
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3.2.2.b. Ensayos de inhibición de la infección por el  VIH 

1) Modelo de la primera barrera: Hec-1A y VK-2 

 A pesar de que las células epiteliales apenas son infectadas por el VIH, 

son la primera línea de defensa frente a esta infección, por lo que es importante 

realizar un estudio completo de la actividad inhibitoria de los compuestos en un 

modelo de esta primera barrera, como son las líneas celulares Hec-1A y VK-2. 

Una capacidad antiviral efectiva en esta barrera supone una disminución de las 

probabilidades de infección de las células diana del virus en pasos posteriores.  

a. Inhibición en Hec-1A: tiempo total a 24 y 72 h  

 La capacidad inhibitoria de los dendrímeros se ensayó a un tiempo de 

pre-tratamiento de 1 h (Fig. 3.7). El protocolo estándar seguido fue el siguiente: 

las células Hec-1A se sembraron a una densidad de 30.000 células/pocillo en 

una placa de 96 pocillos con medio completo y 24 h después se pre-trataron con 

los compuestos durante el tiempo seleccionado. Posteriormente, se infectaron 

con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 (100 ng/106 céls.) durante 2 h 30 min, se 

lavaron con PBS y tras añadir medio nuevo, se incubaron a 37C y 5% CO2. 24  y 

72 h después de la infección, se recogió el sobrenadante de cultivo y se evaluó la 

producción de Ag p24 mediante ELISA (INNOTEST® HIV antigen mAb, kit 

comercial). El valor obtenido es proporcional a la cantidad de partículas virales 

y permite cuantificar la infección en cada muestra. Como controles, se utilizaron 

células infectadas sin tratar (control positivo de la infección, utilizado como 

referencia del 100%), Suramin y T-20 (fármacos comerciales que actúan en las 

primeras etapas del ciclo viral, los pasos de entrada, utilizados como controles 

positivos de inhibición de la infección), y los controles metálicos (NiBr2, CoCl2, 

CuCl2 y ZnSO4, que permiten detectar las diferencias en la inhibición entre el ión 

metálico libre y coordinado en la estructura dendrítica).  
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Figura 3.7. Producción de Ag p24 en Hec-1A a 24 h (claro) y 72 h (oscuro) tras pre-

tratar durante 1 h las células con los compuestos (10 M). Controles: células sin tratar, 

Suramin 10 M, T-20 20 M y controles metálicos a 90 M. La infección se realizó con el 

aislado viral X4 VIH-1NL4.3. Los resultados son la media de 2 experimentos. La 

comparación estadística se realizó respecto al dendrímero solo [p<0.01 (***), <0.05 (**), 

<0.1(*) y <0.2 ()], y éste se comparó con las células sin tratar [p<0.01 (), p<0.05 ()].   

 

 A 24 h, los dendrímeros G2S (38) y G2C (43) en su forma de sal sódica 

presentan una inhibición del 50% y 30%, respectivamente, aumentando su 

eficacia un 10% a 72 h. En los complejos metálicos, el efecto inhibitorio 

disminuye al aumentar la proporción de metal, probablemente debido a que los 

grupos aniónicos se van encontrando menos disponibles para su acción. A 24 h, 

los complejos carboxilato 1:1 presentan una inhibición de 80% (Co y Zn) y 90% 

(Cu), mientras que los sulfonato muestran actividades del 40% (Co) y 60% (Cu y 

Zn). Los derivados de Ni disminuyen la capacidad inhibitoria del dendrímero 

por sí solo, por lo que se descartan para los siguientes estudios. Tras 72 h, los 

complejos de Ni y Co aumentan su capacidad inhibitoria, alcanzando un nivel del 

95-100% para los derivados de Co. Esta tendencia se mantiene para los 

complejos sulfonato de Cu y Zn, mientras que en los análogos carboxilato 

disminuye ligeramente su actividad. En todos los casos, la inhibición de los 

metalodendrímeros es mayor que la de los controles metálicos y comerciales.      
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b. Inhibición en Hec-1A: optimización del tiempo de pre-

tratamiento 

 El tiempo de pre-tratamiento se optimizó mediante un estudio 

comparativo a 30 min y 1 h, a través del protocolo estándar, con un tiempo final 

de tratamiento de 24 h. Los resultados se muestran en la Figura 3.8.  
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Figura 3.8 Producción de Ag p24 en Hec-1A a 24 h, con tiempos de pre-tratamiento con 

los compuestos (10 M) de 30 min (claro) y 1 h (oscuro). Controles: células sin tratar, 

Suramin 10 M, T-20 20 M y controles metálicos a 90 M. La infección se realizó con el 

aislado viral X4 VIH-1NL4.3, específico del correceptor CXCR4. Los resultados son la media 

de dos experimentos independientes. La comparación estadística se ha realizado 

respecto al dendrímero solo [p <0.01 (***), <0.05 (**), <0.1 (*) y <0.2 ()], y éste se 

comparó con las células sin tratar [p<0.01 (), p<0.05 ()].   

 

 La eficacia de los dendrímeros por sí mismos es elevada con un pre-

tratamiento de 30 min (45% en G2C y 50% en G2S), y ésta se mantiene o 

disminuye ligeramente al aumentar el tiempo de pre-tratamiento. Sin embargo, 

para el caso de los metalodendrímeros, la inhibición es bastante mayor al pre-

tratar durante 1 h. Se concluye, por tanto, que un pre-tratamiento de 30 min es 

suficiente para que los dendrímeros ejerzan su máxima actividad inhibitoria, 

pero es necesario aumentar este tiempo para alcanzar las mejores cotas en los 

derivados metálicos. El tiempo óptimo de pre-tratamiento se estableció en 1 h. 
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c. Estudio de la especificidad por los correceptores 

 Los anteriores ensayos de inhibición se han llevado a cabo con aislados 

virales X4 VIH-1NL4.3, los cuales dan una idea de la actividad de los distintos 

compuestos en virus que actúan preferentemente a través del correceptor 

CXCR4. Sin embargo, es interesante evaluar también la actividad de los mismos 

sobre virus que actúen a través del correceptor CCR5, para poder determinar la 

especificidad de los compuestos por uno, otro o ambos correceptores.  

 

 Para ello, se realizó un ensayo análogo mediante el protocolo estándar 

con pre-tratamiento de 1 h y tiempo total de 24 h, con la diferencia de que la 

infección se realizó con el aislado viral R5 VIH-1BAL. Los resultados se muestran, 

de forma comparativa, en la Figura 3.9.  
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Figura 3.9 Producción de Ag p24 en Hec-1A a 24 h tras pre-tratar las células con los 

compuestos (10 M) durante 1 h, e infectarlas con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 (claro) o 

R5 VIH-1BAL (oscuro). Controles: células sin tratar, Suramin 10 M, T-20 20 M y 

controles metálicos a 90 M. Los resultados son la media de dos experimentos 

independientes. La comparación estadística se ha realizado respecto al dendrímero solo 

[p <0.01 (***), <0.05 (**), <0.1 (*) y <0.2 ()], mientras que el dendrímero se comparó 

con las células sin tratar [p<0.01 (), p<0.05 ()].   
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 En la gráfica se aprecia que, en general, el efecto inhibitorio de los 

compuestos es mayor si el virus actúa a través del correceptor CXCR4, excepto 

en el caso de los compuestos de níquel. Este dato es llamativo, ya que los 

compuestos de níquel no presentan ninguna inhibición del VIH a través de 

CXCR4. Además, cuando el correceptor es CCR5 se mantiene la tendencia 

observada en CXCR4, disminuyendo la inhibición al aumentar la cantidad de 

metal en la estructura dendrítica. En relación con el metal utilizado, se puede 

decir que derivados de Co son más activos frente el correceptor CXCR4, los de Ni 

por el correceptor CCR5, y que los de Cu y Zn actúan en ambos. Esta tendencia 

no se había observado en los ensayos realizados con complejos metálicos de 

generación cero, y puede estar relacionada con la estructura dendrítica.     

d. Estudio de la internalización del virus en Hec-1A 

 El proceso de internalización viral en células epiteliales permite, por un 

lado, desencadenar la infección, y por el otro, permitir la transmisión a otras 

células. Los compuestos que actúan impidiendo este proceso paralizan la 

infección a nivel de la primera barrera, con el gran interés que ello supone. En el 

estudio de internalización del virus en células Hec-1A, se cuantificó la cantidad 

de Ag p24 dentro de las células mediante dos técnicas distintas (lisis celular-

ELISA y citometría de flujo) que nos permitieron corroborar la actuación 

inhibitoria de los dendrímeros en el primer paso del ciclo del VIH (Fig. 3.10). 

 

 Ambos ensayos se inician mediante el protocolo de inhibición estándar, 

sembrando las células Hec-1A en placas de 24 pocillos a una densidad de 

120.000 (lisados) o 500.000 (citometría) céls/pocillo. Tras el pre-tratamiento 

de 1 h y la infección con aislado X4 VIH-1NL4.3 durante 2 h 30 min, las células se 

lavaron repetidamente con PBS, se despegaron con tripsina y se centrifugaron 

para obtener los distintos pellet celulares.  
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 Estudio mediante lisis celular y ELISA. Los pellet celulares se lisaron con 

Tritón X-100 (0.2% en PBS), se centrifugaron, y el sobrenadante se separó 

para cuantificar la cantidad de Ag p24 mediante ensayo ELISA.  

 Estudio mediante citometría de flujo (FACS). Las células se permeabilizaron 

por incubación con Cytofix-Cytoperm durante 1 h a 4C, y tras el lavado con 

Wash Perm, las muestras se incubaron con el anticuerpo anti-p24 KC57-

FITC durante 1 h, a 4C en oscuridad. De nuevo, las células se lavaron con 

Wash Perm repetidamente, para eliminar todo el anticuerpo que haya 

quedado unido de manera inespecífica, y se fijaron con p-formaldehído al 

2%. Tras su lavado, y resuspensión en PBS (con 2% SFB), se midió la 

fluorescencia mediante citometría de flujo de tipo FACS.  

 

 Los resultados de ambos ensayos de internalización (ELISA líneas 

continuas, FACS líneas discontinuas) se exponen en la Figura 3.11 de forma 

comparativa. Los datos obtenidos corroboran los resultados encontrados en los 

anteriores ensayos de inhibición, demostrando que los compuestos además 

impiden la internalización del virus en las células. El ensayo ELISA muestra que 

los dendrímeros G2S y G2C, en sus formas de sal sódica, presentan cotas de 

inhibición entre el 20-30%, que aumentan hasta niveles de 55% en algunos 

derivados metálicos. De nuevo, la inclusión del ión metálico en la estructura 

dendrítica aumenta su eficacia notablemente, como puede deducirse de la 

comparación con los controles metálicos para cada una de las técnicas. Además, 

ciertos compuestos producen una inhibición de la internalización del VIH en un 

mayor grado que los antirretrovirales comerciales Suramin y T-20. Del conjunto 

de ambas técnicas parece intuirse de nuevo una tendencia donde al aumentar la 

proporción de metal, la inhibición de la internalización del virus disminuye. 
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Figura 3.10 Representación de las técnicas utilizadas para la evaluación de la 

internalización del virus (medida Ag p24) en Hec-1A tras pre-tratar las células con los 

compuestos.   
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Figura 3.11 Inhibición de la internalización del virus (medida Ag p24) en Hec-1A tras 

pre-tratar las células con los compuestos (10 M) durante 1 h, comparativa de 

resultados obtenidos mediante ELISA y FACS. Controles: células solas, Suramin 10 M, 

T-20 20 M y controles metálicos a 90 M. La infección se realizó con el aislado viral X4 

VIH-1NL4.3, específico del correceptor CXCR4. Los resultados son la media de uno (FACS) 

o dos experimentos independientes (ELISA).  
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 En el análisis mediante citometría de flujo, se evaluó la fluorescencia de 

las células permeabilizadas y marcadas con el anticuerpo fluorescente anti-p24 

KC57-FITC. Los histogramas obtenidos se muestran en la Figura 3.12, tomando 

como controles células no infectadas marcadas (en rojo) y células infectadas por 

el VIH marcadas (en naranja y negro). La disminución en la fluorescencia en el 

interior de las células tratadas con los compuestos es indicativa de una 

inhibición de la internalización del virus. Los valores de los histogramas 

cuantificados se muestran en la Figura 3.11, y parecen presentar una tendencia 

similar a la hallada mediante lisado y ELISA. A pesar de que los resultados 

obtenidos mediante citometría de flujo (Fig. 3.12) aportan valores menores de 

inhibición debido a la distinta naturaleza de la técnica de medida, en general se 

observa una tendencia similar mediante las dos técnicas. 
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Figura 3.12 Histogramas obtenidos mediante FACS donde se representa la 

fluorescencia interna de las células marcadas con el anticuerpo específico para la 

proteína viral p24, KC57-FITC.   
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e. Ensayo de inhibición en VK-2  

 Los anteriores ensayos se realizaron en células Hec-1A como modelo de 

la primera barrera de infección del virus. Para comprobar cuál es el 

comportamiento de los compuestos en otro tipo de células epiteliales, las VK-2, 

se realizó un ensayo de inhibición mediante el protocolo estándar, con pre-

tratamiento de 1 h y tiempo total de 24 h. El ensayo se realizó con un conjunto 

de compuestos seleccionados que presentaban cierta inhibición en células Hec-

1A, y los resultados se muestran en la Figura 3.13. Tras el análisis, se concluyó 

que el comportamiento es parecido en ambos tipos celulares; los dendrímeros 

presentan niveles de inhibición similares o incluso mayores en esta línea 

celular, mientras que los derivados metálicos la inhibición es menor en la línea 

celular VK-2 pero se mantiene la tendencia observada en la línea celular Hec-1A.  
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Figura 3.13 Producción de Ag p24 en Hec-1A y VK-2 a 24 h tras pre-tratar las células 

con los compuestos (10 M) durante 1 h. Controles: células sin tratar, Suramin 10 M y 

T-20 20 M. La infección se realizó con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3, específico del 

correceptor CXCR4. Los resultados son la media de dos experimentos independientes. 

La comparación estadística se ha realizado respecto al dendrímero solo [p <0.01 (***), 

<0.05 (**), <0.2 ()], mientras que el dendrímero se comparó con las células sin tratar 

[p<0.05 (), p<0.01 ()].   
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2) Modelo de la segunda barrera: CMSP  

 Tras demostrar la capacidad de los compuestos para inhibir la entrada 

del VIH-1 en las líneas celulares VK-2 y Hec-1A, como modelo de la primera 

barrera frente a la infección viral, se evaluó su acción en CMSP, como modelo de 

la segunda barrera. Para ello, se realizaron dos estudios diferentes para evaluar 

la capacidad preventiva (ensayo en pre-tratamiento) y terapéutica (ensayo en 

post-tratamiento) de los compuestos. Las CMSP se extrajeron de sangre de 

donantes sanos mediante un gradiente en Ficoll (Cap. 4). Tras su activación, se 

sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 200.000 células/pocillo 

en medio RPMI-1640 completo con 10% de SFB. En el ensayo de pre-

tratamiento, las CMSP se sometieron al tratamiento con los compuestos durante 

1 h. Posteriormente, las células se infectaron durante 2 h 30 min con el aislado 

viral X4 VIH-1NL4.3 (100 ng/106 células), se lavaron con PBS y se añadió medio 

nuevo. Tras 24 h, se recogió el sobrenadante y se midió la producción de Ag p24 

mediante ELISA. En el ensayo en post-tratamiento, las CMSP se infectaron 

primero durante 2 h 30 min con el aislado viral X4, y posteriormente se trataron 

con los compuestos durante 24 h. Tras este tiempo, se recogió el sobrenadante 

del cultivo y se cuantificó la producción de Ag p24. 

  

 Los resultados de ambos ensayos se presentan de manera comparativa 

en la Figura 3.14. Los dendrímeros G2S y G2C, en sus formas de sal sódica, 

producen una inhibición de 20-30%, tanto en pre como en post-tratamiento. El 

pre-tratamiento con los derivados metálicos del dendrímero carboxilato supone 

un aumento de la inhibición, especialmente para los compuestos de cobre 

(50%) y zinc (35%), mientras que para los derivados del dendrímero con 

grupos sulfonato las diferencias halladas no son significativas. De nuevo, se 

encuentra una tendencia análoga a la hallada en la línea celular Hec-1A, donde la 

inhibición disminuye al aumentar la concentración de metal, debido a la menor 

disponibilidad de los grupos aniónicos para ejercer su acción. Las tasas de 
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inhibición en pre-tratamiento son del orden o incluso mejores que los controles 

comerciales (Suramin y T-20, con una inhibición alrededor del 25%, marcado en 

la figura con una línea naranja discontinua). Para el post-tratamiento, la 

tendencia se invierte en el caso de los compuestos carboxilato, presentando una 

mayor inhibición los dendrímeros a la máxima concentración de metal. Este 

resultado está en concordancia con una mayor fortaleza del enlace, que permita 

mantener unidos los iones metálicos hasta la internalización en la célula, y su 

posterior liberación para ejercer un efecto terapéutico. En todos los casos, se 

observa un efecto sumatorio entre la actividad del dendrímero y la del ión 

metálico solo, y una actuación inhibitoria del orden del AZT utilizado como 

control (alrededor del 20%, línea verde discontinua en la Figura 3.14). 
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Figura 3.14 Producción de Ag p24 a 24 h en CMSP tratadas con los compuestos (10 

M), mediante pre-tratamiento 1 h (claro) y post-tratamiento 24 h (oscuro). Controles: 

células solas, Suramin 10 M, T-20 20 M, AZT 1 M y controles metálicos a 90 M. La 

infección se realizó con el aislado X4 VIH-1NL4.3, específico del correceptor CXCR4. Los 

resultados son la media de dos experimentos independientes. La comparación 

estadística se realizó respecto al dendrímero solo [p <0.01 (***), <0.05 (**), <0.1 (*) y 

<0.2 ()], mientras que el dendrímero se comparó con las células sin tratar [p<0.01 

(), p<0.1 ()].  
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3.2.2.c. Conclusiones y propuesta de mecanismo de acción 

 Según los resultados de los anteriores experimentos, se pueden obtener 

las siguientes conclusiones: 

 Los dendrímeros PPI con núcleo EDA y grupos sulfonato y carboxilato en la 

periferia son biocompatibles hasta una concentración de 20 M, en las 

líneas celulares (Hec-1A y VK-2) y en los cultivos primarios (CMSP) 

estudiados.  

 Los complejos metálicos de Ni, Co, Cu y Zn, preparados a partir de estos 

dendrímeros a distintas proporciones dendrímero:metal también son 

biocompatibles. La coordinación del ión metálico al dendrímero disminuye 

significativamente su toxicidad, respecto al ión libre.  

 En la línea celular Hec-1A, como modelo de la primera barrera frente a la 

infección por el VIH, el pre-tratamiento con algunos derivados de segunda 

generación durante 1 h produce tasas de inhibición de hasta un 90% a 24 h, 

que aumentan hasta alrededor del 100% a las 72 h. Para todos los metales, 

la inhibición disminuye al aumentar la proporción de ión metálico, debido a 

la saturación de los grupos aniónicos periféricos. Las mayores inhibiciones 

se producen con los compuestos 38-M1 y 43-M1, donde existe una 

cooperatividad entre los grupos aniónicos libres y el centro metálico por la 

interacción con las proteínas virales y celulares (Fig. 3.15).  

 En aislados virales X4 VIH-1NL4.3, específicos del correceptor CXCR4, los 

complejos más efectivos son los de cobalto y cobre, mientras que los 

derivados de níquel no producen ninguna inhibición. Sin embargo, para 

aislados R5 VIH-1Bal, específicos del correceptor CCR5, los complejos de 

níquel presentan cierta inhibición.  

 Los metalodendrímeros además previenen la internalización del virus 

dentro de las células, y la interacción del ión metálico en la estructura 

dendrítica potencia su actividad inhibitoria de manera destacada.  
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 En la línea celular VK-2, los ensayos realizados apuntan hacia una tendencia 

similar a la observada en la línea Hec-1A, aunque los valores de inhibición 

para los metalodendrímeros son menores en la línea celular vaginal. 

 

 

Figura 3.15 Propuesta de la interacción de los metalodendrímeros 38-M1 y 43-M1  con 

las proteínas de la superficie del VIH y, posiblemente también con los receptores y 

correceptores celulares, que impide la infección por el VIH de las células del epitelio 

vaginal y uterino. La estructura del compuesto 38-Cu1 se modeló según la situación de 

mínima energía mediante el comando MM2 del programa Chem3D Ultra.  

 

  En CMSP, el pre-tratamiento con los dendrímeros y sus complejos metálicos 

produce tasas de inhibición del orden de los inhibidores comerciales 

(Suramin y T-20), o incluso mayores en el caso de proporción 1:1 de Cu y Zn. 

De nuevo se observa una disminución de la inhibición al aumentar la 

cantidad de metal. El post-tratamiento con estos mismos compuestos 

también produce tasas de inhibición similares a la del AZT, o mayores 

(dendrímeros carboxilato de cobalto, cobre y zinc), observándose en éstos la 

inversión de la tendencia vista hasta el momento, probablemente por la 

mayor interacción con los átomos metálicos que permite una mejor 

internalización dentro de las células. 
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 Las conclusiones anteriores nos llevan a proponer un mecanismo de 

acción de estos compuestos como el que se muestra en la Figura 3.16. La 

aplicación tópica de estos compuestos permitiría inhibir la infección por el VIH a 

nivel epitelial (primeramente en células vaginales y después en uterinas), 

reduciendo además la internalización del virus en estos tipos celulares, de 

acuerdo con los experimentos de pre-tratamiento realizados en las líneas 

celulares VK-2 y Hec-1A. En el caso de que las partículas virales o las células 

infectadas llegaran al sub-epitelio, los metalodendrímeros serían capaces de 

inhibir la infección de los linfocitos T, así como reducir la infección de células ya 

infectadas, como se observó en los ensayos en pre y post-tratamiento en CMSP.  

 

 

  

Figura 3.16 Propuesta de mecanismo de acción de los metalodendrímeros estudiados 

en los distintos puntos de la infección por el VIH.  
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3.3. PERSPECTIVAS FUTURAS Y PROPUESTAS DE 

ACCIÓN DE DISTINTAS TERAPIAS FRENTE AL VIH 

3.3.1.  Propiedades antivirales de metalodendrímeros carbosilano 

funcionalizados con grupos sulfonato 

 La cuña dendrítica 29 presenta analogías con el dendrímero 37, como 

son la presencia de un núcleo coordinante de EDA y 8 grupos sulfonato 

periféricos (Fig. 3.17). Sin embargo, su diferente esqueleto dendrítico y la 

presencia de grupos hidroxietilo que potencian la coordinación en el núcleo, son 

importantes a la hora de obtener distintas actividades terapéuticas. 

 

 

Figura 3.17 Comparativa de las estructuras de los compuestos 29-Cu1 y 37-Cu1, ambas 

modeladas según la situación de mínima energía mediante el comando MM2 del 

programa Chem3D Ultra. 

 

 En el apartado anterior, se mostró que los dendrímeros funcionalizados 

con grupos sulfonato 37-39, presentan importante actividad antiviral frente al 

VIH que puede verse modulada mediante la coordinación de diversos metales. 

En el caso de 29, la coordinación puede controlarse no solo en función del punto 
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de coordinación sino también en función del tipo de ion metálico, debido a la 

presencia de átomos duros y blandos que pueden discernir en la coordinación 

de distintos metales. Además, la presencia de un esqueleto carbosilano aumenta 

la lipofilia del sistema y puede favorecer la inhibición en post-tratamiento. Por 

todo ello, se propone este sistema como posible agente antiviral frente al VIH, a 

falta de un estudio experimental que demuestre esta conjetura.    

 

 Por otro lado, los metalodendrímeros derivados del sistema 29 podrían 

ser utilizados en otras terapias (ej. cáncer). El complejo de Pt(II) con N,N’-

bis(hidroxietil)etilendiamina interacciona de manera eficaz con guanosín 

monofosfato (5’-GMP) y en su unión al ADN a pH 7.2, con un tiempo de vida 

media de 1 h.67, 68 Este complejo constituye el punto focal del dendrímero 29-

Pt5, por lo que podría esperarse un comportamiento similar de ambos, aunque 

reforzado por la presencia de otros iones Pt(II) coordinados en su periferia. Este 

sistema podría interaccionar simultáneamente con distintas bases nitrogenadas 

del ADN (Fig. 3.18) e interferir en la replicación de las células cancerígenas. El 

estudio del comportamiento de estos sistemas será abordado por el grupo de 

investigación donde se ha realizado este trabajo en un futuro próximo. 

 

 

Figura 3.18 Propuesta de mecanismo de acción del complejo de platino 29-Pt5 en la 

unión a ADN, cuya estructura ha sido modelada según la situación de mínima energía 

mediante el comando MM2 del programa Chem3D Ultra. 



Capítulo 3___________________________________________________________________________ 

 

 

 

220 

3.3.2.  Actividad antiviral mejorada de dendrímeros PPI con grupos 

aniónicos e ibuprofeno conjugado 

 El tratamiento prolongado con terapia antirretroviral de alta eficacia 

(TARGA) conduce a la aparición de resistencias y, en último término, al fallo de 

la terapia. Este fallo es principalmente resultado de mutaciones virales, pero en 

otras ocasiones son ciertos mecanismos celulares los que lo generan.69 Una 

terapia efectiva requiere alcanzar una concentración intracelular adecuada de 

fármacos antirretrovirales, la cual es controlada por procesos de influjo y eflujo 

a través de la membrana celular.70 Entre las proteínas implicadas en estos 

procesos de forma activa, se encuentra la subfamilia de proteínas de 

multiresistencia a fármacos (MRP),71, 72 y en especial sus miembros MRP-1, 4 y 5 

que transportan fármacos antirretrovirales fuera de las células mediante 

procesos activos.73 Estudios previos han demostrado que ciertos fármacos 

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs, ej. ibuprofeno o indometacina) inhiben 

la actividad transportadora de MRP4,73, 74 y que el pre-tratamiento con estos 

fármacos aumenta la efectividad de fármacos anti-VIH como zidovudine, 

lamivudine, abacavir o tenofovir.75 Además, la actividad anti-inflamatoria del 

ibuprofeno se debe a la inhibición de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), una enzima 

crucial para la producción de mediadores inflamatorios que favorecen la 

infección por el VIH.  

 

 Los dendrímeros PPI aniónicos con ibuprofeno en su estructura 59 y 60 

son candidatos para producir un efecto doble en el tratamiento frente al VIH. 

Por un lado, su actividad antiviral preventiva y terapéutica debido a los grupos 

aniónicos (ver Apartado 3.1), ha sido previamente demostrada en los ensayos 

de inhibición frente al VIH. La inclusión de iones metálicos en su estructura 

podría además modular y potenciar esta actividad. Por otro lado, la presencia de 

una molécula de ibuprofeno anclada a la periferia del dendrímero mediante un 

enlace que permite su liberación controlada, permite su transporte y liberación 
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eficaces, pudiendo contribuir no solo a la inhibición de la proteína MRP-4, sino 

también a prevenir la infección por su efecto anti-inflamatorio. Además, tal y 

como se mostró en el Capítulo 1, la eficacia de fármacos antirretrovirales 

comerciales, como el AZT, se ve aumentada hasta un 100% de inhibición al ser 

combinada con la utilización de los ligandos y complejos metálicos de 

generación 0.  

 

 Con todo ello, se proponen los sistemas dendríticos multifuncionales 59 

y 60 como agentes antivirales en el tratamiento de la infección por el VIH, a la 

espera de confirmar experimentalmente esta conjetura. Un posible mecanismo 

de acción se muestra en la Figura 3.19. Los grupos aniónicos periféricos y los 

iones metálicos producirían una unión eficaz a los receptores celulares, y la 

nanopartícula sería internalizada, para liberar el fármaco anti-VIH. Al mismo 

tiempo, la molécula de ibuprofeno se liberaría en un entorno reductor y 

bloquearía las bombas de eflujo, lo que aumentaría la concentración intracelular 

del fármaco antiviral. Además, la acción anti-inflamatoria del ibuprofeno 

actuaría de forma preventiva frente a la infección por el VIH. En conjunto, se 

daría lugar a un efecto inhibitorio mejorado. 

Fármaco anti-VIH
Dendrímero
G. Aniónico
Ibuprofeno
Ión metálico

Endocitosis

Bloqueo 
de MRP4

Aumento [ ] 
intracelular

 

Figura 3.19 Propuesta de mecanismo de acción de los dendrímeros 59 y 60 con metales 

coordinados y AZT en el medio (modificado de Davis y col.).  
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3.3.3.  Nanovacunas basadas en dendrímeros polilisina 

 Como ya se ha comentado, el sistema Péptido Antigénico Múltiple (MAP) 

es el transportador más investigado con propósitos de inmunización, actuando 

como agente coadyuvante en nanovacunas. La posibilidad de preparar un 

sistema de gran generación mediante síntesis convergente permite obtener 

moléculas con mayor grado de pureza mediante un menor número de pasos 

sintéticos. Además, la protección ortogonal de los grupos amino en la estructura 

(Fig. 3.20) permite una desprotección selectiva, que conduzca a la incorporación 

de distintas moléculas de interés en la estructura.  

   

 Los dendrones MAP descritos en el Capítulo 2 son estructuras que sirven 

como plataformas para posterior incorporación de distintas moléculas con 

interés farmacológico. La desprotección selectiva del dendrón 71 proporciona 

una estructura apta para la incorporación de distintos péptidos inmunogénicos 

(Fig. 3.21), u otras moléculas de interés. Por ejemplo, el anclaje de distintos 

epítopos específicos permitiría la producción de una respuesta inmunológica 

amplia frente al VIH; o derivados de estos dendrones con un péptido frente al 

VIH en el punto focal y diferentes grupos aniónicos en la periferia serían 

candidatos para una inhibición dirigida de la infección por el VIH, uniendo en 

una sola molécula las ventajas de los grupos inhibitorios de naturaleza aniónica 

y de naturaleza peptídica. Todas estas conjeturas se evaluarán 

experimentalmente en un futuro próximo, mediante una colaboración entre los 

diversos grupos de investigación donde se ha realizado esta Tesis Doctoral.  
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Figura 3.20 Estructuras de los dendrones polilisina de generación 3, 70 y 71, 

modeladas según la situación mínima energía mediante el comando MM2 del programa 

Chem3D Ultra. La diferencia protección de sus grupos amino terminales les confiere 

distinta disposición espacial.   

 

 

Figura 3.21 Incorporación de distintos péptidos inmunogénicos en el dendrón MAP 

generado tras la desprotección selectiva de 71. La estructura del dendrón ha sido 

modelada según la situación mínima energía mediante el comando MM2 del programa 

Chem3D Ultra.  
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3.3.4. Utilización de dendrones catiónicos para terapia génica 

 Los dendrímeros con grupos terminales catiónicos se han utilizado para 

el transporte de material génico en terapia frente al VIH. La cuña dendrítica 30 

presenta los requisitos para su utilización como transportador en terapia 

génica, mediante interacciones electrostáticas. Además, esta cuña presenta una 

mejora interesante, como es la posibilidad de anclaje selectivo de iones 

metálicos en el punto focal, puesto que la presencia de grupos amonio en la 

periferia evita la coordinación exterior. Estudios futuros evaluarán la 

posibilidad de anclaje de radionúcleos que permitan el seguimiento de dicho 

proceso de transporte hasta la célula (Fig. 3.22).  

 

 

  

Figura 3.22 Propuesta de mecanismo de acción de los posibles metalodendrímeros con 

radionúcleos derivados de 30. La estructura más estable fue determinada mediante 

cálculo de la mínima energía mediante el comando MM2 del programa Chem3D Ultra.   
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4.1. MÉTODOS Y TÉCNICAS INSTRUMENTALES 

4.1.1. Condiciones generales de trabajo 

 La mayoría de preparaciones sintéticas se realizaron bajo las 

condiciones de manipulación comunes. Sin embargo, dada la sensibilidad a 

humedad de algunos de los productos utilizados en este trabajo, las reacciones 

que conducen a su preparación fueron realizadas en condiciones de atmósfera 

inerte utilizando para ello técnicas de Schlenk en líneas de vacío/argón (argón 

de tipo UN-45 de Air-Liquide con cantidades de O2 y H2O menores de 3 ppm). 

 

 Debido a que el VIH está clasificado como agente biológico del grupo 3 

(riesgo individual elevado y poblacional bajo), los ensayos biomédicos con este 

agente se realizaron en un laboratorio con nivel de seguridad 3 y en cabinas de 

flujo laminar y con seguridad biológica de clase 3.  

4.1.2. Técnicas instrumentales 

Análisis Elemental. Los análisis cuantitativos de C, H, N y S se llevaron a cabo 

con microanalizadores LECO CHNS-932, en el Centro de Apoyo a la 

Investigación Química de la Universidad de Alcalá (CAIQ-UAH). 

 

Citometría de flujo (FACS). Esta técnica se utilizó tanto para evaluar la 

viabilidad celular mediante tinción con yoduro de propidio (Sigma), como para 

cuantificar el nivel intracelular de antígeno p24 del VIH, mediante tinción con el 

anticuerpo monoclonal KC57-FITC (Beckman Coulter Inc., Miami, Florida, USA). 

La medida de fluorescencia y el análisis se realizó en la unidad de Citometría y 

Sorter del Hospital General Universitario Gregorio Marañón utilizando el 

citómetro de flujo Coulter Epics XL (Beckman Coulter Inc., Miami, Florida, USA), 

con el asesoramiento de la Dra. Laura Díaz.  
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Difracción de Rayos X. La resolución de la estructura cristalina de los 

compuestos 3-6 la llevó a cabo la Dra. Mª Pilar Gómez-Sal del Departamento de 

Química Orgánica y Química Inorgánica de la Universidad de Alcalá, usando el 

difractómetro modelo Bruker-Nonius Kappa CCD con dispositivo de baja 

temperatura. Los datos cristalográficos se encuentran recogidos en las Tablas 

4.1 y 4.2. Las transformaciones de simetría para generar átomos equivalentes 

son: M = Co (i) -x,y,-z+3/2, y M = Zn (i) -x,y,-z+1/2. 

  4 5 6 

Fórmula 
Mr (g/mol) 
Sistema cristalino 
Grupo espacial 
a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 

α (°) 

β (°) 

γ (°) 
Volumen (Å3) 
Z 
Densidad calc. (Mg/m3) 

µMοκα (mm-1) 
T (K) 
Tamaño cristal (mm3) 

Rango θ  (°) 
Reflexiones medidas 
Reflexiones únicas [Rint] 

Completitud θ  (°) 
Bondad del ajuste en F2 
R1, wR2 (I > 2σ(I)) 
R1, wR2 (todos los datos) 
Coef. absorción (mm-1) 
Dif. máx. pico y agujero (e Å-3) 

C8H26N2CoO10S2 
433.36 
Monoclínico 
C2/c 
14.636(3) 
9.6560(10) 
12.639(2) 
90.0 
101.31(2) 
90.0 
1751.5(5) 
4 
1.643 
1.267 
200(2) 
0.5x0.4x0.4. 
3.18-27.53 
13814 
3854 [0.0837] 
27.53, 97.0% 
1.284 
0.0430, 0.1128 
0.0534, 0.1383 
1.267 
0.774 y -1.609 

C8H22N2CuO8S2  
401.94 
Monoclínico 
P21/n 
6.7947(3) 
23.313(5) 
10.547(2) 
90 
106.340(7) 
90 
1603.2(5) 
4 
1.665 
1.659 
200(2) 
0.4x0.3x0.2 
3.21-27.51 
31914 
3676 [0.1349] 
27.51, 99.7% 
1.178 
0.0719, 0.1736 
0.0933, 0.1873 
1.659 
2.806 y -1.523 

C8H26N2O10S2Zn  
439,80 
Monoclínico 
C2/c 
14.595(3) 
9.5169(18) 
12.6644(9) 
90 
101.40(1) 
90.0 
1724.4(5) 
4 
1.694 
1.716 
200(2) 
0.4x0.4x0.25 
3.20-27.51 
18795 
1988 [0.1282] 
27.51,99.7% 
1.235 
0.0381, 0.0945 
0.0480, 0.1131 
1.716 
0.773 y -1.532 

 

Tabla 4.1  Datos cristalográficos de las estructuras de monocristal obtenidas por 

difracción de rayos X de los compuestos 4-6. 
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Tabla 4.2 Longitudes (Å) y ángulos (°) de enlace en los compuestos cristalinos 4-6. 

 

Espectrofotometría UV-Vis. Los análisis UV-Vis se registraron mediante un 

espectrofotómetro Perkin-Elmer Lambda 18 UV-Vis en el CAIQ-UAH.  

 

Espectrofotometría IR-FT. Los análisis IR-FT se registraron mediante un 

espectrómetro Perkin-Elmer SPECTRUM 2000 en el CAIQ-UAH, en el rango 

4000-370 cm-1, utilizando pastillas de KBr. 

  M = Co (4) M=Zn (6)  M=Cu (5) 

M-O(1) 
M-O(1i)    
M-O(4)   
M-N(1)   

2.085(2) 
2.085(2) 
2.147(2) 
2.223(3) 

2.098(2) 
2.098(2) 
2.120(2) 
2.206(2) 

Cu(1)-O(1) 
Cu(1)-O(4)  
Cu(1)-O(7)  
Cu(1)-N(2)  
Cu(1)-N(1) 

2.235(4) 
1.985(4) 
2.028(4) 
2.054(5) 
2.055(5) 

S(1)-O(3) 
S(1)-O(2)       
S(1)-O(1) 
S(1)-C(1)    

1.466(2) 
1.481(2) 
1.485(2) 
1.789(3) 

1.458(2) 
1.462(2) 
1.479(2) 
1.781(3) 

S(1)-O(3)  
S(1)-O(2)  
S(1)-O(1)  
S(1)-C(1)  
S(2)-O(5)  
S(2)-O(6)  
S(2)-O(4)  
S(2)-C(6) 

1.475(5) 
1.470(4) 
1.477(4) 
1.791(7) 
1.452(5) 
1.458(5) 
1.497(4) 
1.783(6) 

N(1)-C(4)     
N(1)-C(3)    

1.500(5) 
1.502(4) 

1.496(4) 
1.484(3) 

N(1)-C(2)  
N(1)-C(3)  
N(1)-C(7) 

1.501(8) 
1.500(7) 
1.509(8) 

N(1)-C(2)     
C(2)-C(1)     
C(3)-C(3i) 

1.502(4) 
1.543(5) 
1.530(7) 

1.501(3) 
1.532(4) 
1.524(6) 

N(2)-C(4)  
N(2)-C(5)  
N(2)-C(8)  
C(1)-C(2)  
C(4)-C(3)  
C(6)-C(5) 

1.502(7) 
1.499(7) 
1.505(7) 
1.535(9) 
1.530(8) 
1.544(9) 

O(1i)-M-O(1)    
O(1)-M-O(4i)    
O(1)-M-O(4)      
O(4i)-M-O(4)    
O(1i)-M-N(1i)  
O(1)-M-N(1i)    
O(4)-M-N(1i)    
O(1)-M-N(1)      
O(4)-M-N(1)      
N(1i)1-M-N(1)   

172.66(13)  
85.01(9) 
89.88(9) 

91.70(13) 
95.11(10) 

90.38(9) 
92.73(10) 
95.11(10) 

173.60(10) 
83.24(15) 

171.66(10) 
84.65(7) 
89.56(7) 

92.16(11) 
95.73(8) 
90.47(7) 
92.16(8) 
95.73(8) 

173.46(8) 
83.98(12) 

O(4)-Cu(1)-O(1)  
O(4)-Cu(1)-N(1) 
O(4)-Cu(1)-N(2) 
O(7)-Cu(1)-N(2)             
O(4)-Cu(1)-O(7)              
N(2)-Cu(1)-N(1) 
O(7)-Cu(1)-O(1) 
N(1)-Cu(1)-O(1) 
O(7)-Cu(1)-N(1) 
N(2)-Cu(1)-O(1)             

90.49(17) 
175.89(19) 

89.62(18) 
161.27(19) 

91.83(19) 
86.44(19) 
94.08(17) 
91.65(18) 
91.52(19)              

104.58(18) 
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Espectrometría de Masas. Los espectros de masas obtenidos por la técnica 

ESI-TOF o APCI-TOF se registraron mediante un Espectrómetro Agilent 6210 

TOF LC/MS en el CAIQ-UAH. El análisis HPLC-MS HPLC/MS se realizó en un 

Shimadzu LCMS 2010 acoplado a un espectrómetro de masas cuadrupolar en 

modo ESI+ perteneciente al grupo de investigación del Doctor Ulrik Boas en la 

Universidad Técnica de Dinamarca (DTU). 

 

Espectrometría de Resonancia Magnética Nuclear. Los espectros RMN-1H, 

13C y 15N se registraron en espectrómetros Varian Unity-500+, Unity-300, 

Mercury-300 y Gemini-200 del CAIQ-UAH, y Bruker Avance 300 de la DTU, 

mientras que los espectros DOSY-2D y RMN-195Pt se registraron en un 

espectrómetro Bruker AV400 de la UAH. Todos ellos se realizaron a 25°C y los 

desplazamientos químicos (δ, ppm) se midieron relativos a la señal residual de 

1H y 13C de los disolventes deuterados. Para 13C, 15N y 195Pt, se utilizaron 

referencias externas (Si(CH3)4, CH3NO2 y K2PtCl4, respectivamente). Se 

realizaron experimentos DEPT (Distortionless Enhancement by Polarisation 

Transfer, para determinar la multiplicidad de los átomos de carbono); TOCSY 

(Total Correlation Spectroscopy, que permite determinar los acoplamientos 

escalares entre protones de un mismo sistema de espín); NOESY (Nuclear 

Overhauser Effect Spectroscopy, que mide dicho efecto NOE dependiente de la 

distancia entre protones separados menos de 5 Å); 1H-13C{HMBC} y 1H-

13C{HSQC} (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation y Heteronuclear Single 

Quantum Correlation, para correlacionar el desplazamiento químico de los 

protones con los de los carbonos, a través de las interacciones de acoplamiento 

entre dichos núcleos) y DOSY-2D (Difussion Ordered Spectroscopy, que permite 

determinar los componentes de una mezcla en función de sus distintos 

coeficientes de traslación).  
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Espectrometría de Resonancia de Spin Electrónico. Los espectros de RSE 

fueron registrados en colaboración con la Dra. Mª Francesca Ottaviani en la 

Universidad de Urbino (Italia), utilizando un espectrómetro EMX-Bruker 

operativo en la banda X (9.5 GHz), midiendo los parámetros magnéticos en 

referencia al estándar 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH, <g>=2.0036). La 

temperatura se controló con un Bruker ST3000 assembly de temperatura 

variable. Las simulaciones de los espectros para evaluar los parámetros 

magnéticos se llevaron a cabo con el programa WINEPR SimFonia (versión 1.25, 

Bruker) y con el programa CU23G (Dr. Romanelli, Universidad de Florencia), 

para espectros a baja temperatura de complejos Cu(II) plano-cuadrado (o 

elongado octaédricamente). Los espectros a temperatura ambiente se simularon 

mediante el programa de Budil, Freed y colaboradores,1 que considera el 

mecanismo de relajación de sistemas paramagnéticos S=1/2 (principalmente 

radicales nitróxido) y permite calcular el tiempo de correlación para la difusión 

rotacional de las especies paramagnéticas en las llamadas “condiciones de 

movimiento rápido-lento” (τ<5x10-8 s). Los parámetros magnéticos utilizados 

para las simulaciones a 298 K fueron los mismos que los de 150 K. La precisión 

en los parámetros magnéticos y de movilidad, así como los porcentajes relativos 

de los componentes espectrales fue 5%, tal y como se obtuvo del ajuste entre las 

señales experimentales y simuladas.  

 

Modelaje molecular. El modelaje mediante la situación de mínima energía se 

realizó mediante el comando MM2 del programa Chem3D Ultra. 

 

Valoración Potenciométrica. Las valoraciones potenciométricas se realizaron 

utilizando un sistema CRISON, consistente en un potenciómetro digital (pH-

Meter BASIC 20+) y un electrodo de pH, que presenta un sistema de referencia 

encapsulado (cartridge) con una barrera de iones Ag+, dos diafragmas y 

electrolito CRISOLYT. El pH-metro se estandarizó a pH = 4.01, 7.00 y 9.21 

mediante las disoluciones tampón apropiadas.   
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4.2. MATERIALES UTILIZADOS 

4.2.1. Reactivos 

 Los reactivos y disolventes se utilizaron tal y como se recibieron de la 

casa comercial. 

4.2.2. Cultivos celulares primarios y líneas celulares 

Medios de cultivo. El medio de cultivo completo (MCC) utilizado para cada 

cultivo celular se clasificó en 4 tipos: MCC1 (RPMI 1640, Biochrom KG Seromed) 

y MCC2 (McCoy’s 5A, Biochrom AG), suplementados con 10% de SFB (suero 

fetal bovino, inactivado por calor), 2 mM de L-glutamina (ICN Pharmaceuticals, 

CostaMesa, CA, USA) y 1% de penicilina/estreptomicina. MCC3 (Keratinocyte-

SFM, GIBCO®) medio de cultivo sin suero suplementado con factor de 

crecimiento epitelial (EGF, 0.1 ng/mL), extracto de pituitaria bovina (0.05 

mg/mL, Sigma-Aldrich) y CaCl2 (0.4 mM). MCC4 (OPTIMEM® I Gibco-BRL) con 

5% SFB.    

 

Línea celular MT-2. Línea celular linfoide del linaje T CD4+, procedente de 

linfocitos de sangre periférica de pacientes infectados por el virus de la leucemia 

de células T humana tipo 1 (HTLV-1). Se obtuvieron a través de NIH AIDS 

Research and Reference Reagent Program. Se crecieron de forma rutinaria en 

medio de cultivo MCC1, a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2.  

 

Línea celular Hec-1A. (ATCC HTB-112) Línea celular endometrial humana, 

derivada de un adenocarcinoma humano de endometrio, adquiridas a través del 

American Type Culture Collection (ATCC) y cultivadas en MCC2 en placas de 24 o 

96 pocillos a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2.  
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Línea celular VK-2/E6E7. (ATCC CRL-2616) Línea celular de mucosa vaginal 

humana, transducida con el vector viral LXSN-16E6E7. Se obtuvieron del ATCC y 

se cultivaron en MCC3 en placas de 96 pocillos a 37°C con 5% de CO2.   

 

Células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Se obtuvieron a partir 

de buffy coat de sangre de donantes sanos, procedentes de los Centros de 

Transfusiones de la Comunidad de Madrid y de Albacete. La sangre se diluyó 1:1 

en PBS estéril (Lonza, BioWhittaker) y posteriormente se centrifugó en un 

gradiente de densidad Ficoll Hypaque® (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 

Suecia) a 1800 rpm durante 30 min, recuperando el halo que contenía las CMSP. 

Una vez recogido el halo de células se procedió a dos ciclos de centrifugación-

lavado con PBS estéril. Las CMSP resultantes se cultivaron a una densidad de 

4x106 células/ml en medio de cultivo MCC1, a 37°C en una atmósfera de 5% de 

CO2. La activación de las CMSP se realizó con 1 µg/mL de fitohemaglutinina 

(PHA, Remel), durante 48 h, y para mantener la viabilidad de los linfocitos T en 

cultivo, se trataron con 60 U/ml de interleuquina-2 (IL-2, Bachem).    
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4.3. ENSAYOS BIOMÉDICOS 

4.3.1. Viabilidad celular  

 Los métodos utilizados en esta Memoria para estudiar la viabilidad 

celular se basan en la capacidad que tienen las células viables, por un lado, de 

impedir la permeabilización de yoduro de propidio (ensayo por citometría de 

flujo), y por otro, de reducir una sal de tetrazolio a cristales de formazán por la 

enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa (ensayos MTT y MTS).  

Citometría de flujo (MT-2). Para evaluar la viabilidad celular de la línea MT-2, 

las células se pre-trataron 48 h con los compuestos 1-6 y se tiñeron con 5 µL de 

yoduro de propidio (disolución stock 1 mg/mL, Sigma). La viabilidad celular se 

calculó directamente tras la selección adecuada para excluir los restos del 

cultivo mediante el instrumento utilizando la posterior señal de dispersión de 

luz a 48 h. 

Ensayo MTT (MT-2 y CMSP). Se sembraron las células en una placa de 96 

pocillos a una densidad 107 (MT-2) o 2·105 (CMSP) células/pocillo, en medio 

completo (MCC4 para MT-2 o MCC1 para CMSP). Tras añadir las cantidades 

necesarias de los distintos compuestos, las células se incubaron 24 h a 37°C y 

5% CO2. Posteriormente, se centrifugaron, se eliminaron los sobrenadantes y se 

adicionó 220 µl de la disolución de MTT (20 µl de una disolución 5 mg/ml MTT 

en agua (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio, Sigma-

Aldrich) por cada 200 µl de Opti-MEM). Tras 4 h de incubación a 37°C en 

oscuridad, el sobrenadante se decantó y se añadieron 200 µl de DMSO, para 

disolver los cristales de formazán formados. La absorbancia se midió a 570 nm 

con referencia 690 nm, en un lector de placas. 

Ensayo MTS (Hec-1A y VK-2). Se sembraron las células en una placa de 96 

pocillos a una densidad de 30.000 células/pocillo y se incubaron 24 h a 37°C con 

5% CO2. Las células se trataron con los compuestos a las concentraciones 

adecuadas durante 24 h a 37°C, y entonces se retiró 100 µl del sobrenadante y 
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se adicionó 20 µl de la disolución MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, Promega). Para el 

tratamiento con compuestos metálicos, fue necesario eliminar todo el 

sobrenadante para evitar interferencias con el sustrato, e incubar en medio 

nuevo durante 2 h a 37°C en oscuridad. La absorbancia se midió en cada pocillo 

a 490 nm, en un lector de placas. 

 En ambos ensayos MTT y MTS, se considera como no tóxico una 

viabilidad ≥  80%. Como controles, se utilizaron células no tratadas (100% 

viabilidad), DMSO 10% (0% viabilidad) y dextrano 5 ó 10 µM (polímero 

ramificado complejo de glucosa utilizado como control macromolecular de 

viabilidad, Sigma-Aldrich).  

4.3.2. Tratamiento de las células con los compuestos 

Compuestos 1-6. Las disoluciones stock se prepararon en agua:DMSO, con una 

cantidad final de DMSO menor de 0.5 µM. Los tratamientos se hicieron con 5 µL 

de cada compuesto, a concentraciones finales de 0.5, 1, 2, 5, 10 y 15 µM (ensayo 

viabilidad) y 5 µM (ensayo inhibición). 

Compuestos 8-21. Las disoluciones stock se prepararon en agua. Los 

tratamientos se hicieron con 5 µL de cada compuesto, a concentraciones finales 

de 0.5-5 µM (ensayo viabilidad) y 5 µM (ensayo inhibición). 

Dendrímeros 37-45  y metalodendrímeros derivados. Las disoluciones stock 

de los dendrímeros (stock D: 800, 400, 200 y 40 µM) y de las distintas sales 

metálicas (stock M: 4 mM) se prepararon en agua. Las disoluciones stock de los 

metalodendrímeros (stock MD) se prepararon mezclando las cantidades 

adecuadas de stock D (800 µM) y stock M (Tabla 4.3), y agitando la mezcla a t.a. 

durante 4 h. Las disoluciones control de los dendrímeros (control D) y de las 

sales metálicas (control M) se prepararon a 182 µM y 3.1 mM, respectivamente, 

y se adicionaron en diferentes volúmenes dependiendo de cada experimento. 

Para los ensayos de biocompatibilidad, los tratamientos se hicieron con 5 µL de 
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cada dendrímero, a concentraciones finales de 1, 5, 10 y 20 µM. En el caso de los 

metalodendrímeros, todos los experimentos se realizaron con las cantidades 

indicadas en la Tabla 4.3, a concentraciones finales de 10 µM.  

 
Ratio 

D:M 
V (Stock D800 µM) + V(Stock M) [Stock MD] 

V en  

p96 

V en  

p24 

G1S (37) 

G1C (41) 

(1:1) 

(1:3) 

(1:5) 

50 µL + 10 µL 

50 µL + 30 µL 

50 µL + 50 µL 

666 µM 

500 µM 

400 µM 

3 µL 

4 µL 

5 µL 

7.5 µL 

10 µL 

12.5 µL 

G2S (38) 

G2C (43) 

(1:1) 

(1:5) 

(1:9) 

50 µL + 10 µL 

50 µL + 50 µL 

50 µL + 90 µL 

666 µM 

400 µM 

285 µM 

3 µL 

5 µL 

7 µL 

7.5 µL 

12.5 µL 

17.5 µL 

G3S (39)  

G3C (45) 

(1:1) 

(1:9) 

(1:17) 

50 µL + 10 µL 

50 µL + 90 µL 

50 µL + 170 µL 

666 µM 

285 µM 

182 µM 

3 µL 

7 µL 

11 µL 

7.5 µL 

17.5 µL 

27.5 µL 

 

Tabla 4.3. Volúmenes y concentraciones para preparar y utilizar las disoluciones stock 

de los diferentes metalodendrímeros. 

4.3.3. Infección con aislados virales 

 Para la realización de los experimentos de infección, se utilizaron dos 

tipos de aislados virales: X4 VIH-1NL4.3 (aislado de laboratorio con tropismo X4, 

específico del correceptor CXCR4) y R5 VIH-1Bal-1 (aislado de laboratorio con 

tropismo R5, específico del correceptor CCR5). La cantidad de virus añadido a 

las células fue de 100 ng (Hec-1A, VK-2) o 10 ng (MT-2 y CMSP) por millón de 

células, y la infección se realizó durante 2 h 30 min a 37°C.  

4.3.4. Cuantificación del antígeno p24gag mediante ELISA 

 La cantidad de virus en los distintos aislados virales se cuantificó 

mediante un inmunoensayo (o ELISA) comercial (INNOTEST® HIV antigen mAb, 

Innogenetics N.V., Zwijndrecht, Belgium), según las instrucciones del fabricante. 
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4.3.5. Ensayos de inhibición de la infección por el VIH 

 Los ensayos de inhibición se realizaron en células MT-2, Hec-1A, VK-2 y 

CMSP, previamente sembradas a una densidad de 80.000 (MT-2), 30.000 (VK-2, 

Hec-1A) o 300.000 (CMSP) células/pocillo con medio completo.  

Ensayo de pre-tratamiento. Las células se pre-trataron, inmediatamente 

después de la siembra (CMSP, MT-2) o tras 24 h de incubación a 37°C (VK-2, 

Hec-1A), durante el tiempo seleccionado (30 min, 1 h, 2 h) en función del 

experimento. Posteriormente, se infectaron con el aislado viral elegido durante 

2 h 30 min, se lavaron 3 veces y se incubaron a 37°C y 5% CO2. El sobrenadante 

se recogió a 24, 48 o 72 h post-infección, y la producción de Ag p24 se 

determinó mediante ELISA.  Como controles se utilizaron células infectadas sin 

tratar (100% infección), Suramin 10 µM (fármaco con capacidad de unión a la 

región de V3 de gp120 del VIH-1 utilizado como control positivo de inhibición, 

Sigma-Aldrich), T-20 a concentraciones de 15 o 20 µM (Fuzeon, inhibidor de la 

fusión del VIH-1 a células por unión a gp41 utilizado como control positivo de 

inhibición, Genetech USA, Inc. And Trimeris Inc.), dendrímeros G2C (43) y G2S 

(38) 10 µM (controles de dendrímeros solos), y NiBr2, CoCl2, CuCl2 y ZnSO4 90 

µM (controles de sales metálicas solas).     

Ensayo de post-tratamiento. Inmediatamente después de la siembra, las 

células (MT-2 y CMSP) se infectaron con el aislado viral X4 VIH-1NL4.3 durante 2 

h 30 min. Posteriormente, se lavaron 3 veces y se trataron con los distintos 

compuestos a las concentraciones adecuadas. El sobrenadante de los cultivos 

celulares se recogió a 24, 48 o 72 h en función del experimento, y la producción 

de Ag p24 fue determinada mediante ELISA. Como controles se utilizaron 

células infectadas sin tratar (100% infección), AZT 0.5 ó 1 µM (Zidovudina, 

inhibidor de la transcriptasa inversa análogo de nucleótido utilizado como 

control positivo de inhibición, Retrovir, GSK), dendrímeros G2C (43) y G2S (38) 

10 µM (controles de dendrímeros solos), y NiBr2, CoCl2, CuCl2 y ZnSO4 90 µM 

(controles de sales metálicas).      
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4.3.6. Ensayos de internalización del virus 

 Se sembraron  células Hec-1A en placas de 24 pocillos a una densidad de 

120.000 (lisados) o 500.000 (citometría) células/pocillo. Tras el pre-

tratamiento de 1 h con los compuestos adecuados en función del estudio, y la 

infección con aislado X4 VIH-1NL4.3 durante 2 h 30 min, las células se lavaron 

repetidamente con PBS, se despegaron con tripsina y se centrifugaron para 

obtener los distintos pellet celulares (sedimentos de células). 

Estudio mediante lisis celular y ELISA. Los pellet celulares se lisaron con 

TritónTM X-100 (0.2% en PBS) durante 30 min a 4°C, se centrifugaron, y el 

sobrenadante se separó para cuantificar la producción de Ag p24 mediante 

ensayo ELISA. 

Estudio mediante citometría de flujo (FACS). Las células se permeabilizaron 

mediante el protocolo establecido en BD Cytofix-CytopermTM Fixation/ 

Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences). Las células se incubaron con la 

solución de fijación/permeabilización (1 h a 4°C), se lavaron con la solución de 

lavado y se incubaron con anti-p24 KC57-FITC (1 h a 4°C y en oscuridad). De 

nuevo, las células se lavaron con la solución de lavado repetidamente, para 

eliminar todo el anticuerpo que hubiera quedado unido de manera inespecífica, 

y se fijaron con p-formaldehído al 2%. Tras su lavado, y resuspensión en PBS 

(con 2% FBS), se midió la fluorescencia mediante citometría de flujo tipo FACS 

(Fluorescence-Activated Cell Sorting), técnica que permite la clasificación y 

selección de células provenientes de una mezcla, en base a las características 

particulares de dispersión y fluorescencia de cada célula.  

4.3.7. Estudio combinado con un fármaco retroviral comercial 

 La influencia en la tasa de inhibición viral al combinar los compuestos 8-

21 (5 µM) con AZT (1 µM) se llevó a cabo mediante un ensayo de post-

tratamiento en CMSP, de acuerdo con lo descrito en el apartado 4.3.5. 
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4.4. DESCRIPCIÓN DE LAS PREPARACIONES 

4.4.1. Compuestos derivados del ligando N,N’-dimetiletilendiamino-

N,N′-dietanosulfonato  “dmedds” (1-6) 

� {[Na2(dmedds)]·2H2O} (1)  

 Se hace reaccionar una disolución acuosa 

de vinilsulfonato de sodio (10.4 mL, 28.4 mmol) 

con N,N’-dimetiletilendiamina (1.5 mL, 14.2 

mmol) durante 12 h a 120°C. Tras la evaporación del disolvente, el producto se 

lava con Et2O (3 x 5 mL) y se seca a vacío para aislar el compuesto 1. 

(1) C8H18N2Na2O6S2·2H2O (384.4). Sólido microcristalino blanco (10.7 g, 98%).  

RMN-1H/13C (D2O): δ 2.87/51.6 (4 H, m, NCH2CH2SO3Na), 2.70/47.3 (4 H, m, 

NCH2CH2SO3Na), 2.42/53.0 (4 H, s, N(CH2)2N), 2.07/41.0 (6 H, s, NCH3).   

RMN-15N (D2O): δ -349.  

A. Elemental  

%Calc.: C, 25.00; H, 5.77; N, 7.29; S, 16.68. Exp.: C, 24.84; H, 5.27; N,6.83; S,16.91. 

 

� {[H2(dmedds)]·H2O} (2) 

 La reacción a t.a. durante 1 h de una disolución acuosa de 

1 (1g, 2.6 mmol) con 1 eq. de H2SO4 (0.14 mL, 2.6 mmol) conduce 

a la precipitación de un sólido blanco, que se aísla por filtración y 

se purifica por recristalización en agua caliente, dando lugar a 2. 

(2) C8H20N2O6S2·H2O (322.4). Sólido blanco microcristalino (0.84 g, 100%). 

RMN-1H/13C (D2O): δ 3.57/50.0 (4 H, s, N(CH2)2N), 3.48/52.6 (4 H, m, 

NCH2CH2SO3Na), 3.20/44.8 (4 H, m, NCH2CH2SO3Na), 2.84/41.0 (6 H, s, NCH3). 

RMN-15N (D2O): δ -337.  

A. Elemental  

%Calc.: C, 29.80; H, 6.88; N, 8.69; S, 19.89. Exp.: C, 29.42; H, 6.36; N,8.61; S,20.31. 
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� [M(dmedds)(H2O)m ]·nH2O  (3-6) 

 Protocolo general. 

- Método 1 (3-6): A una disolución acuosa de 1 en 5 mL 

de agua, se le adiciona la sal metálica correspondiente 

disuelta en 2 mL de agua. La disolución se agita 2 h a t.a., 

y el compuesto se aísla de distinta manera en función de 

su solubilidad. Tras secado a vacío, se obtienen los 

compuestos 3-6 como sólidos microcristalinos con 

elevados rendimientos. 

- Método 2 (4, 5): Partiendo de una disolución acuosa 

(10 mL) de 2 y otra (5 mL) de la sal metálica básica, la 

mezcla se agita durante 18 h, y el precipitado resultante se filtra, se lava con 

EtOH y se seca a vacío, obteniendo 4 y 5 con rendimiento cuantitativo y sin 

subproductos. 

 

[Ni(dmedds)(H2O)2]·H2O (3) C8H22N2NiO8S2·H2O (414.0). Sólido microcristalino 

verde turquesa (0.61 g, 94%), ligeramente soluble en agua.  

Reactivos: 1 (0.6 g, 1.56 mmol), NiBr2·3H2O (0.42 g, 1.56 mmol). Aislamiento: 

filtración del precipitado verde, lavado con H2O (1x4 mL) y secado. 

A. Elemental  

%Calc.: C, 22.18; H, 6.05; N, 6.47; S, 14.81. Exp.: C, 22.17; H, 5.71; N,6.34; S,14.51.  

Espect. UV-Vis λmáx (H2O)/nm (ε/M-1 cm-1): 390 (18,01) y 670 (8,58). 

 

[Co(dmedds)(H2O)2]·2H2O (4) C8H22N2CoO8S2·2H2O (433.4). Sólido cristalino 

rosa parcialmente soluble en agua {0.54 g, 80% (mét.1); 143 mg, 100% (mét.2)}.  

Reactivos:  

- Método 1: 1 (0.6 g, 1.56 mmol), CoCl2·5H2O (0.34 g, 1.56 mmol). Aislamiento: 

filtración de la disolución y concentración a presión reducida hasta aparición del 

precipitado rosa, que se lava con etanol y se seca a vacío.   
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- Método 2: 2 (100 mg, 0.33 mmol),  2CoCO3·3Co(OH)2·xH2O (39 mg, 0.33 mmol). 

A. Elemental  

%Calc.: C, 22.17; H, 6.05; N, 6.46; S, 14.80. Exp.: C, 21.77; H, 6.04; N,6.42; S,14.77.  

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 500 (20,28) y 705 (13,93). 

 

[Cu(dmedds)(H2O)]·H2O (5) C8H20N2CuO7S2·H2O (401.9). Sólido microcristalino 

azul soluble en agua {0.49 g, 78% (mét.1); 133 mg, 100% (mét.2)}.  

Reactivos:  

- Método 1: 1 (0.6 g, 1.56 mmol), CuCl2·2H2O (0.26 g, 1.56 mmol). Aislamiento: 

filtración de la disolución y concentración a presión reducida, difusión lenta de 

metanol en agua hasta la precipitación del compuesto azul oscuro, filtración y 

secado a vacío.  

- Método 2: 2 (100 mg, 0.33 mmol),  CuCo3·Cu(OH)2 (36 mg, 0.16 mmol).  

A. Elemental  

%Calc.: C, 23.91; H, 5.52; N, 6.97; S, 15.95. Exp.: C, 23.67; H, 5.47; N,7.11; S,15.98.  

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx /nm (ε/M-1 cm-1): 278 (3770) y 684 (73). 

 

[Zn(dmedds)(H2O)2]·2H2O (6) C8H22N2ZnO8S2·2H2O (439.8). Sólido blanco 

microcristalino (129 mg, 45%), parcialmente soluble en agua.  

Reactivos: 1 (250 mg, 0.65 mmol), ZnSO4·7H2O (187 mg, 0.65 mmol). 

Aislamiento: filtración del precipitado blanco y secado a vacío. 

RMN-1H (D2O): δ 3.04 (8 H, s ancho, N(CH2)2N y NCH2CH2SO3Na), 2.89 (4 H, 

señal ancha, NCH2CH2SO3Na), 2.42 (6 H, s, NCH3). RMN-13C (D2O): δ 51.8 y 51.6 

(NCH2CH2SO3Na), 46.2 (N(CH2)2N), 40.3 (NCH3).     

A. Elemental  

%Calc.: C, 21.85; H, 5.96; N, 6.37; S, 14.58. Exp.: C, 21.69; H, 5.22; N,6.39; S,15.03. 
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 4.4.2. Compuestos derivados del ligando N,N’-dimetiletilendiamino-

N,N′-di-3-propionato “dmeddp” (7-11) 

� [Me2(dmeddp)] (7) 

 La reacción de N,N’-dimetiletilendiamina 

(4.0 mL, 37.5 mmol) con acrilato de metilo (6.9 

mL, 75 mmol) durante 24 h a t.a., da lugar al 

compuesto 7, que se aísla mediante la evaporación del exceso de acrilato.  

(7) C12H24N2O4 (260.3). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (9.8 g, 100%). 

RMN-1H (CDCl3): δ 3.60 (6 H, s, CO2Me), 2.49 (4 H, t, NCH2CH2CO2Me), 2.38 (8 H, 

m, N(CH2)2N y NCH2CH2CO2Me), 2.14 (6 H, s, NCH3). RMN-13C (CDCl3): δ 172.8 

(CO2Me), 54.9 (N(CH2)N), 52.9 (NCH2CH2CO2Me), 51.4 (CO2Me), 42.1 (NCH3), 

32.0 (NCH2CH2CO2Me).  

A. Elemental % Calc.: C, 55.36; H, 9.29; N, 10.76. Exp.: C, 55.44; H, 8.71; N, 11.02.  

MS-ESI(+): m/z (uma). Para C12H25N2O4+ [M+H]+: Calc. 261.18. Exp. 261.18. 

 

� [Na2(dmeddp)]·2H2O (8) 

 La reacción del compuesto 7 (9.8 g, 37.5 

mmol) con NaOH (3.0 g, 75 mmol) en MeOH, 

durante 24 h a t.a., y posterior evaporación, 

conduce a la obtención del compuesto 8, como un sólido blanco microcristalino. 

(8) C10H18N2Na2O4·2H2O (312.3). Sólido blanco microcristalino soluble en agua 

(11.2 g, 96%). 

RMN-1H (D2O): δ 2.48 (4 H, t, NCH2CH2CO2Na), 2.35 (4 H, s, N(CH2)2N), 2.14 (4 H, 

t, NCH2CH2CO2Na), 2.00 (6 H, s, NCH3). RMN-13C (D2O): δ 181.4 (CO2Na), 53.4 

(NCH2CH2CO2Na), 52.9 (N(CH2)N), 40.8 (NCH3), 34.4 (NCH2CH2CO2Na).  

A. Elemental % Calc.: C, 38.46; H, 7.10; N, 8.97. Exp.: C, 38.07; H, 7.27; N, 8.60.  

MS-ESI(+): m/z (uma). Para C20H36N4Na4O8 [2M+H]+: Calc. 553.22. Exp. 553.22. 

Para C10H18N2Na2O4 [M+H]+: Calc. 277.11. Exp. 277.11. 

N
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� [M(dmeddp)]·4H2O  (9-11) 

 Protocolo general. Se mezclan dos disoluciones 

en agua de la sal sódica 8 (5 mL) y la sal metálica 

correspondiente (2 mL). La disolución se agita 2 h a t.a., 

se evapora y el producto se extrae con EtOH (3 mL), para 

aislar los productos 9-11 como sólidos microcristalinos.  

 

[Ni(dmeddp)(H2O)2]·4H2O (9) C10H22N2NiO6·4H2O 

(397.0). Sólido microcristalino verde soluble en agua y 

alcoholes (597 mg, 94%). 

Reactivos: 8 (500 mg, 1.60 mmol), NiBr2·3H2O (436 mg, 1.60 mmol).  

A. Elemental % Calc.: C, 30.25; H, 7.62; N, 7.06. Exp.: C, 29.94; H, 7.34; N, 7.17.  

MS-ESI(+): m/z (uma). Para C10H19N2NiO4+ [M+H]+: Calc. 289.07. Exp. 289.07. 

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 376 (8,20) y 628 (5,89). 

 

[Co(dmeddp)(H2O)2]·4H2O (10) C10H22N2CoO6 (325.2). Sólido microcristalino 

rosa soluble en agua y alcoholes (479 mg, 92%). 

Reactivos: 8 (500 mg, 1.60 mmol), CoCl2·5H2O (379 mg, 1.60 mmol).  

A. Elemental % Calc.: C, 36.93; H, 6.82; N, 8.61. Exp.: C, 37.25; H, 6.66; N, 8.36. 

MS-ESI(+): m/z (uma). Para C10H19N2CoO4+ [M+H]+: Calc. 290.07. Exp. 290.06. 

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 508 (7,94). 

 

[Cu(dmeddp)(H2O)2]·3H2O (11) C10H22N2CuO6·3H2O (383.9). Sólido 

microcristalino azul soluble en agua y alcoholes (614 mg, 95%). 

Reactivos: 8 (500 mg, 1.60 mmol), CuCl2·2H2O (273 mg, 1.60 mmol).  

A. Elemental % Calc.: C, 31.29; H, 7.35; N, 7.30. Exp.: C, 31.88; H, 6.86; N, 7.58.  

MS-APCI(+): m/z (uma). Para C20H37N4Cu2O8+ [2M+H]+: Calc.587.12. Exp.587.38.  

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 250 (h), 276 (3485) y 663 (113). 
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4.4.3. Compuestos derivados del ligando etilendiamino-tetraetano 

sulfonato “edts” (12-16) 

� [Na4(edts)]·4H2O (12) 

 En una ampolla de vidrio, se hace 

reaccionar etilendiamina (2.0 mL, 29.6 mmol) y 

vinilsulfonato de sodio (43.5 mL, 118.5 mmol) 

en agua,  durante 24 h a 120°C. Tras evaporar a 

sequedad, el producto se purifica por lavado con MeOH (3x5 mL) y Et2O (3x5 

mL), y se seca a vacío, aislando el compuesto 12, soluble en agua. 

(12) C10H20N2Na4O12S4·4H2O (652.5). Sólido cristalino blanco (19.3 g, 100%). 

RMN-1H (D2O): δ 2.90 (8 H, t, NCH2CH2SO3Na), 2.80 (8 H, t, NCH2CH2SO3Na), 2.52 

(4 H, s, N(CH2)2N).  RMN-13C (D2O): δ 50.0 (N(CH2)2N), 47.9 (NCH2CH2SO3Na), 

47.0 (NCH2CH2SO3Na). 

A. Elemental % Calc.: C, 18.41; H, 4.32; N, 4.29. Exp.: C, 18.45; H, 3.47; N, 4.23. 

 

� {Na2[M(edts)]}·4H2O (13-16) 

 Protocolo general. Se disuelve 12 en 5 mL de 

agua, y se le adiciona la sal metálica correspondiente 

disuelta en 2 mL de agua. La disolución se agita 4 h a t.a., 

se filtra, se concentra y se precipita con EtOH. Tras 

evaporación a sequedad, se aíslan los sólidos 

microcristalinos 13-16. 

 

{Na2[Ni(edts)]}·4H2O (13) C10H20N2Na2NiO12S4·4H2O (665.3). Sólido verde 

microcristalino soluble en agua (794 mg, 78%). 

Reactivos: 12 (1 g, 1.53 mmol), NiBr2·3H2O (418 mg, 1.53 mmol).  

A. Elemental  

%Calc.: C, 18.05; H, 4.24; N, 4.21; S, 19.28. Exp.: C, 17.66; H, 4.36; N,4.07; S,19.63.   

MS-ESI(-) m/z (uma). Para C10H21N2NiO12S4- [M+H]-: Calc. 546.93. Exp. 546.93. 
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Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 388 nm (23,26) y 660 nm (8,51). 

{Na2[Co(edts)]}·4H2O (14) C10H20N2Na2CoO12S4·4H2O (665.5). Sólido rosa 

microcristalino soluble en agua (855 mg, 84%). 

Reactivos: 12 (1 g, 1.53 mmol), CoCl2·5H2O (364 mg, 1.53 mmol).  

A. Elemental  

%Calc.: C, 18.05; H, 4.24; N, 4.21; S, 19.27. Exp.: C, 17.50; H, 4.15; N, 4.28; S,19.28 

MS-ESI(-) m/z (uma). Para C10H21N2CoO12S4- [M+H]-: Calc. 547.93. Exp. 547.93. 

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 278 (90,97), 480 (h) y 513 (8,69). 

 

{Na2[Cu(edts)]}·4H2O (15) C10H20N2Na2CuO12S4·4H2O (670.1). Sólido azul 

microcristalino soluble en agua (820 mg, 80%). 

Reactivos: 12 (1 g, 1.53 mmol), CuCl2·2H2O (262 g, 1.53 mmol).  

A. Elemental  

%Calc.: C, 17.92; H, 4.21; N, 4.18; S, 19.14. Exp.: C, 17.73; H, 4.13; N,4.13; S,19.44. 

MS-ESI(-) m/z (uma). Para C10H21N2CuO12S4- [M+H+]-: Calc. 551.93. Exp. 551.93. 

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 286 (2235) y 693 (65,09).  

 

{Na2[Zn(edts)]}·nH2O (16) C10H20N2Na2ZnO12S4 (599.9). Sólido blanco 

microcristalino soluble en agua. 

Reactivos: 12 (400 mg, 0.61 mmol), ZnSO4·7H2O (176 mg, 0.61 mmol). En este 

caso, la adición debe ser lenta de 12 sobre la sal metálica, y el tratamiento se 

realiza mediante filtración y evaporación de la disolución. La similar solubilidad 

del compuesto y el subproducto Na2SO4 impide su separación. 

RMN-1H (D2O): δ 3.11 (16 H, señal ancha, NCH2CH2SO3Na), 2.97 (4 H, s ancho, 

N(CH2)2N).  RMN-13C (D2O): δ 49.5 (N(CH2)2N), 47.9 y 45.8 (NCH2CH2SO3Na).  

MS-ESI(-) m/z (uma). Para C10H21N2O12S4Zn- [M+H]-: Calc. 552.93. Exp. 552.99.  
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4.4.4. Compuestos derivados del ligando etilendiamino-tetra-3-

propionato “edtp” (17-21) 

� [Me4(edtp)] (17) 

 En un schlenk, se agitan etilendiamina 

(2.22 mL, 33 mmol) y acrilato de metilo (12.0 

mL, 132.0 mmol), en 5 mL de MeOH, 12 h a t.a. 

Tras la evaporación del exceso de acrilato, se 

aísla el producto 17, como un aceite incoloro 

soluble en disolventes orgánicos, con rendimiento cuantitativo.    

(17) C18H32N2O8 (404.5). Aceite incoloro soluble en CHCl3 (13.3 g, 100%).  

RMN-1H (CDCl3): δ 3.62 (12H, s, CO2Me), 2.71 (8 H, t, CH2CH2CO2Me), 2.44 (4 H, 

s, N(CH2)2N), 2.39 (8 H, t, CH2CH2CO2Me).  RMN-13C (CDCl3): δ 172.9 (CO2Me), 

52.2 (N(CH2)2N), 51.5 (CO2Me), 49.7 (CH2CH2CO2Me), 32.6 (CH2CH2CO2Me). 

A.  Elemental % Calc.: C, 53.45; H, 7.97; N, 6.93. Exp.:  C, 53.60; H, 7.79; N, 7.44.  

 

� [Na4(edtp)]·H2O (18) 

 Al compuesto  17 (13.4 g, 33.0 mmol), se 

añade NaOH (5.3 g, 132 mmol) en 15 mL de 

MeOH. Tras 24 h de agitación a t.a. y evaporación 

del disolvente, se obtiene el producto 18 con 

rendimiento cuantitativo. 

(18) C14H20N2Na4O8·H2O (454.3). Sólido microcristalino blanco soluble en agua 

(15.0 g, 100%). 

RMN-1H (D2O): δ 2.57 (8 H, t, NCH2CH2CO2Na), 2.44 (4 H, s, N(CH2)2N), 2.16 (8 H, 

t, CH2CH2CO2Na). RMN-13C (D2O): δ 181.3 (CO2Na), 49.89 y 49.81 (N(CH2)2N y 

CH2CH2CO2Na) y 34.06 (CH2CH2CO2Na).  

A. Elemental % Calc.: C, 37.01; H, 4.88; N, 6.17. Exp.: C, 37.01; H, 4.48; N, 6.12.  
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� {Na2[M(edtp)]}·4H2O (19-21) 

 Protocolo general. Se disuelve la sal sódica 18 en 

5 mL de agua, y se le adiciona la sal metálica 

correspondiente disuelta en 2 mL de agua. La disolución 

se agita 4 h a t.a., se filtra y se lleva a sequedad. El 

compuesto se extrae en EtOH, y se evapora, aislando los 

compuestos 19-21 como sólidos microcristalinos con elevados rendimientos. 

 

{Na2[Ni(edtp)]}·4H2O (19) C14H20NiN2Na2O8·4H2O (521.0). Sólido azul 

microcristalino soluble en agua y alcoholes (550 mg, 96%). 

Reactivos: 8 (500 mg, 1.10 mmol), NiBr2·3H2O (300 mg, 1.10 mmol).  

A. Elemental % Calc.: C, 32.27; H, 6.24; N, 6.67. Exp.: C, 32.54; H, 6.15; N, 6.38. 

MS-ESI(+) m/z (uma). Para C14H23NiN2O8+ [M+H]+: Calc. 405.08. Exp. 405.08.  

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 377 (63,02) y 622 (31,79). 

 

{Na2[Co(edtp)]}·4H2O (20) C14H20CoN2Na2O8·4H2O (521.3). Sólido púrpura 

microcristalino soluble en agua y alcoholes (533 mg, 93%). 

Reactivos: 8 (500 mg, 1.10 mmol), CoCl2·5H2O (261 mg, 1.10 mmol).  

A. Elemental % Calc.: C, 32.26; H, 5.41; N, 5.37. Exp.: C, 31.74; H, 5.59; N, 5.37. 

MS-ESI(+) m/z (uma). Para C14H23CoN2O8+ [M+H]+: Calc. 406.08. Exp. 406.08.  

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 508 (94.65) y 586 (h, 51.61). 

 

{Na2[Cu(edtp)]}·4H2O (21) C14H20CuN2Na2O8·4H2O (525.9). Sólido azul intenso 

microcristalino soluble en agua y alcoholes (555 mg, 96%). 

Reactivos: 8 (500 mg, 1.10 mmol), CuCl2·2H2O (188 mg, 1.10 mmol).  

A. Elemental % Calc.: C, 31.97; H, 5.37; N, 5.33. Exp.: C, 31.76; H, 5.99; N, 5.17. 

MS-ESI(+) m/z (uma). Para C14H22CuN2NaO8+ [M+H]+: Calc. 432.06. Exp. 432.06. 

Espect. UV-Vis (H2O) λmáx/nm (ε/M-1 cm-1): 250 (h), 282 (3978) y 698 (154.4).  
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4.4.5. Estrategias de crecimiento con esqueleto carbosilano (22-30) 

� N,N’-dialil-N,N’-dimetiletilendiamina (22) y  N,N’-dimetil-N,N’-

dipropargiletilendiamina (23) 

 Protocolo general: Bajo atmósfera inerte, se 

disuelve la amina en 100 mL de hexano, y entonces se 

adiciona nBuLi, gota a gota, a -80°C. Con agitación, se deja 

alcanzar temperatura ambiente y se mantiene la reacción 

5 h hasta la total precipitación del derivado dilitiado. De 

nuevo, se enfría la reacción a -80°C, se adiciona bromuro de alilo/propargilo, y 

se agita 18 h a t.a. La fase orgánica, tras el lavado con agua saturada de Na2CO3, 

se seca con MgSO4 y se lleva a sequedad, obteniendo el producto como un aceite 

amarillo.   

 

 (22) C10H20N2 (168.3). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (823 mg, 87%). 

Reactivos: N,N’-dimetiletilendiamina (0.60 mL, 5.62 mmol), nBuLi (9.4 mL, 15 

mmol), bromuro de alilo (1.14 mL, 13 mmol).   

RMN-1H (CDCl3): δ 5.83 (2 H, m, CH=CH2), 5.11 (4 H, dd, CH=CH2), 2.98 (4 H, d, 

CH2CH=CH2), 2.45 (4H, s, N(CH2)2N), 2.20 (6H, s, NCH3). RMN-13C (CDCl3): δ 

135.6 (CH=CH2), 117.5 (CH=CH2), 61.4 (NCH2CH=CH2), 54.6 (N(CH2)2N), 42.4 

(NCH3). 

A. Elemental %Calc: C, 71.37; H, 11.98; N, 16.65. Exp: C, 71.05; H,11.32; N,16.18.  

 

(23) C10H16N2 (164,13). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (738 mg, 80%). 

Reactivos: N,N’-dimetiletilendiamina (0.6 mL, 5.62 mmol), nBuLi (9.4 mL, 15 

mmol), bromuro de propargilo (2.0 mL 18 mmol).   

RMN-1H/13C: Los valores concuerdan con los descritos en bibliografía2 para la 

obtención de este compuesto mediante una ruta sintética similar.  

N
N

(23)

N
N

(22)
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� G-dmeda-(SiMe2OEt)2 (24b) 

 Bajo atmósfera inerte, se adiciona una gota de 

catalizador de Karsted al compuesto 22 (342 mg, 2.03 

mmol), y a 0°C se adiciona HSiMe2OEt (1.15 mL, 8.12 

mmol). Tras 24 h a 90°C,  el producto 24b se aísla por 

filtración con carbono activo y posterior evaporación.  

(24b) C18H44N2O2Si2 (376.7). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (765 mg, 100%). 

RMN-1H (CDCl3): δ 3.63 (4H, c, OCH2CH3), 2.45 (4H, s, N(CH2)2N),  2.30 (4H, t, 

NCH2CH2CH2Si),  2.21 (6H, s, NCH3),  1.48 (4H, m, NCH2CH2CH2Si), 1.16 (6 H, t, 

OCH2CH3), 0.50 (4 H, m, NCH2CH2CH2Si), 0.07 (12 H, s, SiMe2). RMN-13C (CDCl3): 

δ 61.8 (NCH2CH2CH2Si), 58.2 (OCH2CH3), 55.6 (N(CH2)2N), 42.7 (NCH3), 21.0 

(NCH2CH2CH2Si), 18.5 (OCH2CH3), 14.0 (NCH2CH2CH2Si), -2.1 (SiMe2). 

A. Elemental % Calc.: C, 57.39; H, 11.77; N, 7.44. Exp.: C, 56.96; H, 11.53; N, 7.79.  

 

� G-dmeda-(SiMe2H)2 (25) 

 Bajo atmósfera inerte, se disuelve 24b (667 mg, 1.77 

mmol) en Et2O seco, y se adiciona lentamente a 0°C sobre 

LiAlH4 (0.44 mL 2M, 0.89 mmol) en Et2O seco. Tras 18 h a 

t.a., la disolución se lava con agua saturada de NH4Cl y NaCl 

(3x10 mL), y se extrae el compuesto con Et2O (3x10 mL). Posteriormente, se 

seca con MgSO4, se filtra con celite y carbón activo, y se evapora, dando 25.  

(25) C14H36N2Si2 (288.6). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (388 mg, 76%). 

RMN-1H (CDCl3): δ 3.83 (2H, m, SiH), 2.47 (4H, s, N(CH2)2N),  2.34 (2H, t, 

NCH2CH2CH2Si),  2.23 (6H, s, NCH3),  1.49 (4 H, m, NCH2CH2CH2Si),  0.56 (4 H, m, 

NCH2CH2CH2Si), 0.05 (12 H, d, SiMe2). RMN-13C (CDCl3): δ 61.6 (NCH2CH2CH2Si), 

55.6 (N(CH2)2N), 42.7 (NCH3), 22.1 (NCH2CH2CH2Si), 11.8 (NCH2CH2CH2Si), -4.5 

(SiMe2). 

N N

Si
OEt

Si
OEt(24b)

N N

Si
H

Si
H(25)
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� G-dmeda-(SiMe2(CH=CH2))2 (26) 

 Bajo argón, se disuelve 24b (248 mg, 0.66 mmol) 

en 5 mL de THF, y con un baño de hielo se adiciona cloruro 

de vinilmagnesio (0.82 mL, 1.32 mmol). Tras 24 h a reflujo, 

el compuesto se extrae en éter/agua saturada de NH4Cl, y 

la fase orgánica se seca con MgSO4 y se lleva a sequedad para aislar 26.   

(26) C18H40N2Si2 (340.69). Aceite marrón soluble en CHCl3 (225 mg, 40%). 

RMN-1H (CDCl3): δ 6.20-5.90 (4 H, m, CHCH2), 5.70-5.60 (2 H, dd, CHCH2), 2.44 

(4H, s, N(CH2)2N), 2.31 (4H, t, NCH2CH2CH2Si), 2.20 (6H, t, NCH3), 1.44 (4H, q, 

NCH2CH2CH2Si), 0.50 (4H, m, NCH2CH2CH2Si), 0.03 (12H, s, SiMe2(vinilo)). RMN-

13C (CDCl3): δ 138.9 (CHCH2), 131.6 (CHCH2), 61.6 (NCH2CH2CH2Si), 55.1 

(N(CH2)2N),  42.4 (NCH3), 21.4 (NCH2CH2CH2Si), 20.8 (NCH2CH2CH2Si), 1.0 

(SiMe(vinilo)). 

 

� G-dmeda-(SO3Na)2  (27) 

 Se disuelven el compuesto 26 (90 mg, 

0.26 mmol) y HS(CH2)2SO3Na (103 mg, 0.52 

mmol) en 3 mL de MeOH, y se adiciona 

benzofenona (15 mg). Tras 6 h en agitación 

bajo luz UV (365 nm), la disolución se lava con 

éter y se lleva a sequedad. El residuo se 

purifica por cromatografía de exclusión de tamaño en Sephadex en agua, para 

obtener el compuesto 27.  

(27) C24H54N2Na2O6S4Si2 (697.1). Sólido microcristalino blanco soluble en agua 

(45 mg, 24%). 

RMN-1H (D2O): δ 2.81 (8 H, m, CH2SO3Na y SiCH2CH2S), 2.66 (4 H, m, 

SCH2CH2CH2SO3Na), 2.40-2.60 (14 H, m, N(CH2) y NCH3), 1.82 (4 H, m, 

SCH2CH2CH2SO3Na), 1.46 (4 H, m, NCH2CH2CH2Si), 0.72 (4 H, m, SiCH2CH2S), 0.39 

(4 H, m, NCH2CH2CH2Si), -0.05 (12 H, s, Si(Me)2).  

N N

Si Si
(26)

N N

Si Si

S S

SO3Na SO3Na(27)
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� G2-edaOH-(Si(CH=CH2)2)4 (28) 

 Se disuelve la cuña Br-G2-vinilo (2.80 g, 

6.12 mmol), previamente sintetizada en 

nuestro grupo de investigación,3 en 5 mL de 

acetona y se adiciona N,N’-(bis-

hidroxietil)etilendiamina (453 mg, 3.06 mmol), 

K2CO3 (1.27 g, 9.18 mmol), NaI (0.92 g, 6.12 

mmol) y éter corona 18C6 (162 mg, 0.61 

mmol).  La reacción progresa a 80°C durante 5 h. Tras filtrar la disolución, se 

lleva a sequedad y el producto se extrae con la mínima cantidad de tolueno y se 

purifica mediante cromatografía de exclusión de tamaños. 

 

(28) C48H96N2O2Si6 (901.8). Aceite anaranjado soluble en CHCl3 (2.76 g, 50%). 

RMN-1H (CDCl3): δ 6.11 (16 H, m, CHCH2), 5.74 (8 H, dd, CHCH2), 4.42 (2 H, s 

ancho, OH), 3.65 (4H, t, CH2OH), 2.67 (4H, t, NCH2CH2OH), 2.65 (4H, s, 

NCH2CH2N), 2.45 (4H, t, NCH2CH2CH2CH2Si), 1.52 (4H, q, NCH2CH2CH2CH2Si), 

1.37 (8H, m, SiCH2CH2CH2Si), 1.25 (4H, m, NCH2CH2CH2CH2Si), 0.73 (8H, t, 

SiCH2CH2CH2Si), 0.58 (8H, t, SiCH2CH2CH2Si), 0.50 (4H, t, NCH2CH2CH2CH2Si), 

0.16 (12H, s, SiMe(vinilo)) y -0.06 (6H, s, SiMe). RMN-13C (CDCl3): δ 137.1 

(CHCH2), 132.6 (CHCH2), 60.2 (CH2OH), 55.9 (NCH2CH2OH), 55.5 

(NCH2CH2CH2CH2Si), 52.6 (N(CH2)2N),  30.2 (NCH2CH2CH2CH2Si), 21.9 

(NCH2CH2CH2CH2Si), 18.7 (SiCH2CH2CH2Si), 18.5 (SiCH2CH2CH2Si), 18.2 

(SiCH2CH2CH2Si), 14.0 (NCH2CH2CH2CH2Si), -5.1 (SiMe), -5.2 (SiMe(vinilo)) 

A. Elemental %Calc.: C, 63.93; H, 10.73; N, 3.11. Exp. C, 63.25; H, 9.64; N, 3.84. 

  

Si

Si

Si

Si
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N

N

HO

HO
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� G2-edaOH-(SO3Na)8 (29) y G2-edaOH-(NH3Cl)8 (30) 

 Protocolo general. Se disuelve 28 

en THF:MeOH:H2O (0.5:1:0.5 mL) y se 

adicionan el tiol y el fotoiniciador. La 

disolución se irradia con luz UV 4 h, se lleva a 

sequedad y se purifica por ultrafiltración en 

agua (membrana 1000 kDa), obteniendo 29 y 

30 como sólidos cristalinos solubles en agua. 

 

(29) C72H152N2Na8O26S16Si6 (2327.4). Sólido amarillo cristalino (605 mg, 100%). 

Reactivos: 28 (232 mg, 0.26 mmol), HS(CH2)3SO3Na (367 mg, 2.06 mmol), 

benzofenona (42 mg, 0.23 mmol).  

RMN-1H (D2O): δ 3.65 (4H, t, CH2OH), 2.99 (4H, t, NCH2CH2OH), 2.87 (4H, t, a), 

2.79 (20H, t, CH2SO3Na y N(CH2)2N), 2.50 (32H, m, k + SCH2CH2CH2SO3Na), 1.82 

(16H, q, SCH2CH2CH2SO3Na), 1.55 (4H, m, b), 1.22 (12H, m, c + g), 0.75 (16H, t, j), 

0.44 (20H, m, d + f + h), -0.12 (12H, s, e) y -0.19 (6H, s, i).  RMN-13C (CDCl3): δ 

56.7 (CH2OH), 50.0 (CH2SO3Na), 49.0 (NCH2CH2OH y (N(CH2)2N), 47.4 (a),  30.0 

(SCH2CH2CH2SO3Na), 29.5 (b), 26.9 (k), 24.3 (SCH2CH2CH2SO3Na), 23.0 (g), 21.0 

(c), 18.4 (f + h), 18.1 (d), 14.3 (j), -4.7 y -5.3 (e + i).  

A. Elemental  

%Calc.: C, 37.16; H, 6.58; N, 1.20; S, 22.04. Exp.: C, 36.91; H, 6.62; N,1.40; S,21.19. 

 

(30) C64H160Cl8N10O2S8Si6 (1810.7) Sólido blanco cristalino (326 mg, 100%). 

Reactivos: 28 (162 mg, 0.18 mmol), HS(CH2)2NH3Cl (180 mg, 1.58 mmol), 

benzofenona (33 mg, 0.18 mmol).  

RMN-1H (D2O): δ 3.62 (4H, t, CH2OH), 3.00 (24H, m, SCH2CH2NH3+, N(CH2)2N y 

NCH2CH2OH), 2.83 (4H, t, a), 2.67 (16H, t, SCH2CH2NH3+), 2.47 (16H, t, k), 1.44 

(4H, m, b), 1.18 (12H, m, c + g), 0.75 (16H, t, j), 0.44 (20H, m, d + f + h),  -0.12 

(12H, s, e) y -0.21 (6H, s, i).  
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4.4.6. Estrategia de crecimiento con esqueleto polipropilenimina 

(31-45) 

� Gn-eda-(CN)m  (31, 33, 35) 

 Protocolo general: Se trata de una 

modificación del protocolo de Tack.4 Se 

suspende el dendrímero poliamina en MeOH 

(5 mL) y se refluye 24 h con un exceso de 

acrilonitrilo (2.4 eq. por grupo amino). Tras evaporación a sequedad, los 

productos se aíslan analíticamente puros (determinado por RMN y Análisis 

Elemental) debido a la ausencia de ácido acético como catalizador, lo que 

permite utilizar los compuestos sin pasos de purificación. Los valores de RMN 

concuerdan con los proporcionados para estos compuestos obtenidos mediante 

otras rutas.5  

 

G1 - (31) C14H20N6 (272.2). Sólido microcristalino beige soluble en disolventes 

orgánicos (2.0 g, 100%). 

Reactivos: Etilendiamina (0.5 mL, 7.40 mmol), acrilonitrilo (3 mL, 5 mmol).  

 

G2 - (33) C38H60N14·H2O  (731.0). Aceite viscoso amarillento soluble en 

disolventes orgánicos (2.7 g, 100%). 

Reactivos: 32 (1.26 g, 3.67 mmol), acrilonitrilo (2.9 mL, 44 mmol).  

 

G3 - (35) C86H140N30·2H2O (1630.3). Aceite viscoso amarillento soluble en 

disolventes orgánicos (1.0 g, 100%). 

Reactivos: 34 (461 mg, 0.62 mmol), acrilonitrilo (1.3 mL, 20 mmol) 

 

EDA N N

CN

CN 2 4

·nH2O (31, 33, 35)
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� Gn-eda-(NH2)m  (32, 34, 36) 

 Protocolo general: Bajo argón, se 

disuelve el dendrímero polinitrilo en 5 mL 

de THF seco y se adiciona lentamente la 

cantidad necesaria de BH3·Me2S. Tras el 

tiempo adecuado a reflujo (en función de la generación), se adiciona MeOH con 

baño de hielo, y se agita a t.a. 24 h. Se lleva a sequedad para eliminar los 

componentes volátiles, obteniéndose un sólido blanco pegajoso, que se lava con 

éter a reflujo (3x5 mL). Tras decantar el sobrenadante y llevar a vacío, los 

productos se obtienen como sólidos blancos muy higroscópicos. Otros autores, 

que preparan estos compuestos mediante hidrogenación catalítica,5 describen 

su caracterización como aceites incoloros solubles en CHCl3, pero los valores de 

RMN concuerdan bastante bien con los obtenidos con nuestros compuestos.  

 

G1 - (32) C14H36N6·nH2O (“288.5”). Sólido blanco aceitoso parcialmente soluble 

en agua.  

Reactivos: 31 (1 g, 3.67 mmol), BH3·Me2S (40 mL, 5 M en éter). Reflujo 24 h. 

 

G2 - (34) C38H92N14·nH2O (“745.2”). Sólido blanco aceitoso parcialmente soluble 

en agua. 

Reactivos: 33 (1 g, 1.40 mmol), BH3·Me2S (40 mL, 5 M en éter). Reflujo 32 h. 

 

G3 - (36) C86H204N30·nH2O (“1658.7”).  Sólido blanco aceitoso parcialmente 

soluble en agua. 

Reactivos: 35 (1 g, 0.63 mmol), BH3·Me2S (40 mL, 5 M en éter). Reflujo 48 h. 

·nH2O (32, 34, 36)

EDA N N

2 4

NH2

NH2
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� Gn-eda-(SO3Na)m (37-39) 

 Protocolo general: La 

mezcla del dendrímero poliamina 

y vinilsulfonato de sodio (2 eq. por 

grupo amino) en MeOH:H2O se 

refluye a 120°C 48 h en ampolla de vidrio. Tras llevar a sequedad, se purifica 

mediante ultrafiltración en agua (membranas 500-1000 kDa), para dar los 

productos como sólidos microcristalinos solubles en agua.  

 

G1-(37) C30H60N6Na8O24S8 (1329.3). Sólido blanco higroscópico (2.1 g, 90%). 

Reactivos: 29 (500 mg, 1.73 mmol), vinilsulfonato sódico (5.1 mL, 13.9mmol).  

RMN-1H/13C (D2O): δ 2.95/47.0 (16H, m, y), 2.81/47.6+50.3 (20H, m, x+a), 

2.60/52.8 (8H, m, d), 2.40/51.0 (8H, m, b), 1.60/22.0 (8H, m, c).  

MS (ESI-) m/z (uma). Para [M-3Na+2H]-: Calc. 1262.31. Exp. 1261.11. 

 

G2-(38) C70H140N14Na16O48S16 (2826.8). Sólido blanco higroscópico (1.6 g, 85%). 

Reactivos: 31 (500 mg, 0.67 mmol), vinilsulfonato sodio (3.93vmL, 10.7 mmol).  

RMN-1H (D2O): δ 2.89 (32H, m, y), 2.79 (52H, m, x+a+g), 2.39 (32H, m, b+d+e), 

1.65 (16H, m, f), 1.54 (8H, m, c). RMN-13C (D2O): δ 51.0-50.0 (a+b+d+e+g), 47.5 

(x), 47.0 (y), 22.6 (c), 21.1 (f).  

A. Elemental 

% Calc.: C, 29.7; H, 5.0; N, 6.9; S, 18.1. Exp.: C, 30.4; H, 6.1; N, 7.2; S, 18.5.  

 

G3-(39) C150H300N30Na32O96S32 (5821.9). Sólido blanco higroscópico (1.4g, 78%). 

Reactivos: 33 (500 mg, 0.30 mmol), vinilsulfonato sódico (3.53 mL, 9.6 mmol).  

RMN-1H (D2O): δ 2.96 (64H, m, y), 2.84 (64H, m, x), 2.75-2.48 (116H, m, 

a+b+d+e+g+h+j), 1.73 (40H, m, c+i), 1.54 (16H, m, f). RMN-13C (D2O): δ 50.6-

50.3 (a+b+d+e+g+h+j), 47.4 (x), 47.0 (y), 22.0 (c+f), 21.9 (i). 

MS (ESI+) m/z (uma). Para [M-4Na+5H]+: Calc. 5734.96. Exp. 5734.86. 

·nH2O (35-37)
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� Gn-eda-(CO2Me)m  (40, 42 y 44) 

 Protocolo general: En una 

ampolla de vidrio, se adiciona 

acrilato de metilo (2.8 eq. por 

grupo amino) sobre el 

correspondiente dendrímero poliamina en 5 mL de MeOH. La disolución se agita 

a 80°C durante 18 h, y tras la evaporación completa los productos se aíslan 

como aceites amarillos.  

 

G1 - (40) C46H84N6O16 (977.2). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (1.6 g, 94%). 

Reactivos: 29 (500 mg, 1.73 mmol), acrilato de metilo (1.8 mL, 19.4 mmol).  

RMN-1H (CDCl3): δ 3.63 (24H, s, CO2Me), 2.73 (16H, t, x), 2.41 (36H, m, a+b+d), 

1.52 (8H, m, c). RMN-13C (CDCl3): δ 173.0 (CO2Me), 52.5, 52.4, 51.8 (a+b+d), 51.5 

(CO2Me), 49.1 (x), 32.4 (y), 24.7 (c).  

A. Elemental % Calc.: C, 53.45; H, 7.97; N, 6.93. Exp.: C, 53.60; H, 7.79; N, 7.45.  

 

G2 - (42) C98H182N14O28 (2004.6). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (1.2 g, 90%). 

Reactivos: 31 (500 mg, 0.67 mmol), acrilato de metilo (1.4 mL, 15.0 mmol).  

RMN-1H (CDCl3): δ 3.64 (48H, s, CO2Me), 2.74 (32H, t, x), 2.41 (84H, m, 

a+b+d+e+g), 1.52 (24H, m, c+f). RMN-13C (CDCl3): δ 173.0 (CO2Me), 52.0-51.5 

(a+b+d+e+g), 51.5 (CO2Me), 49.2 (x), 32.4 (y), 24.6 (c+f). 

 

G3 - (44) C214H396N30O64 (4413.6). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (1.0 g, 78%). 

Reactivos: 33 (500 mg, 0.30 mmol), acrilato de metilo (1.2 mL, 13.4 mmol).  

RMN-1H (CDCl3): δ 3.63 (96H, s, CO2Me), 2.73 (64H, m, x), 2.41 (180H, m, 

a+b+d+e+g+h+j), 1.52 (56H, m, c+f+i). 

(40, 42, 44)
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CO2Me
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� Gn-eda-(CO2Na)m  (41, 43 y 45) 

 Protocolo general: Una 

disolución de NaOH (1.1 eq. por 

grupo CO2Me) en MeOH se 

adiciona sobre el dendrímero 

polimetiléster, y se agita a t.a. durante 24 h. El producto se aísla por evaporación 

a vacío y se purifica en agua mediante membranas de ultrafiltración de 500-

1000 kDa. Los productos se obtienen como sólidos blancos microcristalinos 

solubles en agua, tras la evaporación total y el secado con Et2O.  

 

G1 - (41) C38H60N6Na8O16·2H2O (1076.9).  Sólido blanco (538 mg, 98%). 

Reactivos: 37 (500 mg, 0.51 mmol), NaOH (180 mg, 4.5 mmol).  

RMN-1H (D2O): δ 2.56/2.55* (16H, m, x y xH+), 2.42 (4H, s, a), 2.32 (8H, m, b), 

2.26/2.35* (8H, m, d y dH+), 2.18 (16H, y), 1.45 (8H, m, c).  RMN-13C (D2O): δ 

181.5/180.3* (CO2Na, CO2H), 53.7 (b+d), 49.9 y 49.8/46.0* (a y x+xH+), 37.5 (y), 

24.0 (c). 

A. Elemental % Calc.: C, 42.38; H, 5.99; N, 7.80. Exp.: C, 42.02; H, 6.01; N, 7.94.  

  

G2 - (43) C86H140N14Na16O32 (2249.9). Sólido blanco (540 mg, 96%). 

Reactivos: 39 (500 mg, 0.25 mmol), NaOH (176 mg, 4.4 mmol).  

RMN-1H (D2O): δ 2.55 (32H, m, x), 2.41 (4H, s, a), 2.24 (48H, m, b+d+e+g), 2.14 

(32H, m, y), 1.44 (24H, m, c+f).   

 

G3 - (45) C182H300N30Na32O64 (4668.2). Sólido blanco (488 mg, 95%). 

Reactivos: 41 (500 mg, 0.11 mmol), NaOH (160 mg, 4.0 mmol).  

RMN-1H (D2O): δ 2.56 (64H, m, x), 2.41 (4H, s, a), 2.25 (112H, m, b+d+e+g+h+j), 

2.15 (64H, m, y), 1.45 (56H, m, c+f+i).   

(41, 43, 45)
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 4.4.7. Estrategias de conjugación de ibuprofeno (46-58) 

� G1-eda-(NH2)3(NH3+-OOC-Ibu) (46) 

 A una disolución del dendrímero 32 

(80 mg, 0.28 mmol) en 2 mL de MeOH se 

adiciona ibuprofeno (57 mg, 0.28 mmol) 

también disuelto en 1 mL de MeOH. Tras 

agitación 24 h a t.a. en oscuridad, se obtiene 

el conjugado 46, que debe mantenerse en disolución para evitar su agregación.  

(46) C27H54N6O2 (494.8). Sólido blanco soluble en H2O y MeOH (138 mg, 100%).   

RMN-1H (D2O): δ 7.05 y 6.95 (4H, 2d, Ar-H), 3.38 (1H, c, CHCOO), 2.80 (6H, m, 

CH2NH2), 2.42 (4H, s, N(CH2)2N), 2.35 (8H, m, NCH2CH2CH2NH2), 2.24 (2H, d, 

ArCH2), 1.61 (CH(CH2)2), 1.52 (8H, m, NCH2CH2CH2NH2), 1.16 (3H, d, CHCH3), 

0.65 (6H, d, CH(CH2)2). 

 

� G1-eda-(SO3Na)6(NH3+-OOC-Ibu) (47) 

  A una disolución de 46 (138 mg, 0.28 

mmol) en 4 mL de MeOH:H2O (1:1)  se 

adiciona vinilsulfonato de sodio (0.72 mL, 

1.96 mmol) y se calienta a 120°C durante 48 h 

en ampolla de vidrio. La disolución 

anaranjada se lleva a sequedad y se purifica por nanofiltración en agua 

(membrana de 1000 kDa). Tras evaporar y lavar con Et2O, se obtiene 47 como 

un sólido pulverulento blanco.   

(47) C39H72N6Na6O20S6 (1275.3). Sólido blanco pulverulento soluble en agua 

(324 mg, 91%).   

RMN-1H (D2O): δ 7.06 y 7.04 (2H y 2H, d y d, ArH), 3.44 (1H, m, CHCOO), 2.92 

(12H, m, y), 2.79 (18H, m, x+a+d’), 2.70 (6H, m, d), 2.40 (8H, m, b) 2.27 (2H, d, 

CH2CH(CH3)2), 1.63 (9H, m, c + CH(CH3)2), 1.19 (3H, d, CHCH3), 0.67 (3H, d, 

CH(CH3)2).       

O

O

EDA

NH2

H3
N

3

(46)

O

O

EDA

N

N
H3

3

(47)

SO3Na

SO3Na

a

b
c

d

c

d'
b

x
y



____________________________________________________________________ Parte Experimental 

 
 

 
265 

� G1-eda-(CO2Me)6(NH3+-OOC-Ibu) (48) 

 A una disolución del conjugado 46 (138 

mg, 0.28 mmol) en 3 mL de MeOH se adiciona 

acrilato de metilo (0.21 mL, 2.35 mmol) y se 

calienta 18 h a 80°C. Tras la evaporación a 

sequedad, se obtiene el derivado 48, como un 

aceite amarillento.   

(48) C51H89N6O14 (1010.3). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (283 mg, 100%). 

RMN-1H (CDCl3): δ 7.21 y 7.01 (2H y 2H, d y d, ArH), 3.62 (18H, s, CO2Me), 2.95 

(1H, m, CHCOO), 2.72 (12H, t, x), 2.46 (2H, m, d’) , 2.40 (24H, m, a+b+d), 1.80 

(1H, m, CH(CH3)2), 1.64 (2H, m, c’), 1.55 (6H, m, c), 1.41 (3H, d, CHCH3) , 0.86 

(6H, d, CH(CH3)2). RMN-13C (CDCl3): δ 198.0 (COO-), 172.9 (CO2Me), 140.0, 142.0, 

128.9 y 127.2 (C(Ar)), 51.8-51.5 (a+b+d+CO2Me), 49.0 (x), 46.1 (CH2CH(CH3)2), 

45.0 (CHCH3), 36.0 (d’), 32.3 (y), 30.2 (CH(CH3)2), 23.7 (c’+CH(CH3)2), 22.4 (c), 

19.1 (CHCH3).  

 

� G1-eda-(NH2)3(NHCO-Ibu) (49) 

 Se disuelve el dendrímero 48 (150 mg, 

0.52 mmol) en EtOH y se agita con NEt3 durante 

1 h. Por otro lado, se disuelve IbuCOOH (115 mg, 

0.56 mmol) en EtOH, y se activa con HOBt (40 

mg, 0.30 mmol) y EDC (128 mg, 0.67 mmol), con 

agitación durante 1 h. Entonces se adiciona el ibuprofeno activado sobre el 

dendrímero y se agitan 24 h a t.a. La disolución se lleva a sequedad y se lava con 

CHCl3, obteniendo el compuesto 49 como un sólido blanco pegajoso. 

(49) C27H52N6O (476.7). Sólido blanco soluble en agua (250 mg, 100%).  

RMN-1H (D2O): δ 7.08 y 7.04 (2H y 2H, d y d, ArH), 3.02 (1H, c, CHCOO), 2.75 

(8H, m, CH2NH2), 2.35 (14H, m, N(CH2)2N, NCH2CH2CH2NH2 y ArCH2), 1.60 (9H, 

m, NCH2CH2CH2NH2 y (CH(CH2)2), 1.21 (3H, d, CHCH3), 0.65 (6H, d, CH(CH2)2).  
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� IbuCONHS (50*) 

 La preparación de este compuesto se realiza a 

través de una modificación del protocolo de Marega y 

col.,6 eliminando la utilización de DMAP, pero 

controlando que pH = 5-6.5. Además, la separación del 

IbuCOOH sin reaccionar se realizó mediante una filtración de afinidad en 

alúmina básica con CH2Cl2 como eluyente, y el compuesto 50* se utilizó sin 

mayor purificación para la siguiente reacción. Los valores de RMN-1H y 13C 

concuerdan con los mostrados en bibliografía y confirman la obtención de 50*.  

 

� IbuCONHSH (51) 

 Este compuesto, preparado previamente por 

otros autores,7 se sintetiza mediante la adición a una 

disolución de 50 (3.39 mmol) en CH2Cl2, sin aislar del 

paso anterior, de hidrocloruro de cisteamina (506 mg, 3.39 mmol) y luego se 

ajusta pH = 7.5 con NEt3. Tras 18 h en agitación a t.a., la disolución se lava 

rápidamente (para minimizar la oxidación del tiol) con H2O/NaClsat (4x2 mL), se 

seca con MgSO4anh y se evapora. 51 se obtiene como un sólido blanco, mezcla de 

sus formas reducida (-SH) y oxidada (S-S). Aunque los valores de RMN 

concuerdan con los hallados en bibliografía, a continuación se detallan para 

facilitar la comprensión de ambas formas del compuesto.   

(51) C15H23NOS (265.4). Sólido blanco soluble en CHCl3 (450 mg, 50%). 

RMN-1H (CDCl3): δ 7.16 y 7.07 (4 H, 2 d, CH2(Ar)),  3.52 (1H, c, CHCO), 3.39 y 

3.30 (2H, m y t, NHCH2CH2SH/S), 3.65 y 3.55 (2H, t y t, NHCH2CH2SH/S), 2.40 (2H, 

d, CHCH2), 2.06 (1H, s ancho, SH) 1.80 (1H, h, (CH3)2CH), 1.46 (3H, d, CHCH3), 

0.85 (6H, d, (CH3)2CH). RMN-13C (CDCl3): δ 174.9/174.6 (CO), 140.6/140.4 y 

138.3 (C(Ar)), 129.5/129.4 y 127.1 (CH(Ar)), 46.5/46.2 (CHCH3), 44.8 (CHCH2), 

42.2 (NHCH2CH2SH), 38.4 (NHCH2CH2SS), 37.4 (NHCH2CH2SS), 30.0 (CH3)2CH), 

24.3 (NHCH2CH2SH), 22.2 (CH3)2CH, 18.4/18.2 (CH3CH).   
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� Ácido 3-(2-piridilditio)-propanoico (52) y N-succinimidil 3-(2-

piridilditio)-propanoato  (52*) 

 El protocolo seguido para la preparación de estos 

compuestos es el descrito por Navath.8 Para el caso del 

compuesto 52 (o PDP, en su terminología) no se realiza 

ningún cambio en el protocolo, y sin embargo obtenemos 

rendimientos superiores (cuantitativos). Para el derivado 52*, sin embargo, se 

modificó el protocolo al sustituir el agente acoplante DCC por EDC, lo que 

supone una mejora destacada en la purificación posterior. El proceso es el que 

sigue: se disuelve 52 (100 mg, 0.46 mmol) en 5 mL de CH2Cl2 seco, y a 0°C se 

adicionan inicialmente EDC (125 mg, 1.30 mmol), con agitación durante 10 min 

en frío y 10 min a t.a., y posteriormente N-hidroxisuccinimida (65 mg, 1.11 

mmol) con 10 min de agitación en frío. Tras este tiempo, se deja alcanzar t.a. y la 

reacción se mantiene durante 4 h. La disolución se lava con H2O/NaClsat para 

eliminar los subproductos derivados de EDC (2x5 mL), y la fase orgánica se seca 

con Na2SO4 anh y se lleva a sequedad, obteniendo 52* como un aceite anaranjado. 

Los valores de RMN-1H y 13C obtenidos concuerdan con los proporcionados en la 

bibliografía y confirman la presencia de los compuestos deseados. 

      

� PySS(CH2)2NH3Cl (53) 

 El compuesto 53 se preparó según el protocolo 

descrito por Van der Vlies,9 con la reducción del tiempo 

de reacción de 18 a 2 h y obteniendo un rendimiento 

similar. Los valores de RMN-1H y 13C obtenidos concuerdan con los 

proporcionados en la bibliografía y confirman la presencia del compuesto 

deseado. 
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� G1-eda-(NH2)3(NHCO(CH2)2SSPy) (54) 

 Sobre el dendrímero poliamina 32 (700 

mg, 2.04 mmol) disuelto en 4 mL de PBS:MeOH 

(1:1), se adiciona el espaciador aniónico 

activado 52 (640 mg, 2.05 mmol) disuelto en 2 

mL de EtOH. Tras 18 h a t.a., la disolución 

amarilla se filtra y se lleva a sequedad, obteniendo 54 como un sólido amarillo 

higroscópico. 

(54) C22H43N7OS2 (485.8). Sólido amarillo higroscópico soluble en MeOH y 

parcialmente soluble en agua (990 mg, 100%). 

RMN-1H (D2O): δ 8.31, 7.73, 7.58 y 7.14 (4 H; d, m, d y m, CH(Ar)), 3.10 (2 H, m, 

d’), 2.82 (2H, m, COCH2CH2S), 2.72 (6 H, m, d), 2.50 (2H, m, COCH2CH2S), 2.47 (4 

H, s, a), 2.42 (8 H, m, b), 1.66 y 1.53 (6 H y 2 H, m y m, c y c’).    

 

� G1-eda-(SO3Na)6(NHCO(CH2)2SSPy) (55) 

 Sobre una disolución del conjugado 54 

(1.7 g, 3.5 mmol) en MeOH se adiciona 

vinilsulfonato de sodio (7.7 mL, 21.0 mmol). 

Tras 18 h a 120°C en ampolla de vidrio, la 

disolución se lleva a sequedad, y el conjugado se 

purifica por extracción en EtOH.  

(55) C34H61N7Na6O19S8 (1266.3). Sólido amarillo microcristalino soluble en agua 

(4.4 g, 100%). 

RMN-1H (D2O): δ 8.21, 7.64, 7.56 y 7.12 (4H, m, CH(Ar)), 3.10 (4H, m, d’ y 

COCH2CH2S), 2.96 (12H, m, y), 2.88 (6H, m, d), 2.82 (12H, m, x), 2.61 (4 H, s, a),  

2.50 (8 H, m, b), 2.40 (2H, m, COCH2CH2S), 1.70 y 1.62 (6H y 2H, m y m, c y c’). 
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� G1-eda-(CO2Me)6(NHCO(CH2)2SSPy) (56) 

 Sobre el conjugado 54 (100 mg, 0.20 

mmol) disuelto en MeOH se adiciona acrilato de 

metilo (0.18 mL, 2.0 mmol). Tras 18 h a 80°C, la 

disolución amarilla se evapora para dar 56, 

como un aceite amarillento con rendimiento 

cuantitativo. 

(56) C46H79N7O13S2 (1002.3). Aceite amarillo soluble en CHCl3 (200 mg, 100%). 

RMN-1H (CDCl3): δ 8.40, 7.64, 7.12 y 6.95 (4H, d, m, d y m, CH(Ar)), 7.64 (1H, t, 

NHCO), 3.64 (18 H, s, CO2Me), 2.98 (2H, m, d’), 2.73 (14 H, t, x y COCH2CH2S), 

2.52 (2H, m, COCH2CH2S), 2.41 (30H, m, a+b+b’+d+y), 1.68 y 1.51 (2H y 6H, m y 

m, c’ y c). RMN-13C (CDCl3): δ 173.0 (CO2Me), 169.0 (CONH), 152.6, 144.7, 136.4, 

128.3, 126.0 (C(Ar)), 52.5-51.8 (a+b+b’+d), 50.8 (CO2Me), 49.1 (x), 38.8 (d’), 36.0 

(COCH2CH2S), 34.1 (COCH2CH2S), 32.4 (y), 24.7 y 24.2 (c y c’). 

 

� G1-eda-(CO2Na)6(NH2) (57) 

 Sobre el conjugado 56 (167 mg, 0.71 mmol) 

disuelto en MeOH se adiciona NaOH (80 mg, 15 

mmol) en MeOH, y se agita a t.a. 18 h. Tras evaporar 

la disolución a sequedad, el residuo se lava con CHCl3 

y se purifica por nanofiltración en agua en membrana 

de 500 kDa, obteniendo 57 como un sólido blanco, que ha dejado de contener la 

molécula de ibuprofeno. 

(57) C32H54N6Na6O12 (852.7). Sólido blanco soluble en agua (605 mg, 100%).  

RMN-1H (D2O): δ 2.55 (12 H, m, x), 2.41 (4H, s, a), 2.32 (8H, m, b), 2.22 (6H y 2H, 

m, d y d’), 2.14 (12 H, m, y), 1.44 (6H + 2H, m, c y c’).  
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� G1-eda-(CO2Na)7 (N(CH2)2CONH(CH2)2SSPy)  (58) 

 Se suspende el dendrímero 

carboxilato 41 (109 mg, 0.10 mmol) en 

EtOH y se adiciona HClac hasta un pH 3.5-4, 

donde queda todo disuelto. Se lleva a 

sequedad y se vuelve a disolver en 4 mL 

EtOH:H2O (1:1). A 0°C, se adiciona EDC (107 

mg, 0.56 mmol) y se mantiene 10 min en frío y 10 min a t.a. con agitación. 

Entonces, a 0°C se adiciona N-hidroxisuccinimida (57 mg, 0.48 mmol) y tras 10 

minutos en frío, se deja alcanzar t.a. El pH se ajusta a 5.50 con HClac y se deja 

agitar 1 h a t.a. En el siguiente paso, se adiciona el espaciador 53 (30 mg, 0.12 

mmol) y se ajusta el pH a 7.3 con NaHCO3. Se agita a t.a. 48 h, se lleva a sequedad 

y se lava con CHCl3, obteniendo 58 como un sólido amarillo.  

(58) C43H64N7Na7O16S2 (1160.1). Sólido amarillo soluble en agua (102 mg, 88%). 

RMN-1H (D2O): δ 8.20, 7.65 y 7.10 (4 H, m, C(Ar)), 3.12 (2H, m, NHCH2CH2S), 

3.00 (16 H, m, x y x’), 2.80 (8H, m, d), 2.75 (2H, m, NHCH2CH2S), 2.61 (4 H, s, a),  

2.44 (8H, m, b), 2.48 (14 H, m, y), 2.22 (2H, m, y’), 1.70 (8H, m, c).  
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4.4.8. Dendrones polilisina tipo MAP (61-71) 

 Dada la gran expansión de la química peptídica, algunos de los 

compuestos que a continuación se describen han sido publicados anteriormente 

(por ejemplo, 61, 61*, 62 y 64).10 En esta Memoria se recogen las condiciones 

optimizadas para generar grandes cantidades, y la confirmación mediante 

HPLC-MS de la obtención de los compuestos deseados. Para el resto, la 

caracterización se describe considerando como Ca el carbono contiguo al grupo 

COO del respectivo aminoácido y nombrando los carbonos consecutivos como b, 

c, d, e, etc. En ocasiones, en el espectro se discrimina entre el grupo metileno x1 

de la primera capa y aquéllos x de las siguientes. 

  

� G1-[(Boc)2]-OH (61) y G1-[(Boc)2]-OSu (61*) 

 La síntesis de 61 y 61*  se lleva a cabo según el 

protocolo establecido en bibliografía,11-14 aunque en el 

caso de 61* la reacción de acoplamiento se realiza con 

N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) en lugar de DCC 

para facilitar la separación del subproducto. Los valores obtenidos mediante 

HPLC-MS confirman la naturaleza de los compuestos deseados.  

(61) C16H30N2O6 (346.4). Aceite viscoso soluble en CHCl3 (35.7 g, 100%). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 20.4 min.  

m/z (uma) para  C16H30N2O6Na+ (M+Na+): Calc. 369. Exp. 369. 

(61*) C20H33N3O8 (443,49). Sólido blanco soluble en CHCl3 (32.0 g, 70%). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 22.1 min. 

m/z (uma) para  C20H33N3O8Na+ (M+Na+): Calc. 466. Exp. 466. 

 

� G1-[(Boc)2]-G-OH (62) 

 El compuesto 62 se preparó según el 

protocolo de la bibliografía,14 pero sustituyendo 

el disolvente de reacción DMF/H2O por EtOH/H2O (2:1), y utilizando como base 
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NMM (2 eq.) en lugar de NaHCO3, por facilidad en la purificación. Los valores 

obtenidos mediante HPLC-MS confirman la naturaleza del compuesto deseado. 

(62) C18H33N3O7 (403.5). Sólido blanco soluble en CHCl3 (11.2 g, 81%). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 19.1 min. 

m/z (uma). Para  C18H33N3O7H+ (M+H+): Calc. 404. Exp. 404. Para  C18H33N3O7Na+ 

(M+Na+): Calc. 426. Exp. 426 

 

� G1-[(NH3Cl)2]-G-OH (63) 

 La mezcla de 62 (11.2 g, 27.8 mmol) en 

THF (60 mL) y HCl/dioxano (47 mL, 190 mmol) se 

refluye 1 h. El precipitado se agita 1 h con Et2O a 

t.a., se decanta y se agita de nuevo con Et2O durante 18 h. 63 se aísla por 

decantación y evaporación, como un sólido muy higroscópico. 

(63) C8H19Cl2N3O3 (276.2). Sólido blanco soluble en agua (7.7 g, 100%). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN:H2O): 6.8 min. 

m/z (uma) para  C8H18N3O3+ (M-(2HCl)+H+): Calc. 204. Exp. 204. 

RMN-1H (D2O): δ 3.91 (3H, m, a(Gly) y a(Lys)), 2.85 (2H, t, e), 1.79 (2H, m, b), 

1.56 (2H, m, d), 1.34 (2H, m, c). 

 

� G1-[(Boc)(TFA)]-OSu (64*)  

 La síntesis de 64*  se lleva a cabo de forma 

análoga a 61*, según el protocolo de la bibliografía,13 

de nuevo sustituyendo DCC por DIPCDI para facilitar 

la separación del subproducto. Los valores obtenidos 

mediante HPLC-MS confirman la naturaleza del compuesto deseado.  

(64*) C17H24F3N3O7 (439.4). Sólido blanco soluble en CHCl3 (12.8 g, 67%). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 20.9 min. 

m/z (uma). Para  C17H24F3N3O7Na+ (M+Na+): Calc. 462. Exp. 462. Para  

C12H17F3N3O5+ (M-Boc+H+): Calc. 340. Exp. 340. 
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� G2-[(Boc)4]-G-OH  (65) y G2-[(Boc)2(TFA)2]-G-OH  (67) 

 Protocolo general. Una disolución del 

dendrón 63 en 10 mL H2O se adiciona sobre una 

disolución de 61* o 64* en EtOH (10 mL). Tras 

añadir NMM, la mezcla se agita durante 18 h a t.a., 

y entonces se añade KHSO4 (1M, 40 mL). La 

disolución se extrae con AcOEt (3x40 mL), y la 

fase orgánica se lava con H2O/NaClsat (3x40 mL), 

se seca con Na2SO4(anh) y se lleva a sequedad. El 

residuo se agita con éter de petróleo (40 mL), 

para aislar 65 o 67 como sólidos blancos microcristalinos. 

 

(65) C40H73N7O13 (860.0). Sólido blanco soluble en CHCl3 (2.5 g, 81%). 

Reactivos: 63 (1 g, 3.6 mmol), 61* (3.19 g, 7.2 mmol), NMM (2 mL, 18.2 mmol).  

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 22.2 min.  

m/z (uma) para  C40H74N7O13 (M+H+): Calc. 861. Exp. 861. 

RMN-1H/13C (CDCl3): δ 4.48/52.5 (6H, m, a(Lys)), 4.00/40.8 (2H, m, a(Gly)), 

3.06/40.2 y 38.5 (6H, m, e y e1), 1.73/31.0 y 1.60/31.2 (4H y 2H, m, b y b1), 

1.38/32.5 (6H, m, d), 1.38/29.0 (36H, s, Boc), 1.38/22.5 (6H, m, c). 

 

(67) C34H55F6N7O11 (851.8). Sólido blanco soluble en CHCl3 (4.5 g, 87%). 

Reactivos: 63 (1.46 g, 5.32 mmol), 64* (4.68 g, 10.6 mmol), NMM (3 mL, 27.3 

mmol) 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 20.3 min.  

m/z (uma) para  C34H56F6N7O11 (M+H+): Calc. 853. Exp. 853. 

RMN-1H/13C (CDCl3): δ 4.28/53.9 (6H, m, a(Lys)), 4.17/43.0 (2H, m, a(Gly)), 

3.34/39.5 (6H, m, e), 1.77/31.0 (6H, m, b), 1.61/29.0 (6H, m, d), 1.40/29.0 (36H, 

s, Boc), 1.40/22.5 (6H, m, c). 
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� G2-[(NH3X)4]-G-OH  (66) y G2-[(TFA)2(NH3X)2]-G-OH  (68) 

 Protocolo general.  

- Método 1 (66a, 68a): Se disuelve el dendrón en 

TFA:CH2Cl2 (1:1, 30 mL) y la disolución se agita 

2 h a t.a. Tras la evaporación del disolvente, el 

residuo aceitoso se lava con éter de petróleo y se 

seca con alto vacío, para obtener el producto 

como un aceite incoloro que retiene TFA.  

- Método 2 (66b, 68b): Se refluye durante 2 h 

una disolución del dendrón en THF (15 mL) con 

HCl/dioxano (4 mL, 14 mmol). El precipitado se 

agita 1 h con Et2O (20 mL), y el sobrenadante se 

elimina por decantación. Tras evaporación a sequedad, se aísla el producto final. 

 

(66a) C28H45F12N7O13 (915.7). Aceite viscoso incoloro soluble en agua.  

Reactivos: 65 (500 mg, 0.58 mmol), TFA:CH2Cl2 (1:1, 30 mL). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN:H2O): 7.5 min. 

m/z (uma) para  C20H42N7O5 (M-4TFA+H+): Calc. 460. Exp. 460. 

RMN-1H (D2O): δ 3.77 (1H, t, a(Lys)), 3.34 (2H, s, a(Gly)), 2.63 y 2.40 (2H (t) y 4 

H (t), e1 y e), 1.31 y 1.21 (4H (m) y 2H (m), b y b1), 1.11 y 0.95 (4H (m) y 2H (m), 

d y d1), 0.83 (6H, m, c). 

 

(68a) C34H59F6N7O11 (855.9). Aceite viscoso amarillo soluble en agua.  

Reactivos: 67 (476 mg, 0.56 mmol), TFA:CH2Cl2 (1:1, 30 mL).  

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN:H2O): 13.0 min. 

m/z (uma) para  C20H40F6N7O7 (M-2TFA+H+): Calc. 652. Exp. 652. 

RMN-1H (D2O): δ 4.08 y 3.74 (1H (t) y 2H (t), a(Lys1) y a(Lys)), 3.70 (2H, s, 

a(Gly)), 3.63 y 3.04 (2H (t) y 4H (t), e1 y e), 1.60 y 1.53 (4H (m) y 2H (m), b y b1), 

1.33 y 1.28 (4H (m) y 2H (m), d y d1), 1.12 (6H, m, c(Lys)). 
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(66b) C20H45Cl4N7O5 (605.4). Sólido blanco muy higroscópico soluble en agua 

(702 mg, 100%). 

Reactivos: 65 (1.0 g, 1.16 mmol), HCl/dioxano (4 mL, 14 mmol). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN:H2O): 6.5 min. 

m/z (uma) para  C20H42N7O5 (M-4HCl+H+): Calc. 460. Exp. 460. 

RMN-1H (D2O): δ 4.20 (1H, t, a(Lys)), 3.82 (2H, s, a(Gly)), 3.07 y 2.84 (2H (t) y 

4H (t), e1 y e), 1.74 y 1.61 (4H (m) y 2H (m), b y b1), 1.54 y 1.34 (4H (m) y 2H 

(m), d y d1), 1.26 (6H, m, c). 

 

(68b) C24H41F6Cl2N7O7 (724.5). Sólido blanco muy higroscópico soluble en agua 

(427 mg, 100%). 

Reactivos: 65 (500 mg, 0.59 mmol), HCl/dioxano (1 mL, 3.54 mmol). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN:H2O): 12.4 min. 

m/z (uma) para  C24H40F6N7O7 (M-2HCl+H+): Calc. 652. Exp. 652. 

 

�  G2.5-[(Boc)2(TFA)2]-G-OH  (69) 

 
 Una disolución de 68a (480 

mg, 0.56 mmol) en 3 mL H2O se 

adiciona sobre una disolución de 64* 

(474 mg, 1.08 mmol) en 10 mL EtOH. 

Tras añadir NMM (0.3 mL, 2.8 mmol), 

la mezcla se agita durante 18 h a t.a., y 

entonces se añade KHSO4 (1M, 20 mL). 

La disolución se extrae con AcOEt 

(3x20 mL), y la fase orgánica se lava 

con H2O/NaClsat (3x20 mL), se seca con Na2SO4(anh) y se lleva a sequedad. El 

residuo se agita con éter de petróleo, y tras decantar el sobrenadante y llevar a 

sequedad, se obtiene 67 como un sólido pegajoso que retiene TFA. 

(69) C50H77F12N11O15 (1300.2). Sólido pegajoso soluble en CHCl3.  
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HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 22.1 min. 

m/z (uma) para  C45H70F12N11O13+ (M-Boc+H+): Calc. 1202. Exp. 1202. 

 

� G3-[(Boc)8]-G-OH  (70) y G3-[(Boc)4(TFA)4]-G-OH  (71) 

 Protocolo general. Una 

disolución de 66b en 3 mL H2O se 

adiciona sobre una disolución de 

61* o 64* en 5 mL EtOH. Tras 

añadir NMM, la mezcla se agita 

durante 18 h a t.a. y entonces se 

añade KHSO4 (1M, 20 mL). Tras su 

filtración, la disolución se extrae 

con AcOEt (3x20 mL), y la fase 

orgánica se lava con H2O/NaCl(sat) 

(2x20mL), se seca con Na2SO4(anh) y 

se lleva a sequedad. El residuo se agita con éter de petróleo, y tras decantar el 

sobrenadante y llevar a sequedad, se obtienen 70 ó 71. 

 

(70) C84H153N15O25 (1773.8). Sólido blanco soluble en CHCl3 (400 mg, 39%). 

Reactivos: 66b (350 mg, 0.58 mmol), 61* (1.02 g, 2.31 mmol), NMM (642 µL, 

5.8 mmol). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 25.8 min. 

m/z (uma) para  C84H154N15O25 (M+H+): Calc. 1775. Exp. 1775. 

 

(71) C72H117F12N15O21 (1756.8). Sólido blanco soluble en CHCl3 (754 mg, 74%). 

Reactivos: 66b (350 mg, 0.58 mmol), 64* (1.01 g, 2.31 mmol), NMM (642 µL, 

5.8 mmol). 

HPLC-MS(ESI) RT (MeCN): 23.1 min. 

m/z (uma) para  C72H118F12N15O21 (M+H+): Calc. 1777. Exp. 1777. 

O

NH

HN

HN
O

O

HO
O

HN

HN

N
H

NHX

H
N

O

BocHN

NHX

O

NHBoc

O

BocHN

NHX

O

X=Boc  (70)
X=TFA  (71)

NHBoc

NHX



____________________________________________________________________ Parte Experimental 

 
 

 
277 

4.5. BIBLIOGRAFÍA 

1. D. E. Budil, S. Lee, S. Saxena, J. H. Freed. J. Magn. Res. A, 1996, 120, 155-189. 

2. E. Hao, Z. Wang, L. Jiao, S. Wang. Dalton Trans., 2010, 39, 2660-2666. 

3. E. Fuentes Paniagua, Tesis Doctoral, Universidad de Alcalá, 2014. 

4.  R. D. Tack, WO9612755A1, 1996. 

5. Y. Lu, B. Sun, C. Li, M. H. Schoenfisch. Chem. Mater., 2011, 23, 4227-4233. 

6. A. R. Marega, M. Bergamin, V. Aroulmoji, F. Dinon, M. Prato, E. Murano. Eur. 
J. Org. Chem., 2011, 2011, 5617-5625. 

7. A. P. Kourounakis, D. Galanakis, K. Tsiakitzis, E. A. Rekka, P. N. 
Kourounakis. Drug Dev. Res., 1999, 47, 9-16. 

8. R. S. Navath, Y. E. Kurtoglu, B. Wang, S. Kannan, R. Romero, R. M. Kannan. 
Bioconjugate Chem., 2008, 19, 2446-2455. 

9. A. J. Van der Vlies, C. P. O'Neil, U. Hasegawa, N. Hammond, J. A. Hubbell. 
Bioconjugate Chem., 2010, 21, 653-662. 

10.  T. L. Nagabhushan, M. F. Haslanger, M. F. Czarniecki, WO8900165A1, 
1989. 

11. O. Keller, W. E. Keller, L. G. Van, G. Wersin. Org. Synth., 1985, 63, 160-170. 

12. M. Driffield, D. M. Goodall, D. K. Smith. Org. Biomol. Chem., 2003, 1, 2612-
2620. 

13. M. E. Sergeev, T. L. Voyushina. Lett. Org. Chem., 2006, 3, 857-860. 

14.  T. L. Nagabhushan, M. F. Haslanger, M. F. Czarniecki, WO8900165A1, 
1989. 

 
 



Capítulo 4___________________________________________________________________________ 

 
 

 
278 

 



_________________________________________________________________________Conclusiones 

 

 

 

279 

 

 

 

 

 

__________________________CAPÍTULO 5  

“CONCLUSIONES” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 5___________________________________________________________________________ 

 

 

 

280 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



_________________________________________________________________________Conclusiones 

 

 

 

281 

 Del trabajo presentado en los Capítulos 1, 2 y 3 de esta Memoria se 

desprenden las siguientes conclusiones: 

I.- Se ha llevado a cabo la síntesis y caracterización química de cuatro familias de 

compuestos con núcleo de etilendiamina (EDA) y 2 ó 4 grupos aniónicos, a 

partir de los cuales se han generado complejos metálicos de Ni, Co, Cu y Zn. 

Estos compuestos, que denominamos de “generación 0”, sirven para modelar el 

comportamiento de dendrímeros y metalodendrímeros de generaciones 

mayores. La estrategia de síntesis se basa en reacciones de tipo Michael o aza-

Michael, sencillas y con elevados rendimientos, mientras que la caracterización 

química mediante técnicas como RMN, RSE, espectrofotometría UV-Vis o 

difracción de rayos X, permitió conocer la estructura de estos compuestos tanto 

en estado sólido como en disolución.  

 

II.- La valoración potenciométrica de las sales sódicas 1, 8, 12 y 18 permite  

concluir que, a pH fisiológico, los grupos sulfonato y carboxilato se encuentran 

en su forma aniónica, estando así disponibles para la coordinación cuando se 

enfrenten a metales o para inhibir la infección viral frente al VIH mediante la 

interacción electrostática con proteínas virales y/o celulares. 

  

III.- Los ensayos biomédicos realizados mostraron que las sales sódicas 1, 8, 12 

y 18 no presentan toxicidad ni capacidad inhibitoria frente a la infección por el 

VIH, tanto en células pre- como post-tratadas. Sin embargo, la coordinación de 

iones metálicos a estos ligandos supone una disminución significativa de la 

toxicidad de los iones libres y un aumento claro de la capacidad inhibitoria, 

hasta alcanzar niveles similares a los de los fármacos comerciales tanto en pre- 

como en post-tratamiento. Estos resultados apuntan a un comportamiento dual 

de los compuestos, impidiendo por un lado la unión del virus a la célula, a través 

del bloqueo de las proteínas de membrana del virus y la célula mediante los 
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grupos aniónicos, interacción que es modulada por el centro metálico, y por el 

otro, actuando en pasos posteriores del ciclo replicativo.  

 

IV.- Los estudios complementarios realizados muestran que los compuestos no 

siguen un patrón concreto de especificidad por los correceptores CXCR4 y CCR5, 

y que el tratamiento combinado de los nuevos complejos metálicos con AZT es 

más eficaz en el tratamiento de la infección por el VIH, alcanzando valores de 

100% de inhibición a 48 h para la mayoría de los compuestos.  

 

V.- Se han ensayado distintas metodologías para la generación de sistemas 

dendríticos multivalentes a partir de un núcleo de etilendiamina. Las más 

eficaces resultaron ser la estrategia de acoplamiento convergente/reacción tiol-

eno, para dendrones con esqueleto carbosilano, y la estrategia adición de 

Michael/reducción, para dendrímeros con esqueleto polipropilenimina (PPI), 

descartando las rutas de alquenilación/hidrosililación y la reacción click CuAAC 

por la contaminación del producto con los catalizadores y la dificultad para 

completar la reacción.  

 

VI.- El dendrón con esqueleto carbosilano 28, preparado mediante estrategia 

convergente, permite la introducción de grupos aniónicos (29) o catiónicos (30) 

en la periferia mediante reacciones tiol-eno sencillas, rápidas y fáciles de 

purificar. Estos sistemas dendríticos iónicos son particularmente interesantes 

porque presentan un punto focal con una gran capacidad coordinativa para 

poder alojar diferentes centros metálicos, a la vez que una superficie con carga 

negativa (29) o positiva (30) que les dota de una gran potencialidad para 

comprobar su actividad en diferentes aplicaciones médicas, como la inhibición 

de la infección viral o el transporte de ácidos nucleicos, respectivamente.   
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VII.- Los dendrímeros PPI de generaciones 1-3, con grupos sulfonato (37-39) y 

carboxilato (41, 43 y 45) terminales, se prepararon a partir de sus precursores 

mediante las mismas reacciones que en los sistemas de generación 0, y se 

caracterizaron principalmente a través de RMN. A pH fisiológico, ambas familias 

presentan sus grupos aniónicos disponibles para la coordinación de metales o 

para inhibir la infección viral, tal y como los sistemas de generación 0 habían 

predicho. 

 

VIII.- El estudio conjunto mediante espectrofotometría UV-Vis y RSE nos 

permite concluir que estos dendrímeros PPI aniónicos presentan un patrón 

específico en la coordinación de iones metálicos. A las concentraciones más 

pequeñas de Cu(II), hasta una proporción 1:1, los espectros son dominados por 

una señal que surge de la coordinación quelato CuN2O2 en el núcleo del 

dendrímero. A mayores concentraciones, los espectros sugieren una localización 

periférica de los iones, inicialmente con una coordinación plano-cuadrada 

CuNO3, y posteriormente de tipo CuO4 a las concentraciones más altas probadas. 

Además, existen diferencias notables entre los sistemas con grupos terminales 

carboxilato o sulfonato, observándose una interacción más débil por el 

nitrógeno y más fuerte por los oxígenos terminales, en el caso de los 

dendrímeros con grupos sulfonato, y a la inversa en el caso de los sistemas con 

grupos carboxilato. Esto permitiría generar sistemas homo y heterometálicos de 

manera controlada.  

 

IX.- Los dendrímeros sulfonato 37-39 y carboxilato 41, 43 y 45 fueron 

evaluados como agentes antivirales frente a la infección por el VIH, observando 

que:  

a) Los dendrímeros son biocompatibles hasta una concentración de 20 M, en 

las líneas celulares (Hec-1A y VK-2) y en los cultivos primarios (CMSP) 

estudiados, mientras que los complejos metálicos de Ni, Co, Cu y Zn, 

preparados a partir de ellos a distintas proporciones dendrímero:metal 
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también son biocompatibles. La coordinación del ión metálico al dendrímero 

disminuye significativamente su toxicidad, respecto al ión libre. 

b) En las líneas epiteliales Hec-1A y VK-2, como modelo de la primera barrera 

frente a la infección por el VIH, el pre-tratamiento con algunos derivados de 

segunda generación produce altas tasas de inhibición. Para todos los 

metales, la inhibición disminuye al aumentar la proporción de ión metálico, 

debido a la saturación de los grupos aniónicos periféricos. Las mayores 

inhibiciones se producen con los compuestos 38-M1 y 43-M1, donde existe 

una cooperatividad entre los grupos aniónicos y el centro metálico por la 

interacción con las proteínas virales y celulares. Además, los 

metalodendrímeros previenen la internalización del virus dentro de las 

células, y la interacción del ión metálico en la estructura dendrítica potencia 

su actividad inhibitoria de manera destacada.  

c) A diferencia de los complejos mononucleares de “generación 0”, se encontró 

cierta especificidad por los correceptores CXCR4 en los complejos de cobalto 

y cobre. Sin embargo, mientras que los derivados de níquel no producen 

ninguna inhibición en CXCR4, sí que la muestran en el correceptor CCR5. 

d) En el cultivo primario de CMSP, como modelo de la segunda barrera frente a 

la infección por el VIH, tanto el pre- como el post-tratamiento con los 

dendrímeros y sus complejos metálicos produce tasas de inhibición 

similares o incluso mayores que los inhibidores comerciales.  

e) Al igual que en sus sistemas análogos de generación 0, estos resultados 

apuntan a un comportamiento dual de los compuestos, impidiendo por un 

lado la unión del virus a la célula, a través del bloqueo de las proteínas de 

membrana del virus y la célula mediante los grupos aniónicos, interacción 

que es modulada por el centro metálico, y por el otro, actuando en pasos 

posteriores del ciclo replicativo. 
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XI.- Se han realizado estudios preliminares encaminados a mejorar la actividad 

inhibitoria de los dendrímeros anteriormente mencionados, mediante la 

incorporación de fármacos como ibuprofeno, que pretenden dotar a estos 

sistemas de una capacidad anti-inflamatoria e inhibitoria de las bombas de 

eflujo celulares que reducen la concentración efectiva de los fármacos. La 

incorporación de ibuprofeno a los sistemas dendríticos seleccionados se llevó a 

cabo ensayando distintos sistemas de anclaje (interacción electrostática, enlace 

amido o espaciador disulfuro), que condicionarían las propiedades terapéuticas 

de los compuestos finales.       

 

XI.- Finalmente, se han preparado dos familias de dendrones polilisina, con un 

grupo -COOH en el punto focal, donde los grupos amino se encuentran 

protegidos en su totalidad como -NHBoc (G1(61), G2(65) y G3(70)), u 

ortogonalmente como -NHBoc y -NHTFA (G1(64), G2(67), G2.5(69) y G3(71)). La 

estrategia sintética seguida consiste en un proceso convergente sencillo, rápido 

y con elevados rendimientos, que evita los pasos de protección/desprotección 

del grupo focal de las rutas habituales, y que permite la preparación de grandes 

generaciones mediante una estrategia de crecimiento exponencial doble. Estos 

dendrones de tipo MAP son estructuras que sirven como plataforma para la 

posterior incorporación de distintas moléculas con interés farmacológico. Su 

desprotección selectiva proporciona una estructura apta para la incorporación 

de distintos péptidos inmunogénicos, u otras moléculas de interés, 

conformándose como candidatos para una futura evaluación como coadyuvante 

en nanovacunas frente a distintas infecciones, como por ejemplo el VIH.  
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6.1. INTRODUCTION 

 HIV/AIDS remains being one of the biggest problems in global health. 

The failure of present therapies to eradicate the viral reservoirs and the virus 

ability to mutate are two of the main reasons for the search of new solutions. In 

HIV replicative cycle, both entrance and post-entrance steps can be considered 

as potential therapeutic targets for the treatment of this disease,1-3 especially 

the initial events, which could avoid cells infection.  

 

 In the struggle against HIV infection, several compounds have been used 

as therapeutic agents, mainly those based on inorganic compounds or their 

coordination and organometallic complexes.1, 4, 5 These compounds present 

some particularities such as a wide structural variety and catalytic, redox or 

spectroscopic properties. However, the only effective approach that can lead to 

the eradication of the disease is by means of prevention and prophylaxis.6 Great 

efforts are being invested to develop prophylactic vaccines and topical 

microbicides.2 In this last group, some polyanionic nanosystems have found an 

interesting application, especially polysulfonate and polycarboxylate 

dendrimers.7-10 Moreover, the combination of polyanionic groups and metal 

centers in the same molecule usually improve their activity, through potency or 

specificity.11-14 Some systems are capable of acting in different stages of the 

replicative cycle,4 by attacking different enzymes such as reverse transcriptase, 

integrase or protease. 

 

 Compared to conventional agents, nanoparticles present some 

pharmacological advantages, due to their special size, surface/volume ratio and 

multivalency.15 Different nanosystems have been used to treat HIV infection,16 

mainly in two different directions: innovative drug delivery agents and new 

drugs. Among them, dendrimers are stable, perfectly defined and versatile 

nanostructures, with wide applications in therapies against HIV infection.17-19  
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 Dendrimers present a broad field of applications in nanomedicine,15, 20-22 

such as drug delivery agents23-26 (host-guest chemistry, electrostatic 

interactions, covalent linkage), therapeutic agents (antibacterial,27, 28 antiviral,29-

31 antiprionic agents32…), imaging agents,33 or others.34 However, these 

functions are exponentially multiplied when their chemistry is combined with 

specific properties of the different metals,33, 35, 36 using these metallodendrimers 

in catalysis, sensoring, medical diagnosis, nanoparticles synthesis, etc.      

6.2. RESULTS AND DISCUSSION 

 All the systems synthesized in this work have been characterized by 

different techniques such as NMR spectroscopy, elemental analysis of C, H, N 

and S, mass spectrometry, IR-FT, and the application of several NMR techniques 

such as TOCSY-2D, NOESY-2D, gHSQC-{1H-13C}, gHMBC-{1H-13C} and DOSY-2D 

have allowed a correct structural characterization of compounds.  For metal 

complexes, we applied some other techniques, mainly UV-Vis spectrophotomery 

and Electronic Paramagnetic Resonance (EPR), for a complete characterization. 

6.2.1. “Zero generation” metal complexes: dual antiviral agents 

which model higher generation dendrimers behavior 

 A new family of N-polyanionic compounds have been described, which 

are based on dianionic ligands dmedds (N,N′-dimethylethylenediamine-N,N′-

diethylenesulfonate ion) and dmeddp (N,N′-dimethyl-ethylene-diamine-N,N′-

tetra-3-propionate ion), or tetranionic analogues edts (ethylenediamine-

N,N,N′,N′-tetraethylenesulfonate ion) and edtp (ethylene-diamine-N,N,N′,N′-

tetra-3-propionate ion). The synthetic strategy of the correspondent sodium 

salts 1, 8, 12 and 18  is founded on Michael or aza-Michael-type reactions 

(Scheme 1), which are simple and present high yields, and their chemical 

characterization was mainly performed by means of different NMR experiments.  
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Scheme 1. Synthesis of dianionic (1 and 8) and tetranionic (12 and 18) sodium salts, 

through Michael or aza-Michael-type reactions.  

 

 Potentiometric titration studies of sodium salts 1, 8, 12 and 18 

concluded that, at physiological pH, all carboxylate and sulfonate groups are 

found in its anionic form, thus being available for metal complexation or for 

inhibition of viral infection through electrostatic interaction with viral proteins. 

 Metal complexation properties 

 Coordination of metal transition ions (Ni(II), Co(II), Cu(II), Zn(II)) to the 

sodium salts 1, 8, 12 and 18 led to the formation of different metal complexes 

(Scheme 2), which were chemically characterized, in both solution and solid 

state, by different analytical methods such as NMR, EPR, UV-Vis 

spectrophotometry and X-ray diffraction. 
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Scheme 2. Synthesis of metal complexes, starting from anionic sodium salts 1, 8, 12 and 

18. MX2·nH2O corresponds to NiBr2·3H2O, CoCl2·2H2O, CuCl2·2H2O, ZnSO4·7H2O.    
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 Biocompatibility and inhibitory properties against HIV infection 

 Previously described compounds were tested on MT-2 cell line and 

PBMC cell culture for a toxic effect using a well established metabolic activity 

assay (MTT assay). The study underlines the absence of toxicity of these 

compounds below 5 M concentrations. In addition, the coordination of metal 

ions to these ligands implies a significant reduction of the toxicity of free ions.    

 

 These compounds were also evaluated for HIV antiviral activity, again in 

MT-2 cell line and PBMC cell culture. We performed two different experiments, 

denoted as “pre-treatment” and “post-treatment” assays, where we could 

evaluate the preventive and therapeutic behavior of the different compounds. 

The first one quantified HIV infection (by means of ELISA assay of the viral 

protein p24) in treated cells before infection, while the second one quantified it 

in treated cells after infection. Our results point out a dual behavior of these 

compounds, due to their inhibitory effect in both experiments by acting in first 

and later steps of the replicative cycle. Moreover, we observed that sodium salts 

1, 8, 12 and 18 do not present inhibitory capacity against HIV infection, being 

essential the coordination of metal ions for a relevant inhibitory effect and 

reaching similar levels to those of the commercial drugs in both pre- and post-

treatment. In further studies, we demonstrated that these compounds do not 

follow a specificity pattern for CXCR4 and CCR5 co-receptors, and that their 

combination with AZT is more effective in the infection treatment, reaching 

values of 100% of inhibition at 48 h in most cases. 

   

 All these work, related to these "zero generation" compounds (which 

model the chemical and biological behavior of dendrimers and 

metallodendrimers of higher generations) led to two manuscripts published in 

internationally relevant journals. They can be consulted for further details.37, 38   
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6.2.2. Dendrimers and metallodendrimers as dual antiviral agents 

 Different methodologies for the generation of multivalent dendritic 

systems from ethylenediamine core have been tested. Alkenylation-

hydrosilylation and Click CuAAC routes were discarded, due to catalyst 

contamination of the product and the reaction incompleteness. However, we 

found two successful routes for different dendritic skeleton growth: 

 

(1) Carbosilane dendrons from an EDA core were efficiently prepared through 

the convergent coupling - thiol-ene reaction strategy (Scheme 3). The precursor 

carbosilane dendron 28 allowed the introduction of anionic (29) or cationic 

(30) groups at the periphery using a simple, fast and easy to purify way. These 

ionic dendrons are particularly interesting because they present a focal point 

with a great coordinative ability to accommodate various metal centers, as well 

as a negatively (29) or positively (30) charged surface which provides them a 

great potentiality for biomedical applications, such as the inhibition of viral 

infection or the nucleic acid transport, respectively. 
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Scheme 3. Thiol-ene reaction for the synthesis of ionic carbosilane dendrons 29 and 30. 

 

(2) Polypropyleneimine (PPI) dendrimers with an EDA core were efficiently 

synthesized through the Michael addition – reduction strategy. Unmodified PPI 

dendrimers with EDA core allowed the synthesis of sulfonate (37-39) and 
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carboxylate (41, 43 and 45) decorated dendrimers, by means of the same 

reactions as zero generation systems (Scheme 4). 
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Scheme 4. General synthetic proceeding for the preparation of anionic PPI dendrimers 

with EDA core.  

 

 These dendrimers were mainly characterized by different NMR 

experiments (Figure 1). According to  zero generation compounds prediction, 

their potentiometric study concluded that, at physiological pH, both families 

presented their anionic groups available for metal complexation or viral 

infection inhibition.  
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Figure 1. Proposed structures for G2 anionic PPI dendrimers 38 and 43. 
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 Metal complexation properties 

 By means of a combined study between UV-Vis spectrophotometry and 

EPR, we found a specific pattern towards metal ions coordination in these 

anionic PPI dendrimers (Figure 2).  

N N

N

N

N

N

N

N

RO2Na

RO2Na

RO2

RO2

RO2
RO2

RO2Na

RO2Na

II Signal

III Signal

R = C, SO

Cu

H2O OH2

I Signal 
(1st eq.)

Cu OH2

Cu

OH2

OH2

 

Figure 2. Metal coordination modes in anionic PPI dendrimers when increasing Cu(II) 

concentration, discovered by means of UV-Vis spectrophotometry and EPR study. 

 

 For Cu(II) concentrations up to 1:1 dendrimer:metal ratio, the spectra 

are dominated by a signal that arises from a chelate coordination CuN2O2 at the 

core of the dendrimer (Signal I). At higher concentrations, spectra suggest a 

peripheral location of ions, initially with a square-planar coordination CuNO3 

(Signal II) and then a CuO4 one (Signal III) at the highest concentrations tested. 

In addition, remarkable differences are observed between systems with 

carboxylate or sulfonate terminal groups, noting a weaker Cu-N and stronger 

Cu-O interactions in sulfonate dendrimers, and the opposite behavior in 

carboxylate systems. These features would allow generating homo and 

heterometallic systems in a controlled manner.  

 

 This work has been recently accepted for publication in an 

internationally relevant journal, and it could be consulted for further details in a 

near future.39  
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 Biocompatibility and inhibitory properties against HIV infection 

 

 According to the dual antiviral behavior observed for G0 compounds, 

sulfonate (37-39) and carboxylate (41, 43 and 45) dendrimers, and their metal 

complexes in different dendrimer:metal ratios, were evaluated as antiviral 

agents. They were tested on Hec-1A and VK-2 cell lines, as model of the first 

barrier against HIV infection, and on PBMC culture, as model of the second one.  

 

 Their biocompatibility in these cells was assayed using the metabolic 

activity assays MTT and MTS, depending on the experiment. Dendrimers are 

biocompatible up to a concentration of 20 M, in both cell lines (Hec-1A and VK-

2) and primary cultures (PBMC) tested, as well as the derived metal complexes 

of Ni, Co, Cu, and Zn, at different dendrimer:metal ratios. Again, the coordination 

of the metal ion to the dendrimer significantly decreases its toxicity, compared 

to the free metal ion. 

 

 Second generation dendritic systems were chosen for their evaluation as 

antiviral agents. Their inhibition against HIV infection in epithelial cell lines 

Hec-1A and VK-2 was evaluated through pre-treatment assay. We observed that, 

contrary to G0 analogue systems, dendrimers alone were capable of inhibiting 

HIV infection. Furthermore, metal coordination to the dendritic skeleton powers 

their inhibitory effect, especially at the lowest metal concentrations where the 

anionic groups are still available for interaction. Compounds 38-M1 and 43-M1 

appeared to be the best inhibitors, according to the cooperativity between the 

anionic groups and the metal center for the interaction with the viral and 

cellular proteins (Figure 3). In addition, we observed that metallodendrimers 

may prevent from the virus internalization inside cells. Unlike zero generation 

complexes, we found certain preference towards CXCR4 co-receptor in cobalt 

and copper complexes, and a more clear specificity towards CCR5 co-receptor in 

nickel derivatives, as their inhibition in CXCR4 seems to be void. 
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Figure 3. Proposed metal derivatives interaction towards gp120 viral protein, showing 

the differences between metal complexes (“crab-type” interaction, less effective) and 

metallodendrimers (“spider-type” interaction, multivalent effect).  

 

 Both pre- and post-treatment assays were performed in PBMC primary 

culture, with second generation dendritic systems, and the results showed 

similar inhibition rates or even higher than commercial inhibitors. As well as 

their G0 analogue systems, all these data point to a dual behavior against HIV 

infection, first by preventing the union of the virus to the cell through the 

blockage of cell and viral membrane proteins through electrostatic interactions, 

interaction modulated by the metal center, and second by acting in later steps of 

the replicative cycle. 

 

 This work is being reflected in a manuscript, titled “Antiviral behavior 

against HIV of anionic PPI metallodendrimers”, which will be soon sent for 

publication in an internationally relevant journal.  
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6.2.3. Ibuprofen containing anionic dendrimers as improved 

antiviral agents 

 In order to improve the inhibitory activity of aforementioned anionic 

dendrimers, we performed some preliminary studies for the incorporation of 

drugs like ibuprofen. We were focused in providing these systems of anti-

inflammatory and inhibitory capacity of cellular efflux pumps which reduce the 

effective concentration of the drugs.  

 

 We tested different linking systems (electrostatic interaction, amido 

linker or disulfide bond spacer, Figure 4), which determine the therapeutic 

properties of the final compounds, and evaluated their stability in the reaction 

conditions for polyanionic funcionalization. 
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Figure 4. Conjugated precursors 46, 49 and 54, with different linkers, employed as 

starting point for the synthesis of ibuprofen-conjugated polyanionic dendrimers. 

 

 Our studies showed that electrostatic conjugate 46 allows its 

functionalization with sulfonate groups, while the reaction conditions for the 

synthesis of the carboxylate derivative releases the ibuprofen. However, 

covalent conjugate 49 is more stable, and could allow the preparation of both 

anionic systems. Finally, the linking strategy through disulfide spacer allows to 

obtain both sulfonate and carboxylate linker-containing systems, where the 

drug can be connected under the adequate conditions. 
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6.2.4. Polylysine dendrons as scaffolds for HIV immunogenic 

peptides  

 A novel convergent strategy was developed for the synthesis of 

polyfunctional poly-lysine dendrons, with a -COOH group in the focal point. By 

using a simple and high yielded process, which avoids focal group protection 

/deprotection steps, high generation dendrimers can be easily obtained. 
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Scheme 5. Convergent route for the synthesis of generations 1-3 poly-lysine dendrons, 

through reactions of (i) activation, (ii) protection/deprotection and (iii) coupling.    

 

 By combining two different 

aminoacids (Glycine and Lysine) and three 

kinds of reactions ((i) R-COOH activation, (ii) 

R’-NH2 protection/deprotection and (iii) R-

CO-NH-R’ coupling), we prepared two 

different families (Scheme 5), one of them 

with the amino groups completely protected 

as NHBoc (G1 (61), G2 (65) and G3 (70)), and 

the other with these amino groups 

orthogonally protected as -NHBoc and -

NHTFA (G1 (64), G2 (67), G2.5 (69) and G3 

(71)) 

 

Figure 5. Chemical structure of generation 3 poly-lysine dendrons 70 and 71. 
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 These Multiple Antigenic Peptide (MAP) type dendrons (Figure 5) could 

be used as scaffolds for the subsequent incorporation of different molecules 

with pharmacological interest. Their selective deprotection provides with a 

suitable structure for the incorporation of different immunogenic peptides, and 

other molecules of interest. They are thus proposed as candidates for future 

evaluation as nanovaccine coadjuvants against different infections, such as HIV. 

 

 This work is being reflected in a manuscript, titled “Convergent synthesis 

of polyfunctional poly-lysine dendrons by a novel strategy”, which will be soon 

sent for publication in an internationally relevant journal. 
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6.3. CONCLUSIONS 

 The following conclusions emerge from the work presented in Chapters 

1, 2 and 3 of this report: 

 

I.- We performed the synthesis and chemical characterization of four families of 

compounds containing an ethylenediamine (EDA) core and 2 or 4 anionic 

groups, and their derived metal complexes of Ni, Co, Cu, and Zn. These 

compounds, which we called "generation 0", model the behavior of dendrimers 

and metalodendrimers of higher generations. The synthetic strategy is based on 

Michael or aza-Michael-type reactions, which are simple and present high 

yields, while the chemical characterization, by means of techniques such as 

NMR, EPR, UV-Vis spectrophotometry or X-ray diffraction, allowed us to know 

the structure of these compounds both in solid state and in solution. 

 

II.- Potentiometric titration studies of sodium salts 1, 8, 12 and 18 concluded 

that, at physiological pH, all carboxylate and sulfonate groups are found in their 

anionic form, thus being available for metal complexation or for inhibition of 

HIV infection through electrostatic interactions with viral and cellular proteins. 

 

III.- We also performed some biomedical assays, which showed that sodium 

salts 1, 8, 12 and 18 do not present toxicity or inhibitory capacity against HIV 

infection, both in pre- and post-treated cells. However, metal coordination to 

these ligands implies a significant reduction of free ions toxicity and a 

significant increase of the inhibitory capacity, reaching similar levels to that of 

the commercial drugs in both pre- and post-treatment. These results point to a 

dual behavior of these compounds, first by preventing the union of the virus to 

the cell through the blockage of membrane proteins of the virus and the cell 

through the anionic groups, interaction which is modulated by the metal center, 

and second, by acting in later steps of the replicative cycle.  
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IV.- We also carried out some complementary studies, which demonstrated that  

these compounds do not follow a particular specificity pattern for CXCR4 and 

CCR5 co-receptors, and that the combined treatment of new metal complexes 

with AZT is more effective in the treatment of the HIV infection, reaching values 

of 100% of inhibition at 48 h for most of the compounds. 

 

V.- A variety of methodologies for the generation of multivalent dendritic 

systems from ethylenediamine core have been tested. The most effective ones 

proved to be the strategy of convergent coupling - thiol-ene reaction for 

carbosilane dendrons, and the strategy of Michael addition – reduction for 

polypropyleneimine (PPI) dendrimers. Alkenylation-hydrosilylation and click 

CuAAC routes were discarded, due to catalyst contamination of the product and 

reaction incompleteness. 

 

VI.- Carbosilane dendron 28, synthesized by convergent strategy, allows the 

introduction of anionic (29) or cationic (30) groups at the periphery using 

simple, fast and easy to purify thiol-ene reactions. These ionic dendrons are 

particularly interesting because they present a focal point with a great 

coordinative ability to accommodate various metal centers, as well as a 

negatively (29) or positively (30) charged surface which provides them a great 

potentiality for biomedical applications, such as the inhibition of viral infection 

or the nucleic acid transport, respectively. 

 

VII.- Generations 1-3 PPI dendrimers, with peripheral sulfonate (37-39) and 

carboxylate (41, 43 and 45) groups, were prepared from their precursors 

through the same reactions as zero generation systems, and they were mainly 

characterized by NMR. At physiological pH, both families presented their 

anionic groups available for metal complexation or viral infection inhibition, 

according to G0 compounds prediction. 
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VIII.- The combined study by UV-Vis spectrophotometry and EPR concluded that 

these anionic PPI dendrimers presented a specific pattern in metal ion 

coordination. For Cu(II) concentrations up to 1:1 (D:M) ratio, spectra were 

dominated by a signal that arises from a chelate coordination CuN2O2 at the core 

of the dendrimer. At higher concentrations, spectra suggested a peripheral 

location of ions, initially with a square-planar coordination CuNO3, and then a 

CuO4 one at the highest concentrations tested. In addition, remarkable 

differences were observed between systems with carboxylate or sulfonate 

groups, noting a weaker Cu-N and stronger Cu-O interactions in sulfonate 

dendrimers, and the opposite behavior in carboxylate systems. These features 

would allow to prepare homo and heterometallic systems in a controlled way.  

 

IX.- Sulfonate (37-39) and carboxylate (41, 43 and 45) decorated dendrimers 

were evaluated as antiviral agents against HIV infection, noting that: 

(a) Dendrimers are biocompatible up to a concentration of 20 M, in both cell 

lines (Hec-1A and VK-2) and primary cultures (PBMC) tested, as well as their 

metal complexes of Ni, Co, Cu, and Zn, at different D:M ratios. Metal coordination 

to the dendrimer significantly decreases its toxicity, compared to free metal ion. 

(b) In epithelial cell lines Hec-1A and VK-2, as model of the first barrier against 

HIV infection, pre-treatment with some G2 metallodendrimers produces high 

rates of inhibition. For all metals, inhibition decreases by increasing metal 

concentration, due to the subsequent saturation of the anionic groups. 

Compounds 38-M1 and 43-M1 produce the highest inhibitions, according to the 

cooperativity between the anionic groups and the metal center for the 

interaction with the viral and cellular proteins. In addition, metallodendrimers 

may prevent from virus internalization inside cells, and metal coordination into 

the dendritic structure power its inhibitory activity prominently. 

(c) Unlike G0 metal complexes, some preference for CXCR4 co-receptor was 

found for Co and Cu complexes. However, while Ni derivatives do not produce 

any inhibition in CXCR4, they show certain specificity for CCR5 co-receptor. 



Capítulo 6___________________________________________________________________________ 

 

 

 

304 

(d) In PBMC culture, as model of the second barrier against HIV infection, both 

pre- and post-treatment with dendrimers and their metal complexes produce 

similar or even higher inhibition rates than commercial inhibitors. 

d) As G0 compounds, these results point to a dual behavior against HIV infection, 

first by preventing the union of the virus to the cell through the blockage of cell 

and viral membrane proteins through anionic groups, interaction modulated by 

the metal center, and second by acting in later steps of the replicative cycle. 

 

XI.- Preliminary studies were performed, aimed at improving the inhibitory 

activity of aforementioned dendrimers, through the incorporation of drugs like 

ibuprofen. We were focused in providing these systems of anti-inflammatory 

and inhibitory capacity of cellular efflux pumps which reduce the effective 

concentration of the drugs. The incorporation of ibuprofen to selected dendritic 

systems was carried out testing different systems of anchorage (electrostatic 

interaction, amido linker or disulfide bond spacer), which determine the 

therapeutic properties of the final compounds. 

 

XI.- Finally, two families of polylysine dendrons have been prepared, with a -

COOH group in the focal point, where amino groups were completely protected 

as - NHBoc (G1 (61), G2 (65) and G3 (70)), or orthogonally protected as -NHBoc 

and -NHTFA (G1 (64), G2 (67), G2.5 (69) and G3 (71)). The synthetic strategy 

consists of a simple, fast and high yielded convergent process, which avoids the 

focal group protection/deprotection steps of the normal routes, and allows the 

preparation of high generations through a strategy of double exponential 

growth. These MAP-type dendrons could be used as scaffolds for the subsequent 

incorporation of different molecules with pharmacological interest. Their 

selective deprotection provides with a suitable structure for the incorporation 

of different immunogenic peptides, and other molecules of interest. They are 

thus proposed as candidates for future evaluation as nanovaccine coadjuvants 

against different infections, such as HIV. 
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 Una de las formas de demostrar la calidad de una Tesis Doctoral consiste en 

publicar el trabajo desarrollado en revistas de reconocido prestigio internacional. 

Durante el período de realización de esta Tesis, se han generado una serie de 

publicaciones derivadas del trabajo incluido en esta Memoria, y otras debidas a 

colaboraciones no incluidas en la misma (Tabla A.1).     

 
Capítulo Publicaciones incluidas en esta Tesis Doctoral 

1 
“Transition-metal complexes based on a sulfonate-containing N-donor ligand 
and their use as HIV antiviral agents.”*  
Eur. J. Inorg. Chem, 2011, 10, 1657-1665 

1 

“Polyanionic N-donor ligands as chelating agents in transition metal 
complexes: synthesis, structural characterization and antiviral properties 
against HIV.”* 
Dalton Trans. 2012, 41, 6488-6499 

2 
“Anionic sulfonate and carboxylate PPI dendrimers with EDA core: synthesis 
and characterization as selective metal complexing agents.”* 
Dalton Trans. 2013. - Manuscrito aceptado para su publicación -   

2 
“Convergent synthesis of polyfunctional poly-lysine dendrons by a novel 
strategy.”* 
- En preparación del manuscrito - 

3 
 “Antiviral behavior against HIV of anionic PPI metallodendrimers.”* 
- En preparación del manuscrito - 

 
 

Publicaciones derivadas de otras colaboraciones 

- 
“Dendrímeros carbosilanos catiónicos obtenidos mediante “Click-Chemistry”, su 
preparación y sus usos”.  
P201130804, 2012.  

- 
“Synthesis of cationic carbosilane dendrimers via Click-Chemistry and their use 
as effective carriers for DNA transfection into cancerous cells”.  
Mol. Pharm., 2012, 9, 433-447. 

- 
“Water-stable cationic carbosilane dendrimers as delivery vehicles for gene 
therapy against HIV and hepatocarcinoma.”*  
Curr. Med. Chem., 2012, 19, 29, 5052-5061. 

- 
“Antiviral properties against HIV of water soluble copper carbosilane 
dendrimers and their EPR characterization.”  
Curr. Med. Chem., 2012, 19, 29, 4984-4994. 

- 
“In vitro evaluation of the effectiveness of water-stable cationic carbosilane 
dendrimers against Acanthamoeba castellanii UAH-T17c3 trophozoites.” 
Parasitol. Res., 2012, DOI 10.1007/s00436-012-3216-z 

 
Tabla A.1. Publicaciones surgidas durante el periodo de realización de esta Tesis Doctoral, 

debido al trabajo incluido en esta Memoria o derivadas de otras colaboraciones. La 

participación como autor principal se indica como *. 
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 La cabecera de estas publicaciones, donde está incluido el abstract, se 

muestra en las siguientes Figuras: 
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