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Presentacion y objetivos

PRESENTACION

En las Gltimas tres décadas se recogen multitud de trabajos acerca de la
sintesis, caracterizacion y aplicabilidad de los denominados sistemas dendriticos.
El interés por dichas macromoléculas se produjo sobre todo por la posibilidad de
situar muchos grupos funcionales cercanos, los cuales pueden ser posteriormente
modificados. Este tipo de compuestos ha atraido la atencion tanto de la
investigacion basica como de la investigacion orientada a aplicaciones
tecnologicas. Por ello, nuestro grupo de investigacion lleva un tiempo centrando
sus esfuerzos en el desarrollo de nuevos sistemas dendriticos de estructura
carbosilano, que posean aplicaciones en el ambito de la biomedicina. En
concreto, a través de la introduccion de grupos idnicos en la periferia dendritica
se ha avanzado hacia la preparacion de compuestos con actividad biocida, con
propiedades antivirales, asi como agentes de transporte no viral de acidos

nucleicos y como transportadores de farmacos.

El trabajo recogido en esta Tesis Doctoral se encuadra dentro de los
esfuerzos realizados por explorar nuevas estrategias sintéticas capaces de generar
nuevos sistemas dendriticos (polimeros hiperramificados, dendrimeros hibridos y
cufias dendriticas bifuncionalizadas) que puedan actuar en diferentes aplicaciones
biomédicas. Este trabajo es fruto de un proyecto de investigacion del grupo
BiolnDen de la Universidad de Alcal, en el que han colaborado el Departamento
de Biomedicina y Biotecnologia de la Universidad de Alcala, el grupo de
Inmunobiologia del Hospital General Universitario Gregorio Marafion (Madrid),
el Departamento de Biofisica de la Universidad de L.odz (Polonia), el Laboratorio
de Resonancia de Espin Electronico, del Departamento de Ciencias de la Tierra,
la Vida y el Medio Ambiente (DiSTeVA) de la Universidad de Urbino (Italia) y
el Instituto de Biologia Quimica y Medicina Fundamental (ICBFM) de la Rama

Siberiana de la Academia de Ciencias Rusa, en Novosibirsk (Rusia).

Parte de este trabajo se realizd en una estancia pre-doctoral realizada por la
autora de esta Memoria en el laboratorio de Toulouse, bajo la direccion de los

profesores Jean-Pierre Majoral y Anne-Marie Caminade (ver Capitulo 3). La
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Presentacion y objetivos

realizacion de una estancia de tres meses de duracion, es una condicion necesaria

segun la normativa vigente que rige los estudios de doctorado internacional.

OBJETIVOS

Teniendo en cuenta la experiencia demostrada de nuestro grupo de
investigacion en la sintesis de macromoléculas dendriticas, junto con el interés en
la basqueda de nuevas terapias y tratamientos para combatir diversas

enfermedades, los objetivos de este proyecto son los siguientes:

» Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nuevos sistemas dendriticos solubles en agua de
estructura carbosilano de diferentes topologias con grupos iénicos periféricos, y
evaluar su actividad como agentes de transporte no viral asi como agentes

terapéuticos.

> Objetivos particulares

I. Sintetizar y caracterizar nuevos polimeros hiperramificados ionicos a través
de diferentes metodologias sintéticas y comparar sus propiedades

biomédicas con sus dendrimeros andlogos.

Il. Diseflar un procedimiento sintético para preparar sistemas hibridos
mediante una estrategia “onion-peel”, con la finalidad de buscar sinergias
entre las prestaciones biomédicas demostradas por cada bloque de

construccion.

1. Sintetizar y caracterizar dendrones de tipo carbosilano conteniendo el
ligando DOTA en el punto focal y diferentes grupos ionicos en la periferia
que puedan generar solubilidad al sistema o incluso proporcionen una

actividad terapéutica.

IV. Introducir diferentes metales en el ligando DOTA que puedan proporcionar
sinergias o funciones complementarias con los grupos funcionales
periféricos en diferentes aplicaciones biomédicas, tales como diagndstico o

actividad antibacteriana y antiviral.
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DISTRIBUCCION DE LA MEMORIA

El trabajo realizado en cada una de estas etapas se describira en la Memoria

de acuerdo a la siguiente distribucion:

En el Capitulo 1 se hace una breve revision general sobre las diferentes
estructuras dendriticas, el avance en el disefio sintético de nuevos sistemas de

éste tipo, asi como sus aplicaciones biomédicas mas relevantes.

En el Capitulo 2 se aborda en primer lugar la sintesis y caracterizacion de
una nueva matriz polimérica con unidades aromaticas en su estructura. A
continuacién se recoge la sintesis y caracterizacion estructural de polimeros

ionicos a través de reacciones de hidrosililacién o click tiol-eno.

En el Capitulo 3 se aborda la sintesis y caracterizacion de nuevos
dendrimeros hibridos. En primer lugar, sistema fosforo carbosilano, y en segunda

lugar, se introduce un tercer blogue de construccién, el fragmento viologeno.

En el Capitulo 4 se aborda la sintesis y caracterizacion de dendrones
carbosilano bifuncionalizados, los cuales poseen el ligando DO3A en el punto
focal y diferentes grupos idnicos en la periferia. Posteriormente se han estudiado
los modos de coordinacion de los diferentes sistemas sintetizados utilizando

cobre como sonda.

En el Capitulo 5 se presentan los ensayos biomédicos realizados para cada
tipo de sistema abordado en los capitulos anteriores. Principalmente se han
estudiado como agentes antibacterianos, agentes transfectantes y antivirales

frente a la infeccion por VIH.

En el Capitulo 6 se describen las preparaciones de los nuevos compuestos
preparados, asi como las condiciones generales de trabajo experimental y las

técnicas de identificacion estructural y analisis.

En el Capitulo 7 a modo de conclusiones se destacan los resultados mas

relevantes de este trabajo.
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Finalmente, y de acuerdo con la normativa vigente que rige los estudios de
doctorado internacional, se afiade un resumen en inglés del trabajo presentado y
las conclusiones extraidas del mismo (Summary and Conclusions).

La Bibliografia empleada en cada uno de los Capitulos se puede encontrar
al final de los mismos.
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Introduccion

1.1 ESTRUCTURAS DENDRITICAS

Durante las altimas tres décadas se han publicado multitud de trabajos
acerca de la sintesis, caracterizacion y aplicabilidad de los denominados sistemas
dendriticos. Estas macromoléculas son de tamafio nanoscépico y aspecto
arborescente, y presentan unas propiedades con un potencial que no se
encuentran en otros materiales, tales como una alta densidad, baja viscosidad, y
un gran namero de grupos funcionales terminales, los cuales pueden ser
posteriormente modificados. La primera sintesis de este tipo de sistemas
esféricos y globulares se publicé en 1978 por Vogtle! quien denomind a este
nuevo tipo de sistemas “moléculas cascada” haciendo alusion a su sintesis

iterativa.

| Sistemas dendriticos |

l
| \

Esqueletos polidispersos Esqueletos monodispersos
Dendrigraft Dendrimero
Polimeros lineales dendronizados Dendroén

Figura 1.1 Estructura simplificada de los diferentes sistemas dendriticos.

Dentro de los sistemas dendriticos hay diferentes subconjuntos. Todos ellos
se caracterizan por poseer un alto grado de ramificaciéon, pero se diferencian en el
grado de ordenacion de su esqueleto. Se pueden dividir fundamentalmente en dos
grupos principales: (i) esqueletos polidispersos, donde se encuentran los

polimeros hiperramificados, dendrigrafts y polimeros dendronizados, y (ii)
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esqueletos monodispersos tales como los dendrimeros y dendrones (Figura 1.1).
En particular, los polimeros dendronizados se consideran una situacion
intermedia debido a su sintesis semi-controlada, se construyen mediante la
incorporacion de dendrones sobre un polimero lineal polidisperso. Por esta razon,
esta familia se incluira dentro de las aplicaciones de los dendrones, la cual se

tratard en detalle mas adelante (ver apartado 1.2.2).
1.1.1 Sistemas polidispersos

Si una determinada aplicacion requiere una gran cantidad de producto y/o
una elevada funcionalidad, pero no una alta precision estructural, se pueden
proponer sistemas dendriticos polidispersos como una alternativa viable y

economica frente a los derivados monodispersos.
a) Polimeros hiperramificados

Estos sistemas se sintetizan de forma sencilla, generalmente en un Unico
paso de reaccion. Sin embargo, el control en la precision de su peso molecular y

sus ramas es limitado, obteniéndose moléculas irregulares y polidispersas.

Yaen 1952, Flory propuso la teoria de que polimeros altamente ramificados
podian ser preparados mediante una simple condensacién de monémeros ABy,>
pero se tuvo que esperar hasta 1988 para que Kim y Webster publicaran la

primera sintesis intencionada de un verdadero polimero hiperramificado.?

Existe una gran variedad de rutas sintéticas para obtener sistemas de este
tipo, pero éstas se pueden dividir en dos categorias principales. La primera
incluye estrategias sintéticas con un Unico tipo de monémero AB, y la segunda
consiste en procedimientos sintéticos donde se pueden utilizar méas de un tipo de

mondmeros. Las metodologias sintéticas mas significativas son:
I. Policondensacion de monémeros ABy

A modo de ejemplo, se propone la sintesis de un polimero ramificado
altamente fluorado a partir de la policondensacion de un mondmeros AB,

(Esquema 1.1). La policondensacion consiste en la sustitucion nucledfila entre el
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alcohol bencilico y el derivado fluorado en presencia de carbonato de potasio y

éter corona.*

F F R F
FE F
o~ F F F F
e
o/ o F R F F
F F K,CO; éter corona o 0
B =\ o] OH
F F \OH) ° F F
- b ta 24h R F F F
A o [o}
F F F o
[o] n
F F F

F ok

F F

Monémero AB,

Esquema 1.1 Ejemplo de sintesis de un polimero hiperramificado mediante una

reaccion de policondensacion de un monémero AB,.
I1. Polimerizacion mediante auto-condensacién de grupos vinilo (SCVP)

Este tipo de reacciones consiste en utilizar monomeros de tipo AB*, donde
B* es un grupo capaz de iniciar la polimerizacion mediante la adicién al grupo
vinilo A. En el Esquema 1.2 se muestra la reaccion de iniciacion, donde se
genera un dimero con dos sitios activos (A* y B*) y un doble enlace (A). A partir
de esta especie, tanto A* como B* pueden reaccionar con otro grupo vinilo de
otra molécula (mondmero o polimero), obteniéndose asi el polimero

hiperramificado.’

+ +

A B A B Accpe A H, :

— )—CHCl + —( H—CHCl — c C CH,CI

%4 2 7 = e 7 \c/“@ ’
1 U 1 H,

2

Monémero AB*

Esquema 1.2 Ejemplo de la etapa de iniciacion para la sintesis de un polimero

hiperramificado mediante una reaccion de tipo SCVP.
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1. Polimerizacion hiperramificada mediante apertura de anillo
(ROMBP)

Aqui se propone la polimerizacion del mondémero glicidol para generar un
polimero hiperramificado. Para ello, se debe utilizar un fotoiniciador adecuado y

una adiccion lenta del glicidol para favorecer las ramificaciones (Esquema 1.3).°

Etapa de iniciacion

ROH + H3CO"K* —— ROH + RO"K*

Etapa de propagacioén

Ry OR Ry OH
o o Lineal (L)
o]
OH OR

OH %OH
—_—

Ry o/\[OH R1\0A[°R Dendritica (D)

S OR

oK* ﬁc\tivacién
R, 0 OH
/\[ Terminal (T)

OH

o K*

Esquema 1.3 Ejemplo de sintesis de un polimero hiperramificado mediante una
reaccion de tipo ROMBP.

IV. Polimerizacion mediante transferencia de protones (PTP)

Este tipo de reaccidon es similar a las polimerizaciones por apertura de anillo
descritas en el apartado anterior. La principal diferencia entre ellas es que la base
utilizada en este caso presenta un cation de mayor tamafio (Ssuperbase). Esto
favorece la transferencia rapida de protones dando lugar a un gran nimero de
equilibrios, produciéndose como consecuencia un mayor numero de

ramificaciones (Esquema 1.4).’
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Esquema 1.4 Ejemplo de sintesis de un polimero hiperramificado mediante una

reaccion de tipo PTP.
V. Polimerizacion mediante reacciones click

Actualmente, se pueden encontrar muchos trabajos donde se estan
utilizando diferentes reacciones click para generar interesantes polimeros
hiperramificados.® En el Esquema 1.5 se muestra un ejemplo dénde utilizan un
derivado con dos grupo tiol y otro derivado con un grupo alquino para llevar a

cabo una reaccion tiol-ino.°

OH Reaccion
KOH tiol-eno
+ OH ~ /\ )

OH
Br

\\

Esquema 1.5 Ejemplo de sintesis de un polimero hiperramificado mediante el uso

de la reaccién click tiol-ino.
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Algunos ejemplos de polimeros hiperramificados son del tipo
poli(fenilenos),” policarbosilanos,** poliamidas,*? poliésteres*® o poliéteres™
(Figura 1.2), los cuales han sido sintetizados por las diferentes estrategias

sintéticas anteriormente mencionadas.

Poliéster e 91 Cf mQ
N L “?”“
X pEE T
. o~ b Roatv IR

Poliamida Poliéter

Figura 1.2 Diferentes esqueletos de polimeros hiperramificados.

El grado de ramificacion (degree of branching, DB) y la distribucion de sus
pesos moleculares son parametros clave para la caracterizacion de este tipo de
sistemas. El parametro DB esta relacionado con la estructura del polimero y con
el nimero de grupos terminales presentes. Por ejemplo, para polimeros basados
en monomeros de tipo AB,, el valor de DB se calcula utilizando la ecuacion de
Frey,'® para la cual es necesario conocer el nimero de unidades terminales (T),

lineales (L) y dendriticas (D) del polimero obtenido (Figura 1.3).
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7 Unidad terminal (T)

0 ©
® >

> Unidad lineal (L)

D+T

Grado de ramificacion (DB) = ————
DT +LE

J
Unidad dendritica (D)

Figura 1.3 Estructura simplificada de un polimero hiperramificado y calculo del
pardmetro DB.

Existen trabajos donde ha sido posible modificar este parametro
simplemente variando las condiciones de reaccion,’® ya que el DB esta
intimamente relacionado con las propiedades del sistema. Algunas de las
propiedades dependientes son la temperatura de transicion vitrea (T,), el grado de
cristalinidad, la capacidad de encapsulacion, la fuerza mecanica y
biocompatibilidad, entre otras.’” Por lo que se puede disefiar un polimero con un

determinado grado de ramificacion para obtener distintas propiedades.
b) Dendrigrafts

Los dendrigrafts son los ultimos sistemas dendriticos que han sido
descubiertos, y por ello, es el subconjunto menos explorado en la actualidad.
Estas macromoléculas generalmente son mas grandes que los dendrimeros, ya
que en cada etapa de crecimiento se amplifican drasticamente el numero de
grupos superficiales, aumentando notablemente el tamafio del polimero. La
estrategia sintética empleada para la construccion de este tipo de sistemas es
similar a la de un dendrimero. Igualmente, se utilizan pasos iterativos,
considerando cada etapa de crecimiento como una generacion, con la diferencia
que en este caso en vez de introducir monomeros, se introducen oligébmeros u
otros polimeros. Esto permite introducir en cada etapa diferentes tamafios de
polimeros. Los primeros trabajos fueron publicados en 1991, casi paralelamente

por el grupo de Tomalia® y el de Gauthier y Méller.*
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Estos sistemas pueden ser sintetizados mediante tres estrategias diferentes:
|. Estrategia grafting onto

Se trata de una metodologia divergente, en la cual se introducen sitios de
acoplamiento en un polimero lineal y luego se van acoplando los distintos
polimeros. Esta sintesis permite que la estructura de estos sistemas sea totalmente
caracterizada en términos de peso molecular, ya que se puede conocer el nimero
de cadenas laterales introducidas en cada generacion, y la separacion media entre

los puntos de ramificacion. Por esta razon, es la ruta mas ampliamente utilizada.

(i) (i)

Polimero
activado

it =0 B i o

(i) Funcionalizacién, (ii) Activacion

Esquema 1.6 Sintesis de dendrigrafts mediante la estrategia grafting onto.

I1. Estrategia grafting from

Este tipo de estrategia también se basa en un método divergente, pero en
este caso, se introducen sitios de iniciacion en el polimero lineal, y desde esos
puntos por adiccion de mondmero se logra el crecimiento de las cadenas. La
caracterizacion completa en este caso no es posible, ya que no se puede conocer

el niUmero de cadenas laterales introducidas.

He
Crecimiento

o
R\\

Mondémero

Esquema 1.7 Sintesis de dendrigrafts mediante la estrategia grafting from.

I11. Estrategia grafting through

Esta metodologia se basa en una sintesis convergente, la cual se realiza en

un paso de reaccion, similar a los polimeros hiperramificados. Para ello, se
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necesita un mondmero bifuncionalizado, el cual mediante sucesivas reacciones

de acoplamiento, va generando la molécula ramificada.?

._.J_"—/
Crecimiento
Macromonomero  —mm——3
[ ]

Iniciador

Esquema 1.8 Sintesis de dendrigrafts mediante la estrategia grafting through.

Los ejemplos mas representativos son los denominados Combburst
(PEOX)* y los poliestirenos arborescentes.'® Los dendrigrafts basados en poli-L-
lisina han tenido gran impacto sobre todo en el campo de la biomedicina (Figura
1.4).2

Figura 1.4 Ejemplo de un dendrigraft de poli-L-lisina.

11



Capitulo 1

1.1.2 Sistemas monodispersos

Dentro de esta familia se pueden diferenciar dos tipos de topologias, los
dendrimeros y los dendrones, siendo la principal diferencia su disposicion
estructural (Figura 1.5). Los dendrimeros se generan desde un nucleo en todas las
direcciones con unidades repetidas, dando lugar a estructuras tridimensionales,
monodispersas y globulares. En cambio, los dendrones se construyen desde un
punto focal en una Unica direccién, dando lugar a una estructura tridimensional
que se asemeja a una cufia, por lo que también son denominados cufias
dendriticas. Estos dos términos, dendron y cufia dendritica, seran utilizados en el
texto indistintamente para referirse a este tipo de compuesto dendritico de ahora

en adelante.

Estos dos tipos de derivados de manera global presentan las mismas
caracteristicas, aplicaciones y rutas de sintesis, por lo que seran detalladas de
forma conjunta. Ademas, por su topologia, los dendrones se pueden considerar

como un fragmento de un dendrimero.

Nodo o centro de
ramificacion

N

"
~~~~

'~ -
~~ -
S~ -
S~

Generaciones

Q@ Niicleo o punto focal

© Grupo terminal

Figura 1.5 Estructura esquematizada de un dendrimero y un dendrén.

Estos sistemas poseen tres componentes fundamentales en su estructura:*

I. Un ndcleo multifuncional en el caso de los dendrimeros, el cual puede ser

la unidad de ramificacion o poseer una funcién especifica. En el caso
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particular de los dendrones éste se denomina punto focal, el cual puede ser

un grupo funcional o una molécula de interes.

Ii. Una estructura interna altamente ramificada que se puede dividir en

distintas capas segun van apareciendo los puntos de ramificacion. A
medida que se va construyendo el dendrimero, se genera una molécula
similar a la anterior con un mayor nimero de grupos terminales. Con el fin
de poder distinguir estas moléculas analogas surge el término generacion,
que hace referencia al numero de veces que se repite el proceso de
aumentar el nimero de funciones de la molécula, es decir, el de nimero de
ramificaciones. Esta estructura interna, junto al ndcleo, sera la responsable

de la flexibilidad o rigidez y en general, de la topologia de la molécula.

iii. Los grupos terminales. La naturaleza de los grupos funcionales periféricos

son los que van a determinar en gran medida la solubilidad y la futura
aplicacion de estas macromoléculas. La multivalencia debida a la
presencia de este nimero de grupos puede ofrecer sinergias, también
conocida como efecto dendritico o efecto “cluster”,?® que supone un
aumento de la actividad mayor que la suma del efecto de cada grupo

funcional aislado.

Es importante destacar que la flexibilidad de la estructura interna de los
dendrimeros puede determinar la disposicion de los grupos terminales.
Dendrimeros formados por cadenas muy flexibles permiten que las ramas puedan
doblarse hacia el interior dendritico evitando que los grupos funcionales se
encuentren expuestos hacia la periferia (efecto denominado en inglés como back-
folding), impidiendo asi la formacion de huecos en su estructura o la obtencion
de moléculas con una superficie homogénea.** Sin embargo, en aquellos
dendrimeros con estructuras internas mas rigidas al limitarse el plegamiento de
las ramas hacia el interior de la molécula, los grupos periféricos se encuentran

totalmente expuestos hacia la superficie dendritica.?

13
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En la actualidad, se puede encontrar un amplio abanico de dendrimeros con
diferentes esqueletos internos que han demostrado propiedades interesantes en

diversos campos de la ciencia.

Algunos de los dendrimeros mas estudiados son los basados en

poli(amidoamina) o PAMAM,? poli(propilenimina) o PPI,*" carbosilano,?

30
|

dendrimeros de fésforo,?® poliglicerol®® o poliéster™™ (Figura 1.6). Estos

dendrimeros presentan un esqueleto interno altamente flexible.
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Figura 1.6 Ejemplos de dendrimeros y dendrones con esqueletos internos

flexibles.

Sin embargo, se han disefiado otros tipos de dendrimeros que apuestan por
una estructura mas rigida (Figura 1.7), los cuales normalmente se consiguen
mediante la introduccion de anillos aromaticos. Los mas conocidos son los de

tipo Fréchet,* o los basados en triazinas.®
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Figura 1.7 Ejemplos de dendrimeros con esqueletos internos rigidos.

Los sistemas dendriticos pueden ser construidos mediante una amplia
variedad de rutas sintéticas. Es muy importante que las reacciones implicadas en
su construccion sean rapidas, eficientes y que no precisen métodos de
purificacion demasiado complejos, de manera que su repeticion permita acceder
a sistemas de generaciones superiores con relativa sencillez y rendimientos

adecuados.

Las principales estrategias por las cuales se construye el esqueleto
dendritico son dos: divergente y convergente, ademas de diversas combinaciones
de las mismas, denominadas metodologias mixtas o de sintesis acelerada

(Esquema 1.9).%

La sintesis divergente es una metodologia en la que, partiendo de un ndcleo
multifuncional, se llevan a cabo los pasos de reaccién necesarios para el
crecimiento del dendrimero, e ir asi aumentando la generacion. Es decir, la
estructura se va construyendo partiendo del interior y acercandose al exterior.
Las principales ventajas de la sintesis divergente son la obtencion de un
esqueleto de gran tamafio, que permite la separacion del producto final de los
monomeros utilizados en el proceso de reaccion, asi como la utilizacion de
reacciones iterativas que pueden permitir, en un principio, la automatizacion del
proceso. Sin embargo, la utilizacion de la metodologia divergente facilita la

aparicion de defectos en la estructura dendritica producidos al no completarse la

15
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reaccion en la periferia. Ello se debe a la saturacion de la superficie en
generaciones superiores o al plegamiento de las ramas hacia el interior pudiendo

ocultar los grupos y por ello dificultar la reactividad de los mismos.

La metodologia convergente consiste en el acoplamiento de dendrones a un
determinado nucleo, construyendose asi la macromolécula dendritica de fuera
hacia dentro. Esta metodologia permite la funcionalizacion eficaz de dendrimeros
evitando la formacion de defectos y la utilizacion de grandes excesos de
mondmeros para que se complete la reaccion. Sin embargo, la sintesis de
dendrimeros aplicando esta metodologia esta limitada a bajas generaciones, pues
el alto impedimento estérico en las generaciones superiores dificulta el

acoplamiento final al nucleo dendritico.

METODOS CONVENCIONALES METODOS MIXTOS

Y T
T LYY Py T
Y
Sintesis divergent:ng %’o ‘?3;( ‘ﬁ\ig:i% ~ | S‘O\gp.}—o -~ }»—o
RS c,{? ROV N Fo e
Sintesis convergente %}o—o-o\?o }-0 <—?H>

Sintesis ortogonal

Esquema 1.9 Métodos de sintesis de estructuras dendriticas.

Los inconvenientes encontrados en las metodologias clasicas, han forzado
la aparicion de nuevas estrategias sintéticas que puedan subsanar, al menos

parcialmente, los problemas encontrados para las mismas.®

Entre dichas metodologias se puede destacar la sintesis convergente en
doble fase, la cual combina las metodologias convergente y divergente. En estos
procesos, se hacen reaccionar un dendrimero de baja generacion con una cufia
que contiene un punto reactivo capaz de unirse a dicho dendrimero, obteniéndose

asi un crecimiento de la esfera dendritica mas rapido.

16
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Otra alternativa es la denominada sintesis ortogonal, que consiste en la
utilizacion de dos unidades ya ramificadas con grupos complementarios que
pueden utilizarse para la construccion del dendrimero mediante la adicién

sucesiva de la una a la otra.

17
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1.2 AVANCES EN EL DISENO DE NUEVOS SISTEMAS DENDRITICOS
1.2.1 Mono y heterofuncionalizacion

Las primeras publicaciones sobre dendrimeros tenian un objetivo
puramente sintético, en ellas se proponian diversas vias para alcanzar altas
generaciones. Sin embargo, en un periodo relativamente corto se consiguié la
modificacién quimica de estos sistemas dotandoles de una funcion especifica,

obteniéndose los denominados dendrimeros funcionales.

En la bibliografia se pueden encontrar diferentes ejemplos de
funcionalizacion de dendrimeros. Generalmente lo mas comunmente empleado
es la introduccion de diferentes grupos funcionales en la periferia.®® Sin embargo,
debido a que la naturaleza del nucleo y de las ramas internas influyen en el
comportamiento y en las propiedades de estos sistemas, también se encuentran

" en las

situaciones donde se le ha otorgado la funcionalidad en el ndcleo,?
ramas®® o incluso mediante la encapsulacion de diferentes moléculas segun su

aplicacion (Figura 1.8).%°

Figura 1.8 Posibles alternativas de funcionalizacion: A) en la periferia, B) en el
nacleo, C) en las ramas y D) encapsulacion mediante interacciones hidrofébicas,
hidrofilicas o electroestaticas.

En los ultimos afios se ha ido un paso mas alla, avanzando en el disefio de
los denominados sistemas heterofuncionalizados, es decir, en la introduccion de

maultiples funciones en un misma macromolécula.

Para conseguir este tipo de derivados hetero o bifuncionalizados se usan

principalmente cuatro estrategias (Figura 1.9):
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C D

Figura 1.9 Estrategias para conseguir sistemas heterofuncionalizados: A) hibrido
de distribucion estadistica, B) hibrido de distribucion controlada, C) cufia dendritica y

D) tipo Janus.

I. Introduccién de diferentes grupos en la periferia mediante un método
estadistico (random). EI nimero de grupos que se obtiene de cada uno depende

de los equivalentes de cada reactivo que se hayan utilizado.*

I1. Introduccidon de diferentes grupos en la periferia mediante un método

estrictamente controlado. Este caso es bastante mas complejo que el anterior, se

trata de un reto sintético que requiere el desarrollo apropiado de grupos
funcionales en la periferia que reaccionen de forma secuencial mediante el uso de
diferentes reacciones quimicas. Deben ser ortogonales, es decir, no interferir
entre si, para conseguir el control total del nUmero de moléculas incorporadas y

su ubicacion precisa.*

I11. Utilizacion de cufias dendriticas, lo que permite introducir un grupo de

interés en el punto focal y otros diferentes en la periferia de forma controlada.*?

IV. Union de dos o mas dendrones con diferentes grupos periféricos,
diferentes topologias o generaciones, dando lugar a los denominados
dendrimeros tipo Janus. Este tipo de sistemas se explicardn con mas detalle en el

siguiente apartado (apartado 1.2.2).

Recientemente se han publicado trabajos donde se propone una nueva
alternativa de heterofuncionalizacion denominada “onion-peel”. Esta sintesis
implica la incorporacion de diferentes bloques de construccion mediante un

método ortogonal. En cada capa o generacion se puede introducir bloques de
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diferente naturaleza, proporcionandole al sistema diferentes caracteristicas a lo

largo del esqueleto.

Un trabajo interesante recogido en la bibliografia cientifica es el realizado
por el grupo de Roy, en el cual se introducen esqueletos de diferente naturaleza,
rigidez y namero de ramificaciones, para finalmente funcionalizarlos en la
periferia con azlcares para su uso en diferentes aplicaciones en biomedicina
(Figura 1.10).%
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Figura 1.10 Ejemplo de dendrimero funcionalizado mediante la metodologia

“onion-peel ”.
1.2.2 Aplicacién de las cuiias dendriticas

Los dendrones han surgido como una geometria dendritica alternativa que
permite la obtencién de moléculas monodispersas heterofuncionalizadas. Poco a
poco, su relevancia como moléculas independientes a los dendrimeros ha ido
aumentando debido a su utilizacion en aspectos muy variados como el
autoensamblaje, en la posibilidad de introducir en el punto focal moléculas de

interés e incluso en la modificacion de multitud de materiales.
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a) Disefio de nuevas topologias

En la bibliografia, lo mas comun es encontrar dendrones funcionalizados en
la periferia, principalmente con grupos que les confieran una mejor solubilidad y
biocompatibilidad. Pero ademas, presentan en el punto focal una variedad de
grupos reactivos que permiten jugar con su reactividad, ya sea para introducir
moléculas que les confieran un valor afiadido, 0 grupos que puedan reaccionar

con la superficie de materiales modificando asi sus propiedades.*

Los trabajos que generan mayor interés son aquellos que combinan ambas
propiedades, en los cuales se introduce una molécula de interés en el punto focal
como por ejemplo un colorante con propiedades excelentes para estudios de
imagen, y en la periferia se dejan grupos reactivos para introducir otras

moléculas segin la aplicacién deseada (Figura 1.11).*

Grupo reactivo

o7 NH O

o

N;

HN

o o)
NH " Ny
Molécula de interés N 7}
(Colorante) : N;

Figura 1.11 Dendrdn de tipo poliamida funcionalizado con cianina (colorante) en el

punto focal.

Por otra parte, la union de dos dendrones puede dar lugar a dos tipos de

dendrimeros:
I. Dendrimeros tipo bow tie

Este tipo de sistemas consiste en la union de dos dendrones idénticos. Asi,

estas macromoléculas presentan una topologia diferente con respecto a la
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situacion esferica tradicional de los dendrimeros, lo que permite comparar la

influencia de la topologia en diversas propiedades.

Un trabajo publicado por De Clercq estudia estructuras dendriticas de
diferentes topologias basadas en violégeno (Figura 1.12), observandose una
influencia en la toxicidad y actividad antiviral de estos sistemas en funcion de su

topologia.*®

Figura 1.12 Comparacion de topologias dendriticas en sistemas tipo viol6geno.

I1. Dendrimeros tipo Janus

Este tipo de sistemas consiste en la unién de dos dendrones diferentes,
otorgandole una bifuncionalidad al sistema. La estrategia sintética en este caso es
mas compleja, ya que hay que estudiar con precaucién la compatibilidad de los
grupos funcionales de ambos dendrones. Un aspecto importante es encontrar un
balance entre las dos funcionalidades de la molécula, es decir, que cada una tenga
el nimero de grupos adecuado para realizar su funcion. Para asegurar esto,

generalmente se suelen utilizar generaciones altas.

Los derivados tipo Janus se pueden obtener mediante tres metodologias

sintéticas (Esquema 1.10):*

- Método A: Acoplamiento directo entre dos dendrones diferentes que

poseen funciones complementarias en el punto focal.

- Método B: Acoplamiento previo a un ndcleo. Esta alternativa consiste

en la reaccion entre un primer dendron y un ndcleo multifuncional (al



Introduccion

menos bifuncional) de manera controlada, y posteriormente en las

posiciones restantes, se introduce un segundo dendrén diferente.

- Método C: Crecimiento de un nuevo dendron a partir del punto focal de

una cufia dendritica mediante un proceso divergente.

N\
' 4
Método A i:g< . @%;‘ — ig%é
[
L
Método B +§—> —— -

Método C — — -
« L Y «». «
N\ \

Esquema 1.10 Principales métodos sintéticos esquematizados para la preparacion de

dendrimeros tipo Janus.

Un ejemplo es el publicado por el grupo de Majoral, en el cual utilizan
dendrones funcionalizados en la periferia con grupos dansilo por un lado, y por el
otro con aminas terciarias. En este sistema se compensan Cinco grupos
cromoforos, suficientes para su uso en imagen, frente a diez grupos amina
cuaternizadas, las cuales son las responsables de proporcionar a la molécula la

solubilidad en agua necesaria para su aplicacién en biomedicina (Figura 1.13).*
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Figura 1.13 Ejemplo de un dendrimero basado en &tomos de fosforo de tipo

Janus.

Nuestro grupo de investigacion en colaboracion con el grupo de Royo
también ha estudiado este tipo de sistemas. Se han preparado dendrimeros tipo
Janus que proporcionan por un lado una parte hidrofébica debido al esqueleto
carbosilano y por otro lado, cadenas PEG que generan un ambiente hidrofilico.
Estos sistemas han demostrado ser menos toxicos que sus analogos individuales,
y forman nanoconjugados con siRNA mas débiles, ambas caracteristicas son
propiedades importantes para su utilizacion como transportadores de material

nucleico.*
b) Quimica supramolecular

Las cufias dendriticas surgen también como una alternativa importante y
novedosa para el auto-ensamblaje. La construccion de arquitecturas
supramoleculares mediante interacciones no covalentes se ha convertido en uno
de los temas mas atractivos dentro de la quimica moderna. Generalmente, se
trabaja con interacciones no covalentes, tales como enlaces de hidrdgeno, idnica,

dador-aceptor, n-m, van der Waals, etc. Dichas interacciones juegan un papel
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esencial durante el proceso de auto-ensamblaje supramolecular. Esta metodologia
ofrece considerables ventajas sintéticas como la necesidad de pocos pasos

sintéticos, y una construccion facil y rapida de los productos deseados.

Un método eficaz para este tipo de sintesis es el uso de complejos
organometalicos rigidos. La coordinacion de este tipo de moléculas permite
construir sistemas con geometrias, tamafios y formas perfectamente definidas
(Esquema 1.11).%

; i z 2 CD,Cl,/ acetone-dg
—_— =
+ t, 12h

/L 95-97%
?

Et;R %é\PPEQ

P t.
ONO"pgt,  Et,p ONO;

Esquema 1.11 Construccion de un dendrimero mediante quimica supramolecular.

Otra estrategia que ha avanzado en los ultimos afios es la sintesis de
dendrones anfifilicos, que debido a su naturaleza se auto-ensamblan formando
agregados nanoscépicos supramoleculares como micelas o vesiculas entre otros
(dendrimerosomas). Estos agregados han mostrado nuevas propiedades

interesantes sobre todo en el campo de la biomedicina.

Un sistema anfifilico posee una parte apolar, generalmente debido a la
presencia de acidos grasos en el punto focal, y otra parte polar, proporcionado
por los grupos funcionales o el esqueleto dendritico. Este tipo de moléculas
tienen la estructura ideal para formar agregados supramoleculares en
disoluciones acuosas, los cuales dejan la parte apolar hacia el interior y la parte
polar hacia la disolucidn. En esa parte apolar se genera un espacio que permite

encapsular moléculas de interés biologico.
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Un ejemplo es la encapsulacion de doxorrubicina (DOX), un agente
antitumoral, de la que existen trabajos de investigacion que demuestran una
mejora de la eficacia del farmaco, y una disminucién de su toxicidad y
resistencia (Figura 1.14).>
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Figura 1.14 Ejemplo de preparacién de agregados micelares y encapsulacion de
la DOX.

Recientemente, también se han disefiado sistemas anfifilicos que poseen
una cadena de polietilenglicol (PEG) en el punto focal y la parte apolar viene
dada por el esqueleto dendritico o por los grupos de la periferia. Este tipo de
sistemas forman agregados supramoleculares diferentes a los anteriormente
mencionados, ya que la cadena queda hacia la disolucion y el esqueleto
dendritico hacia el interior. Estos sistemas son muy atractivos ya que permiten
introducir de forma covalente farmacos en la periferia, quedando encapsulados al
formar la micela, obteniéndose liberaciones mas controladas y mejores

resultados.>
c) Polimeros dendronizados

Estos sistemas consisten en dendrones anclados a lo largo de una cadena

principal polimérica polidispersa, por ello se dice que son preparados mediante



Introduccion

una metodologia semi-controlada. Se les denomina “polimeros peine” debido a la

disposicion de los dendrones, la cual se asemeja a la de los dientes de un peine.*

Estos sistemas se preparan principalmente por tres tipos de rutas sintéticas

(Esquema 1.12):
n g Métodorde
macromonomero

l Polimerizacién

|| Método de Graft-onto H Método de Graft-from H

) Etapas de ‘\‘\\
Acoplamiento crecimiento }«g
Acoplamiento \

Esquema 1.12 Estrategias sintéticas para la obtencion de polimeros

dendronizados.
|. Estrategia graft-onto

Se introduce el dendron de la generacion deseada al polimero lineal por

una reaccion de acoplamiento.
I1. Estrategia graft-from

Se introduce la parte reactiva del dendrén, y una vez formado el polimero
dendronizado se va creciendo el dendrén mediante pasos iterativos hasta llegar al

tamafo deseado.
I1l. Método de macromondmero

Es el mas utilizado, en este caso se sintetiza un mondémero con el dendrén,

y luego se construye el polimero lineal mediante una reaccién de polimerizacion.
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La morfologia que adquieren los polimeros dendronizados es su
caracteristica mas importante y lo que les diferencia principalmente de los
dendrimeros tradicionales. Mientras que la disposicién de un dendrimero es
esférica, estos sistemas debido a la repulsion estérica que presentan las cufias
dendriticas se van colocando en forma de cilindro, asemejandose a la apariencia
de un gusano. Este tipo de morfologia depende de muchos factores, entre ellos
podemos destacar la generacion y estructura del dendron, el espaciador entre el
polimero lineal y el dendrén, y la naturaleza y propiedades del polimero lineal.
La longitud de estas moléculas puede llegar facilmente a cientos de nanometros
(Figura 1.15).>®

Figura 1.15 Morfologia e imagen TEM de A) dendrimero y B) polimero

dendronizado.>
d) Modificacion de materiales nanoestructurados y superficies

Debido a las propiedades que han demostrado poseer las cufias dendriticas,
se han elegido como excelentes candidatas para la modificacion de materiales
nanoestructurados con el objetivo de mejorar sus caracteristicas.” Los
nanomateriales modificados con este tipo de sistemas presentan bajas
viscosidades que facilitan su manipulacion y procesamiento. Ademas, la
presencia de numerosos grupos terminales, mejoran sus solubilidades y la

posibilidad de introducir otros grupos funcionales de interés.”
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En la bibliografia cientifica se encuentra una gran versatilidad en la
modificacion de materiales, por lo que aqui se van a recoger algunos de los

ejemplos mas novedosos y estudiados.*®

El grafeno es un material recién surgido que tiene fascinado a cientificos y a
la industria debido a sus fantasticas propiedades: es transparente, flexible,
extraordinariamente resistente, impermeable, econémico y conduce la
electricidad mejor que ningun otro metal conocido. El grafeno es una lamina
extremadamente delgada compuesta de carbono (sélo tiene un atomo de grosor).
El principal obstaculo en la actualidad es que aun no es posible fabricar grafeno a
gran escala. La reduccién de 6xido de grafeno se ha propuesto como una posible
alternativa. Sin embargo, el problema radica en las fuertes interacciones entre

laminas, produciéndose el apilamiento entre las hojas de grafeno.

Se ha observado como la funcionalizacion de este material con polimeros
dendriticos dificulta el reapilamiento de las hojas de grafeno, aumenta su
solubilidad en una variedad de disolventes organicos, y ademas refuerza
curiosamente la conductividad eléctrica en volumen con una estructura dendritica

apropiada (Esquema 1.13).%
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Esquema 1.13 Ejemplo de funcionalizacion de grafeno con A) polimeros

hiperramificados y B) cufias dendriticas.
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En los Gltimos afios se han publicado un gran nimero de trabajos acerca de
los nanotubos de carbono, los cuales poseen unas excepcionales propiedades
quimicas, Opticas, mecanicas y eléctricas.”” Estas caracteristicas los hacen
materiales muy prometedores en los ambitos de conversién de energia solar,
electronica, sensores y actualmente son objeto de multitud de investigaciones en
aplicaciones biolégicas.® Se han descrito diversos métodos para su
funcionalizacion que les hace muy atractivos para su aplicacion como
nanotransportadores y como agentes para el tratamiento de enfermedades

infecciosas y cancer.”
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Figura 1.16 Ejemplo de funcionalizacién de nanotubos de carbono con un

dendron tipo PAMAM para liberacion de material genético.

Normalmente, éstos se funcionalizan a través de la union quimica de
dendrones a la superficie por reaccién entre los grupos terminales del nanotubo y
el punto focal del dendron (Figura 1.16),%° aunque también se han descrito casos
en los que se crece el dendrén sobre la superficie del nanotubo® o en los que el
dendron se une por interacciones - entre los anillos aromaticos presentes en su

estructura y las paredes del nanotubo.®

Actualmente también las nanoparticulas metalicas son un area de intensa
investigacion cientifica, debido a su amplia variedad de aplicaciones potenciales

en los campos biomédicos, opticos y electronicos. Generalmente son de forma
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esférica, con dimensiones entre 1 y 100 nm. Lo mé&s importante en estos sistemas
es encontrar métodos de sintesis que permitan obtener nanoparticulas estables en
disolucién, con tamafios y formas reproducibles. Hay tres estrategias sintéticas
para la obtencion de estas macromoléculas (Esquema 1.14):

INTERCAMBIO DE LIGANDO

METODO DIRECTO (e

CRECIMIENTO DENDRITICO

Esquema 1.14 Sintesis general de nanoparticulas dendronizadas.

|. Método directo

Es una estrategia que se basa en la utilizacion de dendrones previamente

preparados capaces de generar la nanoparticula modificada in situ. ®

[1. Intercambio de ligando

Otra alternativa es utilizar nanoparticulas preformadas y obtener el sistema

deseado por desplazamiento de los ligandos superficiales por dendrones.®

I11. Crecimiento dendritico

En este caso, se parte de nanoparticulas preformadas que contienen grupos
funcionales reactivos en la superficie, los cuales permiten anclar dendrones ya
sintetizados mediante un enlace covalente o anclar un monémero sobre el que se

genere el crecimiento dendritico.®
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Las nanoparticulas de metales nobles (oro,*® plata®’), 6xido de hierro® y
paladio,” son las que mas ampliamente se han sintetizado y estudiado.

70,71

Otro tipo de nanoparticulas no metalicas utilizadas son las de silice™ " y las
de acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA). Aqui se muestra un ejemplo en el
cual nanoparticulas de PLGA se han funcionalizado con dendrones cationicos
tipo carbosilano, que permiten unir electrostaticamente a la superficie
oligonucleotidos antisentido con los que se pueden realizar estudios de

silenciamiento de genes (Esquema 1.15).”
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Esquema 1.15 Ejemplo de dendronizacion de nanoparticulas poliméricas basadas
en PLGA.
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1.3 APLICACIONES EN BIOMEDICINA

Los esfuerzos iniciales en el campo de las estructuras dendriticas fueron
centrados en la sintesis y caracterizacion. Posteriormente, debido a sus

propiedades anteriormente expuestas, estas estructuras se estan utilizado en

475 en conversion de

77-79

multitud de aplicaciones como sensores,”® en catalisis,

energia %"

y en los ultimos afios sobre todo en el campo de la biomedicina.
Debido a que esta Memoria esta centrada en las aplicaciones biomédicas, en este

apartado se realiza una revisién mas extensa de este campo.

Actualmente se necesitan desarrollar nuevos medicamentos, sobre todo para
combatir las resistencias a las terapias tradicionales y proporcionar nuevos
disefios de farmacos. Los sistemas dendriticos se estan utilizando a varios
niveles, como agentes transportadores de biomoléculas, como agentes

terapéuticos por si mismos, y mas recientemente como agentes de diagndstico.
1.3.1 Sistemas dendriticos como transportadores

Hoy en dia, se conocen numerosas moléculas bioactivas. Sin embargo, la
gran mayoria de estas moléculas no llegan | ensayo clinico debido a que son
incapaces de alcanzar con eficacia al tejido celular donde podria ejercer su efecto

terapéutico.®

Los sistemas dendriticos pueden ayudar a entregar un farmaco a sus dianas

especificas y lograr el efecto terapéutico deseado, o simplemente mejorar la

solubilidad. Para ello se han utilizado varias estrategias (Figura 1.17):
I. Unidn electroestatica entre el farmaco y el sistema dendritico

Esta estrategia es Util para farmacos ionicos, dependiendo de su naturaleza
cationica o anidnica se utilizara un sistema dendritico u otro. La union a estos
farmacos debe ser lo suficientemente débil como para una vez transportado al

tejido diana el fArmaco sea liberado para poder realizar su funcion terapéutica.

Un ejemplo es el trabajo realizado por el grupo de D’Emanuele, en el cual

se observa como un dendrimero tipo PAMAM de cuarta generacion interacciona
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con hasta cuarenta moléculas de ibuprofeno incrementando su solubilidad
notablemente.®

I1. Union covalente entre el farmaco y el sistema dendritico

Para poder utilizar esta metodologia el farmaco debe tener algin grupo
reactivo que permita unirlo al dendrimero, y al mismo tiempo que ese grupo no
esté involucrado en su accion terapéutica o que pueda recuperarse en condiciones

adecuadas.

Un ejemplo es la unién covalente de la hormona dexametasona (corticoide
hidrofébico) a un dendrimero PAMAM. Este conjugado mejora la actividad

antiflamatoria con respecto al farmaco libre.??
I11. Encapsulacién del farmaco mediante interacciones hidrofobicas

Esta alternativa es utilizada sobre todo cuando hay problemas de
solubilidad, ya que es uno de los principales retos en la investigacion
farmacéutica. Muchos farmacos son rechazados debido a que son poco solubles
en agua y por ello presentan una baja biodisponibilidad. Los sistemas dendriticos
han mejorado la solubilidad de farmacos como el ketoprofeno, un farmaco anti-
inflamatorio no esteroide que por si mismo no es soluble en agua produciendo
problemas gastrointestinales. Los resultados experimentales muestran que
ketoprofeno en presencia de un dendrimero tipo poliamidoamina (PAMAM)

mejora su solubilidad, y por consiguiente, su eficacia.®®

o

Figura 1.17 Estrategias mas utilizadas en el transporte de farmacos: A)
interaccion electroestatica, B) interaccion covalente y C) interaccion hidrofébica.
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Un caso especial, es el uso de sistemas dendriticos como agentes

transfectantes. En este caso transportan material genético al interior celular,

produciendose cambios efectivos en las células. El vector ideal para la
transfeccion debe presentar una alta eficiencia, no ser inmunogénico, no toxico, y
biodegradable o que se excrete a tiempos largos de circulacion en la sangre. A
pesar de que se pueden encontrar multitud de trabajos, los resultados mas
recientes son los publicados por el grupo de Cheng, que se basan en dendrimeros
PAMAM fluorados los cuales muestran una excelente eficacia de transfeccion de
genes en varias lineas celulares y una biocompatibilidad superior en comparacion

con otros sistemas ya descritos *
1.3.2 Sistemas dendriticos como agentes terapéuticos per se

Debido a la presencia de multiples grupos funcionales, éstas
macromoléculas tienden a presentar una mayor solubilidad, reactividad y
capacidad para unirse o interaccionar con diversos grupos de moléculas o
sistemas bioldgicos, pudiéndose producir una accion terapéutica dénde la
multivalencia es una propiedad a estudiar. En este apartado se mencionan los mas

estudiados.
a) Agentes antibacterianos

Los primeros trabajos en los que obtuvieron buenas actividades
antibacterianas fueron utilizando dendrimeros catiénicos.®> En general, el
mecanismo de accidn de este tipo de sistemas consiste en la adhesion y dafio de
la membrana bacteriana anidnica y provocar asi la lisis bacteriana. Sin embargo,
estos compuestos suelen generar altas toxicidades. Para mejorar su
biocompatibilidad, algunos se han funcionalizado con cadenas PEG para
esconder las cargas positivas lo que no modifica su eficacia,® o incluso se han
estudiado sistemas anidnicos los cuales sorprendentemente también presentan
buenas actividades.®” Materiales nanoestructurados como nanoparticulas de plata
dendronizadas también han demostrado excelentes resultados como agentes

antibacterianos.®®
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b) Agentes antivirales

Estas macromoléculas también han sido investigadas por sus propiedades
antivirales, principalmente sistemas aniénicos® y glicodendrimeros.*® En el caso
particular del VIH, se ha demostrado que compiten por los sitios de unién que
usan distintos virus para entrar en la célula, es decir, son capaces de inhibir la
infeccion del virus en etapas tempranas.”* Esta capacidad sera expuesta con

mayor extension en el capitulo de aplicaciones biomédicas.

c) Agentes antitumorales

Sistemas dendriticos decorados con complejos organometalicos se han
utilizado en varios campos de la biomedicina y como tratamiento de diferentes

enfermedades, como por ejemplo el cancer.*

Figura 1.18 Ejemplo de sistema dendritico bimetalico con actividad antitumoral.*®

Debido al descubrimiento del cis-platino como terapia contra el cancer, los
primeros dendrimeros funcionalizados para ser empleados como agentes
antitumorales se basaban en platino.** Posteriormente, se han propuesto otros
metales como cobre® o rutenio® que presentan menor toxicidad, o incluso

sistemas bimetalicos.”’
d) Agentes frente a enfermedades neurodegenerativas

Los dendrimeros han demostrado ser capaces de interferir in vitro en la
formacion de las estructuras fibrilares amiloides tipicamente relacionados con la
aparicion y el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas tales como el
Alzheimer.®® Ademés, en este tipo de enfermedades se ha observado que se

produce un incremento de iones metalicos (Cu*, Zn**, Fe*, etc), y que su
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eliminacion parece inhibir la formacion de placas amiloides anteriormente
mencionadas. Por ello, se han utilizado dendrimeros que poseen agentes
quelantes capaces de retirar dichos metales, mostrando excelentes actividades

frente a este tipo de enfermedades.*®
e) Agentes antioxidantes

En nuestro organismo se dan multitud de reacciones de oxidacion
produciéndose las denominadas especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales
pueden provocar dafios significativos en las estructuras celulares. Sin embargo,
hay casos donde se produce un incremento de estas moléculas, dando lugar a una
situacioén de estrés oxidativo, la cual esta asociada a la patogénesis de multitud de
enfermedades, tales como dafios cardiovasculares, cancer o enfermedades
neurodegenerativas. Los agentes antioxidantes son los encargados de inhibir
estas reacciones y eliminar los radicales libres que se generan. Los sistemas
dendriticos que han demostrado capacidad antioxidante, generalmente son

agentes reductores, como por ejemplo los polifenoles.'®
1.3.3 Sistemas dendriticos como agentes de diagnostico

Una deteccion temprana de la enfermedad permite elegir entre un mayor
abanico de terapias, lo que repercute en una mayor posibilidad de recuperacion
del paciente. Uno de los métodos de diagnostico mas utilizados hoy en dia es la
imagen por resonancia magnética (IRM), que es una técnica de imagen no
invasiva que permite distinguir entre diferentes tipos de tejidos. Los agentes de
contraste més utilizados son complejos de gadolinio (Gd**). Sin embargo, los

complejos formados son de bajo peso molecular y se excretan facilmente.

En este campo, los dendrimeros pueden aportar numerosas ventajas: (i) el
aumento de peso molecular del complejo dendritico hace que el gadolinio sea
mas dificil de excretar, lo que le permite aumentar el tiempo que permanece en el
cuerpo, (ii) en una misma molécula se puede introducir varios centros metalicos
y (iii) aunque el dendrimero en si mismo no tiene capacidad para modificar los

tiempos de relajacion de protones contiguos, se cree que su elevado peso
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molecular colabora alterando las caracteristicas de gadolinio, lo que incrementa

sensiblemente la calidad de la imagen.'*

Otra técnica de imagen no invasiva muy utilizada es la tomografia de
positrén de electrones (PET), en la cual se emplean otros metales como cobre'®

o galio.'®®

Como se ha mostrado a lo largo de este capitulo hay un gran trabajo en el
desarrollo de estos sistemas, pero en la actualidad los avances de la
nanotecnologia estan centrados en preparar sistemas multifuncionales (Figura
1.19). Se trata de preparar en una misma macromolécula, un sistema que permita
la deteccion, el seguimiento y el tratamiento de una enfermedad al mismo

tiempo. Son los denominados sistemas teragndsticos.***

—_—
— \V\ <‘ )]
> - -
[
<@
== Enlace degradable P MR
AN PEG NWgpgpg,  Material
genético
‘ Molécula directora C Fhtmaco

Figura 1.19 Ejemplo de sistema multifuncional para aplicaciones biomédicas.

Al igual que cualquier nuevo farmaco, estos sistemas deben poseer ciertas
caracteristicas basicas antes de poder dar el paso a la fase clinica. Aunque el
nimero de polimeros dendriticos que han conseguido pasar a la clinica es
pequerio, se pueden encontrar algunos ejemplos que proporcionan esperanza para
seqguir estudiando este tipo de sistemas para su uso en diagnéstico y tratamiento.
A continuacién, se muestran algunos de los sistemas que han sido utilizados en

clinica:
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-Un dendrimero tipo PAMAM, utilizado como herramienta de diagndstico
para pacientes con isquemia miocardica, una enfermedad cardiaca causada por la

falta del flujo de sangre al corazén.'®

-Un dendrimero PLL polianiénico (VivaGel (SPL7013, Starpharma)),
estudiado como agente antiviral capaz de inhibir las infecciones por el VIH-1 vy el

HSV-2,'® y mas recientemente en vaginosis bacteriana.'®’

-Un dendrimero polilisina con un nucleo de acido trimésico y 24 grupos
quelantes con gadolinio en la periferia (Gadomer-17 (SH L 643a, Schering)), el

cual ha mostrado buenos resultados como agente de contraste.'®®
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Polimeros hiperramificados

2.1 INTRODUCCION

Los polimeros hiperramificados (de sus siglas en inglés, HPBs) como ya se
ha comentado con anterioridad, son una subfamilia de los materiales dendriticos.
Estos sistemas presentan una estructura irregular en comparacion con los
dendrimeros, pero forman igualmente geometrias globulares tridimensionales
que contienen multitud de grupos funcionales en la periferia, proporcionandole

de esta forma propiedades similares.

El nimero de articulos acerca de estos sistemas ha aumentado
considerablemente desde 1990, debido a la evolucion en su sintesis y en la

posibilidad de su modificacion para diferentes aplicaciones (Figura 2.1)."

HBPs (Caracteristicas y aplicaciones)
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Figura 2.1 Caracteristicas y aplicaciones generales de los polimeros hiperramificados.

2.1.1 Conceptos generales de los polimeros hiperramificados

Existen una alta variedad de estrategias para sintetizar este tipo de sistemas,
pero una de las rutas sintéticas mas utilizadas es la polimerizacion descrita por

Flory (Figura 2.2). Consiste en la condensacién de mondmeros de tipo AB,,
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dando lugar a macromoléculas de alto peso molecular con un gran nimero de
grupos funcionales en la superficie.” EI monémero AB, debe intentar cumplir
ciertos requisitos para que la reaccidon se encuentre lo mas cerca posible de la

reaccion ideal:

v A debe reaccionar selectivamente con B en presencia de un catalizador o

tras un proceso de activacion.

v' Los grupos funcionales del mismo tipo (B) deben tener la misma

reactividad.

v' Deben evitarse las reacciones secundarias  (isomerizaciones,

entrecruzamientos, etc.) que limiten el crecimiento del polimero.

8 A Unidad inicial

B
{ Unidad dendritica (D)
B

B B B B
B —d Unidad terminal (T)
B

B B'
x —d\Unidad lineal (L)

Figura 2.2 Polimerizacion de monémeros tipo AB,.

B
A —» A
QB
Monémero
tipo AB,

Los principales parametros que definen a este tipo de sistemas son el grado

de ramificacién (DB) y la polidispersidad. En la actualidad, el reto sintético es

producir polimeros hiperramificados con estructuras bien controladas, las cuales
presentan altos grados de ramificacion y estrechas polidispersidades. Es decir,
obtener estructuras similares a los dendrimeros, pero sin sacrificar las ventajas de

su sintesis, sobre todo la posibilidad de escalar su produccion.’

2.1.2 Polimeros hiperramificados basados en atomos de silicio

En particular, los polimeros hiperramificados basados en &tomos de silicio

han atraido gran interés, debido a sus estructuras y propiedades Unicas

incluyendo baja viscosidad, alta flexibilidad y multifuncionalidad. Se han
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sintetizado  policarbosilanos,® policarbosiloxanos® y mas recientemente

policarbosilazanos® (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Ejemplos de polimeros hiperramificados basados en diferentes esqueletos de

silicio: A) policarbosilano, B) policarbosilazano y C) policarboxilosano.

Este tipo de polimeros son sintetizados normalmente mediante una reaccién
sencilla de hidrosililacion, utilizando complejos de platino como catalizadores.
Los catalizadores mas utilizados son el de Speier y Karstedt, siendo éste ultimo
el méas activo (Esquema 2.1). Desafortunadamente, el uso de estos catalizadores
conduce a algunas reacciones secundarias, principalmente isomerizaciones

(adicién Markonikov).
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Esquema 2.1 Mecanismo de la reaccién de hidrosililacion.

El grupo de Mathias publicé por primera vez la sintesis de polisiloxilanos
en 1991," polimeros interesantes debido a los enlaces hidrolizables que
contienen. Estructuras que presentan este tipo de enlace biodegradable se han
explorado ampliamente en el campo de la biomedicina.® Estos sistemas son
altamente flexibles, pero su enlace Si-O les confiere una menor estabilidad
respecto a otros sistemas que se comentaran a continuacion. Por este motivo, han
recibido gran atencion derivados en los cuales se han introducido grupos
aromaticos, ya que se mejoran la estabilidad térmica y sus propiedades

mecanicas (Figura 2.4).°

Figura 2.4 Ejemplo de un copolimero hiperramificado con unidades aromaticas en su

estructura.

El grupo de Muzafarov en 1993 presentd la primera sintesis de los
polimeros de naturaleza policarbosilano.’® Estos polimeros se caracterizan por
presentar un esqueleto flexible y altamente lipofilico en comparacion con la
hidrofilia que presentan otros sistemas, como por ejemplo los tipo poliamina o

poliglicerinas, ademas de una gran estabilidad quimica y térmica."*



Polimeros hiperramificados

2.1.3 Estrategias sintéticas para la obtencion de polimeros basados en

atomos de silicio funcionalizados con grupos iénicos en la periferia

Para aplicaciones biomédicas es necesario utilizar sistemas principalmente
solubles en medios acuosos, por lo que un esqueleto carbosilano precisa una
periferia cargada que le confiera dicha solubilidad en agua. Sin embargo, la
lipofilia de su esqueleto interno le confiere propiedades deseables para este tipo
de aplicaciones, como por ejemplo una mayor facilidad para atravesar

membranas bioldgicas.

Con ayuda de diversas colaboraciones, nuestro grupo de investigacion ha
centrado su atencion en el estudio de diferentes estructuras dendriticas de
naturaleza carbosilano funcionalizados en la periferia con grupos iénicos para
diversas aplicaciones biomédicas. Principalmente se han estudiado como agentes

12,13

antibacterianos, como vehiculos de transporte de material génico** y como

agentes antivirales.’

El conocimiento adquirido ha sido trasladado a los polimeros
hiperramificados de tipo carbosilano que también presentan caracteristicas

importantes en el campo de la biomedicina.

El primer trabajo publicado abordaba la funcionalizacion de una matriz
puramente carbosilano con grupos amino y amonio mediante reacciones de
hidrosililacion, obteniéndose sistemas con capacidad antibacteriana (Esquema
2.2).1°

@ |e
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_— S 1 .

\_/\/ NM \ ~Si e P
Si A~ NVe; Si / \/\/\NMe3
/ [ /_/—Si\

i CHal ! /
/ \/\ B / \/\/Si o
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Esquema 2.2 Ejemplo de la sintesis de HPBs con grupos cationicos en la periferia.
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Continuando en ésta linea de investigacion, en otro trabajo se recoge la
sintesis de una nueva matriz de naturaleza carbosiloxano. La presencia de enlaces
Si-O en la estructura permite su hidrolisis en disolventes proticos que puede ser
util para diversas aplicaciones, tales como encapsulacién o liberacion controlada
de farmacos. La funcionalizacion de las unidades terminales con diversas aminas
se llevd a cabo usando reacciones de hidrosililacion. Sin embargo, este tipo de
sistemas resultaron ser demasiado inestables frente a la hidrélisis para su

utilizacion en aplicaciones biomédicas.*’
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Enlaces facilmente
hidrolizables

Esquema 2.3 Sintesis de un polimero hiperramificado con enlaces susceptibles de

hidrélisis en su estructura.

La ruta sintética empleada en ambas matrices, presenta ciertos
inconvenientes tales como procesos laterales de isomerizacion de los dobles
enlaces que impiden el crecimiento de la cadena, asi como condiciones de
reaccion en las que son necesarias altas temperaturas. Por ello, la utilizacion de
las reacciones conocidas como click chemistry podria facilitar estos
procedimientos sintéticos y hacer mas versatil la funcionalizacion. En los ultimos
afios, la quimica tiol-eno como ejemplo de click chemistry, se ha utilizado cada
vez mas en la funcionalizacion de diferentes sistemas dendriticos debido a que se

trata de una sintesis sencilla y sobre todo muy versatil.*®
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El mecanismo de la reaccion es radicalario (Esquema 2.4) y consta de
distintas etapas:

i. Iniciacion: formacion del radical tiol en presencia de un catalizador.

ii. Propagacion: adicion del radical tiol al doble enlace para formar un
intermedio radicalico que posteriormente abstrae un hidrégeno de otra molécula
de tiol para dar el producto deseado.

iii. Terminacion: posibles procesos de acoplamiento de radicales.

En concreto la reaccion click tiol-eno, se utiliza para describir la reaccion

entre un grupo tiol y un doble enlace.

RS—H + fotoiniciador L R-S- RSV\R‘
! R RS H |
1
i RS—-H + |r  — \—< !
1 R
b o i i / /\R‘

Esquema 2.4 Mecanismo general de la reaccion click tiol-eno.

Una de las principales ventajas de este tipo de reaccion es su versatilidad, se
puede realizar en diversos disolventes, con una amplia variedad de reactivos y en
diferentes condiciones de reaccion, obteniéndose altos rendimientos, bajos

porcentajes de subproductos, facilitando de este modo su purificacion.

HBPs con varios nicleos, tales como poli (éster-amida)s,”® poliéteres,®
poliamidoaminas® y polisiloxanos,? se han sintetizado o modificado a través de
la quimica tiol-eno. Con respecto a HPBs de naturaleza carbosilano no se ha

encontrado ningun ejemplo en la bibliografia cientifica.



Capitulo 2

2.1.4 Presentacion y objetivos del Capitulo

En el Capitulo 2 se presenta la sintesis y caracterizacion quimica de una
nueva matriz polimérica de naturaleza carbosilano, en la cual se ha introducido
grupos aromaticos en su estructura con el objetivo de mejorar su estabilidad
térmica y otras propiedades fisico-quimicas.** Este nuevo sistema y otro similar
sin unidades aromaticas, son funcionalizados a traves de diferentes metodologias

con grupos ionicos (carboxilato, sulfonato y aminas terciarias) en su periferia.

El objetivo general es estudiar si estos sistemas pueden suponer una
alternativa a sus dendrimeros analogos, los cuales han demostrado poseer

excelentes propiedades biomédicas.
Los objetivos de este Capitulo 2 son los que se enumeran a continuacion:

v' Sintetizar y caracterizar una nueva matriz polimérica basada en atomos

de silicio con unidades aromaticas en su estructura.

v' Sintetizar y caracterizar polimeros hiperramificados basados en atomos
de silicio funcionalizados con grupos iénicos en la periferia mediante

reacciones de hidrosililacion.

v" Sintetizar y caracterizar polimeros hiperramificados basados en 4tomos
de silicio funcionalizados con grupos iénicos en la periferia mediante

adicién click tiol-eno.

v' Evaluar los sistemas cationicos sintetizados como agentes

antibacterianos y de transfeccion (ver Capitulo 5).

v Evaluar los sistemas anidnicos sintetizados como agentes antivirales

(ver Capitulo 5).

2.1.5 Nomenclatura

Con el fin de facilitar la lectura del Capitulo, se simplifican los nombres de
los compuestos de acuerdo con la siguiente nomenclatura, ya que debido a la
complejidad estructural de estas macromoléculas no es sencillo nombrarlas de

acuerdo a los criterios de la IUPAC.
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a) Nomenclatura de las matrices poliméricas

En la Figura 2.5 se muestra de modo esquematico la estructura del
esqueleto carbosilano de estos sistemas. A lo largo del Capitulo se utilizaran dos

tipos de matrices poliméricas terminadas en grupos alilo (A) (Figura 2.5):
A) Una matriz puramente carbosilano (PCS-1-A)

B) Una matriz carbosilano en la cual se ha introducido anillos aromaticos
en su estructura (PCS-2-A)

7
BN
ol
S
B \ . /\/\’
/Si
| L
PCS2-A = Si-©—o/\/\/s' | /
| \_¥s|©\o \@(o/\/\/&\/\
e
Si/ \ /
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/ QO/\/\s{/\/‘%‘ @O/\/w “—
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Figura 2.5 Esqueleto de las matrices poliméricas utilizadas.

La eleccién de estos sistemas permitird comprobar diferencias de
comportamiento en funcion de su tamafio, rigidez y nimero de ramas generadas

por ambos monomeros.
b) Nomenclatura de los polimeros funcionalizados

En este Capitulo se presenta la sintesis de diversos polimeros
hiperramificados funcionalizados con distintos grupos, en los cuales se utilizara

la nomenclatura recogida en la Figura 2.6:
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oo M bw —> P: Indica la sintesis empleada Si: hidrosililacion
! PCS-N-PX | ' P S i
e e e o | : tiol-eno
Ve ~
PCS: esqueleto policarbosilano l X: Indica la naturaleza de los grupos funcionales
gue se encuentran en la periferia

N: se refiere al tipo de matriz
polimérica empleada (PCS-1 6 PCS-2)

Figura 2.6 Nomenclatura de los polimeros funcionalizados.

2.1.6 Aspectos generales de la caracterizacion de los sistemas carbosilano

sintetizados y presentados en este Capitulo

Las principales técnicas empleadas para la caracterizacion de los
compuestos sintetizados y descritos en este Capitulo han sido la espectroscopia
de RMN multinuclear (*H, C, N, #Si) y multidimensional (1D, 2D),
cromatografia de exclusion de tamafios acoplada a un detector de dispersion de
luz multiangulo (SEC-MALS), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
potencial {. Los datos completos se encuentran en el apartado experimental de

esta Memoria, tras la descripcion detallada de la sintesis de cada producto.

Al ser la estructura dendritica de naturaleza repetitiva, el desplazamiento
quimico en espectroscopia de RMN de los &tomos internos de los polimeros sera
practicamente independiente. Por ello, en la discusion de la caracterizacién por
RMN de los compuestos funcionalizados tan sélo se comentaran las sefiales
correspondientes a la periferia, al ser las que se verdn afectadas durante los

procesos de funcionalizacion.

Con el fin de reducir repeticiones en la caracterizacion estructural de los
diferentes sistemas, a continuacion se comentan las principales sefiales en
espectroscopia de RMN de #°Si del esqueleto carbosilano de los polimeros

sintetizado en este Capitulo.

En el espectro de RMN de #Si para los polimeros PCS-1-A y PCS-2-A se
observaban tres sefiales que se asignaban a los tres entornos posibles del silicio

(terminal, lineal y dendritico), la incorporacion de los grupos funcionales
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modifica el espectro mostrando dos sefiales Unicamente que se asigna a las
unidades dendriticas (a) y luego otra donde se solapan las unidades terminales y
lineales funcionalizadas (b y c¢) (Figura 2.7). En todos los polimeros
funcionalizados la caracterizacion de los atomos de silicio se ha llevado a cabo a

través de un experimento bidimensional HMBC de *H-2°Si.

Tipo de Si en la estructura RMN de 2°Si
(Ppm)
a 1-16
R,=Cl 31
\
i R,=H -14.1
a\ _/\/\bSI\R1 1
Si b R, = (CH,);NMe, 1.9
O/\/ ¢ S/i—Rz R, = (CH,);NMe,l 2.4
R, R, = CH=CH, -6.4
R, = (CH,),S~ ~
R, = CH,CH=CH, 0.9
¢ R, = (CH,);S= =25

Figura 2.7 Desplazamientos aproximados en espectroscopia de RMN de #°Si del

esqueleto dendritico de los polimeros sintetizados.
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22 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE POLIMEROS
HIPERRAMIFICADOS BASADOS EN MATRICES CARBOSILANO

En este Capitulo se va a trabajar con dos tipos de matrices poliméricas. Por
un lado, una matriz de naturaleza carbosilano, en la que se comentara brevemente
su sintesis, estando su caracterizacion ampliamente detallada en la literatura.**®
Por otro lado, una matriz nueva en la cual se incluyen anillos aromaticos. En este

caso, se explicara detalladamente su sintesis y caracterizacion.
2.2.1 Procedimiento sintético

a) Matriz carbosilano (PCS-1-A)

La matriz carbosilano PCS-1-A se ha preparado por una reaccion de
polimerizacién a partir del monémero AB, metildialilsilano siguiendo el método

descrito en la bibliografia (Esquema 2.5).'°

\ef
= Si
MgBr~ > \_/\/ Tolueno \ /J
HSiMeCl, — » HSi -, si_ g~
éter etilico N [Pt], 60°C
0°C \\L
Si

/\/
PCS-1-A(l) \—x

Esquema 2.5 Esquema sintético para la preparacion del polimero PCS-1-A (1)

descrito en bibliografia.
b) Matriz carbosilano con anillos aromaticos en su estructura (PCS-2-A)

El monomero de tipologia AB, precursor del polimero hiperramificado, se
prepara en dos etapas de sintesis (Esquema 2.6). La primera tiene lugar entre 4-
yodofenol y Br(CH,),SiMe(CsHs), (11)* en presencia de carbonato de potasio,
éter corona y utilizando acetona como disolvente a 80°C durante una noche, para
originar el compuesto I-C¢H;-O-(CH,),SiMe(CsHs), (1). La formacion del nuevo
enlace -CH,0O- se confirma por resonancia magnética nuclear, observandose un

singlete a 3.93 ppm en el espectro de RMN de 'H.
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.~ .
Si Y 1)"BuLi Y
Br L/ 2)HSiMe,Cl L/

< > NS | NS
| OH ——  » | o) ——— » HS (o]
( : H\\ hexano, -78°C i ¥\

K,CO,, éter corona
acetona,80°C, 24h
(1) (2)

Esquema 2.6 Sintesis del monémero AB; de partida (2).

La segunda etapa consiste en afiadir "BuL.i gota a gota sobre una disolucion
del compuesto 1 en hexano a -78°C, dejar que la reaccion progrese durante 1 hora
y a continuacion afadir el HSiMe,Cl, dando lugar al derivado H-SiMe,-CgH,-O-
(CH,),SiMe(C3Hs), (2). En el espectro de RMN de *H para el compuesto 2 se
observa la aparicion de un doblete a 0.29 ppm debido a los dos grupos metilo
unidos al 4tomo de Si, y un multiplete en torno a 4.38 ppm caracteristico del
enlace Si-H. Ambos compuestos se obtienen como aceites incoloros, estables y

solubles en los disolventes organicos habituales.
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Esquema 2.7 Sintesis de la matriz polimérica de naturaleza carbosilano con grupos alilo
terminales PCS-2-A (3).

La sintesis de la matriz polimérica se lleva a cabo por una reaccion de
policondensacién del monomero 2, utilizando el catalizador de Karstedt y
tolueno como disolvente. Se eligié 60°C como la temperatura mas adecuada para

realizar la polimerizacion en base a otros sistemas similares.'” Mediante
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espectroscopia de RMN de *H fue posible seguir la polimerizacion, a través de la
desaparicion de la sefial caracteristica del grupo Si-H, observandose que
transcurridas 24 horas la reaccion se habia completado. Asi, se obtiene el
polimero de naturaleza PCS-2-A (3) como un aceite viscoso de color marrén

(Esquema 2.7).

2.2.2 Caracterizacion estructural

La matriz PCS-2-A (3) se ha caracterizado por resonancia magnética
nuclear de *H, *C y #°Si, y por cromatografia de exclusién de tamafios (SEC-
MALS). Otras propiedades fisico-quimicas de las matrices y sus derivados se

detallarén en el apartado 2.4 realizandose un estudio comparativo.

a) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los datos analiticos y espectroscopicos obtenidos concuerdan con la

estructura propuesta para el polimero 3.

El espectro de RMN de H muestra dos dobletes a 7.26 y 6.85 ppm
correspondientes a los protones aromaticos. Para la nueva cadena alquilica
formada -SiCH,CH,CH,Si- en el proceso de hidrosililacion, se observa un
multiplete a 1.34 ppm para el grupo metileno central y dos multipletes a 0.50 y
0.70 ppm para los grupos metilenos unidos directamente al &tomo de silicio. Para
la cadena -ArOCH,CH,CH,CH,Si- se observan sefiales entre 1.34-1.56 ppm para
los grupos metileno en posicion B al atomo de silicio solapada con las sefiales
caracteristicas de los CH, mencionados anteriormente. Los grupos mas proximos
al atomo de oxigeno como -OCH,- y -OCH,CH,- aparecen a 3.92 y a 1.78 ppm
respectivamente. Para el grupo alilo terminal, se observa un doblete a 1.50 ppm
debido al grupo metileno unido directamente a silicio y dos multipletes en torno a
4.88 (CH=CH,) y 5.77 (CH=CH,) ppm para los protones olefinicos. Por tltimo,
para los grupos metilo unidos directamente al atomo de silicio se observa un
intervalo entre -0.02 - -0.07 correspondientes a los distintos grupos SiMe y a 0.21

ppm para el fragmento SiMe, (Figura 2.8).
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En el espectro de RMN de *C {"H} se observa un conjunto de sefiales para
los diferentes grupos metilenos, en las que se puede distinguir los méas internos
en la zona de 17.6 a 21.8 ppm, y a 65.4 para el fragmento -OCH,-. Los 4tomos de
carbono olefinicos aparecen a 113.3 y 134.5 ppm. Por ultimo, se pueden observar
los atomos de carbono aromaticos a 114.5 y 128.6 ppm, el Ciy, enlazado al SiAr

a129.4 ppm y el Cjps, enlazado al O-Ar a campo mas bajo en torno a 158.7 ppm.
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Figura 2.8 Espectros de A) RMN de *H, B) RMN de *°Si y C) RMN de *C {*H} del
polimero 3. *CDCl;
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El espectro de RMN de 2°Si para el polimero 3 muestra a campo alto tres
sefiales a 1.7, 1.4 y 0.9 ppm (Figura 2.8). Debido a que el polimero se ha
preparado a partir de un mondémero AB,, estas sefiales pueden ser asignadas a los
tres entornos que el atomo de silicio puede adoptar y que denominamos unidad
dendritica (D, 6 = 1.7 ppm), unidad lineal (L, 8 = 1.4 ppm) y unidad terminal
(T, & = 0.9 ppm).** Ademés, se puede observar una sefial a -4.3 ppm

correspondiente al atomo de silicio unido directamente al anillo aromatico.

b) Grado de ramificacion (DB)

El grado de ramificacion (DB) es un parametro clave para la caracterizacion
de este tipo de sistemas, el cual esta controlado por la reactividad de los grupos
funcionales y puede ser calculado de una forma sencilla con la ecuacion de Frey
como ya se ha comentado (Figura 2.7).% Es un parametro estadistico que cuando
se encuentra en torno a 0.5, se puede asignar a un alto grado de ramificacion, y
que la reactividad de A y de B han sido similares.? Los diferentes entornos
quimicos de los 4tomos de silicio mostrados en el espectro de RMN de *°Si para
las unidades D, L y T y el valor de sus integrales permiten determinar el nimero
de ramas de cada tipo que presenta cada matriz y de esta forma poder calcular su
DB."

A la temperatura de 60°C el valor de DB para PCS-2-A es de 0.44, mientras
que para su analogo PCS-1-A es de 0.60. Aunque este estudio para la matriz
PCS-1-A ya estaba descrito, se comprobé que el polimero generado por nuestro

grupo estaba en consonancia con lo descrito en la bibliografia.'®°

Tabla 2.1 Grado de ramificacion del polimero 3 en funcién de la temperatura.

T (°C) de

0, 0, 0,
Polimerizacion L (%) D (%) (%) bB
60 56.5 22.0 21.5 0.44
80 48.1 16.8 35.1 0.59
100 429 10.7 46.4 0.34
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En el caso del polimero 3 se evalué la influencia de la temperatura en esta
propiedad (Tabla 2.1). Se observa como el grado de ramificacion se ve
influenciado por la temperatura, ya que a 100°C el valor de este pardmetro se
aleja bastante de lo descrito en bibliografia para este tipo de sistemas cuando ha
reaccionado todo A,% y también en el espectro se observa un mayor porcentaje

de isomerizacion del grupo alilo.?®

Como temperatura Optima de polimerizacion se eligio 60°C debido a dos
razones: (i) a dicha temperatura se observa el valor méas préximo del parametro
DB a 0.5 y (ii) en estas condiciones no se detecta ninguna sefial correspondiente
a un proceso de isomerizacion. Esto asegura mantener un nimero adecuado de
grupos funcionales en la periferia susceptibles de ser posteriormente
modificados, ya que la isomerizacién del doble enlace impide el crecimiento de
la cadena polimérica.

c) Cromatografia de exclusion de tamafios acoplada a un detector de
dispersion de luz multiangulo (SEC-MALS)

En colaboracion con la Dra. Pilar Tarazona del departamento de Quimica
Analitica, Quimica Fisica e Ingeniera Quimica de la Universidad de Alcala, se
determinaron mediante SEC-MALS las distribuciones de pesos moleculares, los
pesos moleculares promedios en peso (M,,) y promedio en nimero (M,), asi

como los indices de polidispersidad (PDI = M,,/M,).

La utilizacion conjunta del detector de dispersion de luz multiangulo
(MALS) vy el de indice de refraccion (IR) en el equipo de cromatografia de
exclusion de tamafos, permite medir las intensidades de luz dispersadas a
distintos angulos, asi como la concentracion para cada volumen de elucion y

obtener pesos moleculares absolutos de polimeros, sin necesidad de calibrado.

El detector de indice de refraccion proporciona una sefial que es
proporcional a la concentracion de la muestra, mientras que la obtenida por el
detector de dispersion de luz es proporcional a la concentracion y al peso
molecular del polimero analizado. Por ello, los cromatogramas obtenidos con los

detectores para muestras polidispersas son diferentes. Cuanto mayor es la
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diferencia entre los maximos de las curvas obtenidas por Rl y MALS, mayor es

la polidispersidad del polimero.

Es conocido que la temperatura influye en la reaccion de polimerizacion,
de manera que al aumentar la temperatura, se obtienen sistemas mas
polidispersos y de mayor peso molecular. Por ejemplo, en sistemas carboxi-
carbosilano con enlaces Si-O en su estructura (Figura 2.3) las menores PDI se
obtiene a 60°C,*® hecho que refuerza la eleccién de esta temperatura como la més

adecuada para realizar la polimerizacion.

En la Figura 2.9 se muestra el cromatograma obtenido por ambos detectores
para la polimerizacion realizada a 60°C para el polimero PCS-2-A (3), mientras
que en la Tabla 2.2 se recogen los datos obtenidos para las matrices PCS-1-A'y
PCS-2-A.

1.044

L16x10™
1.02]

L1.0x10™

detector voltage (V)

0.95 1 H5.0x10

XapUl SAIIRLAI [CRUIIBYIP

0.96

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250
time {min)

Figura 2.9 Cromatograma obtenido para una polimerizacién a 60°C del
polimero 3.

Tabla 2.2 Datos obtenidos por SEC-MALLS para las dos matrices carbosilano

analizadas.
10° Mw (g.mol™) 10° Mn (g.mol™) PDI (Mw/Mn)
PCS-1-A (1) 6.5+0.1 28+0.1 23
PCS-2-A (3) 54+0.1 3.7+0.1 14




Polimeros hiperramificados

Se puede concluir, que la introduccion de un anillo aromaético en la
estructura del polimero hiperramificado disminuye el peso molecular promedio
del polimero obtenido y su polidispersidad en relacion al HPB que no contiene
unidades aromaticas PCS-2-A (3). El valor obtenido de polidispersidad para esta
nueva matriz (PDI = 1.4) esta cercano al estudiado para un dendrimero

carbosilano de segunda generacién (PDI = 1.1) (Figura 2.11).%

d) Cuantificacion de grupos funcionales en la periferia

Para conocer el nimero de grupos funcionales promedio que presentan
estos nuevos sistemas, se realizd su cuantificacion mediante espectroscopia de

RMN de *H con ayuda de un patrén interno (1,3,5-trimetoxibenceno).

En un tubo de RMN se peso una cantidad conocida de patron y de polimero,
y a continuacion se registrd el espectro de RMN de *H en CDCl; y se calcularon
las correspondientes integrales (Figura 2.10). Mediante este método se puede
conocer el numero de grupos alilo por mg de polimero. Una vez conocido el
namero de grupos alilo, haciendo uso del peso molecular promedio obtenido por
SEC-MALS, se puede determinar el nimero de grupos funcionales promedio que

posee cada sistema (Tabla 2.3).

1H NMR (CDCly)

OMe *

*
MeO OMe

Patron
(1,3,5- trimetoxibenceno)

Q /\/
PCS +Si
\/\
,JMJL ] S I _NL_,_
74 ?;U 6.6 6.2 5.8 5.4 . 5.0 4.6 4;2 3.8

- .

1.60 9.00

Figura 2.10 Ejemplo de la cuantificacion de grupos alilos terminales de la matriz
PCS-2-A (3).
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Se realiz6 el mismo calculo para la matriz PCS-1-A, lo que permitié
realizar una comparacion de los sistemas poliméricos sintetizados y observar la
influencia del nimero de grupos funcionales.

Tabla 2.3 Datos obtenidos en la cuantificacion de grupos alilos en la periferia de HPBs

y su comparacion con dendrimeros tipo carbosilano.

Grupos alilo/mg N° grupos

-1
Mw (g.mol™) de polimero funcionales
PCS-1-A 6500 5.08. 10°° 33
PCS-2-A (3) 5400 3.08.10° 16
G2-Alilo 1707 16
G3-Alilo 4191 32
/
AN N a
\R \Sig \,LSif |
rN =i § S~
isgi >sl\j % /\_\Si— E{J_/ )
KL \si7 ~si"
Si

JSI sSi . Si
A 71
AV
G2-alilo G3-alilo

Figura 2.11 Representacion estructural de dendrimeros de segunda y tercera

generacién de tipo carbosilano.
Estos estudios demuestran que la matriz 3 presenta aproximadamente 16
grupos funcionales en la periferia, mientras que la matriz PCS-1-A presenta un
valor promedio de 33 grupos funcionales, similares a un dendrimero carbosilano

de segunda y tercera generacion, respectivamente.
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De los datos mostrados en la Tabla 2.3 se pueden deducir varios aspectos.
Por un lado, se puede observar que la matriz PCS-1-A duplica el nimero de
grupos periféricos con respecto a PCS-2-A (3), pero su peso sélo se ve
aumentado alrededor del 20%. Esto podria sugerir para la matriz 3 una superficie

menos densa en grupos funcionales en comparacion con el polimero PCS-1-A.

Por otro lado, si se comparan ambas matrices con dendrimeros anédlogos
(Figura 2.10), se observa que el tamafio del dendrimero esférico con igual
namero de grupos es menor, lo que puede implicar que en los polimeros los
grupos estén mas separados. Ademas, en los polimeros debido a su topologia, es
bien conocido que no todos los grupos estan igualmente disponibles. Por tanto, si
la actividad de estos sistemas esta regida por el nimero de grupos funcionales,

quizés la menor disposicion de dichos grupos podria influir en la misma.
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2.3 FUNCIONALIZACION DE LAS MATRICES POLIMERICAS CON
GRUPOS IONICOS EN LA PERIFERIA

2.3.1 Funcionalizacion de la matriz polimeérica con grupos ionicos a través de

reacciones de hidrosililacion

En este apartado solo se va a detallar la sintesis y caracterizacion estructural
mediante espectroscopia de RMN de los diferentes sistemas. Un estudio mas
detallado de otras propiedades fisico-quimicas se tratara en el siguiente apartado
(apartado 2.4).

2.3.1.1 Polimeros hiperramificados precursores

La metodologia empleada para la funcionalizacion requiere varias etapas de
reaccion. Asi, la hidrosililacion de los grupos alilo con HSiMe,Cl conduce a la
formacion de enlaces Si-Cl terminales, que mediante tratamiento con AlILiH, se
transforman a enlaces Si-H.?* A partir de estos sistemas, se pueden obtener los

sistemas cationicos y aniénicos como se detallan a continuacion.

Procedimiento sintético

La reaccién de hidrosililacién de los grupos alilo de PCS-2-A (3) se lleva a
cabo en exceso de HSiMe,Cl y en presencia del catalizador de Karstedt a 80°C
durante 48 horas (Esquema 2.8). Mediante espectroscopia de RMN de 'H se
comprobd que la reaccion habia terminado debido a la ausencia de sefiales en la
zona olefinica del espectro. EI PCS-2-SiCl (4) se obtiene como un aceite soluble
en disolventes organicos habituales. El enlace Si-Cl es sensible al aire y a la

humedad, por ello es necesario almacenarlo bajo argon.

|
si—Cl
| | & / HSiMe,Cl /™ | | éJ |
2 Si Si’@o/\/\/ 5 amee ~[PCS-2Si SiOo/\/\/ !
ST . [Pt.80°C \} o SE KAH:I
|
PCS-2-A (3) PCS-2-SiCl (4)

Esquema 2.8. Sintesis del polimero hiperramificado con grupos Si-Cl terminales (4).
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Mediante el célculo de diferencia de pesada entre la matriz clorada y la
matriz que presenta grupos alilo terminales se puede determinar el nimero de
moles de Si-Cl incorporados. Estos moles se utilizaron para calcular la cantidad

de reductor que se necesita en el siguiente paso de la funcionalizacion.

La reduccion de los enlaces Si-Cl a Si-H se lleva a cabo mediante la
adiccion lenta y en frio del polimero 4 sobre una disolucion de AlLiH, en dietil
éter (Esquema 2.9). Por espectroscopia de RMN de 'H se comprobé que la
reaccion habia terminado por desaparicion de la sefial a 0.38 ppm debida a los
dos grupos metilo unidos al Si-Cl, y por la aparicion del multiplete caracteristico
del enlace Si-H a 3.82 ppm. El polimero PCS-2-SiH (5) se obtiene como un

aceite soluble en diferentes disolventes organicos.

|
si-cl
T | | /\/\/éu/_f | AlLH, ' ' A~ S
pcs-2si SiOO 2si SiOO
g\/\/ N \x| Et,0 t.a @ g\/\/ N \x| 5

\?FCI

PCS-2-SiCl (4) PCS-2-SiH (5)
Esquema 2.9 Sintesis del polimero hiperramificado con grupos Si-H terminales (5).

Caracterizacion estructural

Los datos analiticos y espectroscopicos obtenidos concuerdan con las
estructuras propuestas para los polimeros 4 y 5. Debido a la extension del trabajo
y a la similitud que presentan con otros compuestos descritos en bibliografia y
sintetizados en el grupo de investigacion con anterioridad,*'® éstas especies
intermedias no se han descrito con detalle en este apartado (ver parte

experimental).

2.3.1.2 Polimeros hiperramificados cationicos a travées de la reaccion de
hidrosililacion

Procedimiento sintético

La funcionalizacion de la periferia con grupos amino se realiza a través de

la reaccion del polimero 5 disuelto en la minima cantidad de THF con un exceso
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de N,N-alildimetilamina y en presencia del catalizador de Karstedt a 60°C
(Esquema 2.10). El seguimiento de la reaccion se lleva a cabo mediante
espectroscopia de RMN de *H, observando la desaparicién de la sefial a 3.82 ppm
correspondientes al enlace Si-H, y la aparicion de una nueva sefial a 2.20 ppm
que se asigna a los protones de los grupos -NMe, que solapan con la sefal
correspondiente al grupo metileno adyacente -CH,NMe,. El derivado PCS-2-
SiNMe, (6) se obtiene como un aceite gris claro estable y soluble en los

disolventes organicos habituales.

| |
Si—H Si_~_NMe,

O | | /\/\/‘SI/_/_ _~_NMe, @ | ! /\/\/‘Si
(Pcs- Si\/\/Si’@O = - . Si\/\/Si’@O
3 \ \xéi,H THF, 60°C H \ \xgiMNMez
/
Py /
PCS-2-SiH (5) PCS-2-SiNMe, (6)

Esquema 2.10 Funcionalizacion de la matriz polimérica carbosilano con grupos amino

terminales (6).

Para obtener un polimero soluble en agua o en disolventes polares, debido a
la lipofilia del esqueleto carbosilano, se necesitan grupos cargados en la periferia
que proporcionen dicha solubilidad. Para ello, el tratamiento de los grupos amino
terminales del polimero 6 con Mel en THF a 50°C durante 12 horas, da lugar al
correspondiente polimero cationico con grupos amonio terminales PCS-2-
SiNMesl (7) (Esquema 2.11). Mediante espectroscopia de RMN de 'H se
comprobd que la reaccion habia terminado por el desplazamiento de la sefial
asignada a los grupos metilo del grupo amino de 2.20 ppm a 3 ppm. El polimero
7 se obtiene como un sélido blanco pulvurulento estable al aire y soluble en

disolventes polares como DMSO y H,0.

| \ CE
$i_~_NMe, ?i\/\/N+MeJ
|

) |
/ | | si CHyl @ I | Si
PCS-2Si SiOO/\/\/ ———— Pcs2si Si@—o/\/\/ s ©
O I \xgi/\ﬁNMe THF, 50°C N\ \xs‘i/\/\N’Mel
/ 2 3 3

PCS-2-SiNMe, (6) PCS-2-SiNMes! (7)

Esquema 2.11 Sintesis de la matriz polimérica carbosilano con grupos amonio

terminales (7).
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Caracterizacion estructural

Los datos analiticos y espectroscopicos obtenidos concuerdan con las
estructuras propuestas para los polimeros 6 y 7. La estructura interna de la matriz
polimérica no se ve alterada por la funcionalizacion de los grupos alilos y
presenta los mismos desplazamientos quimicos que en el polimero 3 tanto en
RMN de *H como de **C {*H}. Por ello, en este apartado se describe Ginicamente

las sefiales correspondientes a las ramas externas de la matriz.

Los espectros de RMN de *H, **C y ?°Si correspondientes al polimero 6

fueron realizados en CDCI; como disolvente.

a
| ¢ ¢ 8

Si__~_ NMe,
@ | | /\/\/éi/_f/ b d
2 Si\/\/SiQO
8 \ \x/sh/\/\NMez

Parte
* aromatica

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 00 -05

Parte e #
aromatica |

° A
J )L ‘i v_,_lL I\ J

170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 S50 40 30 20 10 0 -10

Figura 2.12 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de **C {*H} del compuesto
PCS-2-SiNMe;, (6). *CDClsy *esqueleto carbosilano.
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El espectro de RMN de *H muestra para el fragmento -SiCH,CH,CH,NMe,
una sefial a 2.20 ppm donde solapan los protones de los grupos metilo y del
grupo metileno unido directamente al atomo de nitrégeno, y dos multipletes a
1.41 y 0.53 ppm para el grupo metileno central y el unido directamente al &tomo

de silicio de la nueva cadena formada.

Por otra parte, el espectro de RMN de **C {"H} se caracteriza por presentar
una sefial a 12.8 ppm, correspondiente al grupo metileno unido a silicio, a 22.0
ppm para el grupo metileno central y a 63.4 ppm correspondiente al unido
directamente al nitrégeno. Por ultimo, se observa otra sefial a 45.4 ppm para los

grupos metilo -NMe, (Figura 2.12).

Los espectros de RMN de *H, **C y ?°Si correspondientes al polimero 7
fueron realizados en DMSO-dg como disolvente. Debido a la carga positiva
situada sobre el &tomo de nitrégeno que ejerce un mayor efecto desapantallante,

se observa el desplazamiento de algunas sefiales a frecuencias mas altas.

En el espectro de RMN de 'H para el polimero 7 las sefiales més
caracteristicas aparecen a 3.02 ppm para los grupos metilo unidos al atomo de

nitrogeno y a 3.21 ppm correspondiente al grupo metileno.

En el espectro de RMN de **C {*H} se encuentra el mismo efecto, por lo
que se observa como las dos sefiales correspondientes a los fragmentos anteriores

se desplazan a 49.8 y a 66.1 ppm, respectivamente (Figura 2.13).
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a
e
| c ® @ A
Si__~_NMe;!
| | éaﬁf b g
PCS-2-Si._~_Si o | e O
e \ Si”>" NMe,'
e
#
A
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d c
| Jl\ . JL i \, LL AHU ’. Jl\J\
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Figura 2.13 Espectros de A) RMN de **C {*H} y B) RMN de *H del compuesto PCS-2-
SiNMesl (7). *DMSO-ds y "esqueleto carbosilano.

2.3.1.2 Polimeros hiperramificados anionicos a través de la reaccion de
hidrosililacion
Para la funcionalizacion de la periferia con grupos anionicos se siguio la
ruta sintética empleada por el grupo de investigacion para funcionalizar
dendrimeros esféricos de naturaleza carbosilano. Consiste en la funcionalizacion
de la periferia dendritica a traves de la reaccion de hidrosililacion de alilamina
con los grupos SiH terminales del sistema dendritico. La adicion tipo Michael de
la amina primaria resultante sobre vinilsulfonato o sobre vinilmetacrilato y el

posterior tratamiento de este ultimo con hidroxido de sodio proporcionaron los
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sistemas decorados con grupos sulfonato y carboxilato respectivamente
(Esquema 2.12).%

andiciones \S/J‘NV\SO3N3
résticas i
\ Ve \ M/
| CBS—Si /
. SO;Na
120°C \/\SK\A 0
NH, / \ N\/\
HSiMe,Cl \ \S/I Z>80;Na SO;Na
~ Y iMe, ) PN T i
@Jﬁ /CBS \S'/\/\/SIH e ’/'c S \S/J/ \)oL
i > ' o = i 1.0
A SiH 120°C N om CO,Na
Si e
\ \/\/\NHz\Z NaOH / N/;/\
o si ™~ CO,Na
' \

N~ \_-CO,Na

CO,Na

Esquema 2.12 Sintesis de dendrimeros de naturaleza carbosilano con grupos sulfonato

y carboxilato en la periferia.

A partir del sistema PCS-2-A se pudo preparar el polimero precursor
funcionalizado con grupos amino -NH, en la periferia en las mismas condiciones
anteriormente descritas. Sin embargo, al realizar la adicién tipo Michael con
ambos reactivos, la reaccion no se completaba (Esquema 2.13), por lo que este

procedimiento fue abandonado.

|
Si-H
™ | é/—F ‘ _~_NH; | | é/—[ /
: . 1 < " Aol

PCS-2Si s.@o/\/\/ E———— s. s.@o

O T "Ny THR120°C . N \xs‘i/\/\NHz
| 7/

PCS-2-SiH (5) 120 “s0,Na

Esquema 2.13 Intento de la funcionalizacion de la matriz polimérica con grupos

sulfonatos mediante hidrosililacion.

Ya en los dendrimeros esféricos, para obtener los productos deseados se
necesitan condiciones de reaccion dréasticas, con elevados tiempos de reaccion y

altas temperaturas.”
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2.3.2 Funcionalizacion de las matrices poliméricas con grupos iénicos a

través de la reaccion de adicion “click” tiol-eno

La metodologia empleada fue la “click” tiol-eno. Esta reaccion contribuye
favorablemente a la formacion de especies altamente funcionales de forma rapida
y con elevados rendimientos debido a que no requiere condiciones especificas de

reaccion.

En el caso de los polimeros anionicos la reaccién entre el grupo tiol y los
grupos alilos periféricos progresa adecuadamente. Sin embargo, la reaccion
analoga con los derivados tiol catidénicos no consigue finalizar, aun afiadiendo
exceso de reactivos o aumentando los tiempos de reaccion. Por ello, se
prepararon polimeros con grupos vinilos en la periferia, los cuales son mas
reactivos. En el caso de los polimeros aniénicos se utilizaron ambas matrices,
PCS-1-A y PCS-2-A (3). Sin embargo, para los derivados cationicos, solo fue
funcionalizada la matriz 3, ya que la funcionalizacion de la matriz PCS-1-A ya

ha sido descrita en un trabajo previo.*

2.3.2.1 Polimeros hiperramificados cationicos a traves de la reaccion de

adicion “click” tiol-eno

Procedimiento sintético

Como ya se ha comentado anteriormente la funcionalizacién via tiol-eno
con grupos catiénicos es eficaz si la matriz posee grupos vinilos, por tanto, el

primer paso es incorporar a la matriz 3 dichos grupos en la superficie.

Para ello, sobre el polimero PCS-2-SiCl (4) se realiza una reaccion de
alquenilacion con grupos vinilos. Esta reaccion se lleva a cabo en las mismas
condiciones que se describen en bibliografia para sistemas similares,
obteniéndose el polimero PCS-2-SiV (8) como un aceite amarillo, soluble en
disolventes orgéanicos habituales y estable al aire (Esquema 2.14).** El estudio del
producto por espectroscopia de RMN de 'H confirma que la reaccién se ha
completado cuando desaparece el singlete a 0.38 ppm correspondiente a los

grupos metilo unidos al &tomo de Si del fragmento -SiCl.
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| |
Si—ClI /Sij
S‘ é@omél /\MQCI bcs Sl Sl‘@o/\/\/él
1 1 > | - 1 1
N \Kéi,c, éter, 60°C £\ is‘,
/ N\
PCS-2-SiCl (4) PCS-2-SiV (8)

Esquema 2.14 Sintesis del polimero con grupos vinilo terminales (8).

Una vez preparado el polimero con grupos vinilo, se procedio a realizar su
funcionalizacion. Para ello, se han utilizado los siguientes derivados tiol-amina,
HS(CH,),NHMe,Cl y HS(CH,),NH3CIl. La reaccion se lleva a cabo en una
mezcla de disolventes THF/MeOH en presencia de un fotoiniciador, 2,2-
dimetoxifenilacetofenona (DMPA) bajo atmoésfera inerte. La adicion del
fotoiniciador y del correspondiente tiol se realiza en dos tiempos dado que
estudios anteriores en nuestro laboratorio muestran que la reaccion en un solo
paso es menos favorable, necesita mayores tiempos de reaccion y un mayor
porcentaje de exceso del derivado tiol (Esquema 2.15). La reaccion se mantiene
bajo irradiacion UV (A = 365 nm) durante 4 horas. La purificacion de la matriz
funcionalizada con grupos amonio terminales, se realiza mediante nanofiltracion
con una membrana de 500 Da de peso molecular. Las trazas de fotoiniciador
ocluidas en la estructura polimérica se eliminan mediante precipitacion en éter.
Asi, se obtienen los polimeros PCS-2-SNR,.HCI (R=H (9) y R=Me (10)) como
solidos amarillos muy higroscopicos solubles en disolventes proticos (MeOH,
H,0).

y s
,SiJ ~_NRy.HCI /Sif
/ | \ éi Hs | | éi
N S T - D e e e
h /SIA\ THF/MeOH /S'Xs
PCS-2-SiV (8) PCS-2-SNR,.HCI R= H (9), Me (10) R

Esquema 2.15. Sintesis de los polimeros con grupos amonio terminales (9 y 10).

La cuaternizacion con HCI origina sistemas que dependen del pH del
medio, por lo que el nimero de cargas positivas podria variar. Por ello, se

procedid a obtener grupos amonio sin presencia de enlaces N-H.
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En primer lugar, se neutraliza el polimero 10 con NaOH en una mezcla
agua/DCM, extrayendo en la fase organica el polimero neutro PCS-2-SNMe, (11)
como un aceite incoloro soluble en disolventes organicos. A continuacion, el
tratamiento de los grupos amino terminales del polimero 11 con Mel en THF a
50°C durante 12 horas, da lugar al correspondiente polimero catiénico PCS-2-
SNMesl (12) con grupos amonio terminales (Esquema 2.16). Mediante
espectroscopia de RMN de *H se comprobé que la reaccién habia terminado por
el desplazamiento de la sefial asignada a los grupos metilo del grupo amino de
2.20 ppm a 3.00 ppm en ambos polimeros. El derivado 12 se obtiene como un

solido amarillento soluble en disolventes polares como agua y DMSO.

@ [S]
NMe,.HCI NMe, NMe; |
s | s | s
S‘i—/_ si/ si/
S v o g oy =4
Ccs-21-Si — > pcs-2-Si ——» [pcs-2-Si
\x | DCM/H,0 \x | THF \x |
Si Six Slx
/ _\_s / S / S\/\
AN ® [S]
NMe,HCI NMe, NMe, |
PCS-2-SNMe,.HCI (9) PCS-2-SNMe, (11) PCS-2-SNMejl (12)

Esquema 2.16 Sintesis de los polimeros con grupos amino (11) y amonio (12)

terminales.

Conocida la reactividad para introducir en la superficie del polimero grupos
funcionales via reaccion tiol-eno, se estudio la posibilidad de generar polimeros
hibridos. Es decir, polimeros que contengan por un lado grupos -NH, que
permitan introducir moléculas de interés como grupos cromoforos, y por otro
lado, grupos -NMe, que tras su posterior cuaternizacion proporcionen a la

molécula la solubilidad en agua necesaria para su aplicacion en biomedicina.

De esta manera, se procedid a sintetizar un polimero hibrido, en el cual el
20% de los grupos vinilo se funcionalizarian con el derivado tiol
HS(CH,),NHCI (B) vy el resto con el compuesto tiol HS(CH,),NHMe,Cl (A).
Asi, se hace reaccionar en primer lugar el polimero vinilico 8 con el reactivo B
durante 2 horas en presencia del fotoiniciador, transcurrido este tiempo se
adiciona la cantidad necesaria de tiol-amina A y fotoiniciador para hacerlos

reaccionar con el resto de grupos vinilo aun sin funcionalizar (Esquema 2.17).
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A través de espectroscopia de RMN de 'H se comprob6 que la reaccion
habia finalizado transcurridas las 4 horas debido a la desaparicion de los
desplazamientos correspondientes a los grupos vinilo. La integral de las sefiales
determinaron que se habia introducido un 22% del compuesto HS(CH,),NH;Cl
(B) y un 78% del HS(CH,),NHMe,Cl (A). Asi se obtiene el polimero hibrido
PCS-2-S(NMe,HCI)(NH;Cl), (13) (donde x = 78% e y = 22% de los grupos
terminales) como un so6lido amarillo soluble en disolventes polares.

NMe,.HCI

| S
S‘iJ/ s~ NH2HCI /_/—/Si—/_
| | & ' Hs ™~ NMezHCL 7 | \ S
Si._~_Si o) | = - Pcs-zsu\/\/s.@o —
5 \ \K i : \ Si
S\ DMPA P\ s
THF/MeOH .
PCS-2-SiV (8) PCS-2-Shibrido (13) NHz.HCI

Esquema 2.17 Sintesis del polimero hibrido (13).

Caracterizacion estructural

Los espectros de RMN de *H, *C y ?°Si correspondientes al polimero 8 se

realizaron en CDCl; como disolvente.

En el espectro de RMN de 'H se observan las sefiales correspondientes
tanto a los grupos vinilo terminales como a las cadenas alquilicas internas
Si(CH,)sSi. Se observan dos multipletes a 6.00 y 5.60 ppm caracteristicos de las
cadenas vinilicas terminales. Los protones de las cadenas alquilicas aparecen
como dos multipletes, uno a 0.57 ppm para los grupos metileno unidos al &tomo
de Si y otro a 1.28 ppm para el fragmento metileno central. Por altimo, para el

grupo metilo del fragmento -SiMe,- se observa a 0.19 ppm (Figura 2.14).

En el espectro de RMN de *C {*H} se observan las sefiales pertenecientes a
los 4tomos de carbono correspondientes al fragmento vinilo periférico, que
aparecen a 131.2 y 139.4 ppm para el carbono externo e interno,

respectivamente.

Para el &tomo de Si externo unido a los grupos vinilo terminales se observa
una sefial a -6.5 ppm mientras que la de los &tomos de Si internos unidos a las

cadenas alquilicas aparece en torno a 1.0 ppm.
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Figura 2.14 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de *3C {*H} del compuesto
PCS-2-SiV (8).
Los espectros de RMN de 'H, *C, N y #’Si correspondientes a los

polimeros 9 y 10 fueron realizados en DMSO-dg como disolvente.

En el espectro de RMN de ‘H se observan cuatro sefiales correspondientes a
los grupos metileno del nuevo fragmento introducido -SiCH,CH,SCH,CH,N-. El
mas cercano al &tomo de silicio se observa a 0.85 ppm, los unidos a azufre a 2.56
y 2.71 ppm. Y por ultimo, a 3.18 0 2.91 ppm para los unidos al 4&tomo de
nitrogeno dependiendo si el grupo metileno estd unido a NMe,HCI o NH;Cl,

respectivamente.
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En el espectro de RMN de *C {*H} se observa una sefial a 41.3 ppm

correspondiente al grupo amino NMe, y otra sefial a 55.3 6 39 ppm asignada al
grupo metileno unido directamente al 4&tomo de nitrogeno de los fragmentos

NMe,HCI o NH3Cl, respectivamente (Figura 2.15).

| bc e . A
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Figura 2.15 Espectros de A) RMN de *H del compuesto 10 y B) RMN de **C
{*H} del compuesto 9. *DMSO-ds y “esqueleto carbosilano.

En el espectro RMN de ?°Si se observa la desaparicion de la sefial

correspondiente al silicio unido a los grupos vinilo a -6.5 ppm y la aparicion de

una nueva sefial a 2.5 ppm perteneciente a los atomos de silicio que se han

funcionalizado.
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Y por Gltimo, en el espectro de RMN de N se detecta una sefial a -338.2
ppm o -342.4 correspondientes a los fragmentos -NMe, HClI o -NH;Cl,

respectivamente.

Los espectros de RMN de *H, **C, **N y *Si correspondiente al polimero
neutro 11 y al polimero cationico 12 fueron realizados respectivamente en CDCl,

y DMSO-dg como disolvente.
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Figura 2.16 Espectros de RMN de *H de A) compuesto 11 y B) compuesto 12.

*CDCls3, **DMSO-ds y “esqueleto carbosilano.



Capitulo 2

Las sefiales correspondientes a las ramas externas del polimero neutro 11
son similares al polimero 8, tan solo los grupos metileno y metilo unidos al

atomo de nitrégeno aparecen a frecuencias mas bajas.

En el caso del polimero catidénico 12 debido a la carga positiva situada
sobre el atomo de nitrogeno que ejerce un mayor efecto desapantallante, se
observa el desplazamiento de algunas sefiales a frecuencias més altas. Este
comportamiento se comprueba en el desplazamiento de los grupos metilo unidos
al atomo de nitrégeno, los cuales aparecen a 3.04 y a 51.6 ppm en los espectro de
RMN de *H y *C {*H} (Figura 2.16).

Sin embargo, como era de esperar, en el espectro de RMN de N se detecta
una sefial a -352.1 ppm para el polimero neutro, y un desplazamiento a -330.0

ppm para el polimero catiénico.

En el caso del polimero hibrido 13, su caracterizacion estructural es la
combinacién de los espectros registrados para los compuestos 9 y 10 como

consecuencia de la presencia de ambos tipos de grupos amonio.

2.3.2.2 Polimeros hiperramificados anioénicos con grupos carboxilato a

través de la reaccion de adicion “click” tiol-eno

Procedimiento sintético

La metodologia desarrollada para la obtencion de los compuestos deseados
se bas6 en la descrita por Rissing y Son para la funcionalizacion de

tetravinilsilano.*?

La obtencion de polimeros funcionalizados con grupos carboxilato necesita
de una primera preparacion de los polimeros neutros precursores funcionalizados

con el derivado éster correspondiente.

La sintesis de los polimeros precursores se realiza mediante la introduccion
del derivado tiol metiltioglicolato. La reaccion se lleva a cabo en una mezcla de
disolventes metanol/THF bajo irradiacion UV durante 4 horas (Esquema 2.18).
El seguimiento del avance de estas reacciones se realiza mediante espectroscopia

RMN de 'H, observandose la desaparicién de las sefiales correspondientes a los
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grupos alilo. El crudo de reaccion se purifica por cromatografia de exclusion de
tamafios en THF, obteniéndose los polimeros PCS-1-SCOOMe (14) y PCS-2-

SCOOMe (15) como aceites marrones solubles en disolventes organicos.

El tratamiento de los polimeros 14 y 15 con un exceso de hidréxido de
sodio en metanol proporciona los polimeros aniénicos correspondientes PCS-1-
SCOONa (16) y PCS-2-SCOONa (17) (Esquema 2.18). La reaccion es seguida
por espectroscopia de RMN de 'H, completandose cuando desaparece el singlete
a 3.01 ppm correspondiente al grupo metilo del éster. Se purifica mediante
ultrafiltracion con una membrana de Myco = 1000, obteniéndose los polimeros

16 y 17 como sélidos amarillos solubles en agua.

oD @
s~ —COOMe 5~ —COO Na

| 7 HSCOOMe | NaOH |

PCS ~Si === | pCS ~Si PCS ~Si
. THF/MeOH S s MeOH S - 6
A \_COOMe _COO Na
PCS-1-A (1) PCS-1-SCOOMe  (14) PCS-1-SCOONa (16)
PCS-2-A (3) PCS-2-SCOOMe  (15) PCS-2-SCOONa (17)

Esquema 2.18 Sintesis de los polimeros con grupos éster (14 y 15) y carboxilato (16 y

17) en la periferia.

Caracterizacion estructural

Los espectros de RMN de *H, *C y *Si correspondientes a los polimeros

precursores 14 y 15 fueron realizados en CDCI; como disolvente.

El espectro de RMN de *H confirma la formacién de la nueva cadena -
Si(CH,)3SCH,COOMe, donde se observa un triplete a 2.63 ppm correspondiente
al grupo metileno unido al &tomo de azufre -SiCH,CH,CH,S-, y dos singletes a
3.20 y 3.67 ppm para el grupo metileno y el grupo metilo respectivamente
pertenecientes al fragmento -SCH,COOMe.

Mediante un experimento HSQC {*H-'*C} se asigné la resonancia a 36.5
ppm para el grupo metileno y a 52.4 ppm para el grupo metilo del grupo éster
(Figura 2.17) en el espectro de RMN de *3C.
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La incorporacién del tiol modifica el espectro RMN de *°Si mostrando dos
sefiales, una a 1.67 ppm que se asigna a las unidades dendriticas y otra a 2.50

ppm, donde se solapan las unidades terminales y lineales funcionalizadas.
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Figura 2.17 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de *C {*H} del compuesto
PCS-1-SCOOMe (14). *CDClsy *esqueleto carbosilano.

Los espectros de RMN *H, *3C y #°Si correspondientes a los polimeros

anionicos 16 y 17 se realizaron en D,O como disolvente.

En el espectro de RMN de 'H las sefiales correspondientes al grupo
COOMe en los derivados neutros desaparecen y aparece el singlete a 3.01 ppm
correspondiente al grupo metileno unido directamente al grupo carbonilo y se
desplaza de 2.50 ppm a 2.41 ppm el otro grupo metileno unido al a&tomo de

azufre.

En el espectro de RMN de **C {*H} se observa el grupo carbonilo a 183.9
ppm (Figura 2.18).
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Figura 2.18 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de **C {*H} del compuesto
PCS-1-SCOONa (16). *D,0 y *esqueleto carbosilano.

2.3.2.3 Polimeros hiperramificados aniénicos con grupos sulfonato a

través de la reaccion de adicion “click” tiol-eno

Procedimiento sintético

Los dendrimeros decorados con grupos sulfonato se prepararon de manera
directa por adicion del derivado tiol comercial que contiene la sal sddica del
acido sulfénico, basandose igualmente en la metodologia desarrollada por

Rissing y Son.*

Anteriormente, esta estrategia sintética habia sido empleada en nuestro
grupo de investigacion para la funcionalizacion de otros sistemas carbosilano, y
en las condiciones indicadas se provocaba la precipitacion del dendrimero de
partida como un agregado de aspecto gomoso, disminuyendo mucho el
rendimiento final del proceso. Con el fin de mejorar el rendimiento, la cantidad

necesaria del derivado tiol y fotoiniciador se divide en cuatro partes, las cuales se
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adicionan en el transcurso de la reaccién de forma paulatina para evitar la

agregacion del sistema.*

Para obtener los polimeros con grupos sulfonato, se utilizé el derivado tiol
3-mercapto-1-propanosulfonato sédico. La reaccién se lleva a cabo en una
mezcla de disolventes THF/MeOH/H,O en presencia del fotoiniciador, DMPA.
La reaccion se mantiene bajo irradiacion UV durante 4 horas (Esquema 2.19). Se
purifica mediante ultrafiltracion con una membrana de Mywco = 1000,
obteniéndose los polimeros PCS-1-SSO;Na (18) y PCS-2-SSO;Na (19) como

solidos amarillos solubles en agua.

HS_ _~_ SO;Na S/\/\sosNa
—
PCS NSiR __ DMPA _ pcs ~si
Xx THF/MeOH/H,0 S._~_SO;Na
PCS-1-A (1) PCS-1-SSO;Na (18)
PCS-2-A (3) PCS-2-SSO3Na (19)

Esquema 2.19 Sintesis de los polimeros con grupos sulfonato en la periferia (18 y 19).

Caracterizacion estructural

Los espectros de RMN de 'H, **C y °Si correspondientes a los polimeros

18 y 19 se realizaron en DMSO-dg como disolvente.

La incorporacion del nuevo fragmento -S(CH,);SOsNa se confirmo en el
espectro de RMN de *H por la aparicion de dos nuevas sefiales correspondientes
a los grupos metilenos -SCH,- y -CH,SO3;Na a 2.82 y 3.35 ppm respectivamente.
La segunda sefial se ve solapada por la sefial residual de agua que presenta
DMSO.

En el espectro de RMN de *C {*H}, las sefiales correspondientes a los
fragmentos mencionados aparecen a 29.9 y 49.8 ppm, respectivamente (Figura
2.19).



Polimeros hiperramificados

Parte
aromatica

A VAW

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 5

Figura 2.19 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de *3C {*H} del compuesto
PCS-2-SSO3Na (19). * DMSO-dg y * esqueleto carbosilano.
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2.4 ESTUDIO DE OTRAS PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

2.4.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Debido a la estructura tan ramificada de estos sistemas, son materiales
practicamente amorfos, siendo la temperatura de transicion vitrea (Ty) una de las
propiedades térmicas mas importantes a determinar. La Ty se encuentra muy
influenciada por la composicién del polimero y su ramificacion, pero sobre todo

da una idea de la flexibilidad del polimero sintetizado.*

Para la matriz 3 se determiné un valor de T, de -69°C y una temperatura de
degradacion a 404°C. Con estos datos, se puede decir que este sistema presenta
una gran flexibilidad y estabilidad térmica debido a su composicion y estructura

(Figura 2.20).

Para la matriz PCS-1-A el dato descrito en bibliografia es T, = -91.5°C.* Si
se comparan los datos de ambas matrices, se observa que la introduccién de

grupos aromaticos provoca un descenso de la flexibilidad del sistema.

0.5

01450

0.2+

0.1

Flujo de calor (W/g)

0.1

Temperatura (°C)

Figura 2.20 DSC del polimero PCS-2-A (3).

En la Figura 2.21 se describe un mondmero similar a los precursores de
PCS-1-A y PCS-2-A. El polimero obtenido presenta un valor de T, = 12°C, lo
que indica que es un sistema més rigido que los que se han estudiado.’* Es
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importante mencionar que la gran diferencia observada en este ejemplo, puede
ser consecuencia de la naturaleza del monomero AB; que genera un sistema mas

congestionado y como consecuencia menos flexible.

\
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Figura 2.21 Ejemplo de un polimero hiperramificado preparado a partir de un
mondmero HSiMe,(CgHg)Si(CHCH,)s3.

Se deduce que la introduccion del anillo aromético aporta rigidez al
sistema, pero en el caso de PCS-2-A, la presencia de una cadena alifética le

confiere una excelente flexibilidad.

Se han determinado las T de todos los polimeros funcionalizados con el fin
de evaluar la variacion de la misma al introducir diferentes grupos periféricos en

la matriz polimérica.

En la Tabla 2.4 se observa para ambas matrices que la incorporacién de
grupos neutros (-CH=CH,, -NMe,, -COOMe) disminuye ligeramente la T, pero
no afecta en gran medida a la flexibilidad de los sistemas. Sin embargo, cuando
se introducen grupos ionicos, el polimero debe encontrarse méas congestionado, y
las repulsiones electroestaticas hacen que también disminuya su movilidad, lo
que se traduce en un aumento de la T, Los valores de Ty para los derivados

anionicos no se pudieron registrar.
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Tabla 2.4 Datos obtenidos de DSC para los polimeros hiperramificados

funcionalizados.

Compuestos T4 (°C) Compuestos T4 (°C)
Matriz PCS-1 Matriz PCS-2
PCS-1-A -91.5 (a) PCS-2-A (3) -69.0
PCS-1-SiNMe; (©) PCS-2-SiNMe; (6) -59.0
PCS-1-SiNMesl (© PCS-2-SiNMesl (7) -6.9
PCS-1-SiV -60.8 (b) PCS-2-SiV (8) -60.6
PCS-1-SCOOMe (14) -54.2 PCS-2-SCOOMe (15) -59.6
PCS-1-SCOONa (16) No observado | PCS-2-SCOONa (17) No observado
PCS-1-SSO3Na (18) No observado | PCS-2-SSO3Na (19) No observado
PCS-1-SNH,.HCI -17.9 (b) PCS-2-SNH,.HCI (9) -25.7
PCS-1-SNMe,.HCI -40.1 (b) PCS-2-SNMe,.HCI (10) -35.5
PCS-1-SNMe; -59.0 (b) PCS-2-SNMe; (11) -56.0
PCS-1-SNMesl -21.0 (b) PCS-2-SNMesl (12) -28.3

(a) Descrito en bibliografia.*
(b) Pertenecientes a otros trabajos del grupo de investigacion.
(c) Datos no encontrados en bibliografia.

Esta propiedad parece dependiente de las interacciones entre los grupos
funcionales. Sin embargo, es complicado encontrar un razonamiento adecuado
que permita dar concordancia a todos los datos obtenidos. Por el contrario, si se
puede observar que la presencia de anillos aromaticos en su estructura no afecta a
la movilidad de los sistemas, tan solo presenta una influencia en la estabilidad

térmica de los derivados.

2.4.2 Potencial §

El potencial  es una técnica que mide la densidad de carga superficial en
una particula, a través de la medida de la velocidad de la misma cuando es
sometida a un campo electrico. El resultado va a ser un numero positivo en el
caso de que la carga superficial sea positiva, y negativo cuando sea negativa. En
general se considera que una particula es inestable si su potencial { se sitda entre
-30 y +30 mV. Este hecho se debe a que cuando una disolucion tiene un

potencial ¢ bajo las particulas tienden a agregarse. Por el contrario, si el potencial
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C en valor absoluto es grande, las particulas se repelen unas a otras y, por tanto,

no se agregan.

Para confirmar la naturaleza idnica de la superficie de estos sistemas se

realizaron las medidas de potencial { a temperatura ambiente (Tabla 2.5).

Tabla 2.5 Datos obtenidos de potencial { para los polimeros hiperramificados iénicos.

Compuestos Potencial Z Compuestos Potencial Z
Matriz PCS-1 Matriz PCS-2

PCS-1-SiNMe;l (a) 69 PCS-2-SiNMe;l (7) 66

PCS-1-SCOONa (16) -57.8 PCS-2-SCOONa (17) -47.4
PCS-1-SSO;Na (18) -55.8 PCS-2-SSO3Na (19) -72.3
PCS-1-SNH,.HCI (a) 60.1 PCS-2-SNH,.HCI (9) 60.7
PCS-1-SNMe,.HCI (a) 52.3 PCS-2-SNMe,.HCI (10) 56.0
PCS-1S-NMe;l (a) 52.8 PCS-2-SNMesl (11) 59.6
PCS-1-Shibrido (a) 78.1 PCS-2-Shibrido (12) 72.2

(a) Pertenecientes a otros trabajos del grupo de investigacion.

Estos valores tan solo permiten afirmar con seguridad que estos sistemas

presentan una superficie cationica o aniénica, y que forman particulas estables.

2.4.3 Estudio del caracter anfifilico mediante medidas de tension superficial

Cuando la estructura molecular de un compuesto es tal que su molécula
contiene partes solubles en agua y otras insolubles, el comportamiento del
compuesto frente al disolvente cambia, ya que no se distribuyen uniformemente

en el disolvente, es lo que se conoce como un tensioactivo.

Los tensioactivos, debido a su naturaleza anfifilica, disminuyen la tension
superficial del agua en concentraciones por debajo de la concentracion en la cual
éste ha cubierto la totalidad de la superficie. Por encima de esta concentracion las
moléculas del tensioactivo se dirigen hacia al interior del liquido formando
agregados de moléculas sencillas denominadas micelas, las cuales facilitan su
solubilidad en agua. La formacion de estos agregados provoca cambios bruscos
en diversas propiedades fisicoquimicas del medio (conductividad, presion
osmotica, turbidez o tension superficial). A esta concentracion a la cual se
produce este cambio se le llama concentracion micelar critica (CMC) (Figura
2.22).



Capitulo 2

536 [oesees| |pesesst
Y QT
~ (55 s Q. ) O
. o Q o ,
Agua O Agua o Aguaafjf‘) j

TENSIOACTIVO

~
N

OJUVVUL Parte apolar

Parte polar

Tension superficial (N/m)

A\

v

Figura 2.22 Esquema de la formacidn de micelas.

Los sistemas presentados en esta Memoria presentan una parte polar
(grupos io6nicos) y otra apolar (esqueleto carbosilano), es decir, presentan una
naturaleza anfifilica. Por este motivo, ha sido interesante estudiar el
comportamiento de los polimeros idnicos y ver su comportamiento en disolucion
acusa. Para ello, se realizaron medidas de tension superficial a distintas

concentraciones utilizando el tensidmetro de DuNouy (Figura 2.23).

Al incrementar la concentracion del sistema, se observa un descenso de la
tension superficial del agua, lo que indica que los polimeros se van colocando en
la superficie, con los grupos idnicos orientados hacia la disolucién acuosa y la
parte apolar hacia fuera. Sin embargo, no se observa un cambio brusco en la
tension superficial, y por tanto, no se puede definir una CMC. Esto indica que
una vez que se ha saturado la superficie, estos sistemas no presentan una
estructura que les permita formar agregados micelares, impidiendo mejorar su

solubilidad en agua y provocando su precipitacion.
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Figura 2.23 Representacion grafica del carécter anfifilico de polimero sintetizado PCS-
2-SNHCI (9).

Para que se produzca la formacion de agregados micelares, los sistemas
deben presentar una determinada estructura que facilite dicha agregacion, y estos

sistemas no parecen presentar una estructura adecuada.’’
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DENDRIMEROS ESFERICOS
HIBRIDOS CONSTRUIDOS
MEDIANTE METODOLOGIA

“ONION-PEEL”






Dendrimeros esféricos hibridos

3.1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

3.1.1 Construccién de sistemas hibridos

Debido a las excelentes propiedades que presentan los dendrimeros sobre
todo en el campo de la biomedicina, han aumentado considerablemente las
exigencias para obtener estas macromoléculas de una forma mas rapida y eficaz.
Por ello, durante un largo periodo, los investigadores se han centrado en disefiar
nuevas estrategias sintéticas para producir estos sistemas con rendimientos mas

altos, menos pasos de reaccién, y de manera méas econdmica.™

Una de las alternativas orientadas hacia la construccion acelerada de estos
sistemas, es el método de la doble etapa convergente.* Esta metodologia presenta
el inconveniente de que necesita etapas de proteccion y desproteccion. Dicha
complicacion se mejoré mas tarde utilizando blogues de construccion vy

realizando un acoplamiento ortogonal.>®

Un ejemplo de ello es la sintesis en tres
pasos de un dendrimero POSS (poliedros oligoméricos silsequioxanos) que

contiene 392 grupos terminales (Esquema 3.1).”

Niicleo POSS

Dendrimero G1 POSS Dendrimero G1.5 POSS

Dendrimero G2 POSS

Esquema 3.1 Ejemplo de la sintesis de un dendrimero POSS mediante una
metodologia ortogonal.
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Esta metodologia permite preparar los dendrimeros tradicionales de forma
méas rapida. Ademas esta sintesis ortogonal se puede aplicar para generar
sistemas heterofuncionalizados o los denominados sistemas hibridos, y poder

disefiar una gran diversidad de estructuras dendriticas de interés biologico.

En este Capitulo se denomina sistemas hibridos a aquellos que contienen
una mezcla de esqueletos de diferente naturaleza. A partir de este tipo de
dendrimeros, surgié una nueva estrategia sintética denominada ‘“onion-peel”
(mediante capas de cebolla), la cual consiste en la construccién de dendrimeros
hibridos mediante un método convergente utilizando diferentes bloques de
construccion. Una combinacion de reacciones quimicas sucesivas altamente
eficientes y versatiles se utilizan para formar las distintas capas heterogéneas,

entre las cuales podemos destacar esterificacion y reacciones click.?

El primer grupo en proponer esta estrategia fue el dirigido por Roy, que
preparan glicodendrimeros utilizando diferentes monémeros o dendrones en cada
capa del crecimiento dendritico.®'® Los glicodendrimeros han demostrado un
gran potencial como agentes antibacterianos, biosensores, en vacunas, en la

administracion de farmacos y como agentes de transfeccion (Esquema 3.2).1:2
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Esquema 3.2 Sintesis de un glicodendrimero mediante la metodologia sintética

“onion-peel”.
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A partir de ahi, en la bibliografia cientifica se encuentran trabajos recientes
de sistemas similares sintetizados mediante la misma metodologia. Asi, otro
ejemplo, es un dendrimero con un nucleo basado en atomos de azufre, las ramas
conteniendo fragmentos del tradicional dendrimero de fosforo, y grupos PEG y

azUcares en la periferia (Figura 3.1)."
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Figura 3.1 Ejemplo de un glicodendrimero hibrido construido mediante una

metodologia sintética “onion-peel”.

Los dendrimeros preparados mediante esta metodologia suelen ser
macromoléculas de gran tamafio. Se suelen elegir nicleos y bloques de
construccion con elevadas funcionalidades, lo que da lugar a dendrimeros con un
alto numero de grupos periféricos. Ademas, con cada bloque de construccién se
puede introducir una funcion especifica, ofreciendo la posibilidad de estudiar

efectos sinérgicos.

Un grupo que esta apostando en los Gltimos afios por esta alternativa es el

grupo de Majoral y Caminade. Hay varios trabajos publicados, pero uno de los
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mas recientes es un sistema en el cual cada capa heterogénea presenta una
funcion determinada (Figura 3.2): (i) el esqueleto mas interno se basa en el
tradicional dendrimero de fosforo, (ii) la segunda capa consiste en mondmeros
con un tipo de fosforo que permite la coordinacion regioselectiva de atomos de
Awu, (iii) la siguiente capa consta de monémeros denominados violdgeno, el cual
posee interesantes propiedades biomédicas y (iv) en la periferia presenta grupos

fosfonato, los cuales han demostrado ser bastante biocompatibles.**

Mo R,
ﬁ]—!-ﬁcﬂ\. s i” Mo 5 r?
iB

Figura 3.2 Ejemplo de un dendrimero hibrido, en el cual cada capa heterogénea

presenta una funcién determinada.
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3.1.2 Presentacion y objetivos del Capitulo

En este Capitulo 3 se presenta la sintesis de nuevos sistemas hibridos
cationicos preparados mediante una estrategia “onion-peel”. Se han utilizado

diferentes bloques de construccion:
a) Ndcleos multifuncionales basados en atomos de fésforo

Los dendrimeros basados en atomos de fosforo han sido ampliamente
utilizados en catalisis, materiales y en biomedicina.”>*® En particular, sistemas
catiénicos basados en este tipo de esqueleto han demostrado interesantes
propiedades biologicas siendo principalmente utilizados como agentes

antimiloides’ y como transportadores.*®
b) Dendrones de tipo carbosilano

Dendrimeros y dendrones catidnicos de tipo carbosilano han sido
empleados principalmente en biomedicina, demostrando un gran potencial

principalmente como agentes antibacterianos®® y agentes de transfeccién.”
c) Monomero violégeno

Las sales de 4,4 -bipiridilo, denominadas también como derivados del
violégeno, han sido principalmente usadas como herbicidas, presentando un alto
riesgo para la salud humana ya que inducen la formacion de radicales libres
proporcionado una elevada toxicidad.?* Sin embargo, cuando el violégeno forma
parte de una estructura dendritica, varias propiedades biomédicas mejoran, tales

como la citotoxicidad, hematoxicidad y la actividad antibacteriana y antiviral.?>*

En la bibliografia cientifica, se pueden encontrar dendrimeros
policatiénicos que se han sintetizados utilizando el derivado violégeno como
bloque de construccion (Figura 3.3). Estos sistemas muestran excelentes
propiedades como antivirales, principalmente contra el virus de la

inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1).2%
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Figura 3.3 Estructura de un dendrimero basado en mondmeros violdgeno.

El objetivo general de ésta capitulo, es la sintesis de sistemas hibridos

catiénicos con diferentes bloques de construccion con la finalidad de buscar

sinergias entre las prestaciones demostradas por cada blogue de construccion.
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Los objetivos de este Capitulo 3 son:

v

Sintetizar y caracterizar dendrones carbosilano con diferentes grupos
reactivos en el punto focal y grupos amino en la periferia para ser

utilizados como bloques de construccion.

Sintetizar y caracterizar dendrimeros esféricos hibridos cationicos, con
un esqueleto basado en &tomos de fosforo polifuncional en el interior y

dendrones de tipo carbosilano en la periferia.

Sintetizar y caracterizar dendrimeros esféricos hibridos cationicos, con
un nacleo polifuncional de &tomos de fosforo, violdgeno en las ramas y

dendrones carbosilano en la periferia.

Evaluar los sistemas catiénicos sintetizados como agentes
antibacterianos y de transfeccion, y establecer una comparativa con los

bloques de construccion individualmente (ver Capitulo 5).
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3.1.3 Nomenclatura

Antes de continuar con la descripcion de la sintesis de los sistemas hibridos,
conviene aclarar la terminologia que se utilizard a lo largo de la presente
Memoria, ya que debido a la complejidad estructural de estas macromoléculas no

es sencillo nombrarlas de acuerdo a los criterios de la IUPAC.
Se va a trabajar con dos tipos de topologias:

Dendrones carbosilano: En este Capitulo se utilizan diferentes cufias

dendriticas, en las que se usa la nomenclatura de los dendrones bifuncionalizados
descrita en la Figura 3.4.

1
L_-.\_(.G.”_(.PE(_)L“.__-: Y: Indica el &tomo o grupo en el punto focal
P: Indica la sintesis empleada Si: hidrosililacion
Y PX) S: tiol-eno
m
l X: Indica la naturaleza de los grupos

funcionales que se encuentran en la periferia
Representa el esqueleto carbosilano

n: se refiere a la generacién dendritica, es decir, al
nUmero de capas que se han adicionado al punto focal
m: es el numero de grupos funcionales terminales

Figura 3.4 Nomenclatura de los dendrones bifuncionalizados.

Dendrimeros hibridos. Estos sistemas se hombran segun se va generando el

dendrimero hibrido, por blogques de construccion. Para estos derivados se utiliza

la nomenclatura de los dendrimeros hibridos descrita en la Figura 3.5.
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Dendrimeros fésforo-carbosilano
G,DBP| G,CBS(PX),, |

Esqueleto de fosforo (1° Blogue) Esqueleto carbosilano (2° Bloque)
DBP: dendrimero basado en Tipo de unién CBS: carbosilano

atomos de fosforo n: generacion dendritica

n: generacion dendritica m: nimero de grupos terminales

P: tipo de sintesis empleada

X: naturaleza del grupo terminal

CH=N: condensacidn (imina)
CH,-NH: reduccion (amina)
CH,-NH, : protonacion

P-O: sustitucién

Dendrimeros fosforo-violdgeno-carbosilano

NyP;{ Viologeno [ G,CBS(SiX), |

Nucleo (1° Blogue) / \ .
Esqueleto carbosilano (3° Bloque)

CBS: carbosilano

n: generacion dendritica

m: namero de grupos terminales
Si: hidrosililacion

X: naturaleza del grupo terminal

Ramas (2° Blogue)

Figura 3.5 Nomenclatura de los dendrimeros hibridos esfeéricos.

3.1.4 Aspectos generales de la caracterizacion de los sistemas precursores y

sintetizados descritos en este Capitulo

Las principales técnicas empleadas para la caracterizacion de los
compuestos sintetizados y descritos en este Capitulo han sido la espectroscopia
de RMN multinuclear (*H, *C, N, #Si, *'P) y multidimensional (1D y 2D),
espectrometria de masas y andlisis elemental cuando ha sido posible. Los datos
completos se encuentran en el apartado experimental de esta Memoria, tras la

descripcion detallada de la sintesis de cada producto.

La periferia de los sistemas hibridos neutros presenta un perfil muy similar
a los dendrones carbosilano precursores. Por ello, a continuacion se comentan las

principales sefiales en espectroscopia de RMN del esqueleto carbosilano y de la
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periferia de los dendrones utilizados en este Capitulo. De este modo, para evitar

repeticiones innecesarias, en la caracterizacion estructural de los nuevos sistemas

sintetizados se comentara principalmente las sefiales que corroboren el

acoplamiento entre los diferentes bloques de construccion.

Tabla 3.1 Sefales caracteristicas en espectroscopia de RMN de los sistemas precursores

y sintetizados utilizando CDCI3; como disolvente.

Esqueleto

dendritico

Periferia -

Fragmento Sefial | RMN de 1H RMN de 13C {*H} RMN de Si
(ppm) (ppm) (ppm)
g a,e 1.3-15 17-20
f
¢ d L. |bdf| 05-06 17-20
a (SN R 1-1.7
O/\x,y e c (-0.1)-0 (-6) - (-5)
b g 0.05 35
a 0.87 14.5
b 29.8
S~ boc e
(Sil_~ g~ NVe, | ¢ 2.40-2.65 276 3.0
\~;¢ a d
d 59.1
e 2.23 45.1
a 0.47 12.8
At b d b 1.34 22.0
{\:.IS:’\L/\/NMeZ
c c 63.4 1.8
2.17
d 45.4
a 0.47 12.4
1’:1?\‘ b
¢ Si~_NHBoc b 1.26 15 1.9
Rl
c 3.04 436
]
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3.2 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DIFERENTES
BLOQUES DE CONSTRUCCION

3.2.1 Aspectos generales de la sintesis y caracterizacion de los esqueletos
basados en atomos de fosforo

Procedimiento sintético

La sintesis de los dendrimeros de fosforo se basa en la repeticion de dos
etapas consecutivas: (i) sustitucion nucleofila y (ii) condensacion. Este tipo de

dendrimeros son preparados a partir de un nticleo hexafuncional N3PsClg.?

Los dendrimeros utilizados en este trabajo Go(CHO)g (111), G1(PCly)s (1V) y
G1(CHO)1, (V), se muestran en el esquema 3.3. Se sigue la nomenclatura
perteneciente al grupo de Majoral y Caminade, donde las generaciones se
nombran n = 1, 2, etc, cuando el dendrimero presenta grupos P-Cl terminales, y n

=0, 1c, 2c, etc, cuando el dendrimero presenta grupos aldehido terminales.

[Ty H (o}
I i Me oc P(SICly
o) cl -60°C
HaN NHzNN/ E N | +6Na o—<i>—<_| 'g\‘“ +6 HZN—rlq— (o) -—— +
N—p-NSpL K, CHOL 24h ta e Nee e ! " o 2 HN(Me)—NH,
W AT A D T YO o OL T |
~R HN-NH 1 \/FV ! THF X CHCI;
SN N NHe ! o i i -6 NaCl N 6 H.0
H,N [ d% -6 Hy
NaP3(NMeNH,), (V1) »? %%W
OHC CHO
OH 9 "o Generacion 0 (Gg) (111)
C‘o\ MeN_,;,O/@c cl Y Me ¢!
p=S R cds i
"o g - a
°HQ©\ Me CHO o] -
op RN ,N—bﬂ);y@l + 12Nao—©—$ . O. Me
0" NN TR O éo, e Ohd N NN _ci
OHC mé N ot O\ THF, -12 NaCl g Y O N I_O_O_/ /~Cl
R CHO wd 'J\P//N
S, 9 N-Me
0N o 5\ 2=N
/©/d(5 Me ) S‘\PJ‘{ S_P\N—Me
OHC ? HO e Me cle
OH OH

Generacion 1 (G,) (1V)
Generacion 1c (G,) (V)

Esquema 3.3 Sintesis general de los dendrimeros de fosforo.

También se utilizo otro nucleo hexafuncional N3P3(NMeNH,)¢ (V1), el cual

se prepara a partir del mismo nucleo que los sistemas anteriores (Esquema 3.3).
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La sintesis del nlcleo N3P3(NMeNH,)s descrita por el grupo de Toulouse se
basa en una reaccion de sustitucion de una diamina, obteniéndose un nucleo
hexafuncional con grupos amino reactivos.”® La sintesis y purificacion de estos
sistemas estd optimizada para obtener Unicamente la reaccién de

monosustitucion.

Caracterizacion estructural

Los dendrimeros utilizados estan descritos,® pero para realizar un
seguimiento correcto de las reacciones posteriores, conviene tener en cuenta las

seflales més caracteristicas de estos sistemas en espectroscopia de RMN.

o e RMN de 3P {1H}

on O
R@LEE; we S Sefial G, G, Gy,
Me-N N s
= P, 7.3 8.4 8.2
°”R©qu . WS a o
KO- ;—‘*@J ! d 62.6 (P-Cl) | 60.6 (P-0)
¢

. ? Q* RMN de 'H

°/<P5,N.)Vl bo |
e Sefal G G G
onc’©/ @ QHO 0 1 1c

OH OH H aromaticos 71y73 70y 7.6 73y76
CHO 9.9 - 9.9
H,N ,  HN
HN \Efq\(;%:‘?“‘”z CH=N - 7.6 7.6
\\,P\N_NHZ 29.6 ppm
Ha N-Me - 35 3.3

Figura 3.6 Sefiales mas caracteristicas de los dendrimeros de fosforo precursores

en espectroscopia de RMN.

La propiedad mas interesante de estos dendrimeros es el control en la
sintesis y en la pureza mediante espectroscopia de RMN de *'P {*H}.?*" Estos
sistemas constan estructuralmente de dos tipos de fdsforos: (Py) correspondiente
al nucleo de la estructura dendritica y (P;) correspondiente a la primera

generacion del sistema. Este ultimo presenta desplazamientos diferentes segin se
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encuentra funcionalizado con enlaces P-Cl o con enlaces P-O provenientes de la

incorporacion de un grupo aldehido (Figura 3.6).

Asimismo, en el espectro de RMN de 'H es caracteristica la sefial

correspondiente a los fragmentos aromaticos y la sefial del grupo aldehido.

3.2.2 Aspectos generales de la sintesis y caracterizacion de las cufas

dendriticas precursoras de naturaleza carbosilano

La primera sintesis de un dendron de estructura carbosilano la describi6 van
Heerbeek en el afio 1999 con el objetivo de lograr la preparacion de dendrimeros
con un nicleo que contuviera grupos amina.”® El método de sintesis es el
empleado tradicionalmente en la preparacion de dendrimeros carbosilano
esféricos, alternando reacciones de hidrosililacion y de adicion de un derivado

magnesiano.?’

En nuestro grupo de investigacion se utilizan cufias carbosilano similares
que se construyen mediante el mismo procedimiento sintético, pero con la
diferencia de que en cada ramificacion se obtienen dos grupos (Esquema 3.4).%
También se han sintetizado las mismas cufias pero terminadas en grupos vinilo,
para sistemas que necesitan grupos mas reactivos. Los sistemas se crecen igual

pero en el Gltimo paso de alquenilacion, se usa cloruro de vinilmagnesio.*

(i), (ii)

0 \ i \ _/ —> . BIGA,
Br Xy — = B S g A S (i), (ii)
——>> BrG3V8
BrG/Cl, BrG,A,
l (i) ll @), (i)
BI'G1V2 BrG2V4

Esquema 3.4 Sintesis de dendrones carbosilano. i) HSiMeCl,, [Pt], t.a.; ii)
bromuro de alilmagnesio, Et,0O, reflujo 4-6 horas; iii) cloruro de vinilmagnesio, Et,0,
reflujo 4-6 horas.
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Se han utilizado dos generaciones, con 2 y 4 grupos, respectivamente. Se
descartd una generacion mayor (Gs) debido a su gran tamafio e impedimento

estérico.

Se han utilizado dendrones con diferentes grupos reactivos en el punto
focal. Estos grupos son elegidos dependiendo de la reaccion requerida para
realizar el acoplamiento a los diferentes nucleos basados en &tomos de fosforo y
generar los diferentes sistemas hibridos deseados. Los dendrones preparados se
pueden dividir en tres grupos:

a) Dendrones con un grupo —NH,, utilizados en reacciones de condensacion.
b) Dendrones con un grupo —OH, utilizados en reacciones de sustitucion.

c) Dendrones con un fragmento violdgeno derivatizado con un grupo

aldehido, utilizados en reacciones de condensacion.

3.2.2.1 Dendrones carbosilano con un grupo -NH, en el punto focal

El objetivo es preparar dendrones con un grupo -NH, en el punto focal y
grupos amina en la periferia, para generar finalmente grupos amonio. Para ello,
se necesito la proteccion del punto focal, ya que el &tomo de bromo de estos
sistemas no es compatible con dicha funcionalizacion. En este caso se han

utilizado tres tipos de cufias dendriticas diferentes:

a) Dendrones funcionalizados en la periferia con grupos -NMe,

mediante reaccion click tiol-eno

Para preparar estos sistemas se protege el punto focal con un grupo
ftalimida, y posteriormente se realiza la funcionalizacion via click tiol-eno,
partiendo de cufias con grupos vinilo en la superficie. Una vez finalizada la
funcionalizacion, se desprotege el punto focal obteniéndose los dendrones
deseados NH,G,(SNMe,) (n=1, m=2 (VII); n=2, m=4 (VIII)) (Esquema 3.5)
(Figura 3.7).%*
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Proteccidon del
punto focal

@D @,

Funcionalizacion
Hs NMe,HCI cat
de la periferia

NoH S
@dﬁ ) M )

Desproteccion n=1m=2 (VIl)
n=1 m=2 (VI

Esquema 3.5 Sintesis de los dendrones precursores con grupos amino en el punto

focal y en la periferia.

g \Me: /_/—?u\/\s
S \S'
HoNT " ! HNT" ! \
s Si™_-s
xNMez \\ \/\NMez
S
NMe,
NH,G;(SNMe,), (VII) NH,G,(SNMe,), (Vi)

Figura 3.7 Representacion estructural de los dendrones NH,G,(SNMe2)n, (VII-
VIII).

b) Dendrones funcionalizados en la periferia con grupos -NMe,

mediante reaccion de hidrosililacion

En este caso, antes de realizarse la proteccion del grupo focal es necesaria
la funcionalizacion de la periferia con grupos Si-H, ya que el grupo ftalimida no
es compatible con la reduccion utilizando AlLiH,4. Posteriormente, se realiza la
reaccion de hidrosililacion de la amina correspondiente y por ultimo, la
desproteccion del punto focal, para obtener los dendrones deseados

NH,G,(SiNMe,) (n=1, m=2 (1X); n=2, m=4 (X)) (Esquema 3.6) (Figura 3.8).%
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Proteccion del
punto focal

HSlMeZCI

A@(v L, A@h ) = @Q @ ")
e @i A@{s.«ﬂwe; Rl HZN@{%‘MNM%

m
Funcionalizacion

de la periferia Desproteccion n=1 m=2 (IX)

n=2 m=4 (X)

Esquema 3.6 Sintesis de los dendrones precursores con grupos amino en el punto

focal y la periferia.

NMe,
AN
Si
I
NMe,
\Si/J /Si\/\/sll\/\/NMez
S : \S'/_/—
1 1
HNT \ HNT Ui~
/s.i Si SiT>" NMe,
NMe, |
Si
/ \
NMe,
NH,G4(SiNMey), (IX) NH,G,(SiNMey), (X)

Figura 3.8 Representacion estructural de los dendrones NH,G,(SiNMe2)n, (1X-X).
c) Dendrones funcionalizados en la periferia con grupos -NHBoc
mediante reaccion de hidrosililacion

En este caso, las cufias no se habian preparado con anterioridad, por lo que

se detalla su sintesis y caracterizacion.

Procedimiento sintético

Para la sintesis de estas cufias se han utilizado los precursores
BrG,(SiNHBoc),, (XI y XII), los cuales se preparan de forma similar a los
anteriormente descritos (Esquema 3.7).% En este caso, la presencia de un atomo
de bromo en el punto focal es compatible con la reaccién de hidrosililacion y con

la presencia de grupos amino en la periferia, debido a que se encuentran
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protegidos. La utilizacién del grupo ftalimida no fue como grupo protector, sino

para generar los sistemas deseados con un grupo amino en el punto focal.

Para ello, se adiciona ftalimida potasica a una disolucion de los dendrones
precursores BrG,(SiNHBoc),, (XI y XII) en DMF, y se mantiene bajo agitacion
constante a 80°C durante una noche. La reaccién se siguié por espectroscopia de
RMN de *H mediante la desaparicion de la sefial a 3.39 ppm correspondiente al
fragmento -CH,Br, y la aparicion de una nueva a 3.65 ppm correspondiente al
grupo metileno unido al grupo ftalimida (Esquema 3.7). Estos sistemas son
purificados mediante una extraccion con diclorometano, obteniéndose asi los
dendrones PhtG,(SiNHBoc),, (n=1, m=2 (20); n=2, m=4 (21)) como aceites

amarillos con buenos rendimientos.

HS|Me2CI /\/NHBoc |
/\@(\/ LiAIH, Br/\@bsm /\®‘</Si/\/\NHBO(;>

m

n=1 m=2 (XI)
n=2 m=4 (XIl)

PhtK 80°C, DMF

|
HoN /\@’</SI/\/\NHBOC Nt Sl/\/\NHBoc

n=1m=2 (22) n=1m=2 (20)
n=2 m=4 (23) n=2 m=4 (21)

Esquema 3.7 Sintesis de los dendrones precursores (X1 y XII) con un grupo
bromo en el punto focal y aminas protegidas en la periferia, y asi como los derivados

sucesivos 20-23.

El siguiente paso es la desproteccion del punto focal, la cual se realiza con
hidracina en metanol a 80°C durante 18 horas. La reaccion se siguié por
espectroscopia de RMN de 'H mediante la desaparicion de la sefial a 3.65 ppm
correspondiente al grupo metileno unido al grupo ftalimida, y por la aparicion de
un triplete a 2.66 ppm atribuida al grupo metileno unido directamente al grupo
amino del punto focal. Los derivados son purificados mediante el mismo

procedimiento que los dendrones anteriores, obteniéndose los sistemas
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NH,G,(SiINHBoc), (n=1, m=2 (22); n=2, m=4 (23)) como aceites amarillos con
rendimientos moderados (Esquema 3.7 y Figura 3.9).

NHBoc

Nk
Si
I
NHBoc

Nai
5 /Si\/\/SII\/\/NHBOC

Si
\s./—/_/ \
HZN/\/\/ l\x\ HZN/\/\/ 1 \ |
/Si;\; Sl/\/\/Si/\/\NHBOC
NHBoc |
Si
/
. NHBoc
NH,G4(SiNHBoc), (22) NH,G,(SiNHBoc), (23)

Figura 3.9 Representacion estructural de los dendrones NH,GL(SiNHBoC), (22-23).

Caracterizacion estructural

Los espectros de RMN *H y **C {*H} correspondientes a los sistemas 20-23

se realizaron en CDClI; como disolvente.

Para los sistemas 20 y 21, en el espectro de RMN de 'H se puede observar
la incorporacidn del grupo protector ftalimida en la zona aromatica a 7.68 y 7.82

ppm, y por el grupo metileno unido directamente a atomo de nitrogeno a 3.65

ppm.

En el espectro de RMN de *C {*H}, el mencionado grupo metileno aparece
a 37.8 ppm, y la parte aromética se observa a 123.2 y 133.8 ppm, el atomo de
Cipso @ 132.2 ppm y el grupo carbonilo a 168.5 ppm (Figura 3.10). En estos
sistemas también es caracteristico el grupo tert-butilo, donde se puede observar
la sefial de los grupos metilo a 1.47 y a 28.5 ppm en el espectro de RMN de '*H y
B¢ {*H} respectivamente. Ademas, en el espectro de RMN de *C {*H} se

observa el carbono cuaternario a 79.0 ppm y el grupo carbonilo a 156.0 ppm.
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Figura 3.10 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de **C {*H} del compuesto
PhtG,(SiNHBoc)4 (21). “Esqueleto CBS y *CDCls.

Para los sistemas 22 y 23 la parte carbosilano presenta el mismo perfil que
para los dendrones anteriores, con la diferencia del punto focal. La desproteccion
se confirma por la sefial caracteristica del grupo metileno unido directamente al
grupo NH,, la cual aparece como un triplete a 2.66 ppm y a 41.9 ppm en el

espectro de RMN de 'H y *C {*H} respectivamente (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de **C {*H} del compuesto
NH,G1(SiNHBoc), (22). “Esqueleto CBS y *CDCls.

3.2.2.2 Dendrones carbosilano con un grupo OH en el punto focal

Para obtener sistemas con un grupo fenol en el punto focal se utiliza el

reactivo comercial hidroquinona, sobre la cual se realiza una monosustitucion

con una cufia carbosilano BrG,V,,. Una vez obtenido este precursor, se lleva a

cabo su funcionalizacion via tiol-eno mediante el mismo método sintético

utilizado en los dendrones anteriores.®! De esta forma se obtienen los sistemas
deseados OH-CgHg-G(SINMe,) (n=1, m=2 (XII1); n=2, m=4 (XIV)) (Esquema

3.8) (Figura 3.12).
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BT Al

K,;CO; éter corona

l Hs—~NMezHC

HO—@OA@(\/S\/\NMGQ 122008 HO@OA@(\/S\/\NHM%Q)
m m

n=1 m=2 (XIIl)
n=2 m=4 (XIV)

Esquema 3.8 Sintesis de los dendrones precursores con un grupo fenol en el

punto focal y grupos amino en la periferia.

NMe,

J

S

NMe,
—
s Me; /Si\/\s

NMe,

NMe,
OH-CgHg-G1(SNMe,), (XIiI) OH-CgHg-G,(SNMey),4 (XIV)

Figura 3.12 Representacion estructural de los dendrones OH-CgHs-Gn(SNMe2)m
(XHI-X1V).

3.2.2.3 Dendrones carbosilano con el monémero violdgeno en el punto focal

a) Dendrones con grupos -NHBoc en la periferia

Se han preparado dendrones de tipo carbosilano que presentan grupos -
NHBoc en la periferia y en el punto focal se ha introducido un fragmento

violdgeno derivatizado con un grupo aldehido.

Procedimiento sintético

La primera reaccion consiste en la alquilacion de uno de los atomos de
nitrégeno de bipiridina con dendrones carbosilano BrG,(SiNHBoc), (G1(XI) y
G,(XI1)) en acetonitrilo a 80°C durante 48 horas. Esta reaccion necesita un gran
exceso de bipiridina para que la reaccién progrese, ademas de favorecer la

monosustitucion (Esquema 3.9). La reaccion es seguida por espectroscopia de
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RMN de 'H mediante la desaparicion del triplete a 3.40 ppm caracteristico del
fragmento -CH,Br. El exceso de bipiridina se puede eliminar por sublimacion
(T=100°C), pero debido a que siempre se observa cierto porcentaje de
disustitucion, se ha realizado una columna de cromatografia por exclusion de
tamafios en THF. Los dendrones {[(Viologeno)G,CBS(SiNHBoc),,J(Bn} (n=1,

m=2 (24); n=2, m=4 (25)) se obtienen con elevados rendimientos, como aceites

)

[
m

marrones y solubles en los disolventes organicos habituales.

\ /T MeCN =\ /8 L
T Q_C — Si”>""NHB
B’/\@<?I °°> R W 80°C AW © r ’
m Br
(24)

n=1 m=2 (XI) n=1 m=2
n=2 m=4 (XII) n=2 m=4 (25)

Esquema 3.9 Sintesis de los dendrones carbosilano funcionalizados con bipiridina
en el punto focal (24 y 25).

El segundo paso consiste en la alquilacion del segundo atomo de nitrégeno
con el derivado 4-(bromometil)benzaldehido. De esta forma, se obtienen
dendrones con un grupo aldehido en el punto focal y grupos -NHBoc en la
superficie. La reaccion se realiza en las mismas condiciones que los sistemas
anteriores, pero en este caso sOlo se necesita un pequefio exceso de
bromobenzaldehido. Para la primera generacion, la reaccion se completa en una
noche, mientras que para la segunda generacion son necesarias 48 horas. La
reaccion es seguida por espectroscopia de RMN de *H por el desplazamiento de
las sefiales correspondientes a la parte aromatica hacia frecuencias mas altas

(Esquema 3.10) (ver apartado de caracterizacion).

En trabajos similares realizados en el grupo de Majoral, en el transcurso de
la reaccion se produce la precipitacion total del producto deseado, pudiéndose
eliminar el exceso de bromobenzaldehido mediante lavados sucesivos con
acetonitrilo, obteniéndose asi el producto puro.** Sin embargo, en este caso se
observa una precipitacion parcial, por lo que si se sigue el mismo protocolo de
purificacion, esto daria lugar a una disminucion considerable del rendimiento de

la reaccion. El problema de estos productos es que son parcialmente solubles en
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multitud de disolventes, lo que dificulta su purificaciéon. Finalmente, se realiza
una extraccion agua/DCM donde se observa una gran interfase. Esto es debido a
que el producto se comporta como un tensioactivo, la parte del violégeno queda
hacia la fase acuosa y la parte carbosilano hacia la fase organica. Guardando la
interfase y la parte acuosa, y lavando varias veces con el disolvente orgénico, se
consigue purificar el producto deseado. No obstante, esta forma de purificacion
no es adecuada, ya que da lugar a un rendimiento muy bajo, por lo que estos
productos solo se han aislado para su caracterizacion. Los dendrones
{[CHO(Violdgeno)G,CBS(SiNHBoC),,](Br),} (n=1, m=2 (26); n=2, m=4 (27)) se
obtienen como aceites amarillentos con baja solubilidad en la mayoria de los

disolventes cominmente empleados.

| OHC—Q—\B ‘
— —\& ' OH o —\®
N N Si”>""NHBoc c < > N N Si”>""NHBo
7/ N\ 7 ¢ / T o N/ \ v e /
‘Br r

MeCN 80°C

)

[
m

Br m
n=1 m=2 (24) n=1 m=2 (26)
n=2 m=4 (25) n=2 m=4 (27)
j NH/PFg
OHC &/ —\& \
< > N N Si”>""NHBoc
e N/ \ 7/ o /
“"PFg PFg m
n=1 m=2 (28)
n=2 m=4 (29)

Esquema 3.10 Sintesis de los dendrones con un grupo aldehido en el punto focal
y aminas protegidas en la periferia (26-29).

Para mejorar la solubilidad de estos sistemas y mejorar los rendimientos, se
realiza un cambio de contraion. Para ello, el bruto de reaccién se disuelve en una
mezcla de disolventes DCM/H,O y se adiciona una disolucion saturada de
NH,PFg, observandose como los derivados se van disolviendo completamente en
la fase organica, y desapareciendo la interfase anteriormente mencionada. El
contraion PFg cambia de manera considerable la solubilidad de estos sistemas,
haciéndolos totalmente solubles en multitud de disolventes organicos.
Posteriormente el crudo de reaccion se purifica mediante columna de exclusion
de tamafios en THF y se obtienen los dendrones deseados
{[CHO(Violdgeno)G,CBS(SiNHBoC),J(PFs).} (n=1, m=2 (28); n=2, m=4 (29))
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como sélidos amarillos con elevados rendimientos (Esquema 3.10 y Figura 3.13).
Dicho cambio se sigue mediante espectroscopia de RMN de *H ya que algunas
sefiales cambian su desplazamiento, junto con RMN de *P {*H} dénde se

observa el heptuplete correspondiente al contraion PFg'.

NHBoc

\,
Si
|
NHBoc

\ ! “si._~_NHBoc
/J/S' /SI\/\/I
&/ —\e) \ i & —\& \ 5
o RS ANl L ‘ \“Q@“?/\/SIW\- |
“PF, PFq S pF, PFg S'/\/\/Si/\ﬁNHBQC
NHBoc
i
/
NHBoc
[CHO(Viologen)G4CBS(SiNHBoc), 1(PFs), (28) [CHO(Viologen)G,CBS(SiNHBoc), |(PFg), (29)

Figura 3.13 Representacion estructural de los dendrones
{[CHO(Viol6geno)G,CBS(SiNHBoc)m] (PFs)2} (28-29).

Es importante destacar que el orden de alquilacion de los nitrogenos de la
bipiridina debe ser el descrito en este apartado. La alquilacién con el 4-
(bromometil)benzaldehido desactiva el segundo nitrogeno y la posterior
alquilacion con la cufia carbosilano no progresa, haciendo inviable esta ruta

sintética.

Caracterizacion estructural

Los sistemas obtenidos se han caracterizado por espectroscopia de RMN de

H, 3¢, #si y *'P asi como por analisis elemental y espectrometria de masas.
Resonancia magnética nuclear

Las cufias que contienen el grupo -NHBoc en la periferia presentan los
mismos desplazamientos quimicos tanto en RMN de *H como en *C que los
sistemas 22 y 23. Por ello, en este apartado se describen Unicamente las sefiales

correspondientes a los fragmentos introducidos en el punto focal.

Los espectros de RMN *H y **C {*"H} correspondientes a los sistemas 24-25

se realizaron en CDClI; como disolvente.
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Se puede observar la sefial correspondiente al grupo metileno -CH,N"- que
aparece a 4.96 ppm en el espectro de RMN de *H y a 61.5 ppm en el espectro de
B¢ {*H} que confirma la alquilacién de la bipiridina. Ademas, en el espectro de
RMN de 'H se observan cuatro sefiales correspondientes a la parte aromética, a
8.86 y 9.58 ppm para los protones mas cercanos a los nitrogenos, y a 7.73 y 8.43
ppm para los interiores. En el espectro de RMN de *C {*H} se observan las
sefiales a 121.5 y 129.5 ppm correspondientes a los carbonos mas alejados de los
atomos de nitrogeno, a 145.7 y 151.4 ppm los mas cercanos, y a 140.8 y 153.6
ppm los Ciyso (Figura 3.14).

NHBoc

A
N
Si
|
Si\/\/\sli\/\/NHBoc
a_b ef g \r/F /
= —@ si
\ /AN /& :
C/]\d Br WSI/\/\/SH/\/\NHBOC
|
Si
%
NHBoc
*
#
f a e b g |
ﬂ ] NH A 1
95 90 85 80 75 70 65 60 55 5.‘_9 4‘.5‘ 40 35 30 25 20 15 10 05 00
B

e iy
(Jj||.c 'l M A [ -\ A

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Figura 3.14 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de *C {*H} del compuesto
{[(Viol6geno)G,CBS(SiNHBoc)4](Br)} (25). “Esqueleto CBS y *CDCls.
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Debido a la extension del trabajo, las especies intermedias con aniones
bromuro 26 y 27 no se han descrito con detalle, porque la Unica diferencia con
los derivados 28 y 29 es el contraién. Los espectros de RMN 'H y *3C

correspondientes a los sistemas 28-29 se realizaron en CD3;CN como disolvente.
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Figura 3.15 Espectros de A) RMN de *H, B) RMN de *!P {*H} y C) RMN de **C {*H}
del compuesto {[CHO(Viol6geno)G;CBS(SiNHBoc),](PFs).} (28). “Esqueleto CBS y
*CD3CN.

Lo mas caracteristico de este dendron es la incorporacion del grupo
aldehido, el cual se puede observar a 10.07 ppm en el espectro de RMN de *H y a
192.10 ppm en el espectro de **C {*H}. La incorporacién del grupo benzaldehido
también se observa por la aparicion de la sefial correspondiente al grupo metileno

unido directamente al &tomo de nitrégeno del fragmento violégeno a 5.95y 61.9
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ppm en los espectros de RMN de *H y de *C {*H}, respectivamente. Las sefiales
aromaticas aparecen a 7.69 y 8.03 ppm en el espectro de RMN de 'H, y en el
espectro de RMN de *C {*H} se observan a 129.8 y 130.3 ppm Y los Cipso @
137.4 y 138.5 ppm. La parte correspondiente al violdgeno se ve modificada por
la sustitucion del segundo nitrégeno, por el cambio de contraion y el cambio de
disolvente (Figura 3.15). ElI cambio mas significativo se observa en los protones
mas cercanos al nuevo nitrégeno sustituido, que se desplazan de 7.73 y 8.86 ppm
a 8.40 y 9.02 ppm en el espectro de 'H, respectivamente. Los atomos de carbono
mas cercanos al nitrogeno sustituido también son los que sufren una mayor
influencia en el espectro de RMN de *C {*H}.

Espectrometria de masas

Los espectros de masas MALDI-TOF muestran los picos correspondientes
al i6n molecular [M-Br]" de los dendrones {(Viol6geno)G,CBS(SiNHBoc)(Br)}
24 (m/z = 77151 uma) y 25 (m/z = 1457.98 uma). Para los dendrones
{[CHO(Viol6geno)G,CBS(SiNHBoc)](PFs),} se  observan los  picos
correspondientes a [M-PFg]": 28 (m/z = 1035.52) y 29 (m/z = 1722.00 uma).
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Figura 3.16 Espectro de masas del dendrén 28.

b) Dendrones con grupos catiénicos en la periferia

Una vez obtenidos los dendrones necesarios para anclarlos a un nucleo de
fosforo, se sintetizaron cufias analogas con grupos amonio en la periferia con y
sin el monomero violdgeno en el punto focal. Estos sistemas permiten estudiar de

forma comparativa el efecto del viologeno y las diferentes topologias utilizadas.
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Procedimiento sintético

Sobre una disolucién de los dendrones 26 y 27 en CH,Cl, se afiade
lentamente una disolucion de TFA al 20% en diclorometano seco, la mezcla de
reaccion se mantiene bajo agitacion constante 1 hora. La desproteccion se sigue
mediante espectroscopia de RMN de 'H a través de la desaparicién del grupo
tert-butilo a 1.45 ppm. Una vez completada la reaccion, se lleva a sequedad, se
disuelve en acetonitrilo, y se afiade lentamente una disolucidn acuosa saturada de
'‘Bu,NCI, produciéndose la precipitacion del producto (Esquema 3.11). El
precipitado se lava varias veces con acetonitrilo, obteniéndose de esta manera los
dendrones deseados {[CHO(Violdgeno)G,CBS(SiNH3),](CDs:+m} (n=1, m=2

(30); n=2, m=4 (31)) como soélidos amarillos con elevados rendimientos (Figura

3.17).
H D/ == —
one—( %ﬁ@@ﬁ 47" NHBoc
o \ / B@ /
Br r m
n=1 m=2 (26)
n=2 m=4 (27)
l TFA
l‘Bu‘,NCI
H = —\@
SO e
o \ VA< /
Cl Cl m
n=1 m=2 (30)
n=2 m=4 (31)

Esquema 3.11 Sintesis de los dendrones con grupos amonio en la periferia y

fragmento viologeno en el punto focal (30 y 31).

Con el objetivo de poder valorar la influencia del grupo violégeno en este
tipo de estructuras, se han preparado dendrones catiénicos puramente
carbosilano. Para ello, se utiliza el mismo procedimiento que el anterior, pero
partiendo de los dendrones 22 y 23 (Esquema 3.12). Estos dendrones
{[NH3;G,CBS(SiNH3)](CD1+m} (n=1, m=2 (32); n=2, m=4 (33)) se obtienen

como solidos blancos con elevados rendimientos (Figura 3.18).
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o
| TFA  Clg | ®Cl
HUN SiT"NHBoc| — > pN SiT>" NH,
2 / tBu,NCI /
m

n=1 m=2 (22) n=1 m=2 (32)
n=2 m=4 (23) n=2 m=4 (33)

Esquema 3.12 Sintesis de los dendrones con grupos amonio en la periferia'y en el
punto focal (32 y 33).
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Figura 3.17 Representacion estructural de los dendrones
{[CHO(Viol6geno)G,CBS(SiNH3)m] (Clm+2}(30-31).
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Figura 3.18 Representacion estructural de los dendrones
{[NH3G,CBS(SiNH3)m](CDm+1} (32-33).

Caracterizacion estructural

Los sistemas obtenidos 30-33 se han caracterizado por espectroscopia de
RMN de *H y **C {*H} utilizando D,0 como disolvente, asi como por anélisis

elemental. De nuevo, para estos sistemas la estructura interna del esqueleto
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carbosilano no se ve alterada, describiéndose Unicamente las sefiales

correspondientes a los fragmentos introducidos en el punto focal y en la periferia.

Lo maés caracteristico de los dendrones 30 y 31 es la desproteccion de las
aminas periféricas. La sefial correspondiente al grupo metileno unido
directamente a los grupos amonio se puede observar como un triplete a 2.84 ppm
en el espectro de RMN de *H y a 42.32 ppm en el espectro de RMN de **C {*H}.
La parte aromatica perteneciente al punto focal presenta el mismo patron que
para los sistemas 28 y 29, aunque en los desplazamientos hay pequefias

diferencias debido al cambio del contraion y del disolvente (Figura 3.19).
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Figura 3.19 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de **C {*H} del compuesto
{[CHO(Viol6geno)G1CBS(SiNH3)-](Cl).} (30). “Esqueleto CBS y *D,0.

El esqueleto de los dendrones 32 y 33 presentan el mismo perfil que los
anteriores, pero en el punto focal presenta otro grupo amonio adicional. EI grupo

metileno unido a este grupo amonio en el espectro de RMN de 'H se encuentra
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solapado con los grupos metileno correspondientes a la periferia a 2.84 ppm. Sin
embargo, en el espectro de RMN de *C {*H} si se pueden diferenciar ambos
carbonos, observandose a 42.3 ppm los grupos metileno periféricos y a 39.2 ppm

el grupo metileno perteneciente al punto focal (Figura 3.20).
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Figura 3.20 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de **C {*H} del compuesto
£[(NH3)G,CBS(SiNH3):](Cl)s} (33). “Esqueleto CBS y *D,0.
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3.3 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DENDRIMEROS HIBRIDOS
FOSFORO-CARBOSILANO

Anteriormente se ha mostrado la relevancia que han tenido los dendrimeros
catidnicos de tipo carbosilano y los basados en atomos de fésforo en diversas

aplicaciones, sobre todo en el campo de la biomedicina.?*%%’

En este apartado se describe la sintesis de dendrimeros catiénicos hibridos,
los cuales poseen un interior basado en un esqueleto de atomos de fosforo y la
periferia formada por dendrones tipo carbosilano con diferentes grupos amonio

terminales.

3.3.1 Sintesis y caracterizacion de dendrimeros esféricos neutros

Para generar los dendrimeros esféricos hibridos se han utilizado dos tipos

de reacciones:

(a) Reaccién de condensacién: Se hacen reaccionar los dendrimeros de fésforo

que presentan grupos aldehido en la superficie (Go (1) y Gic (V)) con
dendrones carbosilano con grupos amino en la periferia (-NMe, o0 -NHBoc) y
un grupo NH, en el punto focal (VII, IX 'y 22). El enlace imina formado es
relativamente inestable frente a procesos de hidrdlisis, pudiendo revertir la
reaccion a lo largo del tiempo. Para evitarlo, se realiza la reduccion selectiva
de dicho enlace, dejando nuevos grupos amino en el interior del esqueleto

dendritico.

(b) Reaccidén de sustitucion: En este caso se hace reaccionar el dendrimero de

fosforo con grupos P-Cl en la superficie (G; (1V)) y dendrones carbosilano
funcionalizados con grupos -NMe, en la periferia y un grupo fenol en el
punto focal (XII1).

Todas las reacciones que se van a describir a continuacion se han intentado
con ambas generaciones de dendrones carbosilano (G; y G,). Sin embargo,
cuando se utilizo la segunda generacion, la reaccion no se completdo o al

manipular el producto se agregd con mucha facilidad. Por ello, se descarto la
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segunda generacion y solo se describen los procesos realizados con las cufias

dendriticas de primera generacion.

3.3.1.1 Reacciones de condensacion y reduccion del grupo imina

Procedimiento sintético

La reaccion de condensacion se lleva a cabo en THF seco bajo atmdsfera
inerte entre el dendrimero G, (111) y las cufias que contienen un grupo amino en
el punto focal (VII, IX y 22) en presencia de sulfato de magnesio para eliminar
el agua generada como subproducto de la reaccion. La reaccion se mantiene bajo
agitacion constante a 50°C durante 48 horas (Esquema 3.13). El proceso en todos
los casos se siguié por espectroscopia de RMN de *H, mediante la desaparicion
del grupo aldehido del dendrimero esférico, que asegura la completa sustitucion
del mismo, y por la aparicion del grupo imina a 8.16 ppm. Una vez finalizada la
reaccion, los crudos de reaccion se centrifugan para eliminar los restos de
MgSO,. De esta forma, se obtienen los dendrimeros como aceites amarillentos
GoDBP(CH=N)G;CBS(R)1, (R=SNMe, (34), SiNMe, (35) y SiNHBoc (36)).

Estos compuestos no se han aislado debido a la inestabilidad del enlace imina.

P ) MgSO, 3P3 NS 6R>2

6

50°C 6
Gy (1)
g~ NMe, (Viny g~ NWe; GoDBP(CH=N)GCBS(SNMe,)1, (34)
R=- /\//Si\/\/NMez (IX) R= /\/ISi\/\/NMez GoDBP(CH=N)G;CBS(SiNMe,)15 (35)
| |
/\’/Si\/\/NHBOC (22) /\//Si\/\/NHBoc GoDBP(CH=N)G;CBS(SiNHBoc)1, (36)

Esquema 3.13 Sintesis de los dendrimeros hibridos neutros (34-36) mediante una

reaccion de condensacion.

La reaccion de condensacion con un dendrimero de fosforo de generacion
mayor solo se realizd con un tipo de cufia carbosilano. Se eligi6 el dendrén mas
facil de sintetizar, ya que conlleva un menor nimero de etapas de reaccion. La
reaccion se lleva a cabo entre el dendrimero Gy (V) y el dendron (VI1) en las

mismas condiciones descritas anterioremente. De esta forma se obtiene el
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dendrimero G;.DBP(CH=N)G;CBS(SNMe,),, (37) como un aceite amarillento
(Esquema 3.14).

2

S
I 1| AN
N;P3;+O C—N-N-P{O i
3 3< @H < @j\N/\/\/Slé/\S/\/NM%)
2 6
G1,DBP(CH=N)G;CBS(SNMe3)y4 (37)

Esquema 3.14 Sintesis del dendrimero hibrido neutro de mayor generacion 37.

Dado que uno de los objetivos de esta Memoria es obtener sistemas
solubles y estables en agua, se necesita reducir el enlace imina a un enlace

amino, y posteriormente realizar la cuaternizacion de los grupos amino.

Para ello, se trataron todos los derivados anteriores 34-37 con NaBH, en
una mezcla de disolventes THF/metanol a 0°C una noche. La reaccion se siguio
por espectroscopia de RMN de 'H mediante la desaparicién de la sefial
correspondiente al grupo imina. Una vez completada la reaccién, se realiza una
extraccion agua/DCM y posteriormente se realiza una columna cromatografica
de exclusién de tamafios en THF para eliminar el exceso de dendron carbosilano
(Esquema 3.15). Los dendrimeros GoDBP(CH,-NH)G;CBS(R).» (R=SNMe, (38),
SiNMe, (39) y SiNHBoc (40)) y G;.DBP(CH,-NH)G;CBS(SNMe,),4 (41) se
obtienen con rendimientos moderados, como aceites marrones y solubles en los

disolventes organicos habituales.
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ofe- Oty ) wefe- Oy |

THF/MeOH
6 6
GoDBP(CH=N)G;CBS(SNMey);, (34) g~ NMe, GoDBP(CH,-NH)G{CBS(SNMe,);, (38)
GoDBP(CH=N)G;CBS(SiNMe,)1, (35) R = /\//S\i\/\/NMez GoDBP(CH,-NH)G{CBS(SiNMe;)12 (39)
GoDBP(CH=N)G;CBS(SiNHBoc);, (36) /\//SIi\/\/NHBoc GoDBP(CH,-NH)GCBS(SINHBoC); , (40)

S
| || N
—N-N-P i
N3P3<°Oﬁ <04©ﬁ\N /\/\/Sléﬂs/\/NMez > > >
22 6

G+1,DBP(CH=N)G;CBS(SNMey),4 (37)

NaBH4\THHMeOH

| |1 N
—N-N-P i
H
22 6

G+1:DBP(CH,-NH)G1CBS(SNMey)y4 (41)

Esquema 3.15 Reduccién de los dendrimeros hibridos con grupos imina (34-37)

para originar los dendrimeros con grupos amina internos (38-41).

Caracterizacion estructural

Como ya se ha descrito, los sistemas 34-37 no se aislaron debido a su
inestabilidad, por lo que tan solo se caracterizaron por espectroscopia de RMN de

'H y *!p utilizando CDCI, como disolvente.

En estos sistemas, lo mas caracteristico es la formacion del enlace imina
que se puede observar en todos los casos en el espectro de RMN de 'H a 8.16
ppm, y el grupo metileno adyacente al atomo de nitrégeno que aparece en torno a
3.56 ppm. En el espectro de RMN de *'P {*H} se puede observar una resonancia
en torno a 7.8 ppm para los sistemas 34-36 (Figura 3.21). ElI mismo perfil se
observa para el sistema 37 de mayor generacion, observandose los picos a 8.25 y

a 62.43 ppm para los atomos de fosforo interiores y exteriores, respectivamente.
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Figura 3.21 Espectros de A) RMN de 3P {"H} y B) RMN de 'H del compuesto
GoDBP(CH=N)G;CBS(SiNMe,)1> (35). “Esqueleto CBS y *CDCl.
Los derivados estables 38-41 se han caracterizado por espectroscopia de

RMN de *H, *3C, #si y *'P asi como por anélisis elemental.

Los espectros de RMN correspondientes a estos sistemas se realizaron en
CDCI; como disolvente. En ellos, el dato mas caracteristico es la reduccién del
enlace imina para dar lugar a un fragmento amino. Esto se puede confirmar en
todos los casos por la presencia de resonancias en torno a 2.74 y 3.70 ppm y a
49.1'y 49.3 ppm, sefiales correspondientes a los grupos metileno unidos al atomo
de nitrégeno en el espectro de RMN de *H y *C {*H}, respectivamente. En el
espectro de RMN de *!'P {*H} no se observa ninguna diferencia significativa en

su desplazamiento con los sistemas precursores (Figura 3.21).

Para el sistema con un blogue dendritico basado en atomos de fosforo de
mayor generacion se observa el mismo perfil que en los anteriores, con una zona

aromatica mas compleja (Figura 3.22).
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Figura 3.22 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de *P {*H} y C) **C {*H} del
compuesto GoDBP(CH,-NH)G1CBS(SNMe,)1, (38). “Esqueleto CBS y *CDCls.
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Figura 3.23 Espectros de A) RMN de 3P {"H} y B) RMN de *H del compuesto
G1.DBP(CH,-NH)G;CBS(SNMe;)4 (41). *Esqueleto CBS y *CDCls.

Todos los espectros son muy similares, diferenciandose en la parte
periférica de la cufia carbosilano, donde las sefiales mas caracteristicas ya se han
comentado en la Tabla 3.1.

3.3.1.2 Reaccion de sustitucion

Procedimiento sintético

Sobre una disolucion en THF seco del dendrimero G, (IV) en presencia de
CsCO; se afiade otra disolucion del dendron (XI11) a 0°C. Una vez completada la
adicion, la mezcla se deja bajo agitacion constante a 50°C durante una noche.*®
La reaccién se siguié por espectroscopia de RMN de *P {*H} mediante el
desplazamiento de la sefial correspondiente al atomo de fésforo que sufre la
sustitucion de 62.60 a 64.79 ppm. En el espectro de RMN de *'P {"H} se observa
perfectamente la disustitucion, distinguiéndose de la monosustitucion (ver

apartado de caracterizacion). Una vez finalizada la reaccion, se centrifuga la
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muestra para eliminar el exceso de CsCOg, y posteriormente se purifica mediante
cromatografia por exclusion de tamafios en THF, obteniéndose el dendrimero
G;1DBP(P-0)G;CBS(SNMe,)4 (42) como un aceite marron (Esquema 3.16).

| 3 e Ssi NMe
N,P; OOCZN—N—P\/ + HOOO/\/\/ éﬁs/\/ 2>
H cl 2
6
G4(IV) )
THF C52C03
50°C
s

N3p3<o@ﬁ:N_m_s<o@owv\SiMswwez )2>2>6

G4DBP(P-0)G;CBS(SNMe,),, (42)

Esquema 3.16 Sintesis del dendrimero 42 mediante una reaccién de sustitucion.

Caracterizacion estructural

El dendrimero 42 ha caracterizado por espectroscopia de RMN de *H, *3C,

295j y *!p utilizando CDCl; como disolvente, asi como por anlisis elemental.

s
Monosustitucion —p-ci
)

Disustitucion
N3P3
3
| e
|
wu II‘..."::”..._,_ .: Ty ! 1 o ,:“‘.'u.w:'""."ﬂ
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Disustitucion

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0

Figura 3.24 Progresion de la reaccion hacia el compuesto disustituido G;DBP(P-
0)G1CBS(SNMe,),4 (42) mediante espectrometria de RMN de 3'P {*H}.

136



Dendrimeros esféricos hibridos

Como ya se ha descrito anteriormente la formacion de este producto se
sigue por espectroscopia de RMN de *'P {*H}, mediante el desplazamiento de la
sefial correspondiente al &tomo de fésforo que es disustituido a 64.79 ppm. En la
Figura 3.24 se puede observar el progreso de la reaccion, observandose el pico
correspondiente a la monosustitucion a 69.56 ppm.
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Figura 3.25 Espectro de RMN de *H del compuesto G;DBP(P-0)G1CBS(SNMe,)24
(42). *Esqueleto CBS y *CDCls.

En el espectro de RMN de *H se observan ambos esqueletos, por un lado el
esqueleto carbosilano y por otro toda la parte aromaética correspondiente al
dendrimero basado en atomos de fdésforo. Pero no hay ninguna sefal

caracteristica que indique la union de ambos fragmentos (Figura 3.25).

3.3.2 Sintesis y caracterizacion de los dendrimeros esfericos cationicos

Para obtener los dendrimeros catidnicos y solubles en agua deseados, se
procedid a la cuaternizacion de los grupos amino que presentan en su esqueleto
dendritico.
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En el caso de los dendrimeros sintetizados mediante la reaccion de
condensacién y reduccion, éstos presentan grupos amino periféricos (-NMey) y
grupos amino interiores (-NH-) susceptibles también de ser cuaternizados. La
cuaternizacion con Mel genera sistemas cationicos no dependientes del pH. Sin
embargo, la presencia de aminas secundarias en el interior impide su utilizacion,
ya que da lugar a una mezcla de compuestos debido a la tendencia de este agente
a intercambiar protones por grupos metilo. Por este motivo, todos los
dendrimeros preparados se cuaternizaron con HCI, haciéndolos sistemas

dependientes del pH.

Procedimiento sintético

Sobre una disolucién en THF de los dendrimeros terminados en -NMe, (38
y 39) se afiade a temperatura ambiente y con agitacion constante un exceso de
cloruro de hidrégeno, manteniendo la agitacion durante 2 horas. La reaccion es
seguida por espectroscopia de RMN de 'H por la desaparicién de la sefial
caracteristica de los grupos metilo en torno a 2.25 ppm vy la aparicion de una
nueva sefial en torno a 2.85 ppm para el sistema cuaternizado. Se evaporan los
volatiles y el precipitado se lava varias veces con hexano, obteniéndose los
dendrimeros deseados {G,DBP(CH,-NH,)G;CBS(R)1,(Cl)1g} (R=SNHMe; (43) y
SiNHMe; (44)) como sélidos amarillos (Esquema 3.17).

THF H,

9
N3P3<°@NWSi(R) > o N3P3<0—@ﬁ EI\/\>Si(R) >
H 2/ 2

6

@® ]
GoDBP(CH»-NH)G,CBS(SNMe,), (38) /\S/\/NHMEZ Cl {GoDBP(CH>-NH,)G,CBS(SNHMe;);2(Cl)4g} (43)
) R= @ E]
GoDBP(CH,-NH)GCBS(SiNMe,)15 (39) /\//Si\/\/NHMeZCI {GoDBP(CH>-NH,)GCBS(SiNHMe;)12(Cl)1g} (44)

Esquema 3.17 Sintesis de los dendrimeros hibridos cationicos 43 y 44,

Estos sistemas presentan cargas positivas en las ramas y en la periferia, lo
que les hace moléculas interesantes para estudiar la influencia de estas cargas en

el interior del esqueleto dendritico y compararlo con otros sistemas (Figura 3.26).
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Figura 3.26 Representacion estructural del dendrimero hibrido cationico {GoDBP(CH,-
NH,)G1CBS(SNHMe,)15(Cl)15} (43).

En el caso del dendrimero 40 cuyos grupos amino periféricos se encuentran
protegidos, para obtener el dendrimero cationico se sigue el mismo protocolo
sintético que para los sistemas 26 y 27. En primer lugar, se desprotegen los
grupos -NHBoc con TFA, para a continuacion afadir ‘BusNCI asegurando asf
tener cloruros como contraiones. De esta forma, se obtiene el sistema
{GoDBP(CH»-NH,)G;CBS(SiNH3):12(Cl)1g} (45) como un so6lido blanco
(Esquema 3.18).
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\
N3P3<04©ﬁu/\/\>8i</\//8i\/\/NHBoc>
2’6
GoDBP(CH,-NH)G;CBS(SiNHBoc);, (40)
TFA lncm

éter l tBu,NCI

{GoDBP(CH,-NH5)G1CBS(SiNH3)12(Cl)1g} (45)

Esquema 3.18 Sintesis del dendrimero hibrido cationico 45.

Para el dendrimero de una generacion mayor de atomos de fosforo 41 se
realiza la misma reaccion que para los sistemas 38 y 39. De esta forma se obtiene
el dendrimero {G,.DBP(CH,-NH,)G;CBS(SNMe,),4(Cl)36 } (46) como un sélido
amarillo (Esquema 3.19). Este sistema de nuevo presenta un alto nimero de

cargas periféricas e internas (Figura 3.27).

< | § N
—N-N-P i
N3P3 OOE <04©ﬁN/\/\/SI</\S/\/NM92 >>
H
22

6
G1.DBP(CH,-NH)G;CBS(SNMe),, (41)

THFl HCI
) © 2
N,P,L0 C‘—N—r!l—ll’l o e Nsi “
33 H— N/\/\/SI s/\/NHMEZ )
H,
22/,

{G1c.DBP(CH,-NH,)G,CBS(SNHMe5),4(Cl)3¢} (46)

Esquema 3.19 Sintesis del dendrimero hibrido cationico 46.
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Figura 3.27 Representacion estructural del dendrimero hibrido cationico {G;.DBP(CH-
NH,)G;CBS(SNHMe,)24(Cl)36} (46).

Por altimo, la cuaternizacion del sistema 42 procedente de la reaccion de
sustitucion, se realizd en las mismas condiciones que las anteriores, obteniéndose
el dendrimero {G;DBP(P-O)G;CBS(SNMe,)(Cl),4} (47) como un solido
amarillo (Esquema 3.20 y Figura 3.28).

| 3 /\/\/\Si ~_NMe,
N3P; oOﬁ:N—N—P o o s
22/

G1DBP(P-0)G1CBS(SNMey),, (42)

THFJ HCI

N3p3<o@ﬁﬂ_m_a<o@ows-<ﬁ NNHM%)))

{G1DBP(P-0)G,CBS(SNHMey)4(Cl)aq} (47)

Esquema 3.20 Sintesis del dendrimero hibrido cationico 47.
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Figura 3.28 Representacion estructural del dendrimero cationico {G1DBP(P-
0)61CBS(SHNM82)24(C|)24} (47)

Todos los dendrimeros presentan buenas solubilidades en agua, pero se
agregan con cierta facilidad, por lo que se almacenan en disolucion para evitar
este proceso irreversible. Estos sistemas son los que se utilizaran en las diferentes
aplicaciones biomédicas presentadas en el capitulo 5. Sin embargo, su completa
caracterizacion de estos derivados es complicada, ya que ofrecen sefiales muy
anchas. Por ello, se prepararon los dendrimeros analogos cambiando el contraion
CI" por PFg, haciendo a estos sistemas solubles en disolventes organicos Yy
facilitando considerablemente su caracterizacion. Para ello, todos los
dendrimeros se solubilizan en agua y se afiade lentamente una disolucion
saturada de NH,4PFg produciendose la precipitacion del sistema. Se lavan varias
veces con agua y se obtienen los derivados deseados 48-52 solubles en

disolventes organicos (Esquema 3.21).
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{GoDBP(CH2-NH)G1CBS(SiNH3)12(PFe)1g} (50)

| Il PFG N
DBP(CH,-NH B. NHM | 46 —N-N- ® i
{G1:DBP(CHyNH,)G1CBS(SNHMe,)4(Cl)sg) (46) N3p3<o@ﬁ N-N p<o@ﬁﬁws.<ﬂs/vumvue >>
2

H, o

{G4.DBP(CH,-NH,)G,CBS(SNHMe;)o4(PFg)36} (51)

N\, &
N Si NHM
{G4DBP(P-0)G;CBS(SNHMe,)54(Cl),4} (47) N3P, oOﬁ:N—N—P<oOo/\/\/ '<As/\/ 2 >
22/

{G1DBP(P-0)G;CBS(SNHMe,)»4(PFg)s4} (52)

Esquema 3.21 Sintesis de los dendrimeros cationicos (48-52) solubles en

disolventes organicos conteniendo el contraion PFg'.

Caracterizacion estructural

Los sistemas obtenidos 43-47 se han caracterizado por espectroscopia de
RMN de 'H y *'P utilizandose D,O como disolvente, asi como por analisis
elemental. Como se observa a continuacion, los espectros registrados presentan
sefiales muy ensanchadas, por lo que sélo se comentaran las sefiales mas

caracteristicas.

En el espectro de RMN de 'H de los sistemas 43, 44 y 46 el hecho mas
caracteristico es el desplazamiento de las sefiales correspondientes al fragmento -
CH,;NMe,.HCI a frecuencias méas altas. En los dendrimeros 43 y 46 que
presentan el dendrén carbosilano sintetizado via tiol-eno, este nuevo fragmento
se observa en torno a 3.18 ppm para el grupo metileno unido al atomo de
nitrogeno y a 2.81 ppm para los grupos metilo. En el caso del dendrimero 44,
donde la cufia se sintetiz6 via hidrosililacion, este mismo fragmento se observa a

3.00 ppm para grupo metileno y a 2.63 ppm para los grupos metilo (Figura 3.31).
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Para el sistema 45 se observa a 2.86 ppm la sefial correspondiente al grupo

metileno del fragmento -CH,NHCI (Figura 3.29).

a o O

N3P o—<i>ﬂ®cI Ssi d R

3P3 ( i i e
H/b\/\/ M/ \/\c/ 2 )2
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13 12 11 10 9 8 7 6 5 725 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

Figura 3.29 Espectros de A) RMN de 3P {"H} y B) RMN de *H del compuesto
{GoDBP(CH,-NH,)G1CBS(SiNHMe,)12(Cl)1s} (43). “Esqueleto CBS y *D-0.
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Figura 3.30 Espectros de A) RMN de 3P {"H} y B) RMN de *H del compuesto
{GoDBP(CHz-NHz)G]_CBS(SINH3)12(C|)18} (45) #ESQUE|etO CBS Yy *D,0.

Otra caracteristica importante de estos sistemas, es la deteccion de la

protonacion de los grupos amino internos, lo que se observa en el desplazamiento
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de las sefiales desapantalladas de los grupos metileno situados a ambos lados de
dicho grupo amonio. Asi, se observan dos sefiales anchas a 2.6 y a 4.2 ppm

indicativas de que los grupos amino internos se encuentran protonados.

Los sistemas obtenidos 48-52 se han caracterizado por espectroscopia de
RMN de *H, *C, #Si y *!P utilizando CD;CN como disolvente. El cambio de

contraion permitié una caracterizacion completa.

En el espectro de RMN de *P {*H} de todos los dendrimeros no se
observan variaciones de los desplazamientos con respectos a los sistemas
catidnicos con cloruros como contraiones, pero se mejora considerablemente la

definicion de los espectros (Figura 3.31).

PF,

P=S

l
MWMHMWJLWWWWMM#WWWW@WMWW x\uwvw Wy

N3P,

80 60 40 20 0 -10 -30 -50 -70 -90 -120 -150

Figura 3.31 Espectros de RMN de *'P {*H} en CD5CN del compuesto
{G1.DBP(CH2-NH,)G1CBS(SNMe,)s4(PFe)ss} (51).
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Figura 3.32 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de **C {*H} del compuesto
{GoDBP(CHy-NH,)G1CBS(SiNHs)12(PFe)is} (50). “Esqueleto CBS y *CD5CN.

En el espectro de RMN de 'H y *C {'H} se detectan las sefiales
correspondientes a los grupos metileno unidos directamente al atomo de
nitrogeno de los grupos amonio internos, que confirman su cuaternizacion. En el
espectro de RMN de 'H para los sistemas sintetizados por via tiol-eno se
observan a 3.60 ppm el grupo metileno unido a la cufia carbosilano y a 4.20 ppm
el fragmento metileno unido al anillo aromatico, mientras que por hidrosililacion
se observan a 3.1 y 4.1 ppm, respectivamente. En el espectro de **C {*"H} no
existen diferencias entre ambas metodologias, apareciendo dichas resonancias a

49.1y 51.8 ppm, respectivamente (Figura 3.32).

Al igual que en los sistemas neutros todos los espectros son muy similares
exceptuando la periferia. En la Tabla 3.2 se recogen las sefiales mas

caracteristicas que diferencian a unos sistemas de otros.
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Tabla 3.2 Valores de RMN caracteristicos de los grupos periféricos de los sistemas

cuaternizados sintetizados (43-52).

Fragmento Sefial RMN de H (ppm) RMN de H (ppm) RMN de 13C (ppm)
X=CI- (D,0) X= PFg (CD,CN) X= PFg (CD,CN)
a 2.85 2.87 26.4
a @ ¢ o
g~ NHMe, X b 3.26 3.10 57.5
b
c 2.85 2.87 43.9
a 0.47 0.47 11.5
b od o b 1.23 1.23 13-21.4
w8i__~_ NHMe, X
7 e c 3.0 3.0 56.1
d 2.7 2.7 42.5
a 0.47 0.52 114
G 2 Ny X
I e X b 1.56 1.55-1.66 13-21.4
c 2.86 2.94 44.1

Todos estos derivados cationicos también se han caracterizado por

espectroscopia de RMN de 2°Si {"H}. De nuevo la principal diferencia radica en

el protocolo sintético: (i) via hidrosililacion, donde se observan dos tipos de

silicios o (ii) via tiol-eno, que se observa un solo tipo (Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Sefiales caracteristicas de los atomos de Si en espectroscopia de RMN de los

sistemas sintetizados cuaternizados (43-52).

Fragmento Sefial RMN de 2°Si {IH} (ppm)
i PFs o _
ﬁsé\/\s/\/NHMez SiMe 3.0
© SiMe 1.7
s s\, TS m

1 1 e
TITNTNTTE Sive, 1.9
| o SiMe 1.8
3 / SiMe, 2.1

147



Capitulo 3

3.4 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE DENDRIMEROS HIBRIDOS
FOSFORO-VIOLOGENO-CARBOSILANO

Recientemente, se han preparado dendrimeros hibridos violdégeno-fésforo
los cuales han presentado excelentes propiedades biomédicas y se han aplicado

en diversos campos de la biomedicina.?**

En este apartado se propone la combinacion estructural de tres blogues de
construccion: la lipofilia de la estructura carbosilano en el exterior, la polaridad
impuesta por los mondémeros violdgeno en las ramas y la multifuncionalidad del
nucleo basado en atomos de fdsforo, junto con sus potenciales usos biologicos

individualmente descritos con anterioridad.>"3%*

3.4.1 Sintesis y caracterizacion de dendrimeros esféricos con grupos amino

periféricos protegidos

Procedimiento sintético

La reaccion de condensacion se lleva a cabo entre el ndcleo hexafuncional
[N3P3(NMeNHy)s] (V1) y los dendrones con un grupo aldehido en el punto focal
(28 y 29) preparados en el apartado anterior. Dicha reaccion se realiza en
acetonitrilo a temperatura ambiente durante una noche. La reaccion es seguida
por espectroscopia de RMN de *'P {*H}, donde se observa el desplazamiento del
nucleo de fésforo a 17.14 ppm, obteniéndose un solo pico para el nucleo, lo que
indica una completa sustitucion. En el espectro de RMN de 'H también se
observa la desaparicion del protdon correspondiente al grupo CHO. Una vez
completada la reaccion, se elimina el disolvente a vacio, obteniéndose los
dendrimeros [{NsP3[(Violégeno)G,CBS(SiNHBocC)]e(PFs)12}] (n=1, m=2 (53);
n=2, m=4 (54)) como sodlidos amarillentos con rendimientos cuantitativos
(Esquema 3.22).
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Esquema 3.22 Sintesis de los dendrimeros hibridos neutros 53 y 54.

Caracterizacion estructural

Los sistemas obtenidos 53 y 54 se han caracterizado por espectroscopia de
RMN de 'H, *C, #Si y 3P utilizando CD;CN como disolvente, asi como por

analisis elemental.

En el espectro de *'P {*H} se observa para ambas generaciones un solo pico
a 17.14 ppm correspondiente a la sustitucion total del nucleo de fosforo y un
heptuplete a -144.62 ppm correspondiente al &tomo de fosforo perteneciente al

contraion PFg (Figura 3.33).

PFy

NP3

40 30 20 10 0 -10 -30 -50 -70 -90 -110 -130 -150 -170

Figura 3.33 Espectro de RMN de *!P {*H} del compuesto 54 en CD5CN.
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formacion de un grupo imina. El proton correspondiente al enlace imina se puede
observar a 7.72 ppm y a 136.3 ppm en los espectros de RMN de *H y *C {*H},
respectivamente. También, la incorporacion del nicleo basada en atomos de
fosforo es confirmada por la sefial correspondiente al grupo metilo de la diamina

que aparece a 3.30 y 31.9 ppm en los espectros de ‘H y *C {‘H},

El hecho mas caracteristico es la desaparicién del grupo aldehido y la

respectivamente (Figura 3.34).

Figura 3.34 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de 2*C {*H} del compuesto 53.

150

a

|
N3 P3TN-N_ . | \
@ = — . .
b < > N ﬁ/\/\/& S||\/\/NHBoc
o \ J N\ 7 o
PFg PFg 2
6

*
H,O

#

}'\
b 1 1
1 1
a! H
[ U ok L_/JLM
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 0.0

*
* B

Lul ijll J . o feo IMJ J!L

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10

*Esqueleto CBS y *CDsCN.



Dendrimeros esféricos hibridos

3.4.2 Sintesis y caracterizacion de los dendrimeros esféricos cationicos

Procedimiento sintético

Una vez obtenidos los sistemas anteriores, el siguiente paso es la
desproteccion de los grupos periféricos para obtener los sistemas cationicos
deseados. En la bibliografia cientifica se puede encontrar la desproteccion del
grupo -NHBoc en multitud de condiciones. Sin embargo, la més utilizada es la
desproteccién con TFA a temperatura ambiente, debido a que es mas rapida y
menos agresiva. En trabajos anteriores realizados por el grupo de Majoral se ha
visto que grandes excesos de TFA pueden atacar al nucleo de fdsforo
produciendo su degradacion, por lo que la desproteccion se realiza en varios

ciclos de tiempos cortos.*®

|
N3P3N-N |
&/= — =1 m=2 (53
< > 1Y g S "“NHBoc| | " M2 (33)
o N/ \ 7 o / n=2 m=4 (54)
PFg PFg m
TFA
tBu,NCI

N3P3
& /\/\ n=1 m=2 (55)

Esquema 3.23 Sintesis de los dendrimeros hibridos cationicos con cloruros como

contraiones.

En este caso se utiliz6 un exceso de TFA, y no se observo la degradacion
del ndcleo, pero si la reaccion de TFA con el contraién PFg’, impurificando el
producto (detectado por *'P y *F). Para evitar esta contaminacion se procedi6 a
un cambio de contraion, lo que permite un cambio de solubilidad y por
consiguiente la purificacion del sistema deseado. Para ello, se evaporé el crudo
de la desproteccion y se disolvid en acetonitrilo y se afiadio una disolucion
acuosa saturada de ‘Bu,NCI, observandose la precipitacion del sistema. Una vez
completada la precipitacion se filtra y se lava varias veces con acetonitrilo. De
esta manera se obtienen los sistemas desprotegidos con aniones cloruro como
contraiones [{N3P3[(Violdgeno)G,CBS(SiNH3)n]l6}(CD12+6m] (nN=1, m=2 (55);
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n=2, m=4 (56)) como sélidos amarillos y solubles en disolventes polares como
MeOH, H,0 o DMSO (Esquema 3.23). Es importante eliminar todo el TFA, ya
que el enlace N(Me)=CH es relativamente susceptible a medios muy acidos y

podria degradarse. La purificacion se comprueba por RMN de *°F
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Figura 3.35 Representacion estructural del dendrimero
[{N3P3[(Viol6geno)G,CBS(SiNH3)4]6}(Cl)se] (56).

Estos sistemas tienen una gran tendencia a agregarse, por lo que se
recomienda almacenarlos en disolucion. Estos derivados son los adecuados para
ser testados en las diferentes aplicaciones biomedicas ya que son perfectamente
solubles en agua (Figura 3.35). Sin embargo su completa caracterizaciéon es

complicada, por lo que se procedié de nuevo a un intercambio de contraién, que
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permite completar su caracterizacion con mayor calidad espectral (Esquema
3.24).

Para ello, se siguid el mismo procedimiento descrito anteriormente para
otros sistemas, por adicion de una disolucion saturada de NH,PFg obteniéndose
de esta manera los sistemas [{NsPs[(Viologeno)G,CBS(SiNH:)mle}(PFs)12+6m]
(n=1, m=2 (57); n=2, m=4 (58)) como solidos amarillos y solubles en disolventes

organicos como THF o CD5CN.

N3P3
< > o 8" NH n=1 m=2 (55)
Cl Q_@ @{ 3> n=2 m=4 (56)

l NH,PF,

N3P3 _ /\/\PFG n=1 m=2 (57)
si NH -4 (58
PF6 Q_@ @ : N2 m=4 (%6)

Esquema 3.24 Cambio de contraion de los dendrimeros hibridos cationicos.

Caracterizacion estructural

Los dendrimeros obtenidos 55 y 56 se han caracterizado por espectroscopia
de RMN de *H, *'P utilizando CD;0OD como disolvente, asi como por analisis

elemental.

En el espectro de RMN de 3P {"H} en este caso ya s6lo se observa la sefial
correspondiente al nucleo, que no sufre ningln desplazamiento. En el espectro de
RMN de *H se observa la desproteccion de los grupos NHBoc al desaparecer la
sefial a 1.41 ppm correspondiente a los grupos tert-butilo, y la aparicion del
triplete a 2.9 ppm correspondiente al grupo metileno unido directamente a los

grupos amonio de la periferia (Figura 3.36).
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Figura 3.36 Espectros de A) RMN de 3P {*H} y B) RMN de *H del compuesto
[{N3P3[(Viol6geno)G,CBS(SiNH3)4ls}(Cl)ss] (56). “Esqueleto CBS y *CD3OD.

Los sistemas obtenidos 57 y 58 se han caracterizado por espectroscopia de
RMN de 'H, C, #Si y *P. Debido al cambio de contraién cambia su
solubilidad, y todos sus espectros fueron registrados en CD;CN como disolvente
(Figura 3.37). El perfil de los espectros recogidos para estos sistemas es similar
al anterior, pero mejorando la calidad de resolucién de los espectros. En el
espectro de RMN de *'P se observa de nuevo el heptuplete correspondiente a la

presencia del anion PFg'.
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Figura 3.37 Espectros de A) RMN de 3P {"H} y B) RMN de 'Hy C) RMN de **C

{*H} del compuesto [{N3P3[(Viol6geno)GiCBS(SiNHs),]s}(PFs)24] (57). “Esqueleto
CBS y *CDsCN.
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CAPITULO 4

DENDRONES IONICOS DE
NATURALEZA CARBOSILANO
CON EL LIGANDO DO3A EN
EL PUNTO FOCAL
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4.1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

4.1.1 Sistemas bifuncionalizados

Sobre los sistemas homofuncionales que presentaban excelentes
propiedades biomédicas,’ se ha dado un paso mas alla, y se pueden encontrar
multitud de trabajos donde se les ha incorporado una o varias funciones
adicionales. Este valor afiadido puede consistir en farmacos de interés,?* grupos
directores’ o moléculas que permitan su seguimiento por imagen,® entre otros.
Los sistemas multifuncionales, como ya se ha comentado con anterioridad,
pueden ser construidos de forma estadistica® o controlada.” Es importante
destacar que para generar sistemas de forma precisa, se necesitan rutas sintéticas

muy complejas y tediosas.

En los ultimos afios, se ha apostado por extrapolar toda esta metodologia a
los dendrones, ya que esta topologia permite generar moléculas bifuncionales de
forma controlada. Por un lado, la superficie puede ser funcionalizada para una

determinada aplicacidn, y por otro lado, en el punto focal es posible introducir:

(i) diferentes grupos reactivos para hacerlos reaccionar con otros sistemas, y de
ahi, generar una multitud de compuestos hibridos (dendrimeros tipo Jano o “bow-
tie”, dendrimeros hibridos, NPs, CNTs o incluso materiales)® o (ii) moléculas de

interés bioldgico, generando moléculas bifuncionales.

En la literatura se pueden encontrar pocos ejemplos de dendrones
multifuncionales como moléculas independientes. No obstante, a continuacion

se mencionan algunos ejemplos relevantes:
a) Farmacos de interés

Nuestro grupo de investigacion ha utilizado dendrones de tipo carbosilano
funcionalizados con grupos ionicos en la periferia para solubilizar en agua
farmacos como el ibuprofeno, penicilina o zidovudina (AZT, antiviral) (Figura
4 1) 9,10
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Figura 4.1 Ejemplos de dendrones de tipo carbosilano ionicos de segunda

generacion funcionalizados en el punto focal con farmacos de interés.

b) Croméforos

Otros fragmentos de gran interés son los grupos cromoforos. Un ejemplo es
el mostrado en la Figura 4.2, donde dendrones biodegradables han sido
funcionalizados en la periferia con grupos PEG, que le proporcionan una mayor
biocompatibilidad y un grupo croméforo en el punto focal. En este caso se ha

introducido el BODIPY-SH, utilizado en terapia fotodindmica (Figura 4.2).*

Figura 4.2 Ejemplo de un dendron bifuncionalizado que posee grupos PEG en la

superficie y un croméforo en el punto focal.

En nuestro grupo de investigacion se han preparado dendrimeros esféricos
ionicos marcados con fluoresceina mediante una estrategia sintética al azar. Se
trata de una metodologia sencilla, pero con el inconveniente de que se obtiene

una distribucion estadistica. Por ello, se apostd por obtener sistemas mas precisos
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mediante el uso de dendrones carbosilano analogos. Se sintetizaron los mismos
dendrones idnicos anteriormente descritos pero marcados con fluoresceina en el
punto focal, los cuales han sido utilizados para realizar ensayos de

biodistribucion. ™"

c) Fragmentos metalicos

La introduccion de fragmentos metalicos en sistemas dendriticos ha sido
estudiada en el tratamiento'® o diagnéstico'™ de diferentes enfermedades. La
combinacién de ambas funcionalidades en un mismo sistema, tratamiento y

diagnéstico, se conoce como la formacién de agentes teragndsticos. ™

Un ejemplo para el tratamiento de enfermedades, es un dendron tipo
PAMAM en el cual su punto focal ha sido funcionalizado con ferroceno. Este
complejo ha demostrado excelentes propiedades en catalisis, electroguimica, y en

la actualidad como agente antitumoral (Figura 4.3)."

NH I
o§ HN
///§ NH,
0 /
N ;7/NH
o™ N N ~n
2
e
o N o
N
S
AN 0 NH,
= N H 0 N
< N A “
f¢] N NN
s
o NH\ d
NH,
N o
i HN
o NH.

Figura 4.3 Ejemplo de un dendrdn tipo PAMAM funcionalizado con ferroceno en
el punto focal.

En la actualidad, debido a la existencia de técnicas tan sofisticadas para
imagen tales como la resonancia magnética de imagen (IRM), tomografia
computarizada (CT) o tomografia por emision de positrones (PET), se ha

avanzado mucho en el diagnostico de determinadas enfermedades. Un
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diagnostico temprano siempre mejora la atencion y recuperacion del paciente y

conlleva menores costes médicos.

Para este tipo de aplicacion se han utilizados muchos complejos metalicos
con ligandos aciclicos y macrociclicos, entre los que destaca el ligando DOTA
(&cido 1,4,7,10-tetraazaciclodocecano- N, N', N", N"-tetraacético). En la
literatura se puede encontrar ligandos DOTA modificados que se han sintetizado
para facilitar su funcionalizacién o mejorar sus propiedades de coordinacion.™®
También se ha trabajado con ligandos derivados de este sistema donde algunas
de sus posiciones se han sustituido, como por ejemplo el sistema denominado
DO3A, en el que uno de los grupos carboxilicos puede ser sustituido por

diferentes sustituyentes orgéanicos (Figura 4.4). *°

HO OH HO,

E”J s
N N \/[( HOOX/N\_/N o
DOTA DO3A

Figura 4.4 Estructuras de los ligandos macrociclicos mas utilizados en imagen.

Este ligando y sus derivados son capaces de formar complejos con un gran
ndmero de iones metélicos con una alta estabilidad termodindmica e inercia
cinética.”® Los metales se encuentran fuertemente coordinados, y esto garantiza
una administracién segura en vivo, ya que se evita la presencia del metal libre, el
cual normalmente genera toxicidad. Se han funcionalizado multitud de
dendrimeros con este ligando, y debido al gran tamafio de estas macromoléculas,
incrementa el tiempo en el torrente sanguineo de estos sistemas, pudiéndose

disminuir su dosis con la misma calidad en la imagen o tratamiento.

Con este ligando se han generado sistemas dendriticos que se utilizan
principalmente como agentes de contraste en IRM %% o como radiofarmacos
para el diagnostico y terapia de diferentes tumores.*** En los Gltimos afios,
también se estan estudiando para retirar cationes metalicos que son responsables

de determinadas patologfas, sobre todo en enfermedades neurodegenerativas.?
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Un ejemplo interesante es un dendron PAMAM, el cual esta funcionalizado
en el punto focal con dos cadena alifaticas que le permite formar vesiculas para la
encapsulacion de farmacos como la DOX. En la periferia presenta ligandos
DOTA que permiten la incorporacion de gadolinio para su uso en IRM. Este
derivado multivalente se trata de un sistema de teragnéstico (Figura 4.5).%

W €
o NH N
HN 2
\NH HN 0 o NH r°
va
o N; ? HN Q
N— O
° ° 2 I /NH
NH N

O_NH N o
v AN oH o 2
N N——/ \/\rN\/\ /\)LN’\,NH)‘\®
oG N N
N \\L
o~ NH
NH
@

Figura 4.5 Ejemplo de un dendron tipo PAMAM funcionalizado en la periferia
con fragmentos Gd-DOTA.

Por el contrario, se encuentran muy pocos ejemplos de dendrones con este
tipo de ligando en el punto focal. Uno de ellos se muestra en la Figura 4.6, donde
a una estructura dendritica generada mediante reacciones click, se le ha

introducido el agente quelante DOTA con los grupos carboxilicos protegidos.

/)
J
e
o T

///NH
o
/
N o/

0[ ]O 0o o =

Figura 4.6 Ejemplo de un dendrén funcionalizado en el punto focal con DOTA

protegido.
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4.1.2 Presentacion y objetivos del Capitulo

En este Capitulo 4 se presenta un nuevo protocolo sintético para preparar
sistemas bifuncionalizados. Se han sintetizado dendrones carbosilano los cuales
poseen por un lado diferentes grupos idnicos en la periferia (-NMe,;HCI, -SOsNa y
-COONa) que puedan generar solubilidad al sistema en medio acuoso o incluso
proporcionarle una actividad terapéutica, y por otro lado, el ligando DO3A en el

punto focal.

El ligando DO3A es capaz de formar complejos estables con multitud de
metales, pero el principal objetivo es incorporar metales como galio y gadolinio
utilizados en imagen, obteniéndose sistemas de diagnostico. Sin embargo, para
conocer méas en profundidad estos sistemas, se ha elegido incorporar en primer
lugar un metal mas sencillo como es el cobre. Ademaés, este metal presenta

propiedades biomédicas, existiendo la posibilidad de estudiar efectos sinérgicos.
Los objetivos son:

v’ Sintetizar y caracterizar dendrones carbosilano con un agente quelante
en el punto focal y la incorporacion de diferentes grupos funcionales en

la periferia mediante adicion “click™ tiol-eno.

v" Estudiar los modos de coordinaciéon de los diferentes sistemas

sintetizados.

v Sintetizar y caracterizar complejos metalicos para sus diferentes

aplicaciones biomédicas.

v Evaluar sus posibles aplicaciones biomédicas segun la naturaleza de sus

grupos funcionales (ver Capitulo 5).

4.1.3 Nomenclatura

En este Capitulo se utilizan cufias dendriticas, en las cuales se usara una

nomenclatura similar a la empleada en el Capitulo anterior Figura 4.7:
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1 1
A S
Indica el &tomo o grupo Indica la naturaleza de los grupos
en el punto focal <— —> funcionales que se encuentran en
la periferia incorporados
, A \ mediante una adicion tiol-eno.
n I
[N N] Representa el esqueleto carbosilano
H'\__/H
GYCLEN n: se refiere a la generacion dendritica, es decir, al
nimero de capas que se han adicionado al punto
o HO,
% OV\N/_\N/ OY\N/_\N/ focal
o L) o L [ m: es el nimero de grupos funcionales terminales

o )
NG R

DO3A
[DO3A(OtBu);]

Figura 4.7 Nomenclatura de los dendrones bifuncionalizados.

4.1.4 Aspectos generales de la caracterizacion de los sistemas precursores y

sintetizados en este Capitulo

Las principales técnicas empleadas para la caracterizacion de los
compuestos sintetizados y descritos en este Capitulo han sido la espectroscopia
de RMN multinuclear (*H, *C, N, #Si) y multidimensional (1D y 2D),
espectrometria de masas y analisis elemental. Los datos completos se encuentran
en el apartado experimental de esta Memoria, tras la descripcion detallada de la

sintesis de cada producto.

Al ser la estructura dendritica de naturaleza repetitiva, el desplazamiento
quimico en espectroscopia de RMN de los &tomos internos de los dendrones sera
practicamente independiente tanto de la generacion como de los grupos
funcionales, si bien las sefiales se van haciendo mas anchas a medida que
aumenta la generacion lo cual provoca un solapamiento de las sefiales. Este
hecho se debe principalmente a: (i) que nacleos que ocupan la misma posicion en
distintas capas de la molécula poseen desplazamientos quimicos similares, pero
no idénticos vy, (ii) que se produce una restriccion de la movilidad al aumentar la

generacion del dendron.
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Por ello, en la discusion de la caracterizacion por RMN de los compuestos
sintetizados tan s6lo se comentaran las sefiales correspondientes a la periferia o al
punto focal, al ser las que se veran afectadas durante los procesos de
funcionalizacion. A continuacion se comentan las principales sefiales en
espectroscopia de RMN del esqueleto carbosilano de los dendrones utilizados en

este Capitulo.

Los esqueletos de las estructuras dendriticas de tipo carbosilano, que se
exponen en este Capitulo, constan estructuralmente de tres tipos de protones y
carbonos con desplazamientos caracteristicos en el espectro de RMN de *H y *3C
(Figura 4.8): (a) los grupos metileno en posicion f al atomo de Si, (b) los grupos

metileno adyacentes a silicio y (c) los grupos metilo adyacentes a silicio.

Asimismo en el espectro de RMN de ?°Si es caracteristica la sefial
correspondiente a los silicios presentes en el esqueleto carbosilano (Figura 4.8):
(1) sélo tienen cadenas alifaticas alrededor, (2) con grupos vinilo (precursor) y

(3) funcionalizado via tiol-eno.

Seiial RMNde'H | RMNde PC{H}
m
\ ¢ a (-0.1)-0 (-6) - (-3)
a_ si
O/“; b 0.5-0.6 17-20
C 1.3-1.5 17 - 20
Tipode Sienla RMN de ¥8i
3\ S estructura (ppm)
1 Si 1 1-1.6
N /\/\ Son
Si 2 2 =13
\/\’Si/‘\ﬁ\\
N 3 2-3

Figura 4.8 Desplazamientos aproximados en espectroscopia de RMN del

esqueleto dendritico de los dendrones carbosilano utilizados.
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4.2 CUNAS DENDRITICAS FUNCIONALIZADAS CON EL LIGANDO
DO3A EN EL PUNTO FOCAL Y GRUPOS IONICOS EN LA PERIFERIA

4.2.1 Intentos sintéticos para preparar sistemas cationicos con el ligando
DOTA en el punto focal

Para la obtencion de los sistemas deseados, se intentaron distintas

estrategias sintéticas, las cuales se comentaran a continuacion:

a) Formacion de enlace amida (-NHCO-)

Estrategia A:

Reaccion directa entre los grupos carboxilicos del ligando DOTA comercial
y un dendrén carbosilano catiénico con un grupo amino en el punto focal

NH,G,NMe;l previamente sintetizado en nuestro grupo de investigacion.®

Esta reaccion se intentd en diferentes condiciones de reaccion, variando los
agentes acoplantes, el disolvente, la temperatura, etc, pero en ningln caso se

obtuvo el producto deseado (Esquema 4.1 A).

Estrategia B:

En bibliografia, se han preparado diversos sistemas para facilitar la
incorporacion del ligando DOTA en los sistemas dendriticos. Se pueden
encontrar sistemas con diferentes grupos reactivos o activados en una unica
posicién para facilitar la monosustitucién deseada.'® La mayoria de estos

sistemas son comerciales, pero presentan el inconveniente de ser bastante caros.

Teniendo en cuenta esto, la segunda estrategia consiste en la reaccion
directa entre DOTA activado en una posicion y el mismo dendron carbosilano

catidnico que en el caso anterior.

Tal vez debido a un problema de solubilidad, ya que el dendron es soluble
en agua y el DOTA modificado en disolventes organicos, la reaccion de

acoplamiento no funciond (Esquema 4.1 B).
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Estrategia C:

Reaccion directa entre DOTA activado y un dendrén carbosilano

NH,G;NMe, ambos solubles en disolventes organicos.?®

En este caso, la reaccion progresa, pero su purificacion es complicada,
obteniéndose bajos rendimientos. Ademads, la cuaternizacion subsiguiente con
yoduro de metilo no es selectiva, lo que conllevaba a la cuaternizacion de los
nitrégenos pertenecientes al macrociclo, evitando de esta forma la posterior
coordinacion de cualquier metal (Esquema 4.1 C). Debido a este bajo
rendimiento, la falta de selectividad en el proceso de cuaternizacion, y el alto

coste del material de partida, este procedimiento fue descartado.
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Esquema 4.1 Estrategias sintéticas fallidas para obtener los sistemas bifuncionalizados

deseados mediante un enlace amida.
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b) Formacion de enlace éster (-COO-)

Para formar dicho enlace se utilizO DOTA comercial y el dendrén BrG,V,.
Esta reaccion se llevé a cabo sin problemas y con buenos rendimientos. Sin
embargo, al realizar la funcionalizacion de la periferia dendritica mediante
adicion click tiol-eno, las reacciones no se completaban (Esquema 4.2). Esto se
podria atribuir a la presencia de aminas y grupos acido que puedan desactivar al

fotoiniciador. Por esta razon, esta alternativa también fue descartada.
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o

HO,

b
5
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3 ; " [ J
°>\\[/N N}j o NN AN N\/{( Funcionalizacion
HO — OH K \—/ Click tiol-eno

Esquema 4.2 Estrategia sintética fallida para obtener los sistemas bifuncionalizados

deseados mediante un enlace éster.
c) Formacion de enlace carbono-carbono (C-C)

La formacion de un enlace C-C constituyo el proceso mas viable. Aunque
ello supone mas pasos de reaccion, los sistemas deseados se han obtenido con
mayores rendimientos y los productos de partida son mas econdémicos. Este
procedimiento sintético se describe mas detalladamente en los siguientes
subapartados. En esta reaccidn se pierde un grupo carboxilico respecto al ligando

DOTA, obteniéndose un ligando analogo denominado DO3A.

Los sistemas que contienen el ligando DO3A se preparan a partir de tres
generaciones de dendrones carbosilano con grupo vinilo en la periferia y un
atomo de bromo en el punto focal (BrG,V.), previamente descritos en
bibliografia (Figura 4.9).%
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Figura 4.9 Estructuras de las cufias carbosilano con grupos vinilo en la periferia

BrG,V, como sistemas precursores.

4.2.2 Sintesis y caracterizacion de las cufias carbosilano precursoras

Procedimiento sintético

Los dendrones con el ligando DO3A protegido (con grupos tert-butilo) en
el punto focal, se preparan en dos etapas de reaccion sobre el macrociclo
denominado CYCLEN (1,4,7,10- tetraazaciclododecano) (Esquema 4.3). La
primera etapa consiste en la reaccion entre un gran exceso de CYCLEN vy
dendrones tipo BrG,V,, (XV-XVII). Este proceso se lleva a cabo en condiciones
suaves con el objetivo de facilitar la monosustitucion, obteniéndose de este modo
como producto principal los dendrones (CYCLEN)G,V,,. (n=1, m =2 (59); n=
2, m =4 (60); n =3, m=8 (61)). La reaccién se sigue por espectroscopia de
RMN de 'H mediante la desaparicion de la sefial del grupo -CH,Br a 3.40 ppm.
Se obtiene una mayor proporcion de monosustitucion segun se va incrementando
la generacion dendritica empleada, debido simplemente a una cuestion de
impedimento estérico (ver apartado de caracterizacion HPLC-MS). El producto
de monosustitucion se aisla mediante una columna de exclusion de tamarfios en
THF, obteniéndose los productos deseados como aceites incoloros con

rendimientos moderados.

La segunda reaccion consiste en la sustitucion completa del macrociclo para
generar posteriormente los grupos carboxilicos deseados. Para ello, se utilizd

tert-butiloromoacetato en acetonitrilo como disolvente a 60°C durante 48 horas.?®
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De nuevo, los productos se purificaron por cromatografia por exclusion de
tamafios en THF, obteniéndose los dendrones [DO3A(O'BU)s]G,Vm (N =1, m =
2 (62);n=2,m=4(63); n=3, m=_8(64)) como aceites incoloros con elevados
rendimientos. Por espectroscopia de RMN se puede confirmar la incorporacion
de los grupos tert-butilo por la aparicién de la sefial a 1.44 ppm en el espectro de
'"H y a 28.2 ppm en el espectro de “*C {'H}. La completa sustitucién del
macrociclo no se puede seguir por espectroscopia de RMN, ya que no existe
ninguna sefial caracteristica que permita obtener esta informacion. La Unica
forma de conocerlo, es una vez purificado el producto, por integracién de las

sefiales en RMN y analisis elemental.
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n=2 m=8 (XVII) n=2 m=8 (61) n=2 m=8 (64)

Esquema 4.3 Sintesis de los dendrones precursores con grupos vinilo terminales y con
CYCLEN (59-61) y DO3A(O'Bu); (62-64) en el punto focal.

Caracterizacion estructural

a) HPLC-MS

Uno de los aspectos méas importantes en esta sintesis es la obtencion del
producto de monosustitucion en un elevado porcentaje para considerar esta
estrategia como la mas viable. Como ya se ha descrito, se han elegido
condiciones suaves de reaccion, una base débil, una adiccion lenta y un gran
exceso de CYCLEN. Este exceso se elimina facilmente por solubilidad y se
puede reciclar para otras reacciones posteriores. Los crudos de reaccion de los

sistemas 59-61 fueron analizados mediante HPLC-MS.
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En la Figura 4.10 se puede observar los resultados para la primera
generacion, en la que se obtiene un 80% de monosustitucion. Este porcentaje se

va incrementando segin aumenta la generacion.

RT: 8.20

80 % Monosustitucion

Time {(min}

25377

a0 RT=9.50 [M+H]" =477.37 uma
403 I_477_3;}
T apd 8321 ——
g 3| 118.15 14315 239.28
3 =204
odl_u [ 168.87 222.04 280.28 32519 353.24 40528 52141 553.47 §91.32 633.79 704.45 738.59
TEYTE
1004
j RT=8§.20
505 [VHH] = 32523 uma
a0
E [
40 1 325.23I
203 83,20
4 83.23 204.20
I 143,13 | i 241.03  302.21 | 353.24 423.21 48326 634.99 58137 626.15 625.54 712.55

r T — Tt T T Tr=rr =TT T U T T T T T
100 150 200 250 200 350 400 450 500 550 800 850 Joo T50
mfz

Figura 4.10 Cromatograma de HPLC-MS del dendrén 59.

b) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN de *H, *3C y ?°Si correspondientes a los sistemas 59-

61 fueron realizados en CDCI; como disolvente.

Para los compuestos 59-61, la nueva cadena -Si(CH;);N- se confirmé por
espectroscopia de RMN de *H mediante un experimento TOCSY, que mostré dos
multipletes a 1.33 y 1.50 ppm para los grupos metilenos internos de la nueva
cadena formada —Si(CH,)sN, y dos tripletes a 0.62 ppm para el grupo metileno
unido al atomo de silicio y a 2.38 ppm para grupo metileno unido al &tomo de
nitrégeno. El nuevo fragmento -CH,N- se identifico a 54.1 ppm en el espectro de
RMN de C {*H}. Un conjunto de resonancias ubicadas en el rango de 2.35 a
2.75 ppm se atribuyo a los grupos metileno del quelante macrociclico (Figura
4.11).
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Ademés, en un experimento HSQC {'H-">N} se mostraron dos picos
correspondientes a los atomos de nitrogeno NH y N-dendrén a 20.5 (ancho) y

28.7 ppm, respectivamente.
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Figura 4.11 Datos espectroscopicos del dendron 59: A) Experimento monodimensional
1D 'H TOCSY:; B) Espectro de RMN de *H; C) Espectro de RMN de **C {*H}. *CDCl;

Para los sistemas 62-64, la incorporacion de los grupos tert-butilo, como ya
se ha descrito con anterioridad, se deduce por la aparicion de la sefial a 1.44 ppm
en el espectro de RMN de *H. En dicho espectro se pueden distinguir dos sefiales,
una mas intensa que otra, debido a que los tres grupos tert-butilo no son

equivalentes (Figura 4.12).

En el espectro de RMN *C {"H} se pueden observar dos nuevas sefiales a

28.2 y 81.7 ppm correspondientes a los grupos metilo y al carbono cuaternario
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del grupo tert-butilo respectivamente. Y otra sefial a 170.6 ppm correspondiente

al grupo carbonilo del nuevo enlace éster formado.

Es importante destacar que la zona del macrociclo es complicada de
asignar, ya que no hay equivalencia y las sefiales se ensanchan. De hecho, al ir

aumentando la generacion dendritica esta zona apenas se aprecia.
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Figura 4.12 Datos espectroscopicos del dendron 63: A) Espectro de RMN de *H y B)
Espectro de RMN de **C {*H}. *CDCl; y *esqueleto carbosilano.

c) Espectrometria de masas

Los espectros de masas MALDI-TOF muestran los picos correspondientes

al i6n molecular [M+H]" de los dendrones (CYCLEN)G,V: 59 (m/z = 325.23
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uma), 60 (m/z = 549.42 uma) y 61 (m/z = 997.70 uma); [DO3A(O'Bu)3]G,V: 62
(m/z = 667.48), 63 (m/z = 915.62 uma, [M+Na]") y 64 (m/z =1339.91 uma).
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Figura 4.13 Espectro de masas del dendron 63.

4.2.3 Sintesis y caracterizacion de las cufias carbosilano funcionalizadas con

grupos ionicos en la periferia

Los compuestos vinilo 62-64 se trataron con tioles disponibles
comercialmente bajo luz UV para proporcionar los dendrones funcionalizados
deseados. El procedimiento de sintesis se basa en la quimica tiol-eno, ya descrita
méas detalladamente en el Capitulo 2. En este caso, todas las reacciones se
controlaron mediante espectroscopia de RMN de 'H, a través de la desaparicion

de los grupos vinilo.

4.2.3.1 Sintesis y caracterizacion de las cufias carbosilano aniénicas

Procedimiento sintético

Para la sintesis de dendrones con grupos carboxilato periféricos, se necesita
la formacion de los precursores con grupos éster. Para ello, los dendrones
terminados en grupos vinilo se trataron con tioglicolato de metilo para
proporcionar las estructuras deseadas terminadas en grupos metiléster
[DO3A(0'BU);3]G,(SCOOMe), (N=1, m=2(65);n=2, m=4(66);n=1,m=
2 (67)). Las reacciones se llevaron a cabo en una mezcla de disolventes de
THF/MeOH (1:1) bajo luz UV durante 4 horas y se purificaron por cromatografia

de exclusion de tamarfio en THF (Esquema 4.4).

177



Capitulo 4

B Hs /\n/OMe r@\/ OMe r@/\/ ONa
@ T e a
o (, -

NaOH

[} [o] N N MeOH N N
N N k/ \/[( >\\/ \/(
THF/MeOH /
ML Mg o
[DO3A(OtBU)3]G,Vim [DO3A(OtBU)3]G,(SCOOMe)y, DO3AG,(SCOONa),
n=1m=2 (62) n=1m=2 (65) n=1m=2 (68)
n=2 m=4 (63) n=2 m=4 (66) n=2 m=4 (69)
n=2 m=8 (64) n=2 m=8 (67) n=2 m=8 (70)

Esquema 4.4 Sintesis de los dendrones con grupos éster (65-67) y grupos carboxilato
en la periferia (68-70), y el grupo DO3A protegido y desprotegido en el punto focal

respectivamente.

Posteriormente, los dendrones precursores con los grupos éster (65-67) se
trataron con hidroxido sodico en metanol durante una noche dando lugar a los
dendrones aniénicos con el ligando DO3A en el punto focal
[DO3A]G,(SCOONa), (n=1,m=2(68);n=2, m=4(69); n=3, m=_8 (70))
como solidos de color amarillo. La desaparicion del grupo metilo del éster y del
grupo tert-butilo se confirmd por espectroscopia de RMN de *H y **C {*H}. Las
generaciones altas se purificaron facilmente por diélisis (con membranas con un
corte de peso molecular Myco=500-1000 Da). Sin embargo, la primera
generacion debido a su pequefio tamafio tuvo que ser purificada por columna de
tamafios de sephadex en agua, obteniéndose rendimientos menores. En la
siguiente Figura 4.14 se representan las estructuras desarrolladas de los

dendrones terminados en grupos carboxilato.
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Figura 4.14 Representacion estructural de los dendrones [DO3A]G,(SCOONa),
(68-70).

178



Dendrones bifuncionalizados

Mediante un procedimiento sintético similar al descrito anteriormente, se ha
Ilevado a cabo la sintesis de los dendrones terminados en grupos sulfonato. Para
ello, sobre los precursores con dobles enlaces se afiadio el derivado tiol comercial
3-mercapto-1-propanosulfonato de sodio junto con el fotoiniciador (DMPA). En
este caso, la reaccion se lleva a cabo en una mezcla de disolventes THF/H,O bajo
luz UV durante 4 horas, obteniéndose las estructuras deseadas terminadas en
grupos sulfonato [DO3A(0'BU)3]Gn(SSOsNa), (n=1, m=2 (71):n=2, m=4
(72) ; n =3, m = 8 (73)). Para mejorar el rendimiento y afiadir menos excesos de
reactivos, el derivado tiol y el fotoiniciador se afiadieron en cuatro fracciones,
evitando de esta forma oxidaciones y procesos de agregacion indeseados. Los
sistemas 72 y 73 fueron purificados por dialisis (Mwco = 500-1000 Da)
obteniéndose como solidos blancos-amarillos con rendimientos moderados. Sin
embargo, el dendron 71 presenta una baja solubilidad en todos los disolventes,

por ello, tuvo que ser purificado en el paso siguiente (Esquema 4.5).
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Esquema 4.5 Sintesis de los dendrones con grupos sulfonato en la periferia con el

grupo DO3A en el punto focal protegido (71-73) y desprotegido (74-76).

Con el objetivo de obtener dendrones terminados en grupos sulfonato con
DO3A en el punto focal, la desproteccion de los grupos tert-butilo se realiz6
mediante el tratamiento de dendrones 71-73 con hidroxido de sodio en una
mezcla de MeOH/H,O durante 2 horas, dando lugar a los dendrones anidnicos
[DO3A]GH(SSOsNa)m (N =1, m =2 (74); n =2, m = 4 (75); n = 3, m = 8 (76))
como solidos de color amarillo. La desaparicion de la resonancia de los grupos
terc-butilo fue confirmada en espectroscopia de RMN de *H y **C {*"H}. En estos
casos, las purificaciones se consiguen también por los mismos procedimientos

utilizados para los analogos con grupos carboxilato. En la Figura 4.15 se
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representan las estructuras desarrolladas de los dendrones terminados en grupos

sulfonato.
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Figura 4.15 Representacion estructural de los dendrones [DO3A]G,(SSO3Na)nm
(74-76).

Caracterizacion estructural

a) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN de *H, **C y ?°Si correspondientes a los sistemas 65-

67 fueron realizados en CDClI; como disolvente.

Para los compuestos 65-67 se puede observar la aparicion de dos nuevos
picos en su espectro de RMN de 'H, uno correspondiente al grupo metileno
situado entre el &tomo de azufre y el grupo carbonilo -SCH,CO- a 3.22 ppm y

otro del éster metilico situado a 3.71 ppm.

En el espectro de RMN de *C {*H}, esos grupos aparecen a 33.0 y 52.4
ppm respectivamente, mientras que el grupo carbonilo se encuentra a 171 ppm.
La presencia del fragmento macrociclico se corrobora por la observacion de dos
grupos -O'Bu diferentes alrededor de 1.42 ppm en los espectros de RMN de *H
(Figura 4.16).
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Figura 4.16 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de **C {*H} del compuesto
[DO3A(0'BU)3]G2(SCOOMe), (66). *CDCl; y *esqueleto carbosilano.

Los espectros de RMN *H, *C y #°Si correspondientes a los sistemas con

grupos carboxilato 68-70 se realizaron en D,O como disolvente.

Los espectros de RMN de "H muestran un singlete alrededor de 3.12 ppm
debido al grupo metileno unido al grupo CO y un multiplete situado en 2.53 ppm

para el grupo metileno interno unido al &tomo de azufre.

En el espectro de RMN de *C {*H}, el grupo carbonilo aparece a 178.8
desplazado a campo mas bajo que los derivados éster andlogos. Las sefiales de la

unidad del macrociclo se ven solapadas por la estructura dendritica (Figura 4.17).
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Figura 4.17 Espectros de A) RMN de *H y b) RMN de **C {*H} del compuesto
DO3AG,(SCOONa)4 (69). *D,0 y “esqueleto carbosilano.

Para los sistemas 71-73, en los espectros de RMN de 'H, aparece una nueva
cadena de dos grupos metileno a 2.58 y 0.87 ppm atribuida al fragmento -
SiCH,CH,S-, y tres nuevos grupos metileno a 2.84, 2.58 y 1.93 ppm confirman la
presencia de unidades propanosulfonato -S(CH,);SOsNa (Figura 4.18).

En el espectro de RMN de *C {*H}, las sefiales correspondientes al

fragmento mencionado -S(CH,);SOsNa aparecen a 24.4, 30.2 y 49.8 ppm.

Para los sistemas 74-76, los espectros de RMN de 'H y *C {*H} muestran
el mismo perfil que los sistemas anteriores, pero con la desaparicion de las

sefiales caracteristicas a los grupos tert-butilo (Figura 4.18).

182



Dendrones bifuncionalizados

A
‘Bu d SOsNa
* r /l’ a s c e
|/ . b SO3N
IH g # >< o \ /\F/s'\/\s/\/\ e
si
M | o NN A s
TS S Lo PR N
nR \ RS M AN
I“" A ( ] \ A A m /
A \J \'\__/JI ) N\ JV b’ W X 'X SO;Na
45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
B - d so;Na
S e
# 2 b ¢ so
A Na
,l N /SI\/\S/\/\ 3
e bl C FrT ey Nao, I\ /\/\/Si N
D di a °>//\N N \/\,Si/\/s\x
ﬂ "\w r"\ N Iy Q [N N] 0 L\s SOsNa
JJ‘R R AN “\\AJ '\_/U \// \“;’IJK_H Naok/ -/ \XONa

SO;Na

55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 -0.5

Figura 4.18 Espectros de RMN de *H de los compuestos A)
[DO3A(O'BU)3]G2(SSOsNa)s (72) y B) DO3AG,(SSO3Na)s (75). *D,0 y *esqueleto
carbosilano.

b) Espectrometria de masas

En este caso solo se pudieron obtener los espectros de masas MALDI-TOF
correspondientes al i6n molecular [M+H]® de los derivados neutros
[DO3A(O'Bu)3]Gn(SCOOMe),,: 65 (M/z = 879.50 uma) y 66 (m/z = 1315.66 uma).
Para la generacion méas alta se observan fragmentaciones, pero no el ién

molecular.
c) Valoracion potenciométrica

En bibliografia cientifica se pueden encontrar multitud de trabajos acerca
del sistema de protonacion del ligando DOTA. La principal conclusion es que
este sistema a un pH fisioldgico presenta los cuatro grupos carboxilato en su

forma aniénica y dos nitrgenos opuestos protonados (Figura 4.19).%
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Figura 4.19 Valores de pKa para el sistema DOTA.

Sin embargo, en este trabajo se ha sintetizado un derivado diferente, un
ligando DO3A, donde uno de los brazos del DOTA ha sido modificado,
perdiendo un grupo carboxilato y por tanto, una posicion de coordinacién. De
esta manera, se trata de evaluar si la sustitucion de una rama provoca grandes

diferencias en el proceso de protonacion.

Se realiz6 una valoracion potenciométrica de los diferentes sistemas
anionicos de la primera generacion (68 y 74). Los compuestos contienen varios
centros basicos en la estructura dendritica, es decir, los atomos de nitrégeno y los
grupos carboxilato del resto DO3A, los dtomos de azufre de las ramas, y los

grupos periféricos (carboxilato o sulfonato).

Para realizar la valoracion, las disoluciones de los sistemas se basificaron
con NaOH (0.01M) hasta alcanzar un pH en torno a 12. Una vez alcanzado dicho
pH, se fueron afiadiendo pequefios volumenes de HCI (0.01 M), y registrando los
valores de pH correspondientes. Los valores experimentales de pKa se calcularon

utilizando el método de la segunda derivada.

Los resultados experimentales se compararon con los pKa obtenidos
teoricamente por el programa Marvin, Términos Calculadora plugin y quimicas

Demo.*

Los datos calculados mediante el programa indican que las constantes de
protonacion del fragmento macrociclico no cambian al modificar los grupos
periféricos de la unidad dendritica, como era de esperar. La sustitucion en un
atomo de nitrogeno de un grupo carboxilico por un fragmento alquilico
proporciona un caracter mas basico a dicho heterodtomo, por lo que el valor de

pKa debe ser mas alto. El siguiente valor de pKa debe ser el del nitrégeno
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opuesto, dado que los contiguos deben verse afectado por la carga positiva que

dicho nitrégeno recibe tras el proceso de protonacion.
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Figura 4.20 Curvas de valoracion potenciométrica y primera derivada de los sistemas
A) DO3AG;(SCOONa); (68) y B) DO3AG1(SSO3Na), (74). En las estructuras aparecen
los datos de pKa calculados tedricamente de los distintos centros basicos.

Las curvas de valoracion para los dendrones con grupos sulfonato y
carboxilato mostraron principalmente dos regiones de pKa (4.6 y 9.1),
caracteristicos de las constantes de disociacidn acidas de los grupos [(NH+) +
COOH] y (NH+), respectivamente (Figura 4.20). Como era de esperar, los
valores de pKa de los atomos de azufre y los grupos sulfonato no se observan,

debido a que son demasiado bajos para ser determinados por esta técnica. Estos
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resultados estdn de acuerdo con el calculo teorico, asi como con los datos
encontrados en literatura cientifica.*>** Por lo tanto, en un intervalo de pH de 4-8,
los grupos sulfonato o carboxilato se encuentran en su forma aniénica, mientras
que algunos de los atomos de N del macrociclico actuarian como grupos amino,

todos ellos capacitados para coordinar diferentes centros metalicos.

4.2.3.2 Sintesis y caracterizacion de las cufias carbosilano cationicas

Procedimiento sintético

Para la sintesis de dendrones con grupos amonio periféricos, los precursores
62-64 se trataron con clorhidrato de 2-(dimetilamino)etanotiol. Las reacciones se
realizaron en una mezcla de disolventes THF/MeOH durante 4 horas de
irradiacion, en presencia de DMPA. El fotoiniciador se afiadié en dos veces bajo
atmosfera inerte. De esta manera se obtienen los dendrones
[DO3A(0'BU);3]GH(SNMe, HCD) (n=1, m=2 (77);n=2,m=4(78);:n=3, m
=8 (79)). Todos los dendrones catidnicos se purificaron por dialisis (Myco = 500

Da), obteniéndose como sélidos muy higroscépicos de color amarillo.

S\/\NMez Hel
% >//\ /_\ﬁ HCI A( >//\ /_\/—av

/\/NMe2
%/N N\/Z( f THFIMeOH >K/N N\/[( :
[DO3A(OtBU)3]GVm [DO3A(OtBU)3]Gp(SNMe,HCl),,
n=1 m=2 (62) n=1m=2 (77)
n=2 m=4 (63) n=2 m=4 (78)
n=2 m=8 (64) n=2 m=8 (79)

Nazco3 DCM/H,0

)
o @” o
/_\ /_\

NaOH

>K/N N \){ MeOH >L >\\/N N \/[( /\
DO3AG,(SNMe,),, [DO3A(OtBU)3]G(SNMey),
n=1m=2 (83) n=1m=2 (80)
n=2 m=4 (84) n=2 m=4 (81)
n=2 m=8 (85) n=2 m=8 (82)

Esquema 4.6 Sintesis de dendrones con grupos amonio y amino en la periferia con el
fragmento DO3A en el punto focal protegido (77-82) o desprotegido (83-85).
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El tratamiento de 77-79 con una solucion de Na,CO; en una mezcla de
disolventes H,O/CH,CI, (1:1) dio los derivados neutros
[DO3A(0O'BU);3]GH(SNMey)n (N=1,m=2(80);n=2, m=4(81);n=3, m=8
(82)) como aceites amarillos con altos rendimientos, solubles en disolventes

organicos (Esquema 4.6).

El tratamiento posterior con hidroxido de sodio en una mezcla de
disolventes MeOH/H,O durante 2 horas condujo a la formacién de los dendrones
DO3AG,(SNMey), (n=1, m=2(83);n=2, m=4(84) ); n=3, m =8 (85))
como soOlidos muy higroscopicos solubles en disolventes polares como H,O o
metanol. Una vez mas, la desaparicion de la resonancia del grupo tert-butilo en
ambos espectros de RMN de *H y **C {*H} junto con la observacién de la sefial
debido a los grupos carboxilato confirmé la formacion del producto deseado. Las
generaciones altas se purificaron por dialisis (Mwco=500-1000 Da). Sin
embargo, la primera generacion debido a su pequefio tamafio se purificd por
columna de tamafios de sephadex en agua, obteniéndose rendimientos menores.
En la siguiente Figura 4.21 se representan las estructuras desarrolladas de los

dendrones terminados en grupos amina.
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Figura 4.21 Representacion estructural de los dendrones [DO3A]Gh(SNMe,)m
(83-85).

Caracterizacion estructural

a) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN *H, **C y #°Si correspondientes a los sistemas 77-79

se realizaron en DMSO-dgs como disolvente.
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La presencia de la nueva cadena de -Si(CH,),S- se confirmo por
espectroscopia de RMN de 'H, en la que se observan dos multipletes a 0.87 y
2.53 ppm para los protones de los fragmentos -SiCH,. y -CH,S-,
respectivamente. Mientras que para la cadena exterior -S(CH,),N- se observan
dos multipletes a 2.88 y 3.17 ppm para los protones del grupo -SCH,- y los
grupos -CH,N-, respectivamente. Ademas, un singlete a 2.71 ppm confirmo la

presencia del fragmento -NMe,H.
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Figura 4.22 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de *C {"H} del dendron
[DO3A(0'BU)3]G2(SNMe,HCI), (78). *DMSO-ds y *esqueleto carbosilano.

En los espectros de RMN de **C {*H} los fragmentos -SiCH,. y -CH,S- se
observan a 14.4 y 26.9 ppm, respectivamente. Para la cadena exterior -S(CH,),N,

se aprecian dos sefiales a 42.4 y 56.4 ppm para los carbonos de los fragmentos -
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SCH,- y -CH,N-, respectivamente. Por ultimo, la sefial correspondiente al grupo

-NMe,H aparece a 42.5 ppm.

Los espectros de RMN de *H, *C y ?°Si correspondientes a los sistemas 80-

82 fueron realizados en CDCI; como disolvente.

Para estos compuestos se observa un perfil similar al descrito para los
sistemas anteriores, pero en este caso se observa un desplazamiento a frecuencias
mas bajas de las sefiales correspondientes al fragmento -CH,NMe,. Estas sefiales
se desplazan a 2.23 y 45.1 ppm los grupos metilo y a 2.50 y 58.8 ppm el grupo
metileno en los espectros de RMN de *H y *C {*H}, respectivamente (Figura
4.23).
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Figura 4.23 Espectros de A) RMN de *H y B) RMN de *C {*H} del dendron
[DO3A(O'BU)3]G2(SNMe,), (81). *CDCls y *esqueleto carbosilano.

189



Capitulo 4

Los espectros de RMN de *H, **C y ?°Si correspondientes a los sistemas 83-
85 se realizaron en CD3;OD como disolvente. Estos derivados presentan aminas
en su estructura susceptibles de sufrir un proceso de autoprotonacion y podrian
observarse situaciones de equilibrio. Con el fin de facilitar la caracterizacion,

estos sistemas se basificardn para evitar dichos procesos de autoprotonacion.
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Figura 4.24 Espectros de RMN de *H del dendron [DO3A]G,(SNMe,), (84) A)
*CD;0D y B)**D,0. *Esqueleto carbosilano.
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Estos sistemas han sido caracterizados en metanol deuterado como
disolvente (Figura 4.24 A), pero también se registro el espectro de RMN de *H en
agua deuterada (pH = 6) (Figura 4.24 B). Se puede observar que la sefial a 2.20
ppm es menos intensa y a 2.80 ppm hay un ensanchamiento de las sefiales, lo que
indica que algunos grupos amino periféricos se encontraran en su forma

protonada.

Para estos sistemas se observa un perfil similar al descrito para los
derivados anteriores, con la diferencia de la desaparicion del grupo tert-butilo, lo
que indica que los grupos acidos del ligando DO3A estan disponibles. Los
grupos carboxilicos en las generaciones mas bajas se pueden detectar por su

sefial caracteristica a 179.1 ppm en el espectro de RMN de **C {*H}.
b) Espectrometria de masas

En este caso solo se pudieron obtener los espectros de masas MALDI-TOF
correspondientes al i6n molecular [M+H]" de los derivados neutros
[DO3A(O'Bu)3]Gn(SNMey)m: 77 (m/z = 877.60 uma) y 78 (m/z = 1311.87 uma).
De nuevo, para la generacion més alta se observan fragmentaciones, pero no el

ion molecular.
c) Valoracion potenciométrica

Se realiz6 una valoracion potenciometrica del sistema cationico de primera
generacion (83). La valoracion se realizd en las mismas condiciones descritas

para los sistemas anionicos.

En el caso de los dendrones terminados en grupos amino la curva es mas
compleja atn. No obstante, se puede deducir que en un intervalo de pH de 4-8 el
sistema tendria los grupos amino periféricos cuaternizados y algunos de los
cuatro nitrégenos del ligando DO3A, que explicaria la solubilidad en agua

observado para el dendrdn 83 (Figura 4.25).
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Primera derivada
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Figura 4.25 Curva de valoracion potenciométrica para el sistema DO3AG;(SNMe,),
(83). En la estructura aparecen los datos de pKa calculados tedricamente de los distintos

centros basicos.

4.2.4 Estudio de los modos de coordinacién

Una vez obtenidos los sistemas ionicos, se ha realizado un estudio de sus
modos de coordinacién mediante valoracion potenciométrica, espectroscopia
UV-Vis y resonancia de espin electronico (RSE), usando Cu(ll) como sonda. Los
factores claves que influyen en la estabilidad de los complejos metélicos
originados por el macrociclo basado en DOTA o DO3A, estan relacionados con
el tamafio de la cavidad, la rigidez del macrociclo, y el tipo, niUmero y posicion
de los sustituyentes. Incluso un pequefio cambio en la estructura del ligando

puede conducir a una modificacién drastica en la estabilidad del complejo.**

4.2.4.1 Valoracion potenciometria

Se realizaron medidas de pH al adicionar diferentes equivalentes de Cu(ll) a
los sistemas de segunda generacion 69, 75 y 84 como sistemas representativos de

las distintas familias, obteniéndose los resultados obtenidos en la Tabla 4.1.

Las medidas de pH realizadas para los sistemas 75 y 84 en presencia de
bajas concentraciones de Cu(ll), no mostraron cambios significativos en sus
valores respecto al de cationes de cobre libre, a diferencia de lo observado para el

sistema 69. Estos datos sugieren modos de coordinacion selectivos en el nucleo
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DO3A para los dendrones con grupos sulfonato o amina, mientras que se pueden
intuir diferentes posibilidades de coordinacion para el sistema con grupos
carboxilato. Para altas concentraciones de cobre, el complejo con el dendron 69
precipita, lo que indica una saturacion (neutralizacion) de los modos de
coordinacion periféricos, no pudiéndose obtener valores de pH para este sistema.
Para los sistemas 75 y 84 los valores de pH obtenidos a altas concentraciones de
Cu(ll) estan cerca de los obtenidos para [Cu(H,0)¢]** o Cu(ll) con una
coordinacion débil (Tabla 4.1). Estos resultados, junto con la solubilidad
mostrada por estos complejos, incluso a concentraciones de Cu(ll) superiores
para conseguir la electroneutralidad teorica, estan de acuerdo con una baja

coordinacion de Cu(ll) en la periferia dendritica.

Tabla 4.1 Medidas de pH comparativas de los diferentes dendrones de segunda

generacion en presencia de diferentes concentraciones Cu(ll).

Ligando® Valores de pH

Ligando ~ 0.01M Cu(I1l)°®  0.05M Cu(Il)’®  0.IM Cu(l1l)°  0.3M Cu(I)

DOBAG,(SCOONa):s 11 6 8.97 7.36 () (©
(69)

DO3AG,(SSOsNa)s ¢ ¢, 9.34 7.06 5.29 4.69
(75) : ' ' ' '

DO3A(?§(48)NMe2)4 8.64 8.07 6.91 5.55 5.20

®@Concentracion de ligando (0.025 M); ® Cu (11) afiadido como Cu(NO3), 2.5H,0; © precipitacion

4.2.4.2 Espectroscopia de UV-VIS

Los compuestos 68-69, 74-75 y 83-84 se disolvieron en agua destilada pura
a una concentracion de 1 mM y se trataron con concentraciones crecientes de
Cu(ll) afiadido en forma Cu(NO3),2.5H,0. Las disoluciones se diluyeron hasta
0.1 mM. A continuacion, se registraron los espectros con diferentes equivalentes
de Cu(ll) (n=0, 0.5, 1, 2, 3). En la Tabla 4.2 se recogen los valores obtenidos de
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Amax Caracteristicos en los espectros de absorcion en el UV-Vis para los diferentes

sistemas.

Tabla 4.2 Absorcion UV-Vis de los complejos formados por dendrones a diferentes
concentraciones de Cu(ll).

Dendrones Equivalentes de Cu(ll) LMCT-MLCT (nm) d-d (nm)
0.5 255 690
1 250 670
68 2 250, 330 685
3 245, 330 690
4 245, 330 690
0.5 270 -
59 1 270, 350 690
2 260, 345 695
3 265, 350 695
0.5 255 -
1 255 675
74 2 255 680
3 250 680
4 250 680
0.5 245 660
1 245 685
& 2 245 700
3 245 700
1 245 680
83 2 245 685
3 250 680
1 245 705
84 2 245 680
3 250 700
Valores de “CuOs”: [CU(OH,)e]”". 200-300 794
referencia “CuNg”: [Cu(NHz)e]* 200-300 578

a) Dendrones con grupos carboxilato

Los espectros de UV-Vis de los dendrones con grupos carboxilato
periféricos (68 y 69) a bajas concentraciones de Cu(ll), muestran bandas de
transicion d-d cercanas a Aqq = 700 nm, datos alejados del valor observado para
[Cu(H,0)6]** (Ag.g = 794 nm). Esto sugiere la presencia de ambos 4tomos de O y
N en la esfera de coordinacion. Estos datos estdn de acuerdo con un entorno
pseudooctaedrico *>*°, bipiramide trigonal (Aq.q = 666 a 1000 nm)®"**3 g incluso

un ambiente de piramide de base cuadrada (Ayq = 526-625 nm).
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=—=DOTAG2COONa —0.5eq leq =2 eq —3 eq

Figura 4.26 Espectros de UV -Vis del dendrdon 69 con diferentes equivalentes de
cu(l).
De los datos obtenidos para estos compuestos, se puede deducir una
geometria N4O,, donde los grupos axiales del entorno octaédrico pueden provenir

de los grupos carboxilato del macrociclo o de alguna rama periférica del sistema.

Segln el modelo de Prenesti y colaboradores,”® es posible estimar el
ndmero y la naturaleza de los 4&tomos donadores unidos a Cu(ll). Este modelo

tiene en cuenta dos situaciones:

- Una situacion estructural puramente ecuatorial, es decir, una estructura plano
cuadrada. En este caso, se utiliza la ecuacion (1), y se obtiene una estimacion
de Amax Mediante sumatorio de las contribuciones individuales de cada tipo de
grupo dador. Estos valores son optimizados sobre la base de datos
experimentales de espectros de absorcién y tienen en cuenta que las dos
posiciones axiales estan ocupadas por dos moléculas de agua, obteniéndose asi

un octaedro distorsionado.

U, representa la contribucién de cada (1)
3V, grupo dador en el complejo de cobre

A = 103/

max

".M'P
g

- Una situacion estructural intermedia entre ecuatorial y axial. En este caso, se

incluyen la geometria octaédrica o piramide de base cuadrada. El efecto
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observado al sustituir moléculas de agua por grupos dadores a lo largo de las

posiciones axiales es una disminucion de las energias d-d, es decir un

corrimiento hacia el rojo de Ay El desplazamiento hacia el rojo es el cambio

hacia mayores longitudes de onda de la absorcion visible cuando un complejo

Cu(Il) con coordinacion ecuatorial adquiere un ligando dador en una posicion

axial. El desplazamiento al rojo de un grupo dador se expresa como AA(nm)/n

= {[Amax (valor experimental) - Anai(valor tedrico)]/n}, dénde n es el nimero

de grupos dadores axiales.

Tabla 4.3 Valores tedricos de Amaxs Y desplazamiento hacia el rojo considerando

distintas posibilidades de coordinacion de los dendrones [DO3A]G1X, frente a Cu(ll),

con una estequiometria 1:1.

Grupo Grupo Amat Desplazamient Desplazamiento  Desplazamiento
donante en donante (nm)°  orojopara68  rojo para 74 rojo para 83
ecuatorial® en axial® (Amax=670 (Amax = 675 nm) (Amax = 680 nm)
nm) por grupo  por grupo dador®  por grupo dador®
dador®
IN,+3N, - 517 e e eeee
20, 517 77 79 82
IN+2Ny+10,  ----- 58 e e e
0]
1N, or 558 112 117 122
1Oco
IN, + 558 56 59 61
10c
IN,+INy+20,  ----- 606 - e e
(0]
1N, 606 64 69 74
2N, 606 32 35 37
3N, +10, - 544 - e e
1N, or 544 126 132 136
1Oco
AN, + 544 63 65 68
10,
2N, +20,,  -—--- 590 @ e e e
AN, or 590 80 85 90
1N,
IN,+ 1IN, 590 40 43 45

*Simbolos para los grupos dadores: nitrégeno amino (N,); nitrégeno peptidico (N,); oxigeno carboxilico

(Oco). "Amaxa €5 €l valor tedrico calculado por el modelo de Prenesti. “Desplazamiento al rojo por grupo

dador axial: AX (nm) /n, donde n es el nimero de grupos dadores axiales.
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En la Tabla 4.3 se recogen los datos tedricos obtenidos para distintas
situaciones de coordinacién de los sistemas analizados utilizando el modelo de

Prenesti.
El anélisis de los valores permite concluir las siguientes consideraciones:

(i) Valores de desplazamiento al rojo muy altos (>45) quedan descartados

por no ajustarse a los catalogados por Prenesti en sistemas modelo.

(if) Por comparacion, los valores aceptables de los grupos susceptibles de

coordinacion en el ligando [DO3A]G; X4 oscilan entre 30-45.

(iii) Entornos pentacoordinados quedan descartados por originar valores

muy altos de corrimiento hacia el rojo por grupo.

(iv) Ligandos axiales de naturaleza [2CQO], [N, + CO] o [N, + CQO] quedan

descartados al originar valores altos de corrimiento hacia el rojo por grupo.

(v) Los modos de coordinacion ecuatorial y axial concordantes con el

modelo son dos posibles:
a) Posiciones: ecuatorial: 1IN, +1Ny+20, // axial: 2N,
b) Posiciones: ecuatorial: 2N, + 20, // axial: 1N, + 1N,

Los resultados obtenidos para el compuesto con grupos carboxilato en la
periferia (68), son extrapolables a los calculados para el derivado con grupos
sulfonato (74) o amino (83) en la periferia, por lo que no seran tratados en las

secciones correspondientes.

También se pueden observar las bandas de transferencia de carga ligando-
metal N-Cu y O-Cu en el rango Ama = 250-300 nm superpuestas,*** lo que
indica que a bajas concentraciones de Cu(ll), éstos iones metalicos estan
coordinados al macrociclo DO3A y no en la periferia. Sin embargo, al aumentar
el nimero de equivalentes de Cu(ll), se observo una nueva banda atribuida a la
interaccion S-Cu a Amax = 350 nm. Se puede intuir una estructura mas rigida con

iones Cu(ll) atrapados en la periferia a través de atomos de azufre y oxigeno.
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b) Dendrones con grupos sulfonato

Analogamente, para los dendrones con grupos sulfonato 74 y 75, a bajas
concentraciones de Cu(ll), se observaron las mismas bandas que para los
sistemas 68 y 69, aunque a mayores relaciones molares de Cu(ll), la banda
caracteristica con la interaccion con azufre no es observada. Esta observacion
indica una débil coordinacion periférica sin la participacion de heteroatomos en

el entorno de coordinacion.

——DOTAG2S03Na —#-0.5 eq ——1 eq ——2 eq ——3 eq

500

Figura 4.27 Espectros de UV -Vis del dendrdn 75 con diferentes equivalentes de
Cu(ll).

c) Dendrones con grupos amina

En el caso de los dendrones terminados grupos amino 83 y 84, se observo el
mismo perfil que para los sistemas con grupos sulfonato, una falta de
coordinacion en la periferia tanto a bajas como a altas concentraciones de Cu(ll).

Este hecho puede ser atribuido a la protonacion de los grupos amino terminales.
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——DOTAG1NMe2 leg ——2eq ——3eq

200 250 300 350 400 450 500

A (nm)

Figura 4.28 Espectros de UV -Vis del dendrdn 84 con diferentes equivalentes de
cu(l).

El diferente comportamiento mostrado en UV-Vis en los dendrones
terminados en grupos carboxilato frente a aquellos con grupos sulfonato o amino,
estin de acuerdo con lo observado en la valoraciébn potenciométrica
anteriormente descrita y aclarado mejor por el anélisis de RSE que se explicara

en detalle en el siguiente apartado.

4.2.4.2 Resonancia de espin electronico (RSE)

La presencia de iones paramagnéticos de Cu(ll) permite el estudio de estos
complejos por RSE. Este estudio se realizd debido a una colaboracion establecida

con el grupo de la Dra. M. F. Ottaviani, en la Universidad de Urbino (lItalia).

La espectroscopia de RSE ya habia sido anteriormente utilizada en nuestro
grupo de investigacion para caracterizar diferentes complejos de Cu(ll). Se han
estudiado pequefios ligandos con atomos de N dadores que contienen grupos
sulfonato o carboxilato.** Y también se han estudiado dendrimeros carbosilano
con grupos sulfonato y carboxilato en la periferia que contienen atomos de N*® o
tioéteres.’ Este tipo de ligandos proporcionan informacién detallada sobre los
modos de coordinacion, y permite compararlos con los modos de coordinacion
de los iones Cu(ll) en los dendrones carbosilano ionicos sintetizados presentados

en este Capitulo.
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Los espectros de RSE se obtuvieron en disoluciones acuosas a 298 y 150 K
para todos los dendrones con diferentes equivalentes de Cu(ll). Los principales
parametros extraidos de los calculos se encuentran registrados en la Tabla 4.4, y
son los siguientes: (a) las componentes Gy, producidas por el acoplamiento entre
el espin del electrén y el campo magnético; (b) el componente A,,, debido al
acoplamiento entre el espin del electron y el espin nuclear de cobre (I, = 3/2),
éstos parametros G, y A,, reflejan la coordinacion y la estructura de Cu(ll) y (c)
el tiempo de correlacion (t), que determina el movimiento de rotacion de
difusion de los complejos de Cu(ll), e informa sobre la flexibilidad de la
estructura compleja.

El analisis se fundamenta en el estudio comparativo con coordinaciones

similares encontradas en bibliografia cientifica 3244449

Tabla 4.4 Parametros principales extraidos de los espectros de RSE por complejacion
de Cu(ll) con diferentes ligandos, medidos a 298 K y 150 K.

_ [Cu* . . T
Ligando eq. Yo Oxx Oyy Oz A (x10™" cm™) (ns) Coord.
AGUA todo 100 2.055 2.090 2.400 133.9 0.006 Cu-04
CICLEN <1 100 2.005 2.043 2.190 178.9 0.02 Cu-N,
Cu-N,0,
DOTA <0.5 100 2.030 2.090 2.280 145.8 0.17
Cu-N,O,
<1 100 2.013 2.048 2.253 172.5 0.23 Cu-N,
68
2 42 2.051 2.141 2.393 137.4 2.00 Cu-S,0,
<2 100 2.015 2.042 2.254 1715 0.30 Cu-N,4
69
4 55 2.051 2.141 2.393 1374 2.00 Cu-S,0,
<1 100 2.013 2.044 2.253 1725 0.2 Cu-N,
74
1 85 2.020 2.055 2.260 169.9 0.28 Cu-N,
<0.25 100 2.007 2.030 2.239 180.8 3.32 Cu-N,
75
0.25-1 100-80 2.015 2.042 2.253 1715 0.30 Cu-N,
83 <0.6 100 2.010 2.050 2.250 174.4 0.2 Cu-N,
84 <0.6 100 2.020 2.062 2.260 168.8 1.87 Cu-N,
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La estructura cristalina de DOTA-Cu(ll) en estado sélido ha sido
previamente descrita y revela una coordinacién de los cuatro nitrdgenos y una
coordinacion monodentada de dos grupos carboxilato.”® Sin embargo, en
disolucién, todavia no esta claro el papel de los grupos carboxilato en el sistema
DOTA o DO3A con respecto a su participacion en el proceso de formacion de
complejos. Para responder a esta pregunta, se realizaron los mismos
experimentos con los productos de partida CYCLEN y DOTA, obteniéndose los

espectros mostrados en la Figura 4.29.

A B

DOTA Cu(ll)

5eq. 298 K

3eq.

2 eq.

——15eq.
1leq.

——0.1eq.

3eq.

CYCLEN Cu(ll) > o,

298 K

f T T T T T 1 T T T T T T 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600
G G

Figura 4.29 Espectros de RSE a 298 K de los ligandos comerciales A) CYCLEN y B)

DOTA a diversas concentraciones de Cu(ll).

Los pardmetros observados en la Tabla 4.4 indican que los complejos
Cu(I)-CYCLEN presentan un enlace Cu-N considerablemente mas fuerte que el
observado para los complejos Cu(ll)-DOTA. La fuerte unién Cu-N en el
complejo CYCLEN viene acompafiada por una coordinacion plano cuadrada Cu-
N4 poco distorsionada y un movimiento rapido a temperatura ambiente. Por el
contrario, la union débil en el complejo Cu-DOTA es debido a la union con los
grupos carboxilato unidos en el anillo macrociclico en una situacion similar a la
del estado solido. Los pardmetros extraidos de calculo (Tabla 4.4) para el
complejo con DOTA en solucidn indican una coordinacién Cu-N,(COOQ),, 0 una
estructura octaédrica axialmente comprimida Cu-N4-(COO),, en donde los

grupos carboxilato ocuparian las posiciones axiales.
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El siguiente paso es estudiar la influencia de la presencia de la estructura
dendritica como sustituyente en el comportamiento de complejacion de Cu(ll) en
el fragmento DO3A.

Todos los espectros que se van a mostrar a continuacion son los espectros
experimentales obtenidos a 298 K para diversas concentraciones de Cu(ll) (se
parte de una concentracion de ligando 0.025 M y se van afiadiendo diferentes
equivalentes) coordinados a los sistemas de primera generacion. Espectros

similares se obtuvieron para las segundas generacion.

En los espectros se observan dos 0 mas componentes que surgen de

diferentes modos de coordinacién de Cu(ll).
En las siguientes figuras se pueden distinguir tres tipos de coordinacion:

- Componente Cu-W (W significa agua): Esta coordinacion se suele
observar en presencia de concentraciones altas de Cu(ll). Es una
coordinacion en la que la Unica componente es equivalente a la
encontrada para el Cu(ll) libre en agua [Cu(H,0)s]** en ausencia de

dendrones y ligandos.

- Componente Cu-N,: Esta coordinacién indica que los iones Cu(ll) se
encuentran anclados en los nitrégenos del ligando DO3A. Esta
situacion se suele encontrar a concentraciones bajas de Cu(ll), es decir,

por debajo de 1 equivalente de Cu(ll).

- Componente Cu-S,0,: Esta coordinacion indica que los iones Cu(ll)

se encuentran anclados en la periferia de los sistemas dendriticos.
a) Dendrones con grupos carboxilato

Este tipo de sistemas como se puede observar en la Figura 4.30 muestra las
tres componentes anteriormente descritas. Se observa como a bajas
concentraciones de Cu(ll) la coordinacion es mayoritariamente en el macrociclo,
pero entre 1y 2 equivalente de Cu(ll) ya se encuentra un elevado porcentaje de la
componente Cu-S,0,, deduciéndose una coordinacion en la periferia. Esta

componente, se observa tanto a temperatura ambiente como a temperaturas bajas.
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Figura 4.30 Espectro de RSE de Cu(ll) a diversas concentraciones coordinado al
dendron DO3AG;(SCOONa); (68) a 298 K.

Esta situacion es corroborada con la literatura cientifica.®>44%°1%2 Agj,
Ogawa y colaboradores® compararon los datos de EPR de Cu(ll) con diversos
ligandos (etiltioacetato, propiltioacetato e isopropiltioaceato) determinando su
estructura cristalina en estado solido por difraccion de rayos X (Figura 4.31). Los
dos primeros ligandos forman un anillo quelato de cinco miembros con un
entorno pseudooctaedrico, mientras que isopropiltioaceto forma complejos mas
cercanos a una geometria plano cuadrada.

CH

0 (W) Cc@3)

Cu cC®

oM MYV o)

Figura 4.31 Estructura cristalina del complejo etiltioacetato de Cu(ll).

Los parametros magnéticos obtenidos para el complejo dendron 68-Cu(ll)
muestran un sistema mas cercano a una situacion plano cuadrada Cu-S,0, en la

periferia probablemente como consecuencia de la congestion estérica impuesta
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por la estructura dendritica. Los sitios de oxigeno en este complejo pueden venir
de los grupos carboxilato o por moléculas de agua.

b) Dendrones con grupos sulfonato

Por el contrario, para los sistemas con grupos sulfonato en la periferia, se
puede observar solo la presencia de dos componentes, Cu-W y Cu-N, (Figura
4.32). Esto indica una situacion diferente en la periferia con respecto a los
sistemas carboxilato. En estos sistemas los &tomos de S no participan en ninguna
coordinacion, lo que hace intuir que no hay coordinacion en la periferia, o ésta es

muy Iabil.

Estudios anteriores sobre dendrimeros PPI funcionalizados con grupos
carboxilato y sulfonato mostraron que los grupos sulfonato interactian menos

que los analogos carboxilato.*

100 m o« 0
\. | T
80
) N
o 601 \. —=—Cu-N4
= o —s—Ccu-w
T 404 /
& . .
1 /
20 o \
/
oma .

2 eq.

1eq. /

——0.2eq. Cuw A

Cu-N4

r T T T T T 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600

Figura 4.32 Espectro de RSE de Cu(ll) a diversas concentraciones coordinado al
dendrén DO3AG;(SSO3Na); (74) a 298 K.

c) Dendrones con grupos amina

Si se observa la Figura 4.33, se puede deducir un comportamiento similar al
descrito para los sistemas sulfonato. De nuevo, solo se observan dos
componentes, Cu-W y Cu-N,4. Teniendo en cuenta el pH en el que se realiza el
experimento, las aminas periféricas se encuentran cuaternizadas, permitiendo

descartar una coordinacion en la periferia de estos sistemas.
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Figura 4.33 Espectro de RSE de Cu(ll) a diversas concentraciones coordinado al

dendrén DO3AG;(SNMe;); (83) a 298 K.

Cuando se produce la saturacion de los sitios de coordinacion por los iones

Cu(ll) en los diferentes dendrones, aparece el complejo Cu-W. Esta medida es

una manera Util para caracterizar cuantitativamente los modos de coordinacion de

los dendrones de una manera comparativa. En la Figura 4.34 se comparan las

variaciones de los porcentajes relativos de la coordinacién Cu-W en funcién de

los equivalentes de Cu(ll) para los diferentes sistemas estudiados tanto de

primera como de segunda generacion.

100 ~ '/L
// /

80 o
o L]
7 p —=— G1COONa
3 o —e— G1NMe2
S . G1SO3Na
2 07 / -0 G2COONa
i Joi 0. G2NMe2
g G2S03Na

20 4 o} -

/.
0 i ag"
T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cu(ll) eq.

11

Figura 4.34 Porcentajes relativos de la coordinacion Cu -W en funcion de los

equivalentes de Cu(ll) para los diferentes dendrones de generaciones 1y 2.

205



Capitulo 4

A partir de este grafico y de los parametros obtenidos para los diferentes
sistemas (Tabla 4.4), se pueden deducir varios aspectos que se comentaran a

continuacion.

Para las dos generaciones de los sistemas DO3AG,(SNMe,),, se observa
una rapida saturacion a 0.5 equivalentes de Cu (Il) para ambas generaciones. En
el dendrdn de segunda generacion (84), se observa un debilitamiento moderado
de los enlaces Cu-N (una pequefia disminucion en A,, y aumento de g,,,3**444%)
(ver Tabla 4.4), tal vez producido tentativamente por el aumento de cargas

positivas.

Para los sistemas DO3AG,(SSO;Na),, la presencia de un mayor nimero de
grupos aniodnicos en la segunda generacion (75) favorece una interaccion mas

25:34.37-39 a6i como un descenso

fuerte Cu-N (aumento de A,,, disminucién de g,,,
de la movilidad medido a través del parametro 1, véase también la Tabla 4.4) con
respecto a la primera generacion en presencia de concentraciones bajas de Cu(ll).
Esto provoca una ocupacion mas temprana del nicleo DO3A para la segunda
generacion. Sin embargo, al aumentar el contenido de Cu(ll), ambos sistemas se

comportan de forma similar.

Para los sistemas DO3AG,(SCOONa), la aparicion tardia de la
componente Cu-W para el dendrén 69 (2 equivalentes de Cu(ll)) con respecto a
68, correlaciona muy bien con una clara participacion de las ramas periféricas en
la coordinacién de iones Cu(ll). La sefial de Cu-S,0, para 69 comienza a
aparecer alrededor de 1.5 equivalentes de Cu(ll) y aumenta progresivamente su
porcentaje relativo hasta aproximadamente 4 equivalentes. Esto significa que
para la segunda generacion se necesita una mayor cantidad de Cu(ll) para
alcanzar la saturacion. Por el contrario, para el dendron 68, la sefial de Cu-S,0,
comienza justo por encima de 0.2 equivalentes y alcanza el porcentaje maximo
en 1.5 equivalentes, motivado por la presencia de un menor nimero de sitios de

coordinacion en la periferia.
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4.2.5 Sintesis y caracterizacién de complejos metalicos de cobre

El ligando DO3A es capaz de formar complejos extremadamente estables
con un gran nimero de iones metalicos (Cu®*, Ga**, Gd**, Tc**, etc).>® Por lo que

segun la aplicacion que se requiera, se puede utilizar un metal u otro.

En primer lugar, ya que se ha utilizado Cu(ll) como sonda, se decidio aislar
los complejos metalicos para estudiar si la presencia de este metal podria mejorar
alguna propiedad biomédica. En la literatura cientifica se pueden encontrar
sistemas con cobre que actian como agentes antibacterianos, antivirales y

antitumorales. >4°®

Procedimiento sintético

A las disoluciones acuosas de los dendrones [DO3A]G,(SCOONa), (h =2
m =4 (69); n=3, m=8(70)), [DO3A]G,(SSO3Na),, (=2, m=4(75);n=3, m
=8 (76)) y DO3AG,(SNMe,), (n =2, m =4 (84) ); n =3, m = 8 (85)) se afiadi6
1 equivalente de Cu(NOs),2.5H,0, manteniendo el pH entre 6 y 7. Las
disoluciones acuosas se mantuvieron con agitacion durante 30 minutos, tras los
cuales se evaporé el disolvente a presion reducida y se purificaron los
compuestos separandolos de las sales alcalinas por nanofiltracién con membranas

de celulosa de corte molecular My,co = 500 y 1000 Da (Esquema 4.7).

mﬁ mﬁ

NH N Cu(NO;),2.5H,0
—_—
N HN H,0 >\\/N N\/&
>K/ \/4 pH=6-7
DO3AG(SX)m Cu-DOTAG,(SX),

R=COONa R=(CH,),SOzNa R=(CH,)NMe,HCI R=COONa R=(CH,),SO3Na R=(CH,)NMe,HCI
n=2m=4 (69) n=2m=4 (75  n=2m=4 (84) n=2m=4 (86) n=2m=4(88)  n=2m=4(90)
n=3 m=8 (70) n=3 m=8 (76) n=3 m=8 (85) n=3 m=8 (87) n=3 m=8 (89) n=3 m=8 (91)

Esquema 4.7 Sintesis de complejos metéalicos de cobre (86-91).

Tras la eliminacion del disolvente se obtuvieron los complejos de cobre Cu-
DO3AGH(SX), (X=COONa n=2 m=4 (86) y n=3 m=8 (87); X=SOzNa n=2 m=4
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(88) y n=3 m=8 (89); R=NMe,HCI n=2 m=4 (90) y n=3 m=8 (91) como solidos

de color verde, todos ellos con rendimientos moderados (70%).

Caracterizacion estructural

Los compuestos preparados no pueden ser estudiados por RMN por la
presencia del i6n paramagnético Cu(ll). Su caracterizacion se ha realizado por
espectroscopia de absorcion UV-Vis y analisis elemental. Los datos encontrados

estan de acuerdo con la estructura descrita en el esquema 4.7.

A B

Figura 4.35 Espectros de UV -Vis de los complejos Cu-DO3AG3(SX)g A) X=COONa
(87) y B) X=SO3Na (89).

Los espectros de UV-VIS de los complejos sintetizados siguen el mismo
patron que los espectros mostrados en la parte de caracterizacion de UV-Vis
(apartado 4.2.4.2). Es importante mencionar que al utilizar una estequiometria
1:1 para preparar los complejos de Cu(ll), en los dendrones sulfonato no se
observa coordinacion en la periferia. Sin embargo, en el caso de los dendrones
con grupos carboxilato se puede intuir la banda S-Cu, lo que permite deducir que
la mayor parte de Cu(ll) se encontrara coordinado al sistema DO3A, pero

pudiendo existir una pequefia proporcion situada en la periferia.

Estudios de estabilidad

Se realizaron estudios de estabilidad de los complejos sintetizados (86-91),
modificando varias condiciones (tiempo, temperatura y pH), evaluandose por la
reproducibilidad de los espectros de UV-Vis. Estos datos se deben considerar por
si mismo como una prueba de la estabilidad de estos complejos, lo cual es

fundamental para su uso biomédico.
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Figura 4.36 Espectros de UV-Vis a diferentes pH de los complejos Cu-
DO3AG,(SX), A) X = COONa (86), B) X = SO3Na (88) y C) X = NMe,HCI (90).

No se observaron cambios durante dos semanas y a temperaturas inferiores

a 50°C para todos los complejos metalicos preparados. Respecto al pH, los
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sistemas con grupos carboxilato son estables en un rango de 4.5 a 8.5, mientras
que en los sistemas con grupos sulfonato se empieza a observar cierta
descomposicién a un pH de 8.5. Para los dendrones con grupos amino, a pH 8.5
se observa una turbidez debida a la desprotonacion de los grupos amino de la

periferia (Figura 4.36).
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5.1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En el campo de la biomedicina, se requieren sistemas que sean
principalmente solubles en agua y que sean relativamente inertes, con el objetivo
de evitar reacciones secundarias en el organismo, ofreciendo de esta manera una
adecuada biocompatibilidad. La estabilidad de los sistemas dendriticos, su
flexibilidad sintética, junto con su alta concentracion local de grupos funcionales,
los convierten en candidatos ideales para su posible utilizacion en diferentes

aplicaciones biomédicas.

A lo largo de esta Memoria se han sintetizado sistemas dendriticos
catiénicos y aniodnicos, por lo que a continuacién se ha realizado una revision de
sus posibles aplicaciones dependiendo de la naturaleza de su grupo funcional,

pero haciendo especial énfasis en aquellas en las cuales se han aplicado.

5.1.1 Sistemas dendriticos catidnicos en aplicaciones biomédicas

En general, los sistemas catidnicos se estan utilizando a dos niveles, por un
lado como agentes terapéuticos por si mismos, y por otro, como agentes

transportadores de moléculas de interés bioldgico.

5.1.1.1 Sistemas cationicos como agentes terapéuticos

Los sistemas catidénicos poseen actividad biocida frente a bacterias y
parasitos, aunque los microorganismos mas cominmente tratados han sido las
bacterias.® También se encuentran interesantes estudios que demuestran su

capacidad como agentes antiprionicos.”
a) Sistemas catidnicos como agentes antibacterianos

En los dltimos afios, el uso extendido y abusivo de antibidticos en paises
desarrollados, ha contribuido a la aparicion de resistencias bacterianas, lo que ha
forzado la bisqueda de nuevas estrategias para combatir estas infecciones.> Una
de las posibles alternativas es el uso de sales de amonio cuaternarias (QAS), las
cuales presentan una capacidad antibacteriana de amplio espectro contra

bacterias Gram + y Gram -.%" En general, el mecanismo de accion de este tipo de
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sistemas cationicos consiste en la adhesion y dafio a la membrana bacteriana
anionica y provocar asi la lisis bacteriana (Figura 5.1). Se trata de un mecanismo

inespecifico, lo que evita en muchas ocasiones la aparicion de resistencias.

La incorporacion de los grupos amonio en una superficie dendritica genera
macromoléculas con una superficie altamente cargada.® Se han estudiado
diferentes tipos de sistemas dendriticos, entre ellos, dendrimeros® y polimeros
hiperramificados,™ todos ellos funcionalizados con grupos amonio, obteniéndose
resultados prometedores en todos los casos. Son sistemas no volatiles, presentan
estabilidad quimica y una mayor actividad terapéutica a largo plazo en
comparacion con las moléculas pequefias utilizadas en este campo.'* Ademas,
normalmente son solubles en agua, permitiendo matar las bacterias en este

medio.

Sistema

00000BOCOCHOOON0D

OO00O0OOOOOOOO000

Membrana bacteriana aniénica

Figura 5.1 Mecanismo propuesto para la actividad antibacteriana de compuestos

dendriticos catidnicos.

Si los grupos funcionales son los que presentan la actividad terapéutica, es
de esperar que ésta aumente con la concentracion de los mismos. No obstante, el
tamafio y topologia del sistema dendritico es importante, ya que se ha
demostrado que la actividad de los mismos se basa en la interaccién con
diferentes membranas celulares, para lo que sistemas muy impedidos
estéricamente podrian tener mayor dificultad para ejercer la accién terapéutica.
Por lo tanto, sistemas mas grandes podrian originar una menor actividad, a pesar

de poseer un mayor numero de cargas en la periferia dendritica. Debido a esta
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controversia entre tamafio y multivalencia, ha surgido la necesidad de intentar
establecer algunas tendencias, evaluando la influencia del esqueleto dendritico,
factores como el ndcleo dendritico, el tipo de grupos periféricos, su carga o su

|'12

estructura tridimensiona Otros factores como la biopermeabilidad, la

polidispersidad, la naturaleza de los contraiones o el balance hidrofilia/hidrofobia

también puede influir en su actividad o mecanismo de accion.'***

b) Sistemas cationicos de tipo carbosilano como agentes antibacterianos

En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado dendrimeros
carbosilano y polimeros hiperramificados con grupos amonio en la periferia, los
cuales presentan buenas actividades como agentes antimicrobianos.™>** Mas
recientemente, se han utilizado rutas sintéticas mas sencillas (click tiol-eno)
obteniéndose dendrimeros esféricos similares,'” y dendrones con grupos amonio
en la periferia y distintos grupos en el punto focal.!*!® Se han comparado
sistemas de diferente ndcleo, punto focal, generacion, topologia y naturaleza de

grupo funcional.

® D
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0 0’\_\ Si’\/S\/\r(anR
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S Sl \Lﬁ)Rg,
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Figura 5.2 Estructuras de los sistemas carbosilano con mejores propiedades para

SuU Uso como agentes antibacterianos.

Hasta ahora, los sistemas mas desarrollados son los mostrados en la Figura
5.2, un dendrimero esférico de primera generacion y un dendron de segunda
generacion con un grupo fenol en el punto focal. Ambos presentan buenas

actividades pero ademés han mostrado no generar resistencias.?’
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5.1.1.2 Sistemas catidénicos como agentes de transporte

Muchas moléculas de interés bioldgico son incapaces de llegar con eficacia
al tejido celular donde ejercen su efecto terapéutico. Esto puede ser debido a
numerosas causas: baja solubilidad en medios acuosos, falta de especificidad
tisular, degradacion en medios bioldgicos, incapacidad para atravesar barreras
bioldgicas, etc. Para evitar estos problemas se han estudiado diferentes sistemas
de transporte. En el Capitulo 1 se realizd un andlisis mas en detalle de sistemas
de transporte de farmacos, en este apartado se va a tratar mas en profundidad el
transporte de material genético, es decir, macromoléculas como agentes de

transfeccion.

En los Gltimos afios ha habido un gran interés en el uso de material genético
para el desarrollo de tratamientos contra virus, cancer o trastornos geneéticos,
entre otros.? Dicho tratamiento puede realizarse por modificacion de la
expresion de un gen, por sustitucion o reparaciéon de un gen erréneo, por
alteracion directa de su expresion o mediante la utilizacion de material genético

con propiedades terapéuticas per se.??

No obstante, los oligonucledticos presentan baja resistencia a la
degradacion enzimatica y baja permeabilidad a través de la membrana celular,
factores que han restringido su aplicacion in vivo. Consecuentemente, la
obtencion de sistemas de transporte que protejan al material nucleico de la
degradacién en el torrente sanguineo y facilite su entrada a las células, es uno de
los principales retos en su aplicacion terapéutica. Los agentes transportadores
pueden clasificarse en dos grupos: (i) vectores de tipo viral, practicamente en
desuso debido a la generacion de respuesta inmune o de mutagénesis y (ii)
vectores de tipo no viral, entre los que se encuentran los liposomas, polimeros y

sistemas dendriticos.
a) Sistemas cationicos como agentes de transfeccion: VIH

Una de las enfermedades candidatas a ser tratadas por medio de terapia
génica es el sida. A pesar de los continuos avances en el tratamiento y prevencion

del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el sindrome de
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inmunodeficiencia adquirida (SIDA), actualmente la pandemia VIH/SIDA

representa un problema importante y sin resolver en nuestra sociedad.?®

Estructura del VIH y mecanismo de infeccion

El VIH presenta una estructura globular con un didmetro medio de 100-120
nm. La cubierta externa del virion estad formada por una bicapa de fosfolipidos
donde se ancla el complejo proteico formado por la asociacion de las proteinas
gpl20 y gp4l.** La interaccién entre ambas es de naturaleza no covalente,
formando trimeros de modo que la proteina gp41 queda anclada en la bicapa y

gp120 queda en el exterior del virus (Figura 5.3).2>%°

Vif, Vpr, Nef y p7

gp120
proteina
de straque

proteasa

membrana

gp4l ' _lipidica

glucoproteing ——
transmembrana

transcriptasa
inversa

genoma
virico (ARN)

Figura 5.3 Estructura esquematizada del VIH.?’

En el interior del virién hay una cépside formada por la proteina p24 que
protege dos copias de ARN asociadas a diversas proteinas, incluidas la
transcriptasa inversa y la integrasa que cumplen funciones esenciales en la

replicacion viral.?®

El ciclo replicativo del VIH puede simplificarse en siete etapas recogidas en
la Figura 5.4:
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Figura 5.4 Representacion esquematizada del ciclo replicativo del VIH.*

1. Acoplamiento y fusidn: La infeccion comienza con la union especifica de la

proteina gp120 de la cubierta viral a los receptores CD4 en la membrana
celular, que se expresan de forma mayoritaria en células T (CD4+),
macréfagos y células dendriticas del sistema inmune. Esta union provoca
cambios conformacionales en la proteina gp120 que permiten su interaccion
con los correceptores de la membrana celular CXCR4 (en células T) o CCR5

(en macréfagos) (Figura 5.5).

gp120 Cambio gp120
CD4 conformacional CD4 gp4l

—

unién Uni6n Penetracion de Fusion de la
CCR-5 la membrana membrana

Receptor

|| momont | ] [so || 1o ] s ";......'.:::::::::I

CITOPLASMA

Figura 5.5 Unio6n del VIH a la membrana celular.

2. Transcripcion inversa: Mediante la accion de la transcriptasa inversa, la

cadena simple de ARN viral se transforma en una doble cadena de ADN

virico.
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3. Integracion: Utilizando los orgdnulos celulares de la célula huésped, el ADN
viral se traslada al nucleo celular donde se incorpora al ADN de la célula

gracias a la enzima integrasa. Se forma el provirus.

4. Transcripcion: El provirus es capaz de utilizar las enzimas de la célula
anfitriona para crear nuevas copias del material genético del virus asi como

generar ARN mensajero (ARNm).
5. Traduccién: ARNm es utilizado para formar las proteinas del virién.

6. Ensamblaje: Los diferentes componentes generados en el citosol se unen

formando una nueva particula de virus.

7. Salida de virones: El nuevo virus ensamblado sale de la célula anfitriona.

La infeccion viral conduce a la muerte de las células T, y por tanto a un
debilitamiento del sistema inmune del paciente, que se hace susceptible al ataque

de enfermedades oportunistas capaces de causar su muerte.

En la actualidad, los pacientes son tratados mediante la terapia
antirretroviral de gran actividad (TARGA), que consiste en una combinacién de,
como minimo, de tres farmacos de al menos dos clases distintas de agentes
antirretrovirales que afectan a diferentes etapas. Este tratamiento suprime la
carga viral en plasma hasta niveles indetectables por los métodos habituales
utilizados en la clinica y produce una recuperacion de las células T CD4+.*! Sin
embargo, este tratamiento es de por vida debido a que no consigue erradicar el
VIH, lo que conlleva la aparicion de resistencias virales y un alto namero de
efectos secundarios.*® Ademas, presenta altos costes econémicos impidiendo su
uso generalizado, estando en buena medida limitado a los paises desarrollados.
En estos paises, el sector femenino es el mas desfavorecido debido a su estatus
econémico y sociocultural.®® Por lo tanto, la investigacién acerca del VIH-1

continua siendo un reto para mejorar las terapias actuales.

Una estrategia prometedora para el tratamiento de esta enfermedad es el
silenciamiento de genes, que consiste en un proceso de control de la expresion

génica mediante el silenciamiento de un gen por interferencia de una secuencia
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especifica. Esta metodologia fue descubierta por Fire y Mello en 1998 cuando
consiguieron silenciar ciertos genes en Caenorhabditis elegans (Figura 5.6).*

Normalmente, se emplean oligonucledtidos antisentido o ARN de interferencia

~ H 35,36
pequerios (SIARN).
; — g_’
Proteina
ARNmM
Slstemas dendriticos como
agentes transfectantes
Oligo 6
SiRNA

Silenciamiento ,-—41‘
del gen (o

RNAasa H rompe
el ARNm ‘

Proteina

Figura 5.6 Representacion esquematizada del silenciamiento de genes.

En el tratamiento para VIH, la mayoria de las células susceptibles a la
infeccion, como los linfocitos T CD4+, son muy dificiles de transfectar. Como
agentes transfectantes de siRNAs, se han utilizado sistemas como nanotubos de
carbono,*” polimeros,*® dendrimeros® y liposomas* en células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) y linfocitos T . Dentro de los dendrimeros, los méas
ampliamente utilizados como transfectantes han sido los sistemas tipo
PAMAM,* PPI*? y los basados en 4&tomos de fosforo.*?

b) Sistemas cationicos de tipo carbosilano como agentes de transfeccion

En nuestro grupo de investigacion se han utilizado dendrimeros de
esqueleto carbosilano con aminas cuaternizadas en la superficie como agentes de
transporte no virales, ya que la naturaleza hidrofébica del esqueleto carbosilano
podria favorecer la biopermeabilidad y la interaccion de los dendrimeros con la
membrana celular, permitiendo el transporte del material genético hacia el

citoplasma.*

224



Aplicaciones biomeédicas

® @ D @
Mes\L Me3N Mej'l MeN
© ° 2
161 @N> oy 161 &}N> ey
S 'l’og\‘ Enlace susceptible /"}\
Osic \~8i4 dehidrolisis Ssic s} Enlace estable
pNBYY ® \ f{y @
@ NMe. @ NMe.
Me;N’\_@R si o~ 8 Mes’\,@w e @O — 3
\ O \
M ossi Si ~ ’\/\/Si’ ? Si el
\ ! / \ \ /
Si_~_Si""si Si_~_SiI""si
/\ \\ /\ \\
/
SI _Si O | Sli /SI’\/\/
,:/\'é\‘/\ o Si” N\ NMe, Qg\ ' si- N five,
MesN AN MesN N
D \ ® \
Si~ =Sig Si. ~si”
£y ;o
SN~ NS SN~ NS
2 ( 7\‘*’ 2 ( 7\®
NMe, NMe, NMe; NMe;
2G-NN16 BDBR0011

Figura 5.7 Estructuras de los dendrimeros carbosilano mas ampliamente usados

como agentes transfectantes.

El sistema mas utilizado como agente transfectante es el dendrimero
esférico 2G-NN16 (Figura 5.7). Se trata de un sistema biocompatible y capaz de
llevar a cabo una transfeccion eficiente en diversas lineas celulares (CMSP,
SupT1, UB7MG, JAR, etc) que juegan un papel clave en la infeccion por VIH-
1.%4% Este sistema presenta excelentes propiedades, pero su inestabilidad debido
a la presencia del enlace Si-O hace complicada su manipulacion, por lo que se
han disefiado sistemas analogos estables. Entre ellos, se encuentra el dendrimero
BDBRO011, en el que se han sustituido los enlaces Si-O por enlaces Si-C (Figura
5.7).

Estos sistemas también se han estudiado como transportadores de péptidos

inmunogénicos frente al VIH para la generacion de vacunas terapéuticas.*’

5.1.2 Sistemas dendriticos anionicos en aplicaciones biomédicas

Los derivados anidnicos poseen propiedades antivirales frente a la gripe,*

al herpes virus (HSV)* o al VIH-1,>° entre otros.
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a) Sistemas anionicos como agentes antivirales: VIH

En el caso del VVIH, en ausencia de una vacuna preventiva’ y los problemas
asociados a las terapias actuales (resistencias, efectos secundarios, alto coste
econémico, etc.),”” se ha apostado por nuevos métodos alternativos de profilaxis,
que se basan en microbicidas tépicos que actian sobre los primeros pasos de la
infeccion.>® Los primeros candidatos a microbicidas contra el VIH estudiados
fueron: (i) surfactantes, que destruyen los patdégenos de la superficie mediante la
destruccion de las membranas; (ii) tampones &cidos, que mantienen la flora
vaginal y (iii) polimeros aniénicos, que inhiben la entrada de los patdgenos.>
Hasta la fecha, la mayoria de los microbicidas no especificos no han demostrado

su eficacia en ensayos clinicos.”

Los sistemas dendriticos han demostrado ser excelentes y prometedores
candidatos como microbicidas para proporcionar una defensa contra las
infecciones por enfermedades de transmision sexual (ETS).***® Una de las
estrategias utilizadas actualmente es la combinacion de compuestos no
especificos que actien en diferentes etapas de la replicacion del VIH con

antirretrovirales.>*°%!

El sistema dendritico mas avanzado como microbicida es un dendrimero de
estructura polilisina y grupos naftalensulfonato, SPL7013. Se trata de una
formulacion de un gel vaginal con el nombre comercial VivaGel®, el cual ha
demostrado capacidad antiviral frente al VIH-1 y virus herpes simplex tipo 2
(VHS-2).%2 Sin embargo, se presentarén algunas limitaciones y no super6 el
ensayo clinico fase 2 frente al VIH.**®* Actualmente se esté utilizando contra la

vaginosis bacteriana.®®
b) Sistemas anionicos de tipo carbosilano como agentes antivirales: VIH

En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado distintos dendrimeros
de estructura carbosilano con grupos anionicos en la periferia que han mostrado
resultados prometedores in vitro e in vivo frente a la infeccion por el VIH, siendo
el mas desarrollado el dendrimero AB216 (también denominado 2G-S16) (Figura
5.8).%°
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Estos dendrimeros interfieren en el proceso de entrada viral. Inhiben la
replicacion del VIH al dirigirse especificamente a residuos cationicos del bucle
V3 de la proteina gp120/gp4l de la envoltura viral y a los receptores y co-
receptores CD4, CXCR4 y CXCR5 y otras moléculas de la superficie de la célula
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Figura 5.8 Representacion de dendrimeros carbosilano con grupos sulfonato en la
periferia, denominados AB216 (2G-S16) y 2G-STE16.

Posteriormente, se han sintetizado y analizado otros sistemas similares

» % como por ejemplo el G2-

preparados mediante reacciones ‘“click chemistry
STE16 (Figura 5.8)®" y metalodendrimeros.®®® Aunque todos los sistemas
ensayados presentan buenas actividades, no se llegan a alcanzar inhibiciones del
100% para todos los subtipos y aislados virales, por lo que se ha apostado por la
combinacion de varios dendrimeros entre si o la combinacién con otros

antirretrovirales para obtener asi efectos sinérgicos entre ellos.>>"*"

5.1.3 Presentacion y objetivos del capitulo

Tal y como se ha descrito en esta Memoria, el grupo de investigacion
Biolnden ha sintetizado tanto dendrimeros como polimeros hiperramificados de

naturaleza carbosilano que han mostrado ser efectivos en diversas aplicaciones
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biomedicas como vectores no virales para el transporte de material genético,

agentes antivirales frente al VIH o agentes antibacterianos.

En el Capitulo 5 se presenta el estudio de los diferentes sistemas
dendriticos sintetizados a lo largo de la Memoria en diferentes aplicaciones

biomédicas, segun la naturaleza de sus grupos funcionales.

En Capitulos anteriores se ha descrito la preparacion de polimeros
hiperramificados, dendrimeros hibridos y dendrones bifuncionalizados. Se ha
llevado a cabo un estudio de su comportamiento biomédico en funcién de la

topologia utilizada siendo dificil un analisis comparativo entre ellos.
Los objetivos de este Capitulo 5 son:

v Estudiar los sistemas catidnicos como agentes antibacterianos y como

agentes de transfeccion.

v' Estudiar las propiedades fisico-quimicas de los nanoconjugados

formados por los diferentes sistemas catiénicos.

v Estudiar los sistemas aniénicos como agentes antivirales frente al VIH

y Su mecanismo de accion.

Para facilitar la comprension de la discusion de estos resultados, la primera

vez que se utiliza cada sistema se muestra su representacion estructural.

Todos los experimentos realizados se encuentran de forma detallada en el

apartado experimental de esta Memoria.
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5.2 SISTEMAS CATIONICOS COMO AGENTES ANTIBACTERIANOS

Los estudios sobre la capacidad antibacteriana de los diferentes sistemas
dendriticos cationicos se han realizado en el Departamento de Biomedicina y
Biotecnologia (unidad docente de Microbiologia y Parasitologia) de la
Universidad de Alcala con la colaboracion de los Dres. Juan Soliveri de Carranza
y Jose Luis Copa Patifio. A excepcion de los polimeros hiperramificados, el resto
de sistemas se han analizado por la autora de esta Memoria en el contexto de la

presente Tesis Doctoral.

Las pruebas de determinacion de la actividad antibacteriana se realizaron
utilizando las bacterias Escherichia coli (CECT 515) y Staphylococcus aureus
(CECT 240), como bacterias representativas de bacterias que son Gram negativa
y Gram positiva, respectivamente. Dichas bacterias se eligieron por el hecho de
que poseen diferencias estructurales en su pared celular. Las Gram + estan
formadas por una Unica bicapa en su membrana que les hace muy sensible a la
accién biocida, mientras que las Gram — constan de dos bicapas en su membrana,

lo que las hace mas resistentes al ataque externo.

Para comprobar la actividad antibacteriana se utiliz6 el método de
microdilucion en placa, midiendo la concentracion minima inhibitoria (CMI),
que es la concentracidon necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano (efecto
bacteriostatico), y la concentracion minima bactericida (CMB), que es la
concentracion necesaria para producir la muerte bacteriana (efecto bactericida).
Para un determinado agente antibacteriano, valores bajos de CMI y CMB
denotan una mayor potencia biocida, debiendo ser la CMI siempre inferior o
igual a la CMB. Los datos antibacterianos de las macromoléculas dendriticas
cationicas se presentan en mg/L (ppm) y cuando ha sido posible en molaridad
(mol/L).

5.2.1 Polimeros hiperramificados

En este estudio se incluyeron tanto los polimeros sintetizados por

hidrosililacion PCS-2-SiNMesl (7) como aquellos obtenidos por adicion tiol-eno
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PCS-2-SR (R=NHCI (9) y R=NMe;l (12)), todos ellos descritos en detalle en el

Capitulo 2.

En primer lugar, se realizd un analisis comparativo con varios sistemas

dendriticos de tipo carbosilano que han sido funcionalizados mediante una

reaccion de hidrosililacion. Se compara el polimero 7 con su analogo PCS-1-

SiNMegl,

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.1.%°

y con un dendrimero de segunda generacion (Figura 5.9). Los

Tabla 5.1 Resultados de la actividad antibacteriana para polimeros y dendrimeros

cationicos sintetizados por hidrosililacion.

Gram-negativa Gram-positiva
Peso o
Sistemas molecular '\rlu dgs Escherichia coli Staphylococcus aureus
estudiados promedio fugcioﬁlales (CECT 515) (CECT 240)
(g/mol) MIC (ppm) | MBC (ppm) | MIC (ppm) [ MBC (ppm)
PCS-1-SiNMe;l 16000 33 16 16 4 4
PCS-2-SiNMejsl (7) 10000 16 16 16 2 2
SiG,(SiNMejsl) 16 6303.7 16 16 16 8 8
Penilicina V - - 256 256 0.016 0.016
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Figura 5.9 Representacion estructural del polimero 7 y otros sistemas dendriticos

carbosilano sintetizados via hidrosililacion.
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Si se comparan los resultados obtenidos para el polimero 7 con el resto de
estructuras dendriticas para bacterias Gram +, se observa una ligera mejora
cuando el polimero presenta el anillo aroméatico en su estructura. Esto puede
deberse a que este tipo de sistemas posean una estructura mas extendida,
impuesta por la rigidez del anillo aromatico, que hace que los grupos idnicos se
encuentren mas expuestos que en el caso del polimero PCS-1-SiNMesl vy el
dendrimero esférico SiG,(SiNMesl).6, presentando asi una mayor eficacia. La
diferencia de tamafio entre ambas matrices poliméricas también puede ser un
factor a tener en cuenta, ya que la matriz PCS-1 a pesar de tener un mayor
namero de grupos funcionales en la periferia, su gran tamafio puede dificultar la

interaccion disminuyendo asi su actividad.

Sin embargo, en bacterias Gram - todos los sistemas presentan la misma
actividad. Este tipo de bacterias presentan doble membrana, pudiendo ser menos
susceptible a pequefios cambios, y por ello, se pueda perder el efecto de la

topologia y el niumero de grupos funcionales en la actividad de estos sistemas.

También, se ha llevado a cabo un estudio comparativo de la actividad
antibacteriana de los diferentes sistemas con la penicilina V, potente antibidtico
frente a bacterias Gram +, donde se deduce que el polimero es menos activo que
la penicilina frente a bacterias Gram + pero mucho mas activo frente a bacterias
Gram -. Por ello, se puede decir que los sistemas dendriticos pueden actuar como

un agente antibacteriano de amplio espectro.

Tabla 5.2 Resultados de la actividad antibacteriana para polimeros y dendrimeros

cationicos sintetizados por adicion tiol-eno.

Gram-negativa Gram-positiva
Sistemas Peso N° de S e et Staphylococcus aureus
estudiados m‘;f:éf‘g s (CECT 515) (CECT 240)
(g/mol) MIC (ppm) | MBC(ppm) | MIC(ppm) | MBC(ppm)
PCS-1-SNH,CI 13000 33 16 16 8 8
PCS-1-SNMe;l 17500 33 128 128 8 8-16
PCS-2-SNH;CI (9) 8600 16 128 128 32 32
PCS-2-SNMe;l (12) 10700 16 256 256 32 32
SiG,(SNH,Cl)s5 3300 16 4 4 2 4
SiG,(SNMejl)sg 5437 16 16 64 16 128
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En segundo lugar, se realizd un analisis comparativo de sistemas
dendriticos de tipo carbosilano funcionalizados mediante via tiol-eno. Se
comparan los polimeros 9 y 12, con sus analogos PCS-1-SR y con dendrimeros
de segunda generacion que presenten los mismos grupos funcionales (Figura

5.10)." Los resultados se muestran en la Tabla 5.2.
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Figura 5.10 Representacion estructural de los polimeros 9 y 12 y otros sistemas

dendriticos carbosilano sintetizados via tiol-eno.

Los distintos polimeros utilizados parecen tener una actividad

antibacteriana baja en Gram - y moderada en Gram +.

Si se comparan los resultados obtenidos para los polimeros sintetizados por
via tiol-eno para ambas matrices poliméricas con respecto a las matrices
generadas por hidrosililacion, se observa que las actividades disminuyen en
general. Esto puede ser debido a que por via tiol-eno la cadena introducida es
mas grande debido a la necesidad de introducir las cadenas vinilo, pudiendo
existir un cambio de polaridad, provocando un cambio en el balance
hidrofobia/hidrofilia, disminuyendo su actividad. Ademas, estos sistemas
presentan una solubilidad en agua menor que los sistemas funcionalizados por
via hidrosililacion.
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Aungue en ambas matrices hay una pérdida de actividad, ésta es mas
acusada en la matriz PCS-2. En este caso, a pesar de que los grupos estan mas
expuestos por la rigidez del sistema, la menor solubilidad que manifiesta puede

ser el factor determinante que haga que su capacidad antibacteriana sea menor.

5.2.2 Sistemas hibridos

En este estudio se incluyeron todos los sistemas catiénicos solubles en agua
sintetizados en el Capitulo 3.
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Figura 5.11 Estructuras esquematicas de los dendrimeros hibridos (43-47).
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En primer lugar se estudiaron los dendrimeros hibridos fésforo-carbosilano
(43-47) (Figura 5.11), donde los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3 Comparacion de la capacidad antibacteriana de los sistemas hibridos

sintetizados (43-47) y otros dendrimeros puramente carbosilano.

Gram-negativa Gram-positiva
N° de Escherichia coli Staphylococcus aureus
Sistemas cargas (CECT 2 (CECT 240)

estudiados (intrext) MIC MBC MIC MBC
ppm uM ppm HM ppm uM ppm uM
Dendrimero 43 6+12 32 8.65 32 8.65 32 8.65 64 17.3
Dendrimero 44 6+12 16 3.68 32 7.34 16 3.68 16 3.68
Dendrimero 45 6+12 32 7.97 64 15.9 32 7.97 32 7.87
Dendrimero 46 12+24 €)] (@) (@) (@) 128 15.5 128 15.5
Dendrimero 47 24 @ @ @ @ €)) @) (@) @)
G,03(SNMejsl) 1, 12 8 1.91 8 1.91 2 0.5 2 0.5
G,03(SiNMejsl) 1, 12 64 13.2 64 13.2 4 0.83 4 0.83
G,03(SNH3Cl)4, 12 8 3.08 8 3.08 4 15 4 15

(a) Actividad antibacteriana despreciable a las concentraciones estudiadas

Sus actividades han sido comparadas con dendrimeros de tipo carbosilano
los cuales presentan un nimero de cargas similar en la periferia.’® Para
corroborar si existen efectos sinérgicos entre ambos tipo de esqueleto, también se
quiso comparar sus resultados con los dendrimeros basados en atomos de

fosforo, sin embargo en la bibliografia no se ha encontrado esta informacion.

En lineas generales, se observa que los sistemas presentan cierta capacidad
antibacteriana, pero con menor actividad que los sistemas puramente carbosilano
con el mismo numero de cargas externas. Hay que destacar que estos sistemas
son dependientes del pH, y puede que en el medio utilizado para realizar las
medidas, parte de los grupos amino se encuentren desprotonados siendo la

interaccion finalmente menos eficaz.
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Nuestro grupo de investigacion ha realizado un trabajo muy completo
donde se ha analizado la capacidad antibacteriana de una variedad de
dendrimeros esféricos y dendrones de tipo carbosilano con diferentes nucleos,
puntos focales, ramas y grupos funcionales.” De este estudio y corroborado por
otros trabajos anteriores,’? se deduce que uno de los aspectos mas importantes en
la actividad antibacteriana, es un adecuado balance hidrofilico/hidrofobico. Por
lo tanto, puede ser que la presencia de cargas internas en los dendrimeros 43-46
provoque que dicho balance no sea adecuado, y de ahi, la diferencia encontrada

en la actividad en comparacion con los dendrimeros carbosilano.

A mayor generacion se obtiene una menor capacidad antibacteriana,
probablemente en este caso sea debido a una mayor congestion estérica de la
periferia que no permite una interaccion adecuada del esqueleto dendritico con la

membrana bacteriana.

Por otro lado, se han estudiado los dendrimeros fosforo-viologeno-
carbosilano (55 y 56) y las cufias dendriticas (30-33) (Figura 5.12), donde los
resultados obtenidos se recogen en la Tabla 5.4. En este caso, se pretende
estudiar la influencia de la incorporacién del violdgeno respecto a los sistemas

anteriores.

Tabla 5.4 Comparacion de la capacidad antibacteriana de los sistemas hibridos

sintetizados (55-56) y las cufias carbosilano (30-33).

Gram-negativa Gram-positiva
N° de Escherichia coli Staphylococcus aureus
Sistemas cargas s (CECT 240)

estudiados (intrext) MIC MBC MIC MBC
ppm | um | ppm | @M | ppm | um | pem | pwm
Dendrimero 55 12+12 8 1.51 8 151 2 0.38 4 0.75
Dendrimero 56 12+24 16 1.85 16 1.85 8 0.92 8 0.92
Dendron 30 2+2 2 2.39 4 4.79 1 1.20 1 1.20
Dendrdn 31 2+4 8 6.04 8 6.04 4 3.02 4 3.02
Dendron 32 1+2 2 3.69 4 7.39 05 0.92 4 7.39
Dendrdn 33 1+4 8 7.26 8 7.26 4 3.63 8 7.26
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ol ‘ cf
— )

m

[CHO(Violdgeno)G;CBS(SiNH3),](Cl), (30) [NH3G1(SiNH;),](Cl); (32)
[CHO(Viol6geno)G,CBS(SiNH3)4](Cl)g (31) [NH3G2(SiNH;3)4)(Cl)s (33)
©NH,
CINH;3

~

Si

{N3P3[(V|0Iégen0)G1CBS(SINH3)2]6}(CI)24 (55)
{N3P3[(Vlolégen0)G2CBS(S|NH3)4]6}(C|)35 (56)

Figura 5.12 Estructuras esquematicas de los dendrones violdgeno-carbosilano (30-31) y
de los dendrimeros hibridos fosforo-violgeno-carbosilano (55-56). Las estructuras de

los dendrones carbosilano (32 y 33) se introducen a nivel comparativo.

En este caso, los dendrimeros esféricos a pesar de su gran tamafio presentan
buenas actividades en comparacion con los sistemas fdésforo-carbosilano. Este
tipo de sistemas al poseer mayor numero de cargas en el interior, el balance
hidrofébico-hidrofilico cambia y puede que éste sea méas adecuado, y permita una
mejor interaccion con la membrana, provocando un mayor dafio y con ello, una

mayor actividad.

236



Aplicaciones biomeédicas

Por otro lado, los dendrones de primera generacion son los que mejores
actividades presentan, probablemente debido a que su topologia y tamafio
permite una interaccién mas eficaz con la membrana bacteriana. Los dendrones
con mondmero violdgeno en el punto focal (30 y 31) presentan una actividad
antibacteriana similar a la de los dendrones puramente carbosilano (32 y 33), por
lo que dicha actividad viene condicionada principalmente por la presencia de los

grupos amonio en la superficie del dendron.

Para estudiar la influencia de la incorporacion de las cufias dendriticas de
tipo carbosilano, en bibliografia se encuentran trabajos donde se ha estudiado la
capacidad antibacteriana de sistemas fosforo-violégeno en las mismas bacterias
que se han utilizado en este apartado.”® En la Figura 5.13A se muestra un
dendrimero similar a los sistemas 55 y 56, conteniendo el mismo ndcleo, seis
unidades viologeno, y en este caso grupos fosfonato en la periferia. Este sistema
no presenta capacidad antibacteriana, por lo que se podria pensar que la actividad
observada se debe fundamentalmente a las presencia de las cufias carbosilano.
Sin embargo, el dendrimero B, en el cual se han incorporado mas unidades
viol6geno, presenta una mayor actividad. Se observa que a 1 uM y 5 uM inhibe

un 50% el crecimiento de las bacterias S. Aureus y E. Coli, respectivamente.
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Figura 5.13 Estructuras esquematicas de dendrimeros fosforo-violégeno con: A) seisy

B) dieciocho unidades violdgeno en su estructura.
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5.2.3 Dendrones bifuncionalizados

La inclusion de fragmentos metalicos en los esqueletos dendriticos con el
objetivo de aumentar la gama de sus aplicaciones es otra alternativa a explorar.
Las diferentes propiedades de los metales permiten modular la actividad de

macromoléculas dendriticas donde estan anclados.”*™

En este apartado se estudio la capacidad antibacteriana de dendrones de
segunda generacion, uno de naturaleza anidnica y otro catidnica, y sus

correspondientes complejos metélicos con Cu(ll) (Figura 5.14).
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Figura 5.14 Representacion estructural de los dendrones 75y 84 y sus
correspondientes complejos metalicos de cobre 88 y 90.

En la Tabla 5.5 se observa una actividad moderada para los sistemas
catiénicos y nula para los sistemas anionicos. Ademas, se observa que la
incorporacion del complejo metalico no mejora la actividad antibacteriana,
probablemente debido a la formacion de un complejo muy estable que no permite

al cation metalico ejercer su funcion.
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Segun los resultados obtenidos de las actividades antibacterianas, se puede
concluir que ni cobre ni los grupos sulfonatos proporcionan actividad
antibacteriana, proviniendo la actividad biocida Gnicamente de la presencia de los

grupos amonio de la periferia.

Tabla 5.5 Capacidad antibacteriana de los dendrones bifuncionalizados.

Gram-negativa Gram-positiva
Sistemas Escherichia coli Staphylococcus aureus
. (CECT 515) (CECT 240)
estudiados
MIC (ppm) MBC (ppm) MIC (ppm) MBC (ppm)

DOTAG,(SNMe,HCI), (84) 32 32 32 32
Cu-DOTAG,(NMe,HCI)4 (90) 32 32 32 32
DOTAG,(SSO3Na), (75) - - - -
Cu-DOTAG,(SSO;Na), (88) - - - -

5.2.4 Conclusiones del apartado

Con estos resultados se puede deducir que la actividad antibacteriana puede
depender de la topologia mostrada por el sistema dendritico, asi como del
compromiso entre el tamario, el nimero de grupos funcionales y un adecuado
balance hidrofilia/hidrofobia.

Los resultados obtenidos con los polimeros hiperramificados a lo largo de
este apartado muestran que tan sélo el polimero 7 funcionalizado via
hidrosililacion podria suponer una alternativa a los dendrimeros como agentes
antibacterianos en el intento de buscar sistemas dendriticos con procedimientos
sintéticos mas cortos y menos costosos. Por el contrario, los sintetizados via tiol-

eno presentan actividades menores que sus dendrimeros analogos.

Los sistemas hibridos fosforo-carbosilano presentan una capacidad
antibacteriana baja en los sistemas de primera generacion, siendo practicamente
despreciable en la segunda. Sin embargo, la incorporacion del fragmento
viologeno en el sistema dendritico mejora notablemente su capacidad
antibacteriana, obteniéndose el mejor resultado para el sistema de primera

generacion 55.
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Por ultimo, se observa que la incorporacion del complejo metalico en el
punto focal del dendrén no mejora la actividad antibacteriana, probablemente
debido a la formacién de un complejo muy estable que no permite al cation
metalico ejercer su funcion. Se puede concluir que la actividad biocida proviene

unicamente de la presencia de los grupos amonio de la periferia.
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5.3 SISTEMAS CATIONICOS COMO AGENTES DE TRANSFECCION

Los compuestos cationicos sintetizados a lo largo de esta Memoria pueden
ser candidatos como agentes de transfeccidn para el tratamiento de enfermedades

como el VIH y cancer.”®"

Para evaluar su posible actividad como agentes transfectantes se han
realizado diferentes ensayos:

1. Estudio de la biocompatibilidad mediante un ensayo MTT que permite

establecer la concentracion idonea de trabajo.

2. Capacidad de formar nanoconjugados con diferentes siRNA a la

concentracion conocida en la que el sSiRNA tiene un efecto terapéutico.

3. Ensayo funcional: Ensayo que permite determinar su actividad para

transportar el material genético a su lugar de accion.

4. Ensayos de interaccion con proteinas. La eficacia en el transporte de una

molécula de interés biolégico, puede verse afectada por su grado de union a

las proteinas dentro del plasma sanguineo.

Los estudios sobre la toxicidad, ensayos de retencion y estudios funcionales
sobre el VIH de los diferentes sistemas dendriticos cationicos se han realizado en
el laboratorio de Inmunobiologia Molecular del Hospital General Universitario
Gregorio Marafion. El estudio de diferentes propiedades biofisicas usando acidos
nucleicos antitumorales, en el Instituto de Biologia Quimica y Medicina
Fundamental (ICBFM), en Novosibirsk, (Rusia). Ambos estudios han sido

Ilevados a cabo en estancias realizadas por la autora de esta Tesis doctoral.

Los ensayos de interaccion con proteinas se han llevado a cabo mediante
una colaboracion con el grupo de la Dra. Maria Bryszewska en el departamento

General de Biofisicas de la universidad de Lodz (Polonia).
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5.3.1 Polimeros hiperramificados

Sobre los polimeros catidnicos se realizo un ensayo preliminar de retencion
que resultd fallido, por lo que unido a sus bajas solubilidades en agua, fueron

descartados para realizar un mayor nimero de estudios.

5.3.2 Sistemas hibridos

En este estudio se incluyeron tanto los dendrimeros hibridos fdésforo-
carbosilano (43-47) (Figura 5.11) como los dendrimeros fdsforo-violdgeno-
carbosilano (55 y 56) (Figura 5.12) sintetizados en el Capitulo 3. Sin embargo,
no se han realizado los mismos estudios para ambos tipo de sistemas, por lo que

se comentaran de forma independiente.

5.3.2.1 Dendrimeros hibridos fosforo-carbosilano
a) Biocompatibilidad

La citotoxicidad de los compuestos se ha evaluado mediante un ensayo
MTT, el cual valora la actividad metabdlica de la célula. Este ensayo
colorimétrico se basa en la reduccion mitocondrial de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio a sales de formazan por parte de las
células vivas (Figura 5.15). Este ensayo se llevd a cabo de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (ver parte experimental). Valores de reduccidn

mitocondrial menores del 80% se consideran indicios de toxicidad.

N O Reductasa .
@__( Ny mitocondrial N‘
_ -

N
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o S\% WS/\%;
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MTT (amarillo) Cristales de formazéan (purpura)

Figura 5.15 Reaccion de reduccién producida por las células viables en el ensayo
MTT.

La toxicidad de estos compuestos se ha estudiado en células mononucleares

de sangre periférica (CMSP). Las muestras de sangre se obtuvieron de “buffy
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coats” de donantes sanos procedentes del Centro de Transfusiones de la
Comunidad de Madrid siguiendo las recomendaciones de la normativa legal
vigente. Las CMSP se aislaron mediante un gradiente de Ficoll siguiendo los
estandares del Biobanco VIH HGM (Madrid, Espafia).”®™ Esta linea celular es
muy dependiente del donante, lo que da lugar a una mayor variabilidad. Se ha
evaluado la citotoxicidad de los compuestos mediante ensayo MTT, utilizando
como controles: NT (células sin tratar), DMSO (10-20 %, control de muerte
celular) y dextrano (20 uM, control macromolecular de viabilidad). Los
resultados obtenidos para los dendrimeros esféricos se muestran en la Figura
5.16.

(43) (44) (45) (46) (47)

120 f Y Y Y Y \

100:. l = l}

% de viabilidad

% de viabilidad

Figura 5.16 Ensayo MTT en CMSP tratadas durante 24 y 48 horas con los
dendrimeros 43-47 a un amplio rango de concentraciones. Los resultados mostrados son

la media + desviacion estandar de tres experimentos independientes.
En general, todos los dendrimeros excepto el 47 presentan elevadas

toxicidades. El hecho de que el dendrimero 47 no sea toxico hasta
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concentraciones de 10 uM y que no presente capacidad antibacteriana (apartado
5.2.2), podria indicar una menor exposicion de los grupos cargados sobre las
membranas bacterianas y celulares. Tal vez la presencia de atomos de oxigeno
internos facilite procesos de plegamiento de las ramas (back-folding). Ademas,

otro factor determinante es que es el Gnico que no presenta cargas en el interior.

Aunque dendrimeros de la misma o diferente naturaleza pueden
comportarse de manera diferente a partir de una linea celular a otra, la
comparacién con los valores obtenidos en la literatura cientifica puede dar una
idea del orden de magnitud de la viabilidad celular. Se ha llevado a cabo un
analisis comparativo con dendrimeros basados en &tomos de fosforo y puramente

80,81

carbosilano (Figura 5.17 y en la Tabla 5.6).

Tabla 5.6 Comparacion de la viabilidad de dendrimeros de diferente naturaleza.

dSiste[n_a Grupos Carga Carga - - Linea
endritico terminales exterior interior Toxicidad (uM) celular
43 -NHMe," 12 6 TCg > 2.5 CMSP
44 -NHMe," 12 6 TCsy >2.5 CMSP
45 -NH;" 12 6 TCs>5 CMSP
46 -NHMe," 24 12 TCs>5 CMSP
47 -NHMe," 24 - TCy > 10 CMSP
DBP (Fig. 5.17 A) -NHEt," 24 - TCeo = 1.74 N2a
CBS (Fig. 5.17 B) -NMe;" 24 - TCg=1.0 CMSP

* Calculo aproximado del pardmetro TCs (concentracion a la cual un sistema o fArmaco es letal para el

50% de las células). DBP, dendrimero basado en atomos de fosforo; CBS, dendrimero carbosilano.

Si se comparan los resultados de los dendrimeros de fosforo y carbosilano,
en general, los sistemas hibridos presentan una menor toxicidad. Se decidio
continuar estudiando el dendrimero 47 junto con los sistemas 45 y 46, ya que
éstos ultimos presentan viabilidades entorno al 70% a concentraciones de 5 pM,
con la presuncion de que su toxicidad se vea disminuida al unirse al material

genetico y originar el nanoconjugado correspondiente.
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Figura 5.17 Representacion estructural de dendrimeros A) basados en atomos de
fésforo y B) puramente carbosilano.

b) Estudios de formacion de nanoconjugados

Una vez estudiada la toxicidad de las macromoléculas dendriticas
sintetizadas, el siguiente paso fue verificar si son capaces de unir material
nucleico. Para ello, se ha evaluado la capacidad de retencién de ARN pequefio de

interferencia (SIRNA), capaz de suprimir la expresion de un determinado gen.

En los estudios mostrados a continuacion se ha trabajado con dos tipos de
siRNA: (i) sINEF (con 42 cargas negativas) para inhibir la infeccién por el VIH,
con el que se trabaja a una concentracion de 200 nM vy (ii) siBcl-xI (con 40
cargas negativas) siRNA antitumoral, con el que se trabaja a una concentracion
de 4 uM. Las concentraciones utilizadas son las minimas a la cuales se conoce
que pueden tener un efecto terapéutico. Las estequiometrias propuestas estan
limitadas por la toxicidad del sistema. Un sistema con mayor nimero de cargas y

menor toxicidad, permite estudiar relaciones de carga mas elevadas.

I. Ensayos de electroforesis en gel de agarosa

Dicho estudio se ha realizado mediante electroforesis en geles de agarosa.
Al tener el material genético carga negativa, éste migrara hacia el polo positivo,

en ausencia de dendrimero o cuando no sea capaz de formar un complejo estable

245



Capitulo 5

con la macromolécula dendritica. Pero cuando el dendrimero sea capaz de formar
un complejo estable (hanoconjugado), éste quedara retenido en el pocillo junto al
dendrimero. Como patron se ha utilizado el propio siRNA, observandose para el

mismo que en ausencia de dendrimero migra hacia el polo positivo.

En todos los geles mostrados a continuacion, el polo negativo se encuentra
en la zona superior y el polo positivo en la inferior. En la primera columna se
muestra un patrén de pesos moleculares, mientras que la segunda y tercera
columna corresponde a siRNA y a dendrimero de forma aislada. Las siguientes
columnas corresponderan a mezclas de dendrimero con siRNA en distintas
proporciones carga negativa (correspondiente a SiRNA)/carga positiva

(correspondiente a dendrimero).

Los sistemas 45-47 son altamente dependientes del pH como ya se ha
descrito, observandose que al preparar las disoluciones patron para preparar los
nanoconjugados, se ponen turbias. EI medio utilizado es PBS, el cual presenta un
pH en el que no se puede asegurar que todos los grupos amino presentes en el
esqueleto dendritico se encuentren cuaternizados, por lo que la capacidad de

retencion se vera disminuida.

45/siNef

46/siNef

47/siNef
A

Figura 5.18 Electroforesis de los nanoconjugados siNEF/45-47 para distintas

relaciones de carga negativa:carga positiva tras un periodo de incubacién de 2 h.

Para los sistemas 45 y 46 se observan retenciones buenas a relaciones 1:2 y

una retencion practicamente completa a 1:4. Sin embargo, para el sistema 47, se
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observa retencidn desde una estequiometria 1:4, aunque el aumento de la relacion
de cargas no consigue una retencion completa, debido a la existencia de una
interaccion mas débil (Figura 5.18). Este hecho demuestra de nuevo que el
sistema 47 presenta una menor exposicion de los grupos cargados hacia el

exterior.

La mayor interaccion del sistema 45 en la formacion del nanocojugado,
puede deberse a una mayor flexibilidad del sistema al ser una generacion menor
que 46 y 47, que permite un mayor contacto con el material nucleico a pesar de
disponer de un menor numero de cargas positivas. En el caso del sistema 46, el
aumento de cargas positivas a 36 puede ser el factor determinante de la mayor
interaccion observada frente a 47. Para el sistema 47 la reduccion de la carga
positiva interna sugerida hace que este sistema origine un nanoconjugado menos

estable.

Il. Polarizacion de fluorencencia

Las moléculas fluorescentes que se han excitado con luz polarizada plana
en disolucion emiten de nuevo en un plano fijo, ya que la polarizacion se
conserva, siempre y cuando la molécula permanezca quieta durante el proceso de
excitacion. Como en solucion las moléculas se encuentran girando al azar, y al
girar cambia el plano de polarizacion de la luz que emite, si la molécula gira
lentamente, el plano de polarizacion de la luz emitida es practicamente el mismo
que el de la luz incidente, conservandose la polarizacién de la luz; pero si la
molécula gira muy répido el plano es muy distinto al original, obteniéndose luz
no polarizada. Las moléculas pequefias giran muy rapido, por lo que, tras haber
sido irradiadas con luz polarizada, emiten luz no polarizada, mientras que las
moléculas grandes, que giran mas despacio, emiten luz altamente polarizada. La
polarizacion de fluorescencia proporciona informacion sobre la movilidad y
orientacion de las moléculas, entendiéndose por polarizacidén una relacion entre

la fluorescencia generada en el plano horizontal y el vertical (Figura 5.19).

Debido a las diferencias de polarizacion producidas por los distintos

tamafios moleculares, esta técnica puede ser util para caracterizar la formacion de
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nanoconjugados dendrimero-siRNA. Para ello, se mide la polarizacion del
cromoforo del siRNA marcado con concentraciones crecientes de dendrimero. La
observacion de un valor constante en la medida de polarizacion estaria

relacionada con la formacién de nanoconjugados.

- |

Molécula pequefia

1 141111 marcada (giro rapido)
K- @) -
f TrEYYY
Luz
5y —1,
I +17

polarizada
I L Nanoconjugado de mayor
tamafio (giro lento)

Polarizador

LUZ

Figura 5.19 Mecanismo de polarizacion de fluorescencia y ecuacion de la polarizacion.

|| significa paralelo a la luz polarizada y - perpendicular a la misma.

Para realizar estas medidas se ha utilizado siRNA antitumoral Bcl-xI. Esta
técnica ha permitido estudiar dos aspectos interesantes de estos sistemas: (i)
estudio de la relacion molar optima y (ii) la estabilidad del nanoconjugado

formado frente al desplazamiento por heparina.
i.  Estudio de la relacion molar de carga 6ptima

Para cada sistema dendritico, se prepara por triplicado una disolucion de
siRNA marcado con fluoresceina. Posteriormente, se van afiadiendo diferentes
cantidades de los sistemas dendriticos para obtener las diferentes proporciones
molares de carga. Ademas, se prepara otra disolucion de siRNA igual que las
anteriores que se mantiene como control. Cada adicién de compuesto se agita y
se incuba durante 5 minutos, y a continuacion se registra el espectro de

polarizacion de fluorescencia.

Los resultados por polarizacion de fluorescencia muestran un
comportamiento similar al observado por electroforesis en gel de agarosa para los

sistemas esféricos (Figura 5.20). El dendrimero 45 empieza a formar
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nanoconjugado a partir de una proporcién 1:2, el dendrimero 46 a una relacion
1:4, y sin embargo, para el dendrimero 47 al menos hasta una estequiometria 1:8

no se observa una retencion completa.

P/P,

Ratio de carga

Figura 5.20 Relacién entre polarizacion final y polarizacién inicial (P/Po) para distintas
relaciones molares de carga de los nanoconjugados formados por los dendrimeros 45-47

con siRNA Bcl-xI marcado con fluoresceina.

Ii. Estudio de la estabilidad del nanoconjugado formado mediante el

desplazamiento con heparina

La eficacia de transfeccion de estos sistemas puede verse afectada por su
grado de unidén a otras moléculas dentro del plasma sanguineo, pudiendo existir
cierta competencia y que su eficacia finalmente se vea disminuida. Entre dichas
moléculas se encuentra la heparina, de ahi, la importancia de estudiar la
estabilidad de los nanoconjugados formados frente a diferentes concentraciones

de heparina.

Para cada sistema dendritico, se prepara una disolucion por triplicado de
siRNA marcado con fluoresceina. Ademas, se prepara una disolucion de siRNA
igual que las anteriores que se mantiene como control. A continuacion, se afiade
la cantidad necesaria de compuesto para obtener una completa retencion del
SIRNA, se agita y se incuba durante 10 min, y finalmente se registra el espectro.
Una vez finalizado este proceso, se van afiadiendo cantidades de heparina desde
1 a 100 mg/L, se incuba durante 5 min y se vuelven a registrar los espectros

correspondientes.
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En el estudio de los dendrimeros esférico sélo se utilizaran los sistemas 45
y 46 con una relacion molar 1:4 para ambos casos (Figura 5.21), ya que el

sistema 47 no da lugar a una retencion completa.

45
4+ -u 46

c Ll 1 Ll 1 1
0 20 40 60 80 100

C(Heparina), mg/L

Figura 5.21 Estudio del desplazamiento con heparina de los nanoconjugados formados
por los dendrimeros 45 y 46 y siRNA Bcl-xI marcado con fluoresceina mediante la
relacion entre la polarizacién final y la polarizacién inicial (P/Py) para distintas

concentraciones de heparina.

En el caso del nanoconjugado preparado a partir del dendrimero 46, el
material nucleico se ve desplazado a partir de una concentracion de 20 mg/L de
heparina. Para el dendrimero 45 se observa como también se alcanza un platd,
pero la disminucion de la sefial no es tan acentuada como en el caso del sistema

46, por lo que no queda claro su desplazamiento.

En bibliografia cientifica se ha estudiado el desplazamiento de este SiRNA
en nanoconjugados formados con dendrimeros de tipo carbosilano y dendrimeros
basados en atomos de fésforo. Se observa como el siRNA del nanoconjugado
formado por el sistema carbosilano es totalmente desplazado a 40 mg/L. Sin
embargo, esta concentracion no es suficiente para el sistema basado en &tomos de
fosforo, argumentando una mayor fortaleza del nanoconjugado correspondiente.
Por tanto, para el sistema 46, estos datos evidencian un mayor debilitamiento en
la formacion del nanoconjugado, en relacion a los dendrimeros puros con un

comportamiento mas parecido a los derivados carbosilano.®?
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c) Biocompatibilidad y ensayo funcional de los nanoconjugados formados
con siNef (VIH)

Una vez analizada la biocompatibilidad de los dendrimeros (45-47) y su
capacidad para formar los complejos, es necesario conocer la toxicidad de los
nanoconjugados formados entre los dendrimeros y el sSiRNA en las proporciones
de carga adecuadas, de modo que se seleccionaron las relaciones molares 1:2 y
1:4 para siNEF/45y 46 y 1:8 y 1:16 para sSiNEF/47 (Figura 5.22).

N= siRNA Nef
R=siRNA Random 48 h

D= dendrimeros sélos
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Figura 5.22 Ensayo MTT en CMSP tratadas durante 48 horas con los
nanoconjugados formados. Controles: NT (células sin tratar), DMSO (control de muerte
celular) y dextrano (control macromolecular de viabilidad), sSiRNA Nef (N) y Random

(R) (200 nM) y los dendrimeros independientes (D).

En todos los casos se observa un ligero descenso de la toxicidad de los
nanoconjugados con respecto a los dendrimeros (ver Figura 5.16), probablemente
debido a la ocultacion o neutralizacion parcial de las cargas cationicas
superficiales del dendrimero, involucradas en la interaccién con el acido

nucleico.

Teniendo en cuenta la biocompatibilidad, asi como las propiedades del
nanoconjugado, el siguiente paso es comprobar si los complejos estudiados son

capaces de dar lugar a una inhibicion de la infeccién por el VIH.
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Para ello, se eligieron los dendrimeros (45-47) a las relaciones molares de
carga estudiadas. En este experimento se incuban durante 48 horas los distintos
dendrimeros y los nanoconjugados dendrimero-siRNA en CMSP activadas,
previamente infectadas con X4-VIH-1y.43 para comprobar su capacidad de
inhibicion. El porcentaje de inhibicion se relaciona con la cantidad de proteina
P24, a través del inmunoensayo para cuantificar antigeno P24 del VIH.® Este
consiste en un inmunoensayo modificado en el que se sensibiliza una superficie
con un anticuerpo que reconoce especificamente a la proteina P24,
cuantificandose dicha unién colorimétricamente. Por lo que cuantas mas
proteinas se unan a dichos anticuerpos, mayor es el grado de infeccion por el

VIH, y por tanto, menor es la inhibicion.

Como control de infeccién se usan células infectadas (NT). Ademas se
afiade de manera independiente siNEF sélo, para comprobar que en ausencia de
transportadores es incapaz de inhibir la infeccion por el VIH. Como control de
inhibicion del VIH se utiliza zidoduvina (AZT), inhibidor de la retrotranscriptasa
del VIH (Figura 5.23).
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Figura 5.23 Inhibicion de la infeccion por el VIH utilizando los nanoconjugados
SINEF/45-47. N significa sSINEF. NT es control de infeccion por VIH en células

infectadas.

Se observan inhibiciones moderadas en los tres casos, un 40% para 45 y 46
y un 50% para 47. Estos valores moderados pueden ser debidos a diferentes

causas: (i) la concentracion de siRNA es insuficiente; (ii) la interaccion de los
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nanoconjugados es muy estable, y no libera el siRNA para realizar su funcion; o
(iii) que el debilitamiento observado mediante el ensayo de competicion por
heparina se traduzca en que el &cido nucleico no llegue al sitio adecuado de
accion. Segun los resultados obtenidos, la tercera causa seria la mas probable,
aunque un aumento de la concentracién de siRNA también podria proponerse

para mejorar las inhibiciones.

5.3.2.2 Dendrimeros hibridos fosforo-violdgeno-carbosilano

En este apartado se estudian los sistemas hibridos conteniendo fragmentos
viologeno en las ramas {NsP[(Violdgeno)G,CBS(SiNH3)m]le}(CD12+em (55 y 56).

La eficacia en el transporte de una molécula de interés bioldgico, puede
verse afectada por su grado de unidn a las proteinas dentro del plasma sanguineo.
Por una parte, puede mejorar su farmacocinética, o por el contrario, puede existir

cierta competencia y que su eficacia finalmente se vea disminuida.

Los dendrimeros cationicos generalmente son utilizados como agentes de
transporte, por lo que podrian existir competencias entre la molécula de interés
bioldgico transportada y proteinas del medio utilizado. Por ello, es de gran
relevancia estudiar la interaccion de los sistemas dendriticos con este tipo de

proteinas.

La albumina de suero humano (HSA) ha sido una de las proteinas mas
estudiadas durante muchos afios, ya que se trata de una de las proteinas mas
abundantes en el plasma sanguineo. Esta proteina desempefia un papel crucial en

la liberacion de farmacos y en su eficacia farmacoldgica (Figura 5.24).%

Figura 5.24 Representacion esquematica de la proteina HSA.
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Desde hace afios se sabe que los dendrimeros catidénicos pueden interactuar
con la albumina de suero humano. Esta proteina tiene cinco regiones anionicas
no especificas y los dendrimeros cargados son capaces de unirse a ellas mediante
interacciones electroestaticas.®*®" Existen trabajos recientes en sistemas tipo
PAMAM donde describen que este tipo de interacciones dependen fuertemente
del tamarfio y de la quimica del grupo terminal, y sugieren varios mecanismos de
interaccion:® (i) interacciones electrostaticas entre los grupos terminales del
dendrimero cargadas y residuos de proteinas; (ii) enlaces de hidrogeno entre los
grupos internos de los dendrimeros y los residuos de aminoéacidos de la proteina;
(iii) las interacciones hidrofébicas entre la parte no polar del dendrimero y
grupos HSA; y (iv) las interacciones especificas entre los grupos carboxilicos de

dendrimero y sitios de unién de &cido alifaticos de proteinas.
Con estos sistemas se han realizado los siguientes ensayos:

1. Estudio de la biocompatibilidad mediante un ensayo MTT que permite

establecer la concentracion idonea de trabajo.

2. Estudios biofisicos de la interaccion de los dendrimeros con la proteina
HSA.

a) Biocompatibilidad y actividad hemolitica

Se han realizado estudios de biocompatibilidad de los dendrimeros 55 y 56

en diversas lineas celulares. En todos los casos se ha utilizado un ensayo MTT.

En primer lugar, la toxicidad de estos compuestos ha sido estudiada en
CMSP en un rango de concentraciones a 24 y 48 horas. Se ha considerado un
valor de 80 % como punto de corte para la toxicidad de las muestras, de forma
que la viabilidad en CMSP es 2.5 uM para 55 e inferior a 0.1 uM para 56 (Figura
5.25 A).

En la linea celular constituida por fibroblastos de hamster chino (linea
celular B14) se observa una menor toxicidad, con viabilidades del 80% a5y 0.1

uM para los sistemas 55 y 56, respectivamente (Figura 5.25 B).
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Figura 5.25 Ensayo MTT en A) CMSP y B) células B14, tratadas con los
dendrimeros 55-56 en un amplio rango de concentraciones.

El indice terapéutico (IT) constituye una medida del margen de seguridad

de un farmaco. Se expresa numéricamente como una relacion entre la dosis

requerida para producir el efecto letal en el 50% de la poblacién (TCsx) y la dosis
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que causa el efecto terapéutico deseado en el 50% de la poblacion (ECs). Este
concepto se puede formular como: IT = TCso/ECso, Cuanto mayor sea el indice

terapéutico, mas inocuo sera el farmaco.

Si se realiza un calculo aproximado para el dendrimero de primera
generacion (55), su relacién entre su TCsg =~ 5 uM (B14) y su eficacia como
agentes antibacterianos (ECso (Gram +) < 1.51 uM y ECso (Gram -) < 0.75 uM),
se obtendria un buen indice terapéutico, alejado de 1 (IT > 3.3 (Gram -) y IT >
6.7 (Gram +) lo que ofrece un margen de seguridad aceptable sobre todo en
Gram +. Por el contrario, esto no sucede en el caso del dendrimero 56, en el que

su toxicidad es demasiado elevada.

El analisis comparativo con otros sistemas hibridos violégeno-fésforo,” los
cuales se han estudiado en la misma linea celular, permite observar la influencia

del esqueleto carbosilano en la estructura dendritica (Figura 5.26 y Tabla 5.7).

Tabla 5.7 Aspectos generales y valores de toxicidad para diferentes dendrimeros

hibridos con violdgeno en su estructura.

N
55 1 NH;' 12 12 %Z‘; 2 B14
56 2 NHy' 24 12 o B14
DPV (Fig. 526 A) 0 -CHO 0 12 TCg = 1.0 B14
DPV (Fig.526B) 0  -P(O)(OEY), 0 12 TCa= 2.5 B14
DPV(Fig.526C) 1  -P(O)(OEY), 0 36 TCg = 10 B14

*Calculo aproximado del parametro TCs, (concentracion a la cual un sistema o farmaco es letal para el

50% de las células). DPV, dendrimeros fdsforo-violdgeno.

En comparacion con los dendrimeros hibridos fosforo-violégeno con
grupos fosfonato neutros en la periferia, (Figura 5.26 B y C), el dendrimero 55
muestra una biocompatibilidad similar, lo que indica que las cargas internas en
este caso son principalmente las que contribuyen a la toxicidad de estos sistemas.
Sin embargo, en el caso del sistema 56, el factor determinante parece ser el alto

namero de cargas periféricas. Este analisis sugiere que el nimero de cargas
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positivas exteriores es un factor importante en la toxicidad, tal y como se
esperaba, pero también contribuyen de manera notable las cargas positivas
internas.
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Figura 5.26 Representaciones estructurales de dendrimeros hibridos viol6geno-fésforo
Ay B) de primera y C) de segunda generacion.

Para completar este estudio, se han registrado los cambios en la morfologia

en los fibroblastos de hamster chino en presencia de los dendrimeros hibridos 55

y 56 a diferentes concentraciones (Figura 5.27).

El dendrimero 55 a una concentracion de 0.1 uM no provoca cambios en la
morfologia celular. Sin embargo, a concentraciones mas altas y a todas las
concentraciones estudiadas para el dendrimero 56 provocan cambios
significativos en la morfologia celular, ya que se observan fragmentos de células

en las fotografias, indicando de nuevo diferencias entre los dos dendrimeros.
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Figura 5.27 Estudio del cambio morfolédgico en células B14. Fotografias del control y

las células tratadas con los dendrimeros 55 y 56 a las concentraciones 0.1, 1 y 10 uM.

Con el fin de evaluar el dafio de estos dendrimero en los globulos rojos se
llevd a cabo un estudio de su actividad hemolitica. Para ello, las células se
incubaron con los dendrimeros a diferentes concentraciones durante 3 horas
(Figura 5.28).
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Ambos dendrimeros 55 y 56 causan un aumento estadisticamente
significativo en el grado de hemolisis en los eritrocitos tratados. Sin embargo, en
un intervalo de concentraciones de 0.01 hasta 0.1 M, estos cambios son
pequerios, de 2.5% (valor de control) a aproximadamente 7.5% (0.1 uM). Para
concentraciones mas altas, mas eritrocitos son afectados. EI dendrimero 55 a la
concentracion de 10 uM causa un 78% de hemdlisis, mientras que el dendrimero
56 a la misma concentracion causa un 84% (Figura 5.28). Basandose en estos
resultados, se puede concluir que los dendrimeros estudiados son hemotoxicos a

una concentracion superior a 0.1 puM.
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Figura 5.28 Hemolisis de eritrocitos inducida por los dendrimeros 55 y 56.

El anélisis microscopico de los eritrocitos incubados durante 3 horas con
estos sistemas a unas concentraciones de 0.1, 1 y 10 uM muestra que pierden su

morfologia normal en presencia de los dendrimeros hibridos.

Para concentraciones bajas se observa la aparicion de proyecciones
citoplasmaticas en la superficie y la conversion de los eritrocitos normales a
equinocitos. A la concentracion mas alta utilizada (10 uM) se observaron muchos
residuos procedentes del escape de la hemoglobina. En la Figura 5.29, se muestra
que el dendrimero 55 presenta una hemotoxicidad a 1 uM mientras que para

sistemas 56 se observa a todas las concentraciones estudiadas.

259



Capitulo 5

Dendrimero 56

Figura 5.29 Fotografias de eritrocitos control y eritrocitos tratados con los dendrimeros

hibridos 55 y 56 a las concentraciones 0.1, 1 y 10 pM.

La hemotoxicidad observada para los sistemas 55 y 56 (1 uM lisa un 30%
para ambos casos) es menor que la detectada para dendrimeros puramente

carbosilano (1 uM lisa 87%)! y sistemas hibridos basados en violégeno-fésforo
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de segunda generacion (1 uM lisa 40%). Sin embargo, la hemotoxicidad se
reduce significativamente para dendrimeros violdégeno-fosforo de primera
generacion (1 uM lisa 5-10%), sin duda como consecuencia de un menor namero

de cargas interiores y la presencia de grupos neutros en la superficie dendritica.”

Estos hechos sugieren que la toxicidad en glébulos rojos no sigue los
mismos parametros que en células eucariotas, en las que ambos dendrimeros
originan un dafio paralelo o similar. No se puede inferir una correlacién sencilla
con el numero de cargas positivas, por lo que otros factores como el tamario, la
topologia, la naturaleza de los grupos de amonio, densidad de carga locales y

tipologia pueden ser también determinantes.
b) Estudio de la interaccién de los dendrimeros con la proteina HSA

La interaccion entre los dendrimeros 55 y 56 con la proteina HSA se ha
estudiado mediante la utilizacién de diferentes técnicas: potencial zeta, dicroismo

circular y fluorescencia.

|. Potencial zeta (0)

En primer lugar se han estudiado los valores de potencial zeta de ambos
dendrimeros en diferentes medios, disueltos en agua y en un tampodn fosfato,

obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8 Valores de potencial zeta obtenidos para los dendrimeros hibridos en agua y

en una disolucién tampon.

Dendrimero Potencial zeta [mV]

estudiados en agua en tampon fosfato
55 170+ 24 4.1+0.7
56 223 +0.7 28+1.5

En agua se observa que el valor de potencial zeta para el dendrimero 56 es
mayor que para el sistema 55, esto se atribuye simplemente al mayor tamafio y
numero de cargas del sistema 56.
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Sin embargo, estos valores son significativamente mas bajos disueltos en el
tampon. El tampdn presenta un pH fisioldgico, estos sistemas son altamente
dependientes del pH, y puede que en el tampodn el nimero de unidades de amonio
terminales descienda. Otro aspecto importante es la alta concentracion de sales
que posee el tampdn, lo que puede contribuir a que existan interacciones con los
contraiones fosfato facilitando la formacion de pares ionicos. Este hecho puede
conllevar también a una menor exposicion de los grupos amonio periféricos, y

explicar los valores observados.

Para estudiar la interaccion de los dendrimeros con HSA, se representd los
valores del potencial zeta frente a la relacibn molar dendrimero/HSA,
permitiendo de esta forma determinar el nimero de moléculas de dendrimero que

se unen a la proteina (Figura 5.30).
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Figura 5.30 Cambios del potencial zeta para HSA después de la adiccion de los
diferentes dendrimeros: A) 55y B) 56 (x = 12, x es el nimero de repeticiones, Cysa =
0.2 uM).

La molécula de HSA inicialmente presenta un potencial zeta negativo (-
12.6 mV), y cambia a positivo con el aumento de concentracion de los sistemas
dendriticos. Basandose en los resultados obtenidos para el dendrimero 55 (Figura
5.30 A), se puede calcular que a una sola molécula de HSA se unen de 11 a 12
moléculas de dendrimero. Sin embargo, para el sistema 56, se observa que tan
solo se unen 2-3 moléculas de dendrimero (Figura 5.30 B). De nuevo, este hecho

se atribuye a la diferencia de tamafio y nUmero de cargas para ambos sistemas.
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I1. Dicroismo circular (DC)

Numerosos estudios confirman que la interaccion de determinadas
moléculas con la proteina HSA puede inducir un cambio conformacional

alterando su estructura secundaria, y por consiguiente afectar a su funcion.®

La estructura secundaria de las proteinas puede determinarse por
espectroscopia de DC en la region de UV lejano. La sefial de DC refleja una
media de la poblacion molecular, por lo que no se puede determinar qué residuos
concretos estan implicados en cada tipo de estructura, aunque si es posible
analizar los cambios generados en cada una de las estructuras, por comparacion
de los espectros obtenidos con los tedricos. Por lo tanto, un cambio en el espectro

de DC de albumina es indicativo de cambios en su estructura secundaria.
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Figura 5.31 Espectros de dicroismo circular de la proteina HSA (¢ = 2.5 uM) en
presencia de concentraciones crecientes de los dendrimeros: A) 55 y B) 56; (x = 6, x es

el nimero de repeticiones, cada espectro es el promedio de seis réplicas).

A concentraciones bajas de dendrimero 55, 2.5 0 5 uM (proporcion molar
HSA/55 1:1 6 1:2), los cambios en la forma del espectro pueden considerarse
insignificantes debido a que son inferiores a 10%. Sin embargo, concentraciones
mayores de este sistema (relacion molar HSA/55 1:5 ¢ 1:10), si provocan una

alteracion significativa en el espectro de DC de albdmina (Figura 5.31 A).

En el caso del dendrimero 56, se observan cambios significativos ya a bajas

concentraciones (Figura 5.31 B). Estos resultados indican que este sistema afecta
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a la estructura secundaria de HSA a partir de 2 uM, no descartandose que pueda

dafar por debajo de esa concentracion.

Aungue ambos dendrimeros en concentraciones altas modifican la
estructura secundaria de HSA, no se puede establecer cual de los dos sistemas
altera la estructura de la proteina de manera significativa, y por consiguiente a su

funcion.

I1l. Fluorescencia

La influencia de estos sistemas en la conformacién de la proteina HSA se
ha corroborado por intensidad de fluorescencia. Esta proteina tiene un residuo de
triptéfano en su estructura que permite el uso esta técnica. Este residuo es
accesible para el sistema dendritico, por lo que una desactivacion de la
fluorescencia de HSA es indicativa de una interaccion con la proteina por un
cambio estructural en la zona de triptéfano. Se representd graficamente los
espectros de fluorescencia de la albumina después de la adicién de

concentraciones crecientes de los dendrimeros 55 y 56 (Figura 5.32).
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Figura 5.32 Espectros de fluorescencia de HSA (c = 2.5 uM) en presencia de

concentraciones crecientes de los dendrimeros: A) 55y B) 56; (X = 6).

Se ha observado una disminucion en la intensidad de la fluorescencia al
aumentar la concentracion de dendrimero, lo que indica una desactivacién de la
fluorescencia de HSA por parte de ambos dendrimeros. Estos cambios sugieren
que los dendrimeros modifican la estructura secundaria de la proteina, siendo

mas acusada para el dendrimero 56.
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Las representaciones de Stern-Volmer para la desactivacion de la
fluorescencia de HSA con ambos dendrimeros se muestran en la Figura 5.33.%
Las curvas de Stern-Volmer para ambos dendrimeros son lineales indicando que
el mecanismo de desactivacion es dindmico. Las constantes de Stern-Volmer
(Ksy) encontradas son Kgy= 0.65x10° + 0,6 x10* M™* para el sistema 55 y Kgy =
3.73x10° + 0.8x10° M™* de sistema 56.

Foy F: Intensidad de fluorescencia en presencia y
ausencia de dendrimero
— _ i Kq: Constante biomolecular de quenching
=1+ = + H
FfF =1+ Ka 1 [Q] =1+ Koy [Q] | 1, : Tiempo de vida media del fluoréforo
[Q] : Concentracion
Ksy : constante de Stern- Volmer dinamica
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Figura 5.33 Graficas de Stern-Volmer. Amortiguamiento de la fluorescencia de HSA
por los dendrimeros: A) 55y B) 56; (X = 6).

La desactivacion de la fluorescencia de la albimina no fue acompariada por
ningun desplazamiento hacia el rojo o el azul del maximo de emision para los
dendrimeros. El cambio de An. durante la desactivacion de fluorescencia
sugeriria que el residuo de triptéfano fue expuesto a un ambiente mas polar
(desplazamiento hacia el rojo) o menos polar (desplazamiento hacia el azul). Sin
embargo, este no fue el caso encontrado en esta Memoria. Esto puede significar
que, aunque el residuo de triptéfano (Trp) es mas accesible para el inhibidor de la
fluorescencia, esta interaccion no se trasladd a un ambiente de diferente

polaridad. En otras palabras, se producen algunos reordenamientos estructurales,
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pero no vinculados con el cambio en la polaridad en las inmediaciones del

cromoforo.

En los dendrimeros fosforo-violégeno-carbosilano, la presencia de grupos
terminales -NH; permite la interaccion con la proteina por enlaces de hidrégeno.
Este hecho puede explicar los cambios en las estructuras secundarias. Para ambos
hibridos utilizados, la constante de Stern-Volmer esta en el mismo rango que las
observados para los dendrimeros violdgeno-fosforo: el valor mas alto encontrado
es para un sistema con unidades violégeno de 36 cargas positivas interiores
13.1x10°> M (Figura 5.26 C) y la més baja (0.75x10°> M™) se observé para los
compuestos con 6 cargas positivas interiores.”® Sin embargo, para el dendrimero
56, que posee 12 cargas en el interior y 24 cargas exteriores, la interaccion con
HSA es mas fuerte que la del dendrimero 55 con 24 (12+12) cargas positivas en
total. Esto puede sugerir, como era de esperar, que la interaccion mas fuerte entre
la proteina y el dendrimero es una consecuencia de la presencia de cargas

positivas exteriores.

5.3.3 Dendrones bifuncionalizados

En este apartado se han estudiado el dendron de tercera generacion

cationico, y su correspondiente complejo metélico con Cu(ll) (Figura 5.34).
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Figura 5.34 Representacion estructural de los sistemas cationicos 85y 91.
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5.3.3.1 Biocompatibilidad

La citotoxicidad de los compuestos se ha evaluado mediante un ensayo
MTT en CMSP, utilizando como controles NT (células sin tratar), DMSO (10-
20%, control de muerte celular) y dextrano (20 uM, control macromolecular de
viabilidad). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.35.
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Figura 5.35 Ensayo MTT en CMSP tratadas durante 24 y 48 horas con los

dendrones 85 y 91 en un amplio rango de concentraciones.

Ambos dendrones se pueden utilizar hasta concentraciones de 5 uM, no
generando ninguna toxicidad adicional la inclusion de Cu(ll) en el fragmento
DO3A.

5.3.3.2 Estudios de formacién de nanoconjugados

Una vez estudiada la toxicidad de los dendrones sintetizadas, el siguiente
paso fue verificar si son capaces de unir material nucleico. La mayoria de los
experimentos recogidos en este apartado se realizan de forma similar a los

descritos en el apartado 5.3.2.1 para dendrimeros hibridos fésforo-carbosilano.
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a) Ensayos de electroforesis en gel de agarosa

En ambos casos se obtiene la misma relacion molar de carga 1:4 en la

formacion de los nanoconjugados (Figura 5.36).

D SiRNA 1:05 1:1 115 1:2 13 | 1:4 | 15 D siRNA 105 11 115 12 113 14 | 15

DO3AG3(SNMe,HCl), (85) Cu-DO3AG3(SNMe,HCl)g (91)

Figura 5.36 Electroforesis de los nanoconjugados siBcl-x1/85 y siBcl-x1/91 para

distintas relaciones de carga con tiempos de incubacion de 15 min.

En el dendrdn 85 las cargas anionicas de los grupos carboxilato del ligando
DO3A podrian ejercer una cierta repulsion electroestatica con el siRNA, Sin
embargo, en el sistema 91 al estar anclado el metal en el ligando DO3A ésta
repulsion se ve disminuida, lo que explicaria la ligera mejora observada para el
dendrén 91.

b) Potencial zeta ({)

A partir de una muestra de siRNA, se van afadiendo diferentes cantidades
de los dendrones (85 y 91) para obtener las diferentes proporciones de carga (0,
05, 1,15, 2,25, 3, 3.5 etc). En cada adicién de compuesto se agita y se incuba
durante 5 minutos, para a continuacion realizar la medida de potencial ¢ (Figura
5.37).

De estos resultados se deduce una clara relacion molar 1:4 para el dendrén
85. Para el sistema 91 la grafica es mas complicada, intuyéndose una relacion de
carga 1:6 o superior, probablemente porque el metal provoque algin tipo de

interaccion que dificulte la medida.
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Figura 5.37 Potencial zeta para distintas relaciones de carga de los nanoconjugados
formados por los dendrones 85 y 91 con el siRNA Bcl-xI marcado con fluoresceina.

c) Polarizacion de fluorencencia

De nuevo, esta técnica ha permitido estudiar dos aspectos interesantes de
estos sistemas: (i) estudio de la relacion molar optima y (ii) la estabilidad del

nanoconjugado formado frente al desplazamiento por heparina.
i. Estudio de la relacion molar de carga 6ptima

El protocolo es igual que en los casos anteriores (ver apartado 5.3.2.1), se
prepara una disolucion de siRNA marcado con fluoresceina y se van afiadiendo
diferentes cantidades de los dendrones (85 y 91) para obtener las diferentes
proporciones de carga. Cada adicion de compuesto se agita y se incuba durante 5
min, y luego se registra el espectro de polarizacién de fluorencencia (Figura 5.38
A).

En el caso del dendron 85 se observa que a partir de una relacion de cargas
1:2 se empieza a formar el nanoconjugado. Sin embargo, en el caso del dendron
91, la presencia del metal produce una desactivacion de la sefial, por lo que se
realizo el estudio por fluorencencia (Figura 5.38 B). Por fluorescencia, se
observa una relacién molar entre 1:3 y 1:4 para el dendron 91, en concordancia

con los resultados obtenidos en el estudio llevado a cabo en gel de agarosa.
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Figura 5.38 Estudio de la formacion de los nanoconjugados formados por los
dendrones 85 y 91 con el siRNA Bcl-xI marcado con fluoresceina mediante A) relacion

entre la polarizacion final y la polarizacion inicial (P/Po) y B) fluorescencia.

ii. Estudio de la estabilidad del nanoconjugado formado mediante

el desplazamiento con heparina

Este estudio se realiza de la misma forma que en los dendrimeros hibridos
descrito en el apartado 5.3.2.1, utilizando solo el dendron 85, ya que cobre
produce un fendmeno de desactivacion de la sefial. En primer lugar, se forma el
nanoconjugado entre el siRNA marcado con fluoresceina y el dendrén en una
relacion de carga 1:4. Posteriormente, se van afiadiendo cantidades de heparina
desde 1 a 100 mg/L, se incuba durante 5 minutos y se van registrando los

espectros correspondientes (Figura 5.39).

En este caso, lo que se observa es que el nanoconjugado con el dendron 85
se ve desplazado a 20 mg/L, analogo al encontrado para dendrimeros hibridos
esféricos fosforo-carbosilano, y de nuevo concuerda con lo descrito para sistemas

de naturaleza puramente carbosilano.®
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Figura 5.39 Estudio del desplazamiento de heparina en el nanoconjugado
formado por el dendrén 85 y el el siRNA Bcl-xI marcado mediante la relacion
entre la polarizacion final y la polarizacion inicial (P/Po) para distintas

concentraciones de heparina.
d) Estudios de estabilidad frente a RNasas en gel de agarosa

Para evaluar la capacidad de los dendrones de proteger o evitar la
degradacion del material genético en presencia de RNasa A, se prepararon 5

muestras diferentes (Figura 5.40):

- Muestra 1 (Columna 1): siRNA en PBS.

- Muestra 2 (Columna 2): siRNA en presencia de RNasa A (degradacion del

material genético).

- Muestra 3 (Columna 3y 6): SiRNA y el dendron correspondiente (formacion

del nanoconjugado).

- Muestra 4 (Columna 4 y 7): siRNA y el dendron correspondiente en

presencia de heparina (desplazamiento del material genético).

- Muestra 5 (Columna 5 y 8): el nanoconjugado en presencia de RNasa A.

De este estudio se deduce que estos sistemas pueden retardar la degradacion
del siRNA, pero no la impiden. Este comportamiento es diferente al observado
en dendrimeros esfericos de tipo carbosilano, donde si existe una proteccion

fente a la RNasa A.%? Esta diferencia puede ser debida a que estos sistemas son
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mas pequefios que un dendrimero y la interaccion mas superficial, siendo menos

eficaz la proteccion del material genético.

1 2 3 4 5 6 7 8

SIRNA + + + + + + + +
RNasa A - + + +
+ + + +

Heparina

\—Y—“—Y—)

DOTAG3NMe,HCI (85)  Cu-DOTAG3NMe,HCI (91)

Figura 5.40 Ensayo de estabilidad de los nanoconjugados formados por los dendrones

85y 91 con el siRNA Bcl-xI marcado frente a la RNasa A.

5.3.4 Conclusiones del apartado

A lo largo de este apartado se han estudiado diferentes sistemas dendriticos
como posibles agentes transfectantes y otras propiedades biofisicas de interés
biologico.

De los todos los sistemas fésforo-carbosilano se han elegido tres sistemas
hibridos 45-47 como agentes transfectantes, capaces de formar nanoconjugados
con siRNA con una biocompatibilidad adecuada. No obstante, el sistema 47 da
lugar a situaciones menos estables a relaciones de carga similares. Ademas, todos
ellos han mostrado originar nanoconjugados menos estables que los formados
con dendrimeros precursores basados en dtomos de fosforo o carbosilano. Este
hecho, puede explicar la obtencion de inhibiciones moderadas en los

experimentos de infeccion por el VIH.
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Con respecto a los dendrimeros fosforo-viologeno-carbosilano, la viabilidad
celular de los sistemas 55 y 56 comparada con los dendrimeros analogos fdésforo-
viol6geno, tentativamente sugiere que la toxicidad esta relacionada con el
numero de cargas en el exterior con una contribucion secundaria provocada por
las cargas interiores. Sin embargo, con respecto a la hemotoxicidad no existe
ninguna correlacion con respecto al nimero de cargas exteriores y su diferente

localizacion (en el interior o exterior).

Se ha corroborado por diferentes técnicas que la interaccion con la proteina
HSA es méas acusada con el dendrimero de segunda generacién 56, lo que se
traduce en una modificacién mas fuerte en la estructura secundaria de HSA que
en caso del sistema 55. Probablemente, todo sea consecuencia del mayor nimero

de cargas positivas externas, siendo las cargas internas de menor relevancia.

Los sistemas dendriticos cationicos 85 y 91 utilizados muestran
biocompatibilidades aceptables, en torno a 5 pM. Forman nanoconjugados con
diferentes siRNA, con una estabilidad frente a heparina similar a la observada en
dendrimeros hibridos esféricos. Ademas, el grado de proteccion frente a
nucleasas parece ser inferior a los dendrimeros carbosilano esféricos,
probablemente como consecuencia de sus diferentes topologias. No obstante,
seria necesario realizar ensayos funcionales para corroborar su eficacia como

posibles agentes transfectantes.
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54 SISTEMAS ANIONICOS COMO AGENTES ANTIVIRALES
FRENTE AL VIH

Los estudios sobre la actividad antiviral de los diferentes sistemas
dendriticos aniénicos se han realizado por la autora de esta Memoria en el
laboratorio de Inmunobiologia Molecular del Hospital Gregoria Marafion, grupo

liderado por la Dra. M2Angeles Mufioz Fernandez.

Los compuestos anionicos sintetizados a lo largo de esta Memoria son
potenciales candidatos como agentes antivirales frente al VIH, ya que presentan
grupos anionicos aptos para su union a dominios cationicos del receptor CD4 y/o
de los correceptores CXCR4 o CCR5 de las células dianas, o a las proteinas de la

envuelta del virus, como la glicoproteina gp120, impidiendo su unién y fusién.*

Para evaluar su posible actividad antiviral frente al VIH, se han realizado

los siguientes ensayos:

1. Estudio de la biocompatibilidad en diferentes lineas celulares de los

diversos compuestos mediante ensayo MTT, que permite establecer la

concentracion idonea de trabajo.

2. Ensayos de inhibicién de la infeccién por el VIH. Ensayo en pre-

tratamiento, que permite determinar su actividad profilactica a su concentracion

maxima no toxica.

5.4.1 Polimeros hiperramificados

En este estudio se incluyeron los polimeros sintetizados por adicion tiol-eno
PCS-N-SCOONa (N=1 (16) y N=2 (17)) y PCS-N-SSO3Na (N=1 (18) y N=2
(19)). Estos sistemas se han comparado con dendrimeros esféricos carbosilano

con un ndmero similar de cargas en la periferia (Figura 5.41).°"%
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Figura 5.41 Representacion estructural de los polimeros 16-19 funcionalizados via tiol-

eno y sus dendrimeros esféricos analogos.

5.4.1.1 Biocompatibilidad

La toxicidad de los polimeros se ha evaluado en dos lineas celulares, HEC-
1A (Figura 5.42) y TZM.bl (Figura 5.43). Estas lineas celulares se usan como
modelos del epitelio y de la mucosa vaginal respectivamente, y son la primera

barrera de defensa frente a la infeccion por el VIH.

En todos los ensayos de biocompatibilidad realizados en este apartado se
han utilizado como controles: NT (células sin tratar), DMSO (10-20 %, control
de muerte celular) y dextrano (20 uM, control macromolecular de viabilidad).
Las concentraciones se expresan en pg/mL, ya que estos sistemas son
polidispersos. Sin embargo, se han utilizado sus pesos moleculares promedio,
para que las concentraciones utilizadas se asemejen a las concentraciones
cominmente empleadas en otros sistemas similares, las cuales son 20, 10, 5,1y
0.1 pM.

Los resultados obtenidos en la linea celular HEC-1A muestran que la matriz

PCS-1 presenta menor toxicidad que la PCS-2 (Figura 5.42). Este hecho puede
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ser debido a que la presencia de anillos aromaéticos en su estructura genere cierta
toxicidad. Ademas, también los grupos sulfonato muestran mayor toxicidad que

los grupos carboxilato en ambas matrices.
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Figura 5.42 Ensayo MTT en células HEC-1A tratadas durante 24 y 48 horas con

los polimeros 16-19 en un amplio rango de concentraciones. Los resultados mostrados

son la media + desviacién estandar de tres experimentos independientes.

En el caso de la linea celular TZM-bl, se observa un aumento en sus
toxicidades con respecto a la linea celular HEC-1A. En algunos casos se observa
que hay sistemas que son toxicos a las 24 horas pero no a las 48 horas, como es
el ejemplo del polimero 19 (Figura 5.43). Esto puede ser debido a que a las 24
horas el sistema ya ha sido degradado y las células que han sobrevivido han

podido proliferar. Aunque se debe analizar cada caso en particular, normalmente

276



Aplicaciones biomeédicas

siempre es mas fiable un dato a 24 horas que a 48 horas. Esto sucede para el
polimero 17 en la linea celular HEC-1A vy para el polimero 19 en la linea celular
TZM-bl. Debido a que los siguientes ensayos se realizaron en células TZM-bl, se
descarto el polimero 19.
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Figura 5.43 Ensayo MTT en células TZM-bl tratadas durante 24 y 48 horas con
los polimeros 16-19 en un amplio rango de concentraciones. Los resultados mostrados

son la media + desviacidn estandar de tres experimentos independientes.

5.4.1.2 Ensayos de inhibicion frente al VIH

Tras evaluar las concentraciones a las que los compuestos son
biocompatibles, el siguiente paso es analizar su capacidad para inhibir la
infeccion por el VIH. Los ensayos de inhibicion se realizaron en las células
TZM-bl, eligiéndose las concentraciones maximas no tdxicas en esta linea

celular, las cuales son 11, 8 y 1.2 ug/mL para los polimeros 16-18,
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respectivamente. En todos los ensayos de inhibicion se utilizan como controles:
NT (células infectadas sin tratar, como control de infeccion), 20 uM de T-20

(inhibidor de la entrada y fusion, como control de inhibicion).

120 -
M X4VIH ® R5VIH H X4/R5

100 4 ;===
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3 40 I
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NT T.o0  Polimero 16 Polimero 17 Polimero 18

-20

Figura 5.44 Porcentaje de actividad luciferasa medida por intensidad de
luminiscencia frente al control de células NT y tratadas con T-20 en la linea celular
TZM.bl en pre-tratamiento de los polimeros 16-18 frente a los tres tipos de aislados

virales. Los resultados mostrados son la media + desviacion estandar de tres

experimentos independientes.

Las células TZM-bl tras ser plagueadas 24 horas, se trataron durante 1 hora
con los polimeros a su concentracibn maxima no tdéxica. Trascurrido dicho
tiempo se procedié a la infeccion con los aislados virales X4-VIH-1y 43, R5-
VIH-1\iaps Y tropismo dual X4/R5-VIH-1g96 durante 3 horas. ElI uso de
diferentes aislados virales se fundamenta en que el aislado viral R5 es
mayoritario en la fase aguda de la infeccion y el X4 y tropismo dual durante la
fase crénica, por lo que es de gran interés saber si su actividad inhibitoria
depende del tropismo viral. Después, las células se lavaron con PBS estéril y se
repuso el medio de cultivo. Transcurridas 48 horas, se lisaron las celulas y se
cuantifico el porcentaje de infeccion mediante el un ensayo de luciferasa

utilizando un kit comercial y cuantificando la luminiscencia (Figura 5.44).

La presencia de los polimeros anionicos reduce la infeccion viral, dando

lugar a una mayor inhibicion frente a la infeccion para el aislado viral con
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tropismo X4. Este comportamiento coincide con lo que se ha observado con
anterioridad para otros dendrimeros polianionicos, que presentan mayor actividad

frente a cepas virales que usan los correceptores CXCR, para la infeccion.*

Tabla 5.8 Comparacién de la capacidad antiviral de los sistemas sintetizados con otros
sistemas dendriticos.

Concentraciones
- % de inhibicion
Sistemas dendriticos N° de grupos utilizadas

estudiados funcionales [0 419/ mL) uMm X4 R5
PCS-1-SCOONa (16) 33 11 1 99 75-80
PCS-2-SCOONa (17) 16 8 1 70-80 55-60
PCS-1-SSO;Na(18) 33 1.2 0.1 90 50-60

SiG,(SSO3Na) 6 16 2.2 0.5 95 80

Los dendrimeros analogos se han estudiado en diferentes lineas celulares,
pero para tener una buena comparacion de los resultados, es conveniente
comparar los datos en células TZM-bl.>** En caso del dendrimero con grupos
carboxilato SiG,(SCOONa),¢ no se ha encontrado inhibiciones del VIH en las
células TZM-bl, pero en otras lineas celulares como CMSP o VK2/EGE7 a
concentraciones de 10 uM presentaron inhibiciones de la infeccién por el VIH

similares a las del dendrimero analogo con grupos sulfonato SiG,(SSOsNa) .2’

Las mejores inhibiciones se observan con el polimero 16 con grupos
carboxilato periféricos, los cuales suelen presentar menor actividad que los
grupos sulfonato.®” Sin embargo, en este estudio no se puede establecer una
comparacion, ya que cada sistema se ha utilizado a una determinada
concentracion, en cada caso a la concentracion no téxica. La mayor actividad
observada para los polimeros con grupos carboxilato, pueda ser debida a que se
ha utilizado una mayor concentracion, y por consiguiente haya un mayor namero

de grupos activos que en el caso del polimero con grupos sulfonatos.

En estos sistemas se observa el mismo perfil de actividad antiviral que en
los dendrimeros esféricos. Es decir, en ningln caso se alcanzan inhibiciones de

un 100% en ambos aislados virales. No obstante, el uso de terapia de
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combinacién con algun antirretroviral o con un dendrimero, podrian dar lugar a

resultados parecidos o idénticos a los conseguidos con dendrimeros.

5.4.2 Dendrones bifuncionalizados

En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado previamente
metalodendrimeros carbosilano aniénicos conteniendo Cu(ll) en su estructura,
demostrando que el anclaje periférico del metal mejora la actividad antiviral

frente al VIH-1 en comparacion con el dendrimero solo.*®
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Figura 5.45 Representacidn esquematica de los sistemas DO3AG3(SCOONa)sg
(70), Cu- DO3AG3(SCOONa)s (87), DO3AG3(SSO3Na)s (76) y Cu-
DO3AG3(SSOsNa)s (89).

En este apartado se han evaluado los sistemas 70, 76, 87 y 89 como

potenciales agentes antivirales conteniendo grupos carboxilato y sulfonato
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periféricos. Como se describid en el Capitulo 4, en el caso de los dendrones
carboxilato, la mayor parte del cation Cu(ll) estara anclado en el sistema DO3A,

pero no se puede descartar que haya un pequefio porcentaje en las ramas
periféricas (Figura 5.45).

5.4.2.1 Biocompatibilidad

La toxicidad de los dendrones se ha evaluado en tres lineas celulares, HEC-
1A, TZM.bl y CMSP mediante ensayos MTT (Figura 5.46).
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Figura 5.46 Ensayo MTT en diferentes lineas celulares primarias y vaginales
tratadas durante 24 horas con los dendrones 70, 87, 76 y 89 en un amplio rango de a
concentraciones. Los resultados mostrados son la media + desviacion estandar de tres

experimentos independientes.

Se puede observar que presentan una biocompatibilidad similar en todas las

lineas celulares, y ademas la presencia del cobre no genera toxicidad en los
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sistemas. En la mayoria de los casos se observa que no generan toxicidad hasta la

concentracion de 50 puM.

5.4.2.2 Ensayos de inhibicion

Los ensayos de inhibicién se realizan en las células TZM-bl. Se estudian las
curvas de inhibicion de los cuatro dendrones en dos aislados virales, con el
objetivo de poder determinar el valor de ECsy (concentracién necesaria de un
determinado sistema para inhibir el 50% de la infeccion viral) y observar si la
actividad inhibitoria se ve afectada por el aislado viral utilizado segun su

tropismo.
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Figura 5.47 Actividad anti-VIH en células TZM.bl. Las células se pretrataron con
los diferentes sistemas 1 hora antes de ser infectados por los aisladod virales X4

tl’épiCO V|H-1N|_4_3 Yy R5 trépicoVIH-lNLADg.

Las células TZM-bl tras ser plaqueadas 24 horas antes, se trataron durante 1

hora con los dendrones en un amplio rango de concentraciones (10 uM-0.001
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uM). Trascurrido dicho tiempo se procedio a la infeccion con los aislados virales
X4 VIH-1n43 Y RS VIH-1apg durante 3 horas. Después se lavaron con PBS
estéril y se repuso el medio de cultivo. Transcurridas 48 horas, se cuantifico el

porcentaje de infeccion utilizando el kit de luciferasa (Figura 5.47).

Todos los dendrones muestran buenas actividades, aunque dicha actividad
es dependiente del tropismo viral, siendo mas activo frente al aislado viral X4
que a R5. Este comportamiento ya se ha observado en otros sistemas aniénicos
carbosilano.” Los sistemas con grupos sulfonato son mas activos debido a que
generan una interaccion mas fuerte con el receptor celular y/o viral. También se
observa que la coordinacion del cobre no mejora su actividad, probablemente
debido a que el complejo formado con el ligando DO3A sea demasiado estable e

impida ejercer una accion adicional.

Tras el analisis estadistico, se calcularon los ECs, para cada sistema (Tabla
5.9). Estos sistemas se compararon con la cufia dendritica de tipo carbosilano de
tercera generacion con grupos sulfonato, pero sin el ligando DO3A en el punto
focal NH,G3(SSO;Na)g.**

Tabla 5.9 Valores de ECs de los dendrones en células TZM.bl.

X4 VIH R5 VIH
Sistema utilizado
ECs (UM)

DO3AG;(SCOONa)g (70) 0.031 + 0.004 0.57 + 0.09
Cu-DO3AG;(SCOONa)g (87) 0.0478 + 0.009 0.44 + 0.09
DO3AG;(SSO;Na)s (76) 0.015 + 0.006 0.07 +0.02
Cu-DO3AG;(SSO3Na)s (89) 0.019 + 0.006 0.05 + 0.01
NH,G3(SSO;Na)g 0.080 + 0.009 0.20 + 0.04

Los valores encontrados son muy dependientes del tropismo viral, y es
mucho mas acentuado en el caso de los carboxilatos. Las diferencias entre los
dendrones solos y su correspondiente complejo metalico no mejoran la actividad,

por lo que se descartaron, prosiguiendo el estudio con los sistemas 70 y 76. Por
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otro lado, si se observa una mejora del sistema DO3AG;(SSO;Na)g (76) con
respecto al dendron NH,G3(SSO3Na)g que no presenta el ligando DO3A en el
punto focal. La diferencia es mas acusada sobre todo en el aislado viral R5, ya
que el valor de ECs, varia un orden de magnitud.

En el caso de que el VIH-1 pudiera atravesar la primera barrera epitelial, es
importante conocer si es capaz de inhibir también en las CMSP, ya que en ella se
encuentran las diferentes subpoblaciones que expresan la diana del virus, el
receptor CD4. Las CMSP activadas se pretrataron 1 hora con las maximas
concentraciones no toxicas de los dendrones y posteriormente se infectaron con
los aislados virales X4 VIH-1y.43 Y R5 VIH-1y (aps). Después de 72 horas se
recogen los sobrenadantes y se cuantifica la cantidad de antigeno VIH-p24%¢
mediante un ensayo ELISA. Se utiliz6 el antirretroviral T-20 como control de
inhibicion de entrada y fusion (20 uM) del VIH. Los resultados que se muestran
en la Figura 5.48 son el promedio de tres ensayos independientes.

1209 X4 VIH R5 VIH
100 —— g

80
60 -

40 -

% de infeccion (vs NT)

20

0 . ol - - T T

NT T-20  DO3AG4(SCOONa), DO3AG,;(SSO;Na),
(70) (76)

Figura 5.48 Actividad anti-VIH en CMSP activadas. Las CMSP se pretrataron con
los diferentes sistemas 1 hora antes de ser infectados por los aislados X4 VIH-1n14.3
Yy RS-V'H-lNLADg.

Ambos dendrones inhiben los dos aislados virales X4 y R5 (97 y 98% de
inhibicion para DO3AG3(SCOONa)g; 95 y 98% para DO3AG;(SSOzNa)g), si

bien para el caso del dendrén con grupos carboxilicos es necesario aumentar la
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concentracién para encontrar valores de inhibiciones similiares al dendrén con

grupos sulfonato.

Si se realiza un calculo aproximado del valor del indice terapéutico del
sistema con grupos sulfonato (76) en ambas cepas virales, se observa que la
relacién entre su TCsq > 20 uM (TZM-bl) y su eficacia como agentes antiviral
ECso (X4) < 0.02 uM y ECs, (R5) < 0.08 uM, da lugar a un indice terapéutico
elevado en ambos aislados virales (IT(X4) = 1000 y IT(R5) = 250), lo que indica
un margen de seguridad prometedor.

5.4.2.3 Mecanismo de accion

Una vez que se ha estudiado la actividad antiviral de estos dendrones, el
siguiente paso es estudiar cual es su mecanismo de accion. Para ello, se llevaron

a cabo los siguientes experimentos:
a) Tiempo de adiccion

Este experimento se disefid para determinar el modo de accion de estos

sistemas en el ciclo viral de la infeccion por el VIH en células TZM-bl.

Se utilizaron los dos dendrones DO3AG3(SCOONa)s (70) vy
DO3AG;(SSO3Na)g (76) (20 uM), y varios antirretrovirales que actian a
diferentes niveles del ciclo de infeccion por el VIH: T-20 (20 uM) inhibidor de la
entrada y fusion, AZT (1 uM) inhibidor de la transcriptasa inversa y raltegravir
(RTV) (1 uM) inhibidor de la integrasa. Las células TZM-bl tras ser plaqueadas
24 horas antes, se pretrataron durante 1 hora (t = -1) con los dendrones y los
diferentes antirretrovirales a su concentracion correspondiente. Trascurrido dicho
tiempo se procedié a la infeccion con los aislados virales X4 VIH-1y43 Y R5
VIH-1y aps (t = 0). A partir de ahi, se fueron afiadiendo todos los compuestos a
diferentes tiempos. Transcurridas 48 horas, se cuantifico el porcentaje de los
niveles de expresion de luciferasa usando el kit de luciferasa para conocer los

niveles de inhibicion (Figura 5.49).
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Figura 5.49 Experimento tiempo de adiccion en células TZM-bl. Los resultados

mostrados son el promedio+ desviacion estandar de tres ensayos independientes.

La actividad inhibitoria del farmaco T-20 desciende a partir de las 2 horas,
el AZT después de las 5 horas y el RTV después de las 7 horas. Los dendrones
presentan buenas actividades hasta las 2-3 horas después de la infeccion en
ambos aislados virales, lo que indica que tiene un perfil de accion similar al de T-
20. Es decir, se puede sugerir que actuarian en las etapas tempranas de la

infeccion.
b) Internalizacion

Si realmente estos sistemas actuan en las etapas tempranas de la infeccion,
se espera que dificulte la entrada del virus en la célula. Para corroborarlo, se
realiz6 un ensayo de internalizacion, en el cual se cuantifica la cantidad de virus

que ha entrado dentro de la célula.

Las CSMP activadas se pretrataron con los dendrones durante 1 hora antes
de la infeccion por el VIH-1. Se utilizaron como controles los antirretrovirales T-
20 y AZT. Trascurrido dicho tiempo se procedié a la infeccion con los aislados
virales X4 VIH-1Inw43 y R5 VIH-1aps. Después de 3 horas de infeccion, las
CMSP se lavaron con PBS vy glicina (pH=3.2) para eliminar el exceso de virus y
los sistemas pegados a las células, y finalmente se lisaron con Triton X-100
0.1%. A continuacion, se cuantifico la cantidad de antigeno VIH-p24%9 que hay

dentro de la célula utilizando un ensayo ELISA (Figura 5.50).
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Figura 5.50 Ensayo de internalizacion en CMSP activadas. Los resultados
mostrados son el promedio + desviacion estandar de tres ensayos independientes. NT,
no tratados.

Estos sistemas no impiden la entrada del virus, ya que se obtienen
porcentajes de internalizacion por encima del 80% para ambos sistemas y ambos

aislados virales.

Es importante destacar que los ensayos de inhibicién y de internalizacién en
CMSP se realizaron en paralelo. Por un lado, en el ensayo de internalizacion se
observa como a las 3 horas de infeccién mas de un 80% del virus ha entrado al
interior de la célula. Sin embargo, 48 horas después en el ensayo de inhibicion se
observan excelentes inhibiciones. Esto hace pensar que estos sistemas no
impiden la entrada del virus, pero son capaces de impedir la infeccién por los
aislados virales. Es decir, el virus entra en la célula, pero la presencia de los
sistemas le hace no infectivo, no siendo capaz de realizar su ciclo celular e

infectar a otra célula.
c) Monocapa de células HEC-1A

Se ha descrito el uso de soportes permeables “transwell" para el estudio de
posibles candidatos como microbicidas (Figura 5.51). Este dispositivo imita de
alguna forma el epitelio vaginal disponiendo una monocapa de células, y permite
comprobar si los sistemas estudiados previenen el paso del VIH-1 a través de una
monocapa de células epiteliales.
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Figura 5.51 Esquema de un dispositivo transwell.

Para obtener una monocapa perfecta, se procedio al cultivo de células HEC-
1A durante siete dias en el dispositivo transwell. La formacién de la monocopa
se monitorizd mediante la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TER).
Para ello, se colocan dos electrodos, uno fuera y otro dentro del inserto transwell.
De esta forma, una reduccién en el valor de TER indica una mala formacion de la
monocapa. Los valores obtenidos de TER permiten indicar que la monocapa
estaba bien constituida. Previamente se observé que los dendrones no afectaban a
los valores TER de la monocapa HEC-1A, es decir, que la monocapa no sufre

ninguna alteracion.

Se llevd a cabo el pre-tratamiento del dendrén 76 (20 uM) durante 1 hora.
Se utiliz6 como control el antiviral Suramin, el cual es un inhibidor de la entrada
y de la fusion. Posteriormente se infectaron con el aislado viral X4 VIH-1nL43, y
se recogid el medio de la parte inferior a 0.5, 1 y 2 horas. Se cuantifica la
cantidad de antigeno VIH-p24% que pasa a través de la monocapa mediante un
ensayo ELISA (Figura 5.52).

El dendrén DO3AG3(SSO3Na)g (76) impide a tiempos tempranos la entrada
del X4 VIH-1nL43, sin embargo, a tiempos largos se observa que el virus
atraviesa la monocapa en su totalidad. Esto corrobora los resultados obtenidos en
el experimento de internalizacion, de tal manera que estos sistemas no impiden la

entrada del virus.
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Figura 5.52 Reduccion de la transmision viral a través de la monocapa de HEC-
1A en presencia del dendron DO3AG3(SSO3Na)s (76). Los resultados mostrados son el

promedio de tres ensayos independientes.
d) Unién célula-dendrimero

La unién célula-dendréon se ha estudiado en células TZM.bl. Para ello, se
pre-trataron las células durante 1 hora con concentraciones de 1 uM para el
aislado viral X4 VIH-1y43 ¥ 5 UM para R5 VIH-1y aps. Se utilizaron las
mismas concentraciones para ambos dendrones (70 y 76). Transcurrido dicho
tiempo se lavaron varias veces, para eliminar el dendrén que no se hubiera unido
a las células y posteriormente se infectaron, y tras 48 horas se procedio a la

cuantificacion de los aislados virales por kit de luciferasa (Figura 5.53).

De la gréafica se deduce que los dendrones no interaccionan con la célula. El
pequefio descenso (20% de disminucion de la infeccion) observado en el caso del
aislado viral con tropismo R5, podria ser atribuido a dos factores: (i) la
utilizacion de una mayor concentracién de ambos dendrones o (ii) el tropismo R5
tiene mayor posibilidad de unirse a co-receptores celulares como CCR5, CCR3,

CCR2, a diferencia de X4 que s6lo se une a un receptor.
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Figura 5.53 Union de los dendrones a las células para evitar la infeccion por el

VIH-1. Los resultados mostrados son el promedio de tres ensayos independientes.
e) Actividad virucida

A la vista de los resultados obtenidos, el siguiente paso es estudiar si estos
sistemas son capaces de inactivar directamente al virus, lo que se denomina

actividad virucida.

Para ello, se trataron ambos aislados virales X4 VIH-1y43Y R5-VIH 1y aps
con concentraciones de 1 y 5 pM de ambos dendrones (70 y 76),
respectivamente. Se incuban los aislados virales y el dendrén a diferentes
tiempos (10, 30, 60 y 120 minutos). Transcurridos dichos tiempos, las células
TZM-bl se tratan con la mezcla (virus-dendrdn), obteniendo en la placa
concentraciones finales para ambos dendrones de 0.01 uM para el aislado viral
X4 VIH-1y143 Y 0.05 pM para el aislado R5 VIH-1y, apg concentraciones a las
cuales el porcentaje de inhibicion es muy bajo o nulo. Por lo tanto, la inhibicion
observada esta uUnicamente relacionada con la interaccion previa entre los
aislados virales y los dendrones (Figura 5.54). Se utiliza como control positivo de
inactivacion viral Tritdn. Transcurridas 48 horas, se lisan las células y se
cuantifica el porcentaje de infeccion utilizando el kit de luciferasa

(luminiscencia).
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Figura 5.54 Actividad virucida. Los resultados mostrados son el promedio de tres

ensayos independientes.

A estas concentraciones los dendrones se comportan de forma similar en
ambos aislados virales, aungque esto puede ser debido a que frente al aislado viral
R5 se utiliza una concentracion de los dendrones cinco veces mayor que en para
el aislado X4.

Por otro lado, se puede observar como el dendron DO3AG;(SSOzNa)g a 1
uM disminuye la infectividad del aislado X4-VIH-1y.43 en 10 minutos un 80%
frente a un 30% del dendron con grupos carboxilato, lo que indica una
interaccion mas rapida y eficaz entre el dendron y el VIH-1. Se puede concluir

que estos sistemas presentan actividad virucida.
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5.4.3 Conclusiones del apartado

Con respecto a los polimeros hiperramificados, el polimero 16 con grupos
carboxilato funcionalizado via tiol-eno da lugar a resultados similares a sus
dendrimeros analogos como agentes antivirales, pero con la ventaja de utilizar
sistemas de sintesis mucho mas sencilla, tanto en tiempo como en coste

econdmico.

Los resultados obtenidos con los dendrones bifuncionalizados con el
ligando DO3A muestran que estos sistemas pueden suponer una nueva

alternativa a los dendrimeros como agentes antivirales.

Todos los sistemas anidnicos y sus correspondientes complejos con cobre,
presentan una alta biocompatibilidad. Con los dendrones 70 y 76 se consiguen
muy buenas inhibiciones frente al VIH-1, obteniéndose valores interesantes de
ECso. Con estos sistemas, se consiguen indices terapéuticos elevados en ambas
cepas virales X4 y R5, sobre todo para el dendrén 76. Los estudios sobre el
mecanismo de accion indican que estos dendrones actian en las etapas tempranas
de la infeccion. El ensayo de internalizacion en paralelo con el de inhibicién y
junto con el experimento de monocapa HEC-1A, indican que estos sistemas no
impiden la entrada del VIH-1 en la célula, sin embargo, presentan una alta
actividad virucida. Es decir, los dendrones 70 y 76 se unen al VIH-1 mediante
interacciones con proteinas virales, sin embargo, no interacciona con receptores
celulares. En conclusion, el dendrén 76 es el que presenta mejor actividad anti-
VIH-1, por lo que puede considerarse un sistema prometedor como microbicida
frente al VIH.
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5.5 PERSPECTIVAS DE FUTURO

En el caso de Cu(ll), se ha demostrado que el ligando DO3A da lugar a una
coordinacion muy estable. Este hecho ha sido corroborado por la ausencia de
sinergias observadas entre el metal y la cufia carbosilano en su capacidad
antibacteriana y antiviral. Sin embargo, la estabilidad de este ligando como
agente quelante es muy importante a la hora de coordinar metales como galio y

gadolinio, para su uso como agentes teragndsticos.

Ademas, la capacidad de captar el metal y formar un complejo estable abre
las puertas al uso de estos sistemas en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, donde la desregularizacion homeostatica
de determinados metales juega un papel importante en el desarrollo de este tipo

de enfermedades.

293



Capitulo 5

5.6 BIBLIOGRAFIA

(1) Tulu, M.; Erturk, A. S.; InTech: 2012, p 89.

(2) Gao, W.; Thamphiwatana, S.; Angsantikul, P.; Zhang, L. Wiley Interdiscip. Rev.:
Nanomed. Nanobiotechnol. 2014, 6, 532.

(3) Heredero-Bermejo, I.; Copa-Patifio, J. L.; Soliveri, J.; Garcia-Gallego, S.; Rasines,
B.; Gomez, R.; de, la Mata. F. J.; Pérez-Serrano, J. Parasitol Res 2013, 112, 961.

(4) Wasiak, T.; Marcinkowska, M.; Pieszynski, I.; Zablocka, M.; Caminade, A.-M.;
Majoral, J.-P.; Klajnert-Maculewicz, B. New J. Chem. 2015, 39, 4852.

(5) Coates, A.; Hu, Y.; Bax, R.; Page, C. Nat. Rev. Drug Discovery 2002, 1, 895.
(6) Chen, C. Z.; Cooper, S. L. Adv. Mater. 2000, 12, 843.
(7) Tischer, M.; Pradel, G.; Ohlsen, K.; Holzgrabe, U. ChemMedChem 2012, 7, 22.

(8) Chanawanno, K.; Chantrapromma, S.; Anantapong, T.; Kanjana-Opas, A.; Fun, H.
K. Eur. J. Med. Chem. 2010, 45, 4199.

(9) Hou, S.; Zhou, C.; Liu, Z.; Young, A. W.; Shi, Z.; Ren, D.; Kallenbach, N. R.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 19, 5478.

(10) Kanai, T.; Thirumoolan, D.; Mohanram, R.; Vetrivel, K.; Basha, K. A. J. Bioact.
Compat. Polym. 2015, 30, 145.

(11) Dizman, B.; Elasri, M. O.; Mathias, L. J. J. Appl. Polym. Sci. 2004, 94, 635.

(12) Caminade, A. M.; Fruchon, S.; Turrin, C. O.; Poupot, M.; Ouali, A.; Maraval, A.;
Garzoni, M.; Maly, M.; Furer, V.; Kovalenko, V.; Majoral, J. P.; Pavan, G. M.; Poupot,
R. Nat. Commun. 2015, 6, 7722.

(13) Mufioz-Bonilla, A.; Fernandez-Garcia, M. Prog. Polym. Sci. 2012, 37, 281.

(14) Chen, C. Z.; Beck-Tan, N. C.; Dhurjati, P.; Van Dyk, T. K.; LaRossa, R. A;;
Cooper, S. L. Biomacromolecules 2000, 1, 473.

(15) Ortega, P.; Cobaleda, B. M.; Herndndez-Ros, J. M.; Fuentes-Paniagua, E.;
Sanchez-Nieves, J.; Tarazona, M. P.; Copa-Patifio, J. L.; Soliveri, J.; de la Mata, F. J.;
Gomez, R. Org. Biomol. Chem. 2011, 9, 5238.

(16) Rasines, B.; Hernandez-Ros, J. M.; de las Cuevas, N.; Copa-Patifio, J. L.; Soliveri,
J.; Mufioz-Fernandez, M. A.; Gomez, R.; de la Mata, F. J. Dalton Trans. 2009, 8704.

(17) Fuentes-Paniagua, E.; Hernandez-Ros, J. M.; Sanchez-Milla, M.; Camero, M. A;
Maly, M.; Pérez-Serrano, J.; Copa-Patifio, J. L.; Sanchez-Nieves, J.; Soliveri, J.;
Gomez, R.; de la Mata, F. J RSC Adv. 2014, 4, 1256.

(18) Lozano-Cruz, T.; Ortega, P.; Batanero, B.; Copa-Patifio, J. L.; Soliveri, J.; de la
Mata, F. J.; GOmez, R. Dalton Trans. 2015, 44, 19294.

(19) Tesis Doctoral, Elena Fuentes-Paniagua, Alcala de Henares, 2014.

(20) Fuentes-Paniagua, E.; Sanchez-Nieves, J.; Herndndez-Ros, J. M.; Fernandez-
Ezequiel, A.; Soliveri, J.; Copa-Patifio, J. L.; Gomez, R.; de la Mata, J. RSC Adv. 2016,
DOI: 101039/c5ra25901k.

(21) Xu, H.; Li, Z.; Si, J. J. Biomed. Nanotechnol. 2014, 10, 3483.
(22) Joshi, S.; Shinde, S.; Khinvasara, A.; Joshi, B. Pharma Util. 2013, 7.

294



Aplicaciones biomeédicas

(23) Vanpouille, C.; Arakelyan, A.; Margolis, L. Trends Microbiol. 2012, 20, 369.
(24) Muriaux, D.; Darlix, J. L. RNA Biol. 2010, 7, 744.
(25) Sierra, S.; Kupfer, B.; Kaiser, R. J. Clin. Virol. 2005, 34, 233.

(26) Zhu, P.; Liu, J.; Bess, J., Jr.; Chertova, E.; Lifson, J. D.; Grise, H.; Ofek, G. A,
Taylor, K. A.; Roux, K. H. Nature 2006, 441, 847.

(27) Health, U. N. I. o.

(28) Frankel, A. D.; Young, J. A. T. Annu. Rev. Biochem. 1998, 67, 1.
(29) De, C. E. Clin Microbiol Rev 1995, 8, 200.

(30) MEC, http://www.dicyt.com/viewltem.php?itemld=2327.

(31) Pirrone, V.; Thakkar, N.; Jacobson, J. M.; Wigdahl, B.; Krebs, F. C. Antimicrob.
Agents Chemother. 2011, 55, 1831.

(32) Carpenter, C. C.; Cooper, D. A.; Fischl, M. A.; Gatell, J. M.; Gazzard, B. G,
Hammer, S. M.; Hirsch, M. S.; Jacobsen, D. M.; Katzenstein, D. A.; Montaner, J. S.;
Richman, D. D.; Saag, M. S.; Schechter, M.; Schooley, R. T.; Thompson, M. A.; Vella,
S.; Yeni, P. G.; Volberding, P. A. JAMA 2000, 283, 381.

(33) Elias, C. J.; Coggins, C. AIDS 1996, 10 Suppl 3, S43.

(34) Fire, A.; Xu, S.; Montgomery, M. K.; Kostas, S. A.; Driver, S. E.; Mello, C. C.
Nature 1998, 391, 806.

(35) Turner, J. J.; Fabani, M.; Arzumanov, A. A.; Ivanova, G.; Gait, M. J. Biochim.
Biophys. Acta, Biomembr. 2006, 1758, 290.

(36) Weber, N. D.; Merkel, O. M.; Kissel, T.; Mufoz-Ferndndez, M. A. J. Controlled
Release 2012, 157, 55.

(37) Liu, Z.; Winters, M.; Holodniy, M.; Dai, H. Angew. Chem., Int. Ed. 2007, 46, 2023.

(38) Chirila, T. V.; Rakoczy, P. E.; Garrett, K. L.; Lou, X.; Constable, I. J. Biomaterials
2002, 23, 321.

(39) de las Cuevas, N.; Garcia-Gallego, S.; Rasines, B.; de la Mata, F. J.; Guijarro, L.
G.; Mufioz-Fernandez, M. A.; Gomez, R. Curr. Med. Chem. 2012, 19, 5052.

(40) Kim, S.-S.; Peer, D.; Kumar, P.; Subramanya, S.; Wu, H.; Asthana, D.; Habiro, K;
Yang, Y. G.; Manjunath, N.; Shimaoka, M.; Shankar, P. Mol. Ther. 2010, 18, 370.

(41) Zhou, J.; Neff, C. P.; Liu, X.; Zhang, J.; Li, H.; Smith, D. D.; Swiderski, P.;
Aboellail, T.; Huang, Y.; Du, Q.; Liang, Z.; Peng, L.; Akkina, R.; Rossi, J. J. Mol. Ther.
2011, 19, 2228.

(42) Maly, J.; Pedziwiatr-Werbicka, E.; Maly, M.; Semeradtova, A.; Appelhans, D.;
Danani, A.; Zaborski, M.; Klajnert, B.; Bryszewska, M. Curr. Med. Chem. 2012, 19,
4708.

(43) Briz, V.; Serramia, M. J.; Madrid, R.; Hameau, A.; Caminade, A. M.; Majoral, J.
P.; Mufioz-Fernandez, M. A. Curr. Med. Chem. 2012, 19, 5044.

(44) Weber, N.; Ortega, P.; Clemente, M. I.; Shcharbin, D.; Bryszewska, M.; de la
Mata, F. J.; GOmez, R.; Mufioz-Fernandez, M. A. J. Controlled Release 2008, 132, 55.

295


http://www.dicyt.com/viewItem.php?itemId=2327

Capitulo 5

(45) Gonzalo, T.; Clemente, M. I.; Chonco, L.; Weber, N. D.; Diaz, L.; Serramia, M. J.;
Gras, R.; Ortega, P.; de la Mata, F. J.; Gomez, R.; Lopez-Fernandez, L. A.; Mufioz-
Ferndndez, M. A.; Jiménez, J. L. ChemMedChem 2010, 5, 921.

(46) Bermejo, J. F.; Ortega, P.; Chonco, L.; Eritja, R.; Samaniego, R.; Muellner, M.; de
Jesus, E.; de la Mata, F. J; Flores, J. C.; Gomez, R.; Mufioz-Fernandez, A. Chem. Eur.
J. 2007, 13, 483.

(47) lonov, M.; Ciepluch, K.; Klajnert, B.; Glinska, S.; Gomez, R.; de la Mata, F. J.;
Mufoz-Fernandez, M. A.; Bryszewska, M. Colloids Surf., B 2013, 101, 236.

(48) Oka, H.; Onaga, T.; Koyama, T.; Guo, C.-T.; Suzuki, Y.; Esumi, Y.; Hatano, K.;
Terunuma, D.; Matsuoka, K. Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 5465.

(49) Luganini, A.; Nicoletto, S. F.; Pizzuto, L.; Pirri, G.; Giuliani, A.; Landolfo, S.;
Gribaudo, G. Antimicrob. Agents Chemother. 2011, 55, 3231.

(50) Chonco, L.; Pion, M.; Vacas, E.; Rasines, B.; Maly, M.; Serramia, M. J.; Lopez-
Fernandez, L.; De la Mata, J.; Alvarez, S.; Gomez, R.; Mufoz-Fernandez, M. A. J.
Controlled Release 2012, 161, 949.

(51) Koff, W. C. Vaccine 2012, 30, 4310.
(52) Smith, P. L.; Tanner, H.; Dalgleish, A. F1000Prime Rep. 2014, 6, 1.

(53) Sepulveda-Crespo, D.; Lorente, R.; Leal, M.; Gomez, R.; De la Mata, F. J.;
Jiménez, J. L.; Mufioz-Fernandez, M. A. Nanomedicine 2014, 10, 609.

(54) Abdool, K. S. S.; Baxter, C. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol 2012, 26, 427.

(55) McElrath, M. J.; Ballweber, L.; Terker, A.; Kreger, A.; Sakchalathorn, P.;
Robinson, B.; Fialkow, M.; Lentz, G.; Hladik, F. Antimicrob. Agents Chemother. 2010,
54, 763.

(56) Nutan; Gupta, S. K. Indian J. Med. Res. 2011, 134, 939.

(57) Telwatte, S.; Moore, K.; Johnson, A.; Tyssen, D.; Sterjovski, J.; Aldunate, M.;
Gorry, P. R.; Ramsland, P. A.; Lewis, G. R.; Paull, J. R. A.; Sonza, S.; Tachedjian, G.
Antiviral Res. 2011, 90, 195.

(58) Rupp, R.; Rosenthal, S. L.; Stanberry, L. R. Int. J. Nanomed. 2007, 2, 561.

(59) Roberts, L.; Liebenberg, L.; Barnabas, S.; Passmore, J.-A. Best Pract Res Clin
Obstet Gynaecol 2012, 26, 441.

(60) Ferir, G.; Vermeire, K.; Huskens, D.; Balzarini, J.; Van Damme, E. J. M.; Kehr, J.-
C.; Dittmann, E.; Swanson, M. D.; Markovitz, D. M.; Schols, D. Antiviral Res. 2011,
90, 200.

(61) Sepulveda-Crespo, D.; Sanchez-Rodriguez, J.; Serramia, M. J.; Gomez, R.; De La
Mata, F. J.; Jiménez, J. L.; Mufioz-Fernandez, M. A. Nanomedicine 2015, 10, 899.

(62) Price, C. F.; Tyssen, D.; Sonza, S.; Davie, A.; Evans, S.; Lewis, G. R.; Xia, S,;
Spelman, T.; Hodsman, P.; Moench, T. R.; Humberstone, A.; Paull, J. R. A,
Tachedjian, G. PLoS One 2011, 6, e24095.

(63) Pirrone, V.; Passic, S.; Wigdahl, B.; Krebs, F. C. Virol. J. 2012, 9, 33.

(64) Moscicki, A. B.; Kaul, R.; Ma, Y.; Scott, M. E.; Daud, I. I.; Bukusi, E. A;;
Shiboski, S.; Rebbapragada, A.; Huibner, S.; Cohen, C. R. JAIDS, J. Acquired Immune
Defic. Syndr. 2012, 59, 134.

296



Aplicaciones biomeédicas

(65)http://www.asiabiotech.com/publication/apbn/12/english/preserved-
docs/1210/0062_0063.pdf.

(66) Arnaiz, E.; Vacas-Cordoba, E.; Galan, M.; Pion, M.; Gémez, R.; Mufoz-
Fernandez, M. A.; de la Mata, F. J. J. Polym. Sci., Part A: Polym. Chem. 2014, 52,
1099.

(67) Sanchez-Rodriguez, J.; Diaz, L.; Galan, M.; Maly, M.; Gomez, R.; de la Mata, F. J;
Jiménez, J. L.; Mufioz-Fernandez, M. A. J. Biomed. Nanotechnol. 2015, 11, 1783.

(68) Garcia-Gallego, S.; Diaz, L.; Jiménez, J. L.; Gomez, R.; de la Mata, F. J.; Mufioz-
Ferndndez, M. A. Eur. J. Med. Chem. 2015, 98, 139.

(69) Galan, M.; Sanchez-Rodriguez, J.; Cangiotti, M.; Garcia-Gallego, S.; Jiménez, J.
L.; Gémez, R.; Ottaviani, M. F.; Mufioz-Fernandez, M. A.; de la Mata, F. J. Curr. Med.
Chem. 2012, 19, 4984.

(70) Vacas-Cordoba, E.; Arnaiz, E.; De La Mata, F. J.; Gomez, R.; Leal, M.; Pion, M.;
Mufioz-Fernandez, M. A. AIDS 2013, 27, 2053.

(71) Vacas-Cordoba, E.; Galan, M.; de la Mata, F. J.; Gémez, R.; Pion, M.; Mufioz-
Fernandez, M. A. Int. J. Nanomed. 2014, 9, 3591.

(72) Chen, C. Z.; Beck-Tan, N. C.; Dhurjati, P.; Van Dyk, T. K.; LaRossa, R. A;;
Cooper, S. L. Biomacromolecules 2000, 1, 473.

(73) Ciepluch, K.; Katir, N.; El Kadib, A.; Felczak, A.; Zawadzka, K.; Weber, M.;
Klajnert, B.; Lisowska, K.; Caminade, A. M.; Bousmina, M.; Bryszewska, M.; Majoral,
J. P. Mol. Pharmaceutics 2012, 9, 448.

(74) Hwang, S. H.; Shreiner, C. D.; Moorefield, C. N.; Newkome, G. R. New J. Chem.
2007, 31, 1192.

(75) Govender, P.; Therrien, B.; Smith, G. S. Eur. J. Inorg. Chem. 2012, 2012, 2853.

(76) Perise-Barrios, A. J.; Jiménez, J. L.; Dominguez-Soto, A.; de la Mata, F. J.; Corbi,
A. L.; Gémez, R.; Mufioz-Fernandez, M. A. J. Controlled Release 2014, 184, 51.

(77) Ajith, T. A. J. Exp. Ther. Oncol. 2015, 11, 33.

(78) Garcia-Merino, 1.; de, L. C. N.; Jiménez, J. L.; Garcia, A.; Gallego, J.; Gomez, C.;
Garcia, D.; Mufioz-Fernandez, M. A. AIDS Res Hum Retroviruses 2010, 26, 241.

(79) Garcia-Merino, I.; de, L. C. N.; Jiménez, J. L.; Gallego, J.; Gdmez, C.; Prieto, C.;
Serramia, M. J.; Lorente, R.; Mufioz-Ferndndez, M. A. Retrovirology 2009, 6, 27.

(80) Lazniewska, J.; Milowska, K.; Zablocka, M.; Mignani, S.; Caminade, A. M.;
Majoral, J. P.; Bryszewska, M.; Gabryelak, T. Mol. Pharmaceutics 2013, 10, 3484.

(81) Pedziwiatr-Werbicka, E.; Fuentes, E.; Dzmitruk, V.; Sanchez-Nieves, J.; Sudas,
M.; Drozd, E.; Shakhbazau, A.; Shcharbin, D.; de la Mata, F. J.; Gomez, R.; Mufioz-
Fernandez, M. A.; Bryszewska, M. Colloids Surf., B 2013, 109, 183.

(82) lonov, M.; Lazniewska, J.; Dzmitruk, V.; Halets, I.; Loznikova, S.; Novopashina,
D.; Apartsin, E.; Krasheninina, O.; Venyaminova, A.; Milowska, K.; Nowacka, O.;
Gomez-Ramirez, R.; de la Mata, F. J.; Majoral, J.-P.; Shcharbin, D.; Bryszewska, M.
Int. J. Pharm. 2015, 485, 261.

(83) de las Cuevas, N.; Garcia-Gallego, S.; Rasines, B.; de la Mata, F. J.; Guijarro, L.
G.; Munoz-Fernandez, M. A.; Gémez, R. Curr. Med. Chem. 2012, 19, 5052.

297


http://www.asiabiotech.com/publication/apbn/12/english/preserved-docs/1210/0062_0063.pdf
http://www.asiabiotech.com/publication/apbn/12/english/preserved-docs/1210/0062_0063.pdf

Capitulo 5

(84) He, X. M.; Carter, D. C. Nature 1992, 358, 209.

(85) Ciepluch, K.; Katir, N.; El Kadib, A.; Weber, M.; Caminade, A. M.; Bousmina, M.;
Majoral, J. P.; Bryszewska, M. J. Lumin. 2012, 132, 1553.

(86) Shcharbin, D.; Klajnert, B.; Mazhul, V.; Bryszewska, M. J. Fluoresc. 2005, 15, 21.

(87) Klajnert, B.; Stanislawska, L.; Bryszewska, M.; Palecz, B. Biochim. Biophys. Acta,
Proteins Proteomics 2003, 1648, 115.

(88) Giri, J.; Diallo, M. S.; Simpson, A. J.; Liu, Y.; Goddard, W. A.; Kumar, R;
Woods, G. C. ACS Nano 2011, 5, 3456.

(89) Wang, Y.; Wang, X.; Wang, J.; Zhao, Y.; He, W.; Guo, Z. Inorg. Chem. 2011, 50,
12661.

(90) Sun, J.; Huang, Y.; Zheng, C.; Zhou, Y.; Liu, Y.; Liu, J. Biol. Trace Elem. Res.
2015, 163, 266.

(91) Galédn, M.; Sanchez Rodriguez, J.; Jiménez, J. L.; Relloso, M.; Maly, M.; de la
Mata, F. J.; Mufioz-Fernandez, M. A.; Gomez, R. Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 3222.

(92) Sepulveda-Crespo, D.; Gomez, R.; De La Mata, F. J.; Jiménez, J. L.; Mufioz-
Fernandez, M. A. Nanomedicine 2015, 11, 1481.

(93) Tesis Doctoral, Marta Galan Herranz, Alcala de Henares, 2013.

(94) Galan, M.; Fuentes-Paniagua, E.; de la Mata, F. J.; Gomez, R. Organometallics
2014, 33, 3977.

298



CAPITULO 6

PARTE EXPERIMENTAL

299



300
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6.1 METODOS Y TECNICAS INSTRUMENTALES

6.1.1 Condiciones generales de trabajo

La mayoria de preparaciones sintéticas se realizaron bajo las condiciones de
manipulacién comunes. Sin embargo, dada la sensibilidad a la humedad de
algunos de los productos utilizados en este trabajo, las reacciones que conducen a
su preparacién fueron realizadas en condiciones de atmdsfera inerte. Para ello, se
utilizaron técnicas de Schlenk en lineas de vacio/argon (argon de tipo UN-45 de
Air-Liquide con cantidades de O, y H,O menores de 3 ppm) y disolventes secos

de grado HPLC, obtenidos por un sistema de purificacion MB-SPS (M-Braun).

Todas las reacciones de adicion tiol-eno se han llevado a cabo, previa
desoxigenacion, mediante irradiacion con una lampara de mercurio HPK 125 W

Heraeus Noblelight con el maximo de emision en Ayg = 365 nm.

Debido a que el VIH esta clasificado como agente bioldgico del grupo 3
(riesgo individual elevado y poblacional bajo), los ensayos biomédicos con este
agente se realizaron en un laboratorio con nivel de seguridad 2, con seguridad
bioldgica de clase 3 y en cabinas de flujo laminar y (Hospital General Gregorio

Mararion).

En el caso de las medidas antibacterianas, todos los ensayos se realizaron en
condiciones de esterilidad en una cabina de seguridad bioldgica Telstar Bio I1-A
de flujo laminar vertical (Departamento de Biomedicina y Biotecnologia, unidad

docente de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de Alcald).

6.1.2 Técnicas instrumentales

Analisis elemental. Los analisis cuantitativos de carbono, hidrégeno,
nitrogeno y azufre de los derivados que se describen se realizaron en el Centro de
apoyo a la investigacion en Quimica de la Universidad de Alcalad en un
microanalizador LECO CHNS-932.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Los espectros

de resonancia magnética nuclear de 'H, **C y *P han sido realizados en
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espectrometros Varian, modelos Unity-500, Unity-300, Mercury-300 y Gemini-
200 pertenecientes al CAIQ-UAH.

Los espectros bidimensionales HMBC {‘H-*Si}, HMBC {'H-"N} vy
experimentos de difusion DOSY-2D fueron realizados a 25°C en un
espectrometro Bruker AV400 del grupo de investigacion Comorproca de la
UAH. Los desplazamientos quimicos (6, ppm) se midieron relativos a la sefial
residual de *H y *C de los disolventes deuterados, en los espectros de *Si se

tomé como referencia tetrametilsilano (TMS) y en los de >N nitrometano.

Se realizaron experimentos TOCSY (Total Correlation Spectroscopy, para
determinar los acoplamientos escalares entre protones de un mismo sistema de
espin), HSQC {'H-*C} (Heteronuclear Single Quantum Correlation, para
correlacionar el desplazamiento quimico de los protones con los carbonos, a
través de las interacciones de acoplamiento entre dicho nucleos), HMBC
(Heteronuclear ~ Multiple-Bond  Connectivity, para  correlacionar el
desplazamiento quimico de los protones con los #Si o N, a través de las
interacciones de acoplamiento entre ambos nucleos a larga distancia) y DOSY -
2D (Difussion Ordered Spectroscopy, que permite determinar los componentes

de una mezcla en funcion de sus distintos coeficientes de traslacion).

Espectroscopia UV-Vis. Los espectros de UV-Vis han sido registrados en
un espectrometro Perkin-Elmer UV-Vis Lambda-18 entre 200 y 900 nm,

equipado con un detector fotomultiplicador de doble haz.

Espectrometria de masas. Los distintos compuestos han sido analizados
mediante la técnica de ionizacion de MALDI-TOF en un equipo Ultraflex Il de
Bruker en el Centro de apoyo a la investigacion en Quimica de la Universidad de
Alcala. Las muestras se prepararon con las matrices: acido o-ciano-4-
hidroxicinamico (ACC) y ditranol, y se hicieron registros en modo reflector de
450 a 5000 umas.

Espectrometria de Resonancia de Espin Electronico (RSE). Los
espectros de RSE fueron registrados en colaboraciéon con la Dra. M? Francesca

Ottaviani en la Universidad de Urbino (ltalia), utilizando un espectrometro
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EMX-Bruker operativo en la banda X (9.5 GHz), midiendo los parametros
magnéticos en referencia al estandar 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH,
<g>=2.0036). La temperatura se controlé6 con un Bruker ST3000 assembly de
temperatura variable. Las simulaciones de los espectros para evaluar los
pardmetros magnéticos se llevaron a cabo con el programa WINEPR SimFonia
(version 1.25, Bruker) y con el programa CU23G (Dr. Romanelli, Universidad de
Florencia), para espectros a baja temperatura de complejos Cu(ll) plano-cuadrado
(o elongado octaédricamente). Los espectros a temperatura ambiente se
simularon mediante el programa de Budil, Freed y colaboradores, que considera
el mecanismo de relajacion de sistemas paramagnéticos S=1/2 (principalmente
radicales nitroxido) y permite calcular el tiempo de correlacion para la difusion
rotacional de las especies paramagnéticas en las llamadas “condiciones de
movimiento rapido-lento” (1<5x10® s). Los parametros magnéticos utilizados
para las simulaciones a 298 K fueron los mismos que los de 150 K. La precisién
en los parametros magnéticos y de movilidad, asi como los porcentajes relativos
de los componentes espectrales fue 5%, tal y como se obtuvo del ajuste entre las

sefiales experimentales y simuladas.

SEC-MALS. Las mediciones de SEC se llevaron a cabo en el
Departamento de Quimica Analitica, Quimica Fisica e Ingeniera Quimica de la
Universidad de Alcala, utilizando un equipo que consiste en una bomba de
modelo 510 Waters Associates con un filtro en linea de 0.1 um (Miliporo), un
inyector de U6K (Waters) y dos detectores diferentes: un refractometro de
interferometria (RI) OptiRex funcionando a A=632.8 nm y un fotdmetro
multiangulo de dispersion de luz (MALS) Dawn DSP-F, equipado con un laser
de He-Ne (Ao=632.8 nm), ambos de Wyatt Technology Corp. El eluyente
utilizado fue THF, el cual fue previamente filtrado y desgasificado (Scharlau,
grado GPC). Las columnas de cromatografia utilizadas fueron styragel Linear
(Waters). Repetidas inyecciones de las muestras filtradas (Millipore, nylon 0.2
um) fueron realizadas para cada polimero para asegurar la reproducibilidad de
los resultados. El detector MALS fue calibrado con tolueno de grado

espectrométrico (Scharlau). La normalizacion de los detectores en las distintas
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soluciones organicas se realiz6 con una muestra estandar de poliestireno de bajo
peso molecular. El software utilizado, ASTRA 5.1 de Wyatt Technology,
permitié la recogida en linea de los datos de masa molecular y radio de giro, asi
como el calculo de las distribuciones y promedios. Los promedios en peso
molecular y los indices de polidispersidad correspondientes se calcularon con los
datos de los pesos moleculares obtenidos para las diferentes secciones del

cromatograma.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC). Las propiedades térmicas de
los polimeros hiperramificados han sido registradas usando un calorimetro
diferencial de barrido DSC Q-100, equipado con un robot de muestras y un
CRYCOOLER. Las muestras fueron realizadas bajo N, con una velocidad de
calentamiento de 100°C/min desde -90°C a 450°C. Las medidas se realizaron en
el Servicio Interdepartamental de Investigacion (SIdl) en la Universidad

Auténoma de Madrid (Laboratorio de Analisis Térmico).

Potencial . El potencial { de los compuestos fue medido en un equipo
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., UK) a 25°C en una cubeta
desechable de plastico. En el caso de los polimeros catidnicos, se midieron
disoluciones con concentraciones 1 mg/mL de cada compuesto en agua destilada,
previamente filtradas con un filtro de tamarfio de poro de 0.22 um. Se ha utilizado
esta técnica para hacer otro tipo de estudios biofisicos en colaboraciones con
otros grupos, las condiciones de trabajo en cada caso seran detalladas mas

adelante (apartado 6.3.5).

Tensiémetro. El caracter anfifilico de los polimeros hiperramificados ha
sido estudiado mediante medidas de tension superficial de los diferentes sistemas
usando un tensiometro K6 model (Kriss GmbH, Germany). Las medidas se

realizaron en el Departamento de Quimica Fisica de la Universidad de Alcala.

Valoracion potenciométrica. Las valoraciones potenciometricas se
realizaron utilizando un sistema CRISON, que consiste en un potenciémetro
digital (pHMeter BASIC 20+) y un electrodo de pH, que presenta un sistema de

referencia encapsulado (cartridge) con una barrera de iones Ag*, dos diafragmas
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y electrolito CRISOLYT. El pH-metro se estandarizo a pH = 4.01, 7.00 y 9.21
mediante las disoluciones tampon apropiadas. Las volumetrias se realizaron con
20 mg de compuesto disueltos en 5 mL de agua destilada, y se basifica con una
disolucién de NaOH 0.01 M hasta alcanzar un pH proximo a 12. Una vez

alcanzado este pH, se va afadiendo HCI 0.01 M vy registrando la curva
potenciométrica.
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6.2 MATERIALES UTILIZADOS

6.2.1 Reactivos y materiales empleados en el procedimiento sintético

Los disolventes organicos empleados en la sintesis, salvo la acetona,
metanol, etanol y el acetonitrilo, que se emplearon sin tratamiento previo, el resto

fueron purificados y secados mediante un sistema tipo MB-SPS.*

Para transferir las disoluciones se han utilizado canulas de acero flexible de
0.5-1 mm de espesor, para ser inyectadas se usaron tapones tipo Suba-seal,
aplicando presion en el Schlenk de origen con gas inerte. Las filtraciones se
llevaron a cabo con la misma técnica, incorporando a uno de los extremos del
tubo de acero una campana de vidrio de aproximadamente 8 mm de didmetro; en
dicho cilindro se soporta el agente filtrante, un papel Whatman n° 40, o bien,

doble papel con una capa de celite para conseguir un menor didmetro de poro.

Todos los reactivos comerciales se han utilizado tal y como se recibieron de
la casa comercial. Los dendrimeros y dendrones precursores se sintetizaron tal y
como estd descrito en la bibliografia, indicandose la referencia en las

preparaciones correspondientes.

6.2.2 Sistemas de purificacion

Los productos intermedios neutros normalmente son purificados mediantes
las técnicas comunes (extraccion, precipitacion, etc.). Sin embargo, existen
situaciones en los que los productos no pueden ser purificados por estos métodos,
normalmente debido a que presentan solubilidades similares. En estos casos, se

han realizado columnas cromatograficas de exclusién por tamafos con una fase

estacionaria de poliestireno (Bio-Beads SX-1 de Bio-Rad), utilizdndose THF o

acetona como eIuyente.

Los productos finales solubles en agua son purificados mediante diferentes

sistemas:

- Columnas cromatograficas de exclusién por tamafios, con una fase

estacionaria de sephadex g-50 (Sigma Aldrich) y H,O como eluyente.
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- Sistemas de nanofiltracion (Milipore, amicon) con membranas de

celulosa con diferentes tamafios de poro (500 y 1000 Da). Se pasa el
crudo de reaccion disuelto en agua (solo acepta un 10% de un disolvente
organico) a través de la membrana, en la parte inferior se recogen los
desechos y en la parte superior se concentra el producto deseado. Las
membranas son reutilizables y deben ser almacenadas en EtOH/H,0 o

en agua con NaNj,

- Sistemas de dialisis (Zellutrans roth) con diferentes tamafios (500, 1000
y 2000 Da).

Para asegurar en algunos sistemas el contraion deseado, se ha utilizado una

resina de intercambio (Ambelita IRA-402) de yoduros por cloruros.

En casos donde se producen suspensiones, para facilitar la precipitacion y
mejorar los rendimientos, se ha utilizado un sistema de centrifugacion (Cencom
Il Selecta).

6.2.3 Cultivos celulares primario y lineas celulares

Medios de cultivo. EI medio de cultivo completo (MCC) utilizado para
cada cultivo celular se clasificé en 3 tipos: MCC1 (RPMI 1640, Biochrom KG
Seromed), MCC2 (McCoy’s 5A, Biochrom AGO) y y MCC3 (DMEM, Biochrom
AGO) suplementados todos con 5% de SFB (suero fetal bovino, inactivado por
calor), 2 mM de L-glutamina (ICN Pharmaceuticals, CostaMesa, CA, USA) y

1% de penicilina/estreptomicina.

Células mononucleares de sangre periferica (CMSP): las muestras de
sangre se obtuvieron de buffy coats de donantes sanos procedentes del Centro de
Transfusiones de la Comunidad de Madrid siguiendo las recomendaciones de la
normativa legal vigente. Las CMSP se aislaron mediante un gradiente de Ficoll
(Rafer, Espafia, 30 minutos, 1800 rpm) siguiendo los estandares del Biobanco
VIH HGM (Madrid, Espafia).”* Tras dicha centrifugacion se recuperé el halo que
contenia las CMSP y se procedi6 a dos ciclos de centrifugacion-lavado con PBS

estéril. Las CMSP resultantes se cultivaron en medio de cultivo MCC1 a 37°C en
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una atmdsfera de 5% de CO,. La activacion de las CMSP se realiz6 con 1 mg/mL
de fitohemaglutinina (PHA, Remel) durante 48 horas, y para mantener la
viabilidad de los linfocitos T en cultivo, se trataron con 60 U/mL de
interleuquina-2 (IL-2, Bachem). Se trata de una linea celular en suspension, por
lo que se plaquean al realizar el experimento, y en cada lavado o cambio de

medio se deben centrifugar (1500 rpm, 10 min).

Linea celular HEC-1A. (ATCC HTB-112) Linea celular endometrial
humana, derivada de un adenocarcinoma humano de endometrio, adquirida a
través del American Type Culture Collection (ATCC) y cultivada en MCC2 a
37°C en una atmdsfera de 5% de CO,. Se trata de una linea celular adherente, por
lo que se plaquean 24 horas antes de realizar el experimento, y en cada lavado o
cambio de medio no es necesario la centrifugacion, se elimina facilmente por

decantacion.

Linea celular TZM-bl: linea celular procedente de una linea Hela.
Expresa CD4, CXCR4 y CCR5 ademas de la proteina Tat que expresa de manera
inducible el gen de la luciferasa y genes reporteros de la B-galactosidasa. Se
obtuvieron a través del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program. Se
crecieron de forma rutinaria en medio de cultivo MCC2 a 37°C en una atmosfera
de 5% de CO,. Se trata de una linea celular adherente, por lo que se plaquean 24
horas antes de realizar el experimento, y en cada lavado o cambio de medio no es

necesario la centrifugacion, se elimina facilmente por decantacion.

6.2.4 Farmacos utilizados como controles

Los farmacos utilizados como controles de la inhibicion del VIH son: T-20
0 Fuzeon, inhibidor de la entrada y fusion del VIH-1 a células por union a la
glicoproteina gp4l (Genetech USA, Inc. And Trimeris, Sigma-Aldrich);
Raltegravir (RTV), inhibidor de la integrasa (Merck & dohme corp, whitehouse
station, USA); Zidovudina (AZT), inhibidor de la transcriptasa inversa (Retrovir,

GSK); Suramin, inhibidor de la entrada y adhesién (Sigma-Aldrich).

Como control negativo de la viabilidad celular de los sistemas medidos se

ha utilizado Dextrano (Sigma-Aldrich), se trata de un polimero de gran tamafio
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que no genera toxicidad. Esto implica que la toxicidad de los sistemas estudiados
no viene dada por el tamafio, sino por otros factores, principalmente por los
grupos funcionales que han sido introducidos. Y como control positivo se ha
utilizado DMSO (Sigma-Aldrich).

6.2.5 ARN de interferencia (SiRNA)

Tabla 6.1 siRNA marcados con fluoresceina y sin marcar utilizados en los estudios

biofisicos.
SiRNA Oligonucleotidos Secuencias exti?] ?:?;:gi?;?o?.im)
E5s E5s 5'-CAG GGA CAG CAU AUC AGA Gtt'3' 2185 x10°
Bel-xL (E2)* E5a E5a 5-C UCU GAU AUG CUG UCC CUGtt 3 192.8 x10°
E5s-FAM* ESs 5'-CAG GGA CAG CAU AUC AGA Gtt'3' 218.5x10°

*FAM oligonucle6tido marcado con fluoresceina

Se prepara una disolucion Stock de 50 uM (en PBS 1X) de siRNA marcado
y otro sin marcar para todos los ensayos realizados. Para ello, se incuban ambas
hebras (sense y antisense) a 90-95°C durante 2 minutos. Transcurrido dicho

tiempo, se deja alcanzar temperatura ambiente y se almacena a 0°C.

Tabla 6.2 siRNA marcados con fluoresceina utilizados en los ensayos biomédicos.

SiRNA Secuencias
NEF 5'-GUGCCUGGCUAGAAGCACA-3'
RAMDOM 5-ACACGAAGAUCGGUCCGUG -3'

En este caso, la casa comercial proporciona la doble hélice sintetizada. Se
prepara una disolucion Stock de 7.5 uM (en PBS 1X) de todos los siRNA para
todos los ensayos realizados.

309



Capitulo 6

6.3 ENSAYOS BIOMEDICOS Y MEDIDAS BIOFISICAS

Todos los experimentos descritos a continuacion se han realizado en
diferentes departamentos de la Universidad de Alcala, en estancias realizadas por
la autora de esta Tesis Doctoral o por colaboraciones con otros grupos de

investigacion.

Los ensayos biomédicos de los compuestos sintetizados como agentes
antibacterianos, se realizaron en el Departamento de Biomedicina y
Biotecnologia de la Universidad de Alcala en el grupo de los Dres. José Luis

Copa Patifio y Juan Soliveri de Carranza.

La mayoria de los ensayos de toxicidad y las medidas de actividad frente a
la infeccion y tratamiento del VIH se realizaron en la estancia realizada en el
Laboratorio de Inmunologia Molecular del Hospital General Universitario
Gregorio Marafion, dirigido por la Dra. M?® Angeles Mufioz Fernandez

(Codirectora de tesis).

Parte de los estudios biofisicos se realizaron una parte en la estancia
realizada en el Instituto de Biologia Quimica y Medicina Fundamental (ICBFM)
de la Rama Siberiana de la Academia de Ciencias Rusa, en Novosibirsk (Rusia),

grupo liderado por la Dra. Alia Venyaminra.

El resto de los ensayos biofisicos se han realizado gracias a la colaboracion
con el grupo de Prof. Maria Bryszewska del Departamento General de Biofisicas,

de la universidad de Lodz (Polonia).

6.3.1 Capacidad antibacteriana

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los productos se determind
en microplacas de 96 pocillos utilizando los métodos estandar (1SO 20776-1).* El
ensayo se realiza por sextuplicado para cada concentracion analizada. Para los
ensayos se utilizaron las bacterias Escherichia coli (Gram -) y Staphylococcus
aureus (Gram +). Ambas cepas fueron proporcionadas por la “Coleccion
Espafiola de cultivos tipo” (CECT). Las microplacas se incubaron a 37°C durante

24 horas utilizando un lector de microplacas ELX808iu (Bio-Tek Intruments). La
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concentracion minima bactericida (CMB) se calcula inoculando 3 pL de las
muestras utilizadas para el calculo de CMI, en una placa Petri con agar Mueller-
Hinton (ref. 02-136, Scharlau). Tras 24 horas de incubacién a 37°C, se observé la

presencia de colonias.

6.3.2 Viabilidad celular

El método utilizado en esta Memoria para estudiar la viabilidad celular es el
ensayo colorimétrico MTT que se basa en la capacidad que tienen las células
viables de reducir una sal de tetrazolio a cristales de formazan por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa, pudiéndose medir de esta manera la
citotoxicidad de determinadas sustancias o moléculas. Este ensayo se llevo a
cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante (MTT, Sigma-Aldrich, St
Louis, EE.UU).

Para ello, se sembraron las células en una placa de 96 pocillos a una
densidad 15.000 (TZM-bl), 20.000 (HEC-1A) y 3.10° (CMSP) células/pocillo, en
medio completo (MCC1 para CMSP, MCC2 para HEC-1A y MCC3 para TZM-
bl). Tras afiadir las cantidades necesarias de los distintos compuestos, las células
se incubaron 24 y 48 horas a 37°C y 5% CO,. Se utilizé como control positivo
DMSO al 20%, y como control negativo el dextrano (10 uM). Transcurrido dicho
tiempo, se retird el medio por centrifugacion o decantacion dependiendo de la
linea celular, y se adicionaron 200 uL de la disolucion de MTT (20 mL de una
disolucién 5 mg/mL MTT en agua (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolio, Sigma- Aldrich) por cada 200 mL de Opti-MEM). El tiempo de
incubacién depende de la linea celular, pero se deben mantener entre 2-4 horas de
incubacién a 37°C en oscuridad. Una vez que se observé la formacion de los
cristales de formazan deseados, el sobrenadante se decantd y se afiadieron 200
uL de DMSO para disolverlos. La absorbancia se midié a 570 nm con referencia

690 nm en un lector de placas. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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6.3.3 Infeccidon con aislados virales

Para la realizacion de los experimentos de infeccion, se utilizaron tres tipos
de aislados virales: X4 VIH-1y.43 (aislado de laboratorio con tropismo X4,
especifico del correceptor CXCR4), R5 VIH-1y, apg (aislado de laboratorio con
tropismo R5, especifico del correceptor CCR5) y dual-tropic X4/R5 VIH-1g9¢ La
cantidad de virus afiadido por lo general a las células fue de 20 ng por millon de

células, y la infeccion se realiz6 durante 3 horas a 37°C.

Cuantificacion del antigeno p24%%9 mediante ELISA. La cantidad de virus
en los distintos aislados virales se cuantifico mediante un inmunoensayo
(ELISA) comercial (INNOTESTR HIV antigen mAb, Innogenetics N.V.,

Zwijndrecht, Belgium) segun las instrucciones del fabricante.

Estudio de la infectividad de los aislados virales. La cantidad de virus
necesaria para obtener una infeccion éptima de las células se realizé mediante la
expresion de la luciferasa (Luciferase Assay System, Promega, Madison,WI,

USA) en células TZM-bl siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.3.4 Ensayos de inhibicion de la infeccién por el VIH y su mecanismo de
accion

En este apartado se describe el disefio de varios experimentos. Por un lado,
ensayos que permiten conocer la actividad de los diferentes sistemas dendriticos
antes y después de que se produzca la infeccién por el VIH (pre-tratamiento y
tratamiento). Y por otro, ensayos disefiados para conocer parte del mecanismo de
accion de estos sistemas. Todos los experimentos han sido realizados por

triplicado.

Inhibicion de la replicacion del VIH. Los ensayos de inhibicion se
realizaron en células TZM-bl y CMSP, previamente sembradas a una densidad de
20.000 (TZM-bl) y 300.000 (CMSP) celulas/pocillo con medio completo.

Ensayo de pre-tratamiento. Las celulas se pre-trataron durante 1 hora,

inmediatamente después de la siembra para CMSP o tras 24 horas de incubacién

a 37°C en TZM-bl. Tras el pre-tratamiento, se infectaron con 20 ng del aislado
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viral elegido durante 3 horas, trascurrido dicho tiempo, se lavaron 2 veces con
PBS y se repone el medio completo. Se deja incubando la infeccion a 37°C y 5%
CO, durante 48 horas para TZM-bl o 72 horas para CMSP. Para TZM-bl tras la
infeccion, se lisan las células y se cuantifica la replicacion viral segun los valores
de expresion de la luciferasa siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
CMSP tras 72 horas de cultivo, se recogen los sobrenadantes de los cultivos
celulares y se cuantifica la produccion de Ag p24° por ELISA. Como controles
se utilizaron células no infectadas (NI), células infectadas sin tratar (NT, 100%

infeccion) y T-20 (20 pM, control positivo de inhibicion).

Ensayo de post-tratamiento. Se infectaron las células CMSP con el aislado

viral X4 VIH-1y.45 durante 3 horas. Posteriormente, se lavaron 2 veces con PBS
y por ultimo se resuspendieron con la cantidad de medio correspondiente para
sembrar en una placa p96, y se trataron con los distintos compuestos a las
concentraciones adecuadas (este experimento sOlo se ha realizado con
nanoconjugados formados por el sistema dendritico correspondiente y el sSiRNA
NEF). El sobrenadante de los cultivos celulares se recogio a 72 horas, y la
produccion de Ag p24 fue determinada mediante ELISA. Como controles se
utilizaron células no infectadas (NI), células infectadas sin tratar (NT, 100%

infeccion) y AZT (1 uM, Zidovudina, como control positivo de inhibicion).

Ensayos de internalizacion del virus. Estos experimentos se realizaron en
CMSP, se cultivaron 300.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos de
fondo redondo. Tras 1 hora de pre-tratamiento con los distintos sistemas, las
células se infectaron 3 horas con 50 ng/10° células de los aislados virales R5
VIH-1 i aps) 0 X4 VIH-1y1435. Tras ese periodo de tiempo se lavaron las células
(se incluyé un lavado acido rapido con glicina, pH=3.2 para eliminar el virus y
los sistemas dendriticos adheridos a la superficie pero no internalizados) y se
lisaron las células con Triton™ X-100 al 0.2% durante 45 minutos a 37°C.
Finalmente, se cuantifico la cantidad de Ag p24%9 en el lisado utilizando un kit
de ELISA p24%9,
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Ensayos de “tiempo de adicién”. Las células TZM-bl plaqueadas
previamente, se infectaron con X4 VIH-1y143 Y R5 VIH-1 i (aps) Y S€ trataron a
diferentes tiempos (-1, 0, 1, 2,...24 horas) con distintos compuestos antivirales
que acttan en diferentes pasos del ciclo viral. Se cuantifico la infeccion celular
tras 30 horas post-infeccion cuantificando los valores de expresién de la

luciferasa.

Inactivacion del VIH por interaccién con el dendrdn. Se preparan
eppendorfs con 20 ng de virus en 30 uL de DMEM por cada punto que vaya a
introducirse, y se afiaden las concentraciones optimas que se han elegido para
realizar el experimento y el control (Tritdbn 1% como control positivo de
inhibicion de la infectividad), y se incuban a diferentes tiempos (10, 30, 60 y 120
minutos) para observar si es dependiente del tiempo de exposicién al dendron.
Transcurrido el dltimo tiempo, se incuba durante 3 horas. Posteriormente, se lava
2 veces con PBS y se repone el medio completo, y se deja incubando la infeccion
a 37°C y 5% CO, durante 48 horas. Finalmente se lisan las células y se cuantifica

la replicacion viral segun los valores de expresion de la luciferasa.

Union dendron-célula. Las células TZM-bl se pre-trataron con las
concentraciones méaximas no toxicas de los diferentes dendrones durante 1 hora.
Tras el pre-tratamiento, se lava 2 veces con PBS para eliminar compuesto no
unido, y se repone con medio completo. Una vez finalizada la etapa de lavado, se
infectaron con 20 ng del aislado viral elegido durante 3 horas, trascurrido dicho
tiempo, se lava una vez con PBS vy se repone el medio completo (comprobar que
no haya una gran pérdida de células). Se deja incubando la infeccién a 37°C y 5
%CO, durante 48 horas. Posteriormente se lisan las celulas y se cuantifica la

replicacion viral segun los valores de expresién de la luciferasa.

Inhibicion de la transmision viral a través de monocapa. Para obtener
una monocapa perfecta de células epiteliales HEC-1A se cultivaron durante 7
dias, con cambio de medio cada 48-72 horas. Se sembraron 2x10° células en un
depdsito transwell (soporte de policarbonato permeable de 0.4 um de poro

(Costar, Cambridge, MA)) y se llevaron a cabo medidas de la resistencia
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eléctrica trans-epitelial (TER) a los dias 1, 3, 7, 8 y 9 para la linea celular HEC-
1A como seguimiento de la correcta formacion y mantenimiento de la monocapa.
Los dendrones se afiadieron 1 hora antes de la infeccion (dia 7), que se llevo a
cabo con el aislado viral X4 VIH-1y43 a una concentracion de 100 ng de
VIH/10° células. Se recogié el sobrenadante de la camara inferior a los 30, 60 y
120 minutos posteriores, asi como a las 24 horas para llevarse a cabo la posterior

cuantificacion del antigeno p24%9 por ELISA.

6.3.5 Formacion de dendriplex y el estudio de sus propiedades biofisicas

Estudio de la fomacion de dendriplex mediante electroforesis en gel de
agarosa. Este estudio fue realizado en dos estancias diferentes, a continuacion se

explican las condiciones de trabajo en cada caso:

Estancia realizada en el Hospital General Universitario Gregorio Marafion
(Madrid)

Las muestras fueron analizadas en un gel de agarosa (2%) en un tampén
denominado TAE 1X (40 mM Tris-HCI, 1% (v/v) &cido acético y 1 mM EDTA),

utilizdndose una celda de electroforesis horizontal SE-2 (Helicon).

Procedimiento para la formacion de dendriplex: En primer lugar se afiaden
4 pL de siRNA (Csioek=7.5 uM), luego se afiaden las diferentes cantidades de los
sistemas dendriticos para obtener los diferentes ratios molares, y por altimo, el
PBS (1X) (los pL de PBS necesarios se calcularon previamente para obtener un
volumen final de 20 pL en todas las muestras). La mezcla se incuba a diferentes

tiempos (2, 24 y 48 horas).

Condiciones para la electroforesis. Se realiza a 90 V durante 40 minutos.
Las bandas del gel se revelaron por el sistema Molecular Imager Gel Doc y
Chemi Doc (BioRad).

Estancia realizada en el ICBFM (Rusia)

Las muestras fueron analizadas en un gel de agarosa (1% agarosa, 0.005%
de bromuro de etidio, 89 mM de Tris-borato, pH 8.3, 2 MM de Na,EDTA) en un
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tampdén denominado TBE 1X (89 mM Tris-borato, pH 8.3, 2 mM Na,EDTA),

utilizdndose una celda de electroforesis horizontal SE-2 (Helicon, Russia).

Procedimiento para la formacion de dendriplex: Se afiadieron 0.8 pL de
SIRNA (Cstock = 50 uM) sobre una disolucion de PBS (1X) (los pL de PBS
necesarios se calcularon previamente para obtener un volumen final de 10 pyL en
todas las muestras), y sobre esta mezcla se adicionan 0.8 pL de EtBr (Csiock = 500
UM), se agita, se centrifuga y se incuba durante 15 minutos (este paso en
necesario para que el EtBr se intercale correctamente en el SiRNA y pueda ser
detectado correctamente en los pasos posteriores). Trascurrido dicho tiempo, se
afladen las diferentes cantidades de dendrones para obtener los diferentes ratios
molares. De nuevo, se agita vigorosamente, se centrifuga y se incuba durante 15
minutos (formacidn del dendriplex). Posteriormente, se afiaden 2 pL de glicerol a

cada muestra y se introducen en los pocillos del gel de agarosa.

Condiciones para la electroforesis. Se realiza a 140 V durante 25-30
minutos. Posteriormente la presencia de siRNA es detectada gracias al EtBr que
absorbe en UV-VIS (254 nm).

Estudio de la formacion de dendriplex mediante polarizacion de
fluorescencia. Para cada sistema dendritico, se prepara por triplicado una
disolucion de siRNA marcado con fluoresceina, una disolucion en la cual se
afiaden 0.6 pL de siRNA marcado con fluoresceina (Csy=50 UM) sobre 29.4
pL de PBS (1X). Posteriormente, se van afadiendo diferentes cantidades de los
sistemas dendriticos para obtener las diferentes proporciones molares de carga (0,
05,1, 15, 2,25, 3, 3.5 etc). Ademas, se prepara otra disolucion de siRNA igual
que las anteriores que se mantiene como control. Cada adicion de compuesto se
agita y se incuba durante 5 minutos, y luego se registra el espectro de

polarizacion de fluorescencia (500-600 nm).

Estudio de la formacion de dendriplex mediante fluorescencia
(Desactivacion de la sefal). Este estudio se realiza siguiendo el mismo
protocolo que el anterior, pero se registra el espectro de fluorescencia, para evitar

la desactivacion de la sefial producida por las muestras que contienen metales.
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Estudio de la formacion de dendriplex mediante medidas de potencial
zeta (¢). Para cada sistema se prepara una muestra de 12 pL de SiRNA (Csock=50
M) en 588 pL de PBS. Posteriormente, se van afiadiendo diferentes cantidades
de sistemas dendriticos para obtener los diferentes ratios molares (0, 0.5, 1, 1.5,
2, 2.5, 3, 3.5 etc). Para cada adicion de compuesto se agita y se incuba durante 5

minutos, y luego se realiza la medida de potencial ¢.

Estudio del desplazamiento de heparina mediante polarizacion de
fluorescencia. Para cada sistema dendritico, se prepara por triplicado una
disolucién en la cual se afiaden 0.6 pL de siRNA marcado con fluoresceina
(Cstock=50 uM) sobre 29.4 uL de PBS (1X). Ademas, se prepara otra disolucion
de siRNA igual que las anteriores que se mantiene como control. Posteriormente,
se afiade la cantidad necesaria de compuesto para obtener una completa
complejacion del siRNA, se agita y se incuba durante 10 minutos, y se registra el
espectro. Posteriormente, se van afiadiendo cantidades de heparina desde 1 a 100
mg/L, se incuba durante 5 minutos y se van registrando los espectros

correspondientes.

Estudio de la estabilidad del siRNA frente a la RNasa A en los
dendriplex. Las muestras fueron analizadas mediante un ensayo de electroforesis

similar al descrito anteriormente, pero a una concentracion del 3% de agarosa.

Para evaluar la capacidad de los compuestos de proteger o evitar la
degradacién del material genético en presencia de la RNasa A, se prepararon 5

muestras diferentes (Figura 6.1):

- En todas las muestras se aflade 0.8 pL de SIRNA (Cgioek = 50 uM) vy la
cantidad necesaria de PBS en cada caso para obtener un volumen final
de 10 L.

- A las muestras 3, 4 y 5 se le afiade la cantidad de compuesto necesaria
para obtener una completa complejacion, y se deja incubar durante 15

minutos (formacion del dendriplex).

317



Capitulo 6

- Posteriormente, se afiade la enzima RNasa A (1 pL, Csipo=50 mg/L, en
agua) a las muestras 2 y 5, y se incuban a 37°C durante 45 minutos

(degradacién).

- Trascurrido dicho tiempo, se afiade el inhibidor de la enzima (1 L,
Cstock= 10 U/pL, pH=7.5) en hielo (0°C) a las muestras 2 y 5 (se para la

reaccion).

- A continuacion, se afiade la heparina (2 pL, Csio= 410 mg /L) a las

muestras 4 y 5, y se deja incubar durante 5 min (desplazamiento del

SiRNA).
SiIRNA SiRNA+  Dendriplex  Dendriplex Derr:drip_lex
control RNAasa control + heparina + heparina
+ RNAasa

! I ! ! |
1 2 3 4 5| Vi

v V VvV vV V

PBS (9.2uL) PBS(7.2pL) PBS(-pL) PBS(-uL)  PBS(-pL)

SiRNA SiRNA SiRNA SiRNA SiRNA
(0.8 uL) (0.8 L) (0.8 uL) (0.8 uL) (0.8 L)
Sistema Sistema Sistema
(-uL) (-uL) (-uL)
RNAasa ( 1pL) RNAasa ( 1pL)
Inhibidor ( 1pL) Inhibidor ( 1pL)
Heparina Heparina
(2uL) (2uL)

Figura 6.1 Controles y muestras para el ensayo de estabilidad.

Finalmente, se afladen 2 pL de glicerol a cada muestra y se introducen en
los pocillos del gel de agarosa. La electroforesis se lleva a cabo con 140 V

durante 30 minutos.

6.3.6 Ensayos de citotoxicidad, hematoxicidad y cambios morfoldgicos

Ensayo de citotoxicidad. Los fibroblastos de hamster chino (linea celular
B14) fueron adquiridos de Centro de Salud Infantil en Varsovia (Polonia). Las

células fueron cultivadas como una monocapa en medio DMEM suplementado
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con suero bovino fetal al 10% con 100 unidades/mL de gentamicina. Las células
se mantuvieron a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, y 95% de aire con un

95% de humedad. La viabilidad celular se midi6 por un ensayo MTT.

Hemotoxicidad. La sangre de donantes sanos se obtuvo del Banco Central
de Sangre en Lodz. La sangre fue anticoagulada con un 3% de citrato de sodio.
Los eritrocitos fueron separados mediante centrifugacion (4000 g, 10 minutos) a
4°C vy se lavaron tres veces con PBS (solucion salina tamponada con fosfato;

pH=7.4). Los eritrocitos se utilizaron inmediatamente después del aislamiento.

Para estudiar el efecto de los dendrimeros hibridos fdsforo-violdgen-
carbosilano sobre los eritrocitos, se afiadieron los dendrimeros en un rango de
concentraciones de 0.01-10 mM a las células rojas de la sangre y se incubaron a
37°C durante 24 horas. Después de la incubacion, las suspensiones se
centrifugaron (1000 g, 10 minutos). La hemdlisis se determind midiendo el

contenido de hemoglobina en el sobrenadante a 540 nm.

Porcentaje de hemolisis se calculd a partir de la formula: Hemolisis [%] =
(A/A,) x 100%

Donde, A es la absorbancia de la muestra, y A. es la absorbancia de la

muestra en agua (100% de hemolisis).

Cambios morfologicos de la linea celular B14. La morfologia de la linea
celular B14 vy los eritrocitos se evalué mediante observacién microscépica. Las
concentraciones finales de los dendrimeros de la muestra fueron 0.1, 1 y 10 mM.
Las células se incubaron con dendrimeros a 37°C durante 24 horas. Luego, las
células se observaron bajo un microscopio déptico Olympus CKX41 con un

aumento de 400x.

6.3.7 Estudios biofisicos de la interaccion con la proteina HSA

Medidas de potencial zeta ({). Las mediciones del potencial zeta se
realizaron con Zetasizer Nano ZS de Malvern, que utiliza las técnicas
electroforesis y LDV (Laser Doppler velocimetria). La combinacion de ambas

técnicas permite la medicion de la movilidad electroforética de las moléculas en
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disolucién. El valor de potencial zeta se calcula directamente a partir de la

ecuacion de Helmholtz - Smoluchowski usando el software.43 Malvern.

Las mediciones de potencial zeta de los dendrimeros solo se realizaron en

agua y tampodn de fosfato (10 mM, pH=7.4).

Las mediciones de potencial zeta de HSA en presencia de dendrimeros se
realizaron en un tampon de fosfato a 37°C. Se realizaron medidas para un rango
de concentraciones de dendrimero de 0.1 mM-10 mM, en cada adicién se afiadia

una concentracién de 0.2 mM sobre la proteina HSA.

Medidas de dicroismo circular (DC). Los espectros de DC (195-260 nm)
para la HSA se registraron en presencia/ausencia de dendrimeros en un
espectropolarimetro -815 CD Jasco J , en cubetas de cuarzo de 5 mm de longitud,
con un paso de longitud de onda de 1 nm, un tiempo de respuesta de 4 segundos
y una velocidad de barrido de 20 nm/min , termostatizado a 37°C . Cada espectro
es la media de tres repeticiones. HSA se utiliz6 a una concentracién de 2 mM. La
relacion molar de dendrimeros/HSA varié de 0.5 a 20. violégeno-carbosilano-
dendrimeros fésforo solo en las concentraciones utilizadas en los experimentos
no produjo caracteristicas perceptibles en sus espectros de CD y fueron utilizados

como blancos (controles) de HSA-dendrimeros espectros complejos.

Desactivacion de la fluorescencia de HSA. Las mediciones de
fluorescencia se realizaron utilizando un Perkin -Elmer LS- 55
espectrofluorometro con excitacion a 290 nm, y los espectros de emision se
registraron en el intervalo de 305-435 nm. HSA a una concentracion de 2.5 mM
en una cubeta de cuarzo de 5 mm, y termostatizado a 37°C. A continuacion, se
afiadieron concentraciones crecientes de dendrimeros a HSA y se registraron los
espectros de fluorescencia. Antes de examinar las propiedades de fluorescencia
de la proteina, se comprob6 que los dendrimeros no estaban excitados por la

longitud de onda de 290 nm y que no emiten fluorescencia.
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6.3.8 Analisis estadisticos

Todos los resultados son presentados como un valor + desviacion estandar.
El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa GraphPad Prim 5.0. Y los

resultados proporcionados por el grupo de Polonia fueron analizados mediante el
programa SigmaPlot 11.0 Systat Software.
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6.4 DESCRIPCION DE LAS PREPARACIONES

6.4.1 Métodos sintéticos

Para evitar repeticiones a lo largo de este apartado, se describen de manera
general los protocolos mas utilizados para la construccion y funcionalizacién de
los diferentes sistemas dendriticos. En algunos casos se introducen
modificaciones (reactivos utilizados, temperatura, tiempo de reaccién etc.) que se

detallaran en el apartado correspondiente para cada compuesto.

6.4.1.1 Protocolo 1: Reaccién de hidrotiolacion de dobles enlaces

1a) Adicion “click” tiol-eno de hidrocloruro de cisteamina y hidrocloruro

de 2-(dimetilamino)etanotiol

Se disuelve el sistema dendritico precursor (con grupos vinilo terminales)
en una mezcla de disolventes THF/MeOH (1:1), y sobre esta disolucion, se
afaden 1.05 equivalentes del reactivo comercial hidrocloruro de cisteamina,
HS(CH;),NH,.HCI, 0 hidrocloruro de 2-(dimetilamino)etanotiol,
HS(CH,),NMe,.HCI, 'y el fotoiniciador, 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona
(DMPA) en un 5% mol con respecto al nimero de dobles enlaces. La mezcla se
desoxigena con argon y se deja agitando durante 2 horas bajo una lampara UV
con Amax=364 nm. Transcurrido este tiempo se afiade otro 5% mol de DMPA con
respecto al nimero de dobles enlaces y se desoxigena de nuevo. Tras otras 2
horas de reaccion se elimina el disolvente por evaporacion, se disuelve en agua y
se purifica el sistema mediante nanofiltracion o dialisis con una membrana de

corte adecuado.
1b) Adicion “click” tiol-eno de metiltioglicolato

El compuesto precursor (con dobles enlaces terminales) se disuelve en una
mezcla de disolventes THF:MeOH (1:1) y se adiciona la cantidad
estequiométrica del derivado tioglicolato de metilo, HSCH,COOCH;. La
disolucién se irradia con luz UV durante 4 horas, se lleva a sequedad y se

purifica por cromatografia de exclusion de tamafios en THF.
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1¢) Adicion “click” tiol-eno de 3-mercapto-1-propanosulfonato de sodio

Se disuelve el compuesto precursor (con dobles enlaces en la periferia) en
una mezcla de disolventes THF/H,O (1.5:0.5) y se prepara una disolucion del
derivado 3-mercapto-1-propanosulfonato de sodio, HS(CH,);SOsNa (1.2
equivalentes por cada doble enlace presente en el precursor) en 0.5 mL de agua
destilada. Sobre la disolucion del precursor se afiade un cuarto de la disolucion
del reactivo y un 0.025% molar de DMPA. Tras cada adicion, el crudo de
reaccion se desoxigena haciendo burbujear argon en su interior durante 1 minuto,
y se irradia con luz UV durante un tiempo total de 1 hora. El tiempo total de
irradiacion son 4 horas. Finalmente se lleva a sequedad y se purifica por

nanofiltracion en agua con membranas de celulosa (Myco = 500-1000 Da).

6.4.1.2 Protocolo 2: Reaccion de neutralizacion de los grupos —NR,-HCI

A una disolucion de un sistema con grupos -NR,-HCI terminales en una
mezcla de H,O/CH,CI, (1:1) se afiade una disolucion acuosa de Na,COs (1.3
equivalentes con respecto al nimero de grupos amonio terminales). La mezcla de
reaccion se agita durante 15 minutos a temperatura ambiente y después la fase
organica se separa y se extrae la fase acuosa con CH,Cl,. La fase organica se
seca con Na,SO, y a continuacién los volatiles se eliminan a vacio obteniéndose

asi los derivados deseados.

6.4.1.3 Protocolo 3: Reaccion de cuaternizacion de los grupos —NMe,

terminales para generar grupos amonio
3a) Cuaternizacion con yoduro de metilo (CH;l)

Se trasvasa a un Schlenck la cantidad adecuada de sistemas con grupos
terminales NMe, y se disuelve en THF seco. A continuacién, se afiade a
temperatura ambiente y con agitacion un exceso de Mel. La disolucion se deja
con agitacion durante una noche bajo atmosfera inerte. Finalizada la reaccion, se
evaporan los volatiles y se lava el producto varias veces con hexano,

obteniéndose los productos deseados.
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3b) Cuaternizacién con cloruro de hidrégeno (HCI)

Se sigue un procedimiento analogo al protocolo 3a pero la reaccion se
realiza con un exceso de cloruro de hidrégeno (2 N en Et,0). La disolucién se
deja con agitacion durante 2 horas. Finalizada la reaccion, se realiza el mismo

procedimiento que en el apartado anterior.

6.4.1.4 Protocolo 4: Reaccion de desproteccion de los grupos acrilato

para generar grupos carboxilato

El compuesto precursor (con grupos metilacrilato en la periferia) se
disuelve en MeOH y se adiciona NaOH en exceso (3 equivalentes por cada grupo
metil éster). La disolucion se agita durante toda la noche a temperatura
ambiente, se lleva a sequedad y se purifica por nanofiltracién con membranas de
celulosa (Myco=500-1000 Da).

6.4.1.5 Protocolo 5: Reaccidn de condensacion entre un grupo aldehido y

grupo amina

Sobre una disolucion en THF seco del dendrimero de fosforo
correspondiente se afiade el dendrén carbosilano, la reaccion se mantiene bajo
agitacion constante a 40°C en presencia de MgSO, activado durante 48 horas. Las
generaciones mas altas necesitan mas equivalentes y mas tiempo de reaccion.
Una vez finalizada la reaccion, se centrifuga rapidamente para eliminar los restos
de MgSO, pero estos compuestos no se aislan debido a la inestabilidad del enlace

imina.
6.4.1.6 Protocolo 6: Reaccidon de reduccién de enlaces imina

Sobre una disolucién en THF/MeOH del dendrimero correspondiente se
afiade lentamente y en frio NaBH, (3 equivalentes por cada enlace que se desea
reducir). Completada la adicion, se deja que la reaccion progrese a temperatura
ambiente durante 12 horas con un borboteador. Posteriormente se utiliza una
disolucién acuosa de NH,Cl (12%), se realiza una extraccién con CH,Cl, y la

fase organica se seca con MgSQO,. Posteriormente el disolvente se elimina a
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vacio, y el residuo se purifica mediante cromatografia por exclusion de tamafos
en THF.

6.4.1.7 Protocolo 7: Reaccion de desproteccion de los grupos -NHBoc

para generar grupos amonio -NH;Cl

Sobre una disolucion del correspondiente sistema dendritico en CH,CI, se
aflade lentamente una disolucion de TFA al 20% en CH,CI, seco, la mezcla de
reaccion se mantiene bajo agitacion constante durante 1 hora. Una vez
completada la desproteccion, la reaccion se lleva a sequedad. A continuacion el
crudo de reaccion se disuelve en acetonitrilo y se afiade lentamente una
disolucion acuosa saturada de 'Bu,NCI, produciéndose la precipitacion del
producto, el cual se lava varias veces con acetonitrilo, obteniéndose de esta

forma los productos deseados.

6.4.1.8 Protocolo 8: Cambio de contraion

Sobre una disolucion acuosa del dendrimero correspondiente se afiaden gota
a gota una disolucién saturada de NH4PFg, observandose la precipitacion del
producto. EIl s6lido resultante es filtrado y lavado varias veces con agua y Et,0,

obteniéndose el producto deseado.

6.4.2 Sintesis y caracterizacion de los sistemas dendriticos

CAPITULO 2

6.4.2.1 Sintesis y caracterizacion del monomero AB, y la matriz

polimérica (1-3)

I-CeH,-O-(CH2),SiMe(C3Hs), (1)

Sobre una disolucion en acetona (60 mL) de 4-yodofenol (1.00 g, 4.54
mmol) se afiade BrG;A, (1) ° (1.24 g, 4.77 mmol), carbonato de potasio (1.13 g,
8.16 mmol), éter corona 18-C-6 (0.12 g, 0.45 mmol) y una pequefia cantidad de
Nal. La mezcla de reaccidon se mantiene en agitacion constante a 80°C durante 24
horas. Una vez completada la reaccion, se evapora la disolucion hasta sequedad y

el crudo se extrae con éter. La fase organica se lava con agua saturada de NaCl,
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se seca con MgSQ,, y se afiade SiO, para eliminar el éter corona. La disolucion
se filtra y el disolvente se evapora a vacio, obteniéndose el compuesto 1 como un
liquido incoloro (1.55 g, 85%).
\ /\/

\/\

RMN-'H (CDCls): § -0.01 (s, 3 H, MeSi), 0.59 (m, 2 H, CH,Si), 1.47 (m, 2
H, CH,CH,Si), 1.54 (d, 4 H, SiCH,CH), 1.76 (m, 2 H, OCH,CH,), 3.90 (t, 2 H, -
OCH,), 4.84 (m, 4 H, CH=CH,), 5.75 (m, 2 H, CH=CH,), 6.67 (d, 2 H, CgH.),
7.54 (d, 2 H, C¢H,). RMN-C {*H} (CDCI5): & -5.9 (MeSi), 12.7 (SiCH,), 20.1
(CH,CH=CH,), 21.2 (CH,), 32.8 (OCH,CH,), 67.5 (OCHy,), 82.4 (Cips, 1-CsHa),
113.3 (CH=CH,), 116.8 (CgHy), 134.5 (CH=CHy), 138.1 (C¢Hy), 158.9 (Cips, O-
CsHs). RMN-ZSi (CDClg): & 0.9 (SiMe). Anal.Calc. Cy;H,510Si (400.37
g/mol): C, 51.00; H, 6.29. Exp.: C, 51.35; H, 7.22. MS: [M+H]" = 401.1055 uma
(calcd. =401.0700 uma).

H-SiMe,-CgH,4-O-(CH,),SiMe(CsHs), (2)

Sobre una disolucién del compuesto 1 (1.00 g, 2.50 mmol) en hexano a -
78°C (50 mL) se afiade lentamente un ligero exceso de "BuLi (1.50 mL, 3.76
mmol) y se deja que la reaccion progrese durante 2 horas. A continuacion se
afiade 0.40 mL de HSiMe,Cl (3.76 mmol), manteniendo la mezcla de reaccion en
agitacion constante durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez completada
la reaccion se filtra y se evapora hasta sequedad para eliminar el disolvente y el
exceso de HSiMe,Cl, obteniéndose el mondémero 2 como un aceite amarillento
(0.75 g, 90%).

| \Si/\/
i NN
"?'O° N

RMN-'H (CDCly): & -0.02 (s, 3 H, MeSi(CH,CHCH,),), 0.29 (d, 6 H,

HSiMe,), 0.60 (m, 2 H, CH,Si), 1.47 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.54 (d, 4 H, SiCH,-
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CH), 1.78 (m, 2 H, OCH,CH,), 3.95 (t, 2 H, OCH,), 4.38 (m, 1 H, HSiMe,), 4.84
(m, 4 H, CH=CH,), 5.74 (m, 2 H, CH=CH,), 6.88 (d, 2 H, CgHy), 7.42 (d, 2 H,
CeHs). RMN-3C {*H} (CDCIl,): § -5.8 (MeSi), -3.5 (Me,Si), 12.7 (SiCH,), 20.1
(CH,CH=CH,), 21.3 (CH,), 32.9 (OCH,CH,), 67.1 (OCH,), 113.2 (CH=CH),),
114.2 (C¢Ha), 127.9 (Cipso Si-CeHa), 134.7 (CH=CH,), 135.4 (CgHy), 160.1 (Cipso
0-CgH,). RMN-?°Si (CDCly): § -17.8 (SiH), 0.9 (SiMe). Anal.Calc. C1gH3,0Si,
(332.20 g/mol): C, 68.61; H, 9.70. Exp.: C, 68.99; H, 10.17. MS: [M+H]" =
333.1919 uma (calcd. = 333.2000 uma).

PCS-2-A (3)

En una ampolla de vidrio se introduce 0.50 g del monémero 2, 5 mL de
tolueno seco y el catalizador de Karstedt (3% molar). La mezcla de reaccion se
mantiene en agitacion constante bajo atmosfera inerte a 60°C durante 24 horas.
Terminada la reaccién, el disolvente se elimina a vacio, obteniéndose el polimero

3 como un aceite de color marrén (0.49 g).

/

7
A A VARREN

RMN-'H (CDCl,): & -0.02 (s, MeSi(CH,CHCHy,),), -0.07 (s, SiMe), 0.21
(s, SiMe,), 0.50-0.70 (m, CH,Si), 1.34-1.56 (m, CH,CH,Si y SiCH,-CH), 1.77
(m, OCH,CH,), 3.94 (t, OCH,), 4.83 (m, CH=CH,), 5.77 (m, CH=CH,), 6.88 (d,
CsHs), 7.39 (d, C¢Hs). RMN-C {*H} (CDCly): & -5.8 y -5.4 (MeSi), -2.67
(SiMe,), 12.7 y 13.3 (SiCH,), 18.1-21-8 (CH,CH=CH, y CH,), 32.9 y 33.1
(OCH,CHy), 67.1 (OCHy), 113.2 (CH=CH,), 114.1 (C¢H,), 129.4 (Cipso Si-CsHy),
134.9 (CgHy), 134.7 (CH=CH,), 159.8 (Cipso, O-C¢Hs). RMN-?Si (CDCly): &
Polimerizacion a 60°C; 0.9 (s, T, 21.5%), 1.5 (s, L, 56.5%), 1.8 (s, D, 22.0%), -
4.3 (SiAr). DB=0.44. PDI = 1.4 y Mw = 4500 g/mol.
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6.4.2.2 Sintesis y caracterizacion de polimeros hiperramificados
catidnicos mediante hidrosililacion (4-7)

R = CI (4), H (5), (CHy)3NMe; (6), (CH,)sNMegsl (7)
PCS-2-SiCl (4)

Sobre 0.40 g del polimero 3 se afiaden 2.50 mL de dimetilclorosilano vy el
catalizador de Karsted (3% molar). La reaccion se deja en agitacion constante
bajo atmdsfera inerte a 80°C durante 48 horas. Trascurrido dicho tiempo se
elimina el exceso de dimetilclorosilano a vacio obteniéndose el polimero 4 como

un aceite grisaceo (0.55 g).

RMN-'H (CDCly): & -0.09 (s, SiMe), 0.21 (s, SiMe,), 0.38 (s, SiMe,Cl),
0.50-0.70 (m, CH,Si), 0.88 (m, CH,SiCl), 1.34-1.56 (m, SiCH,CH,CH,Si y
OCH,CH,CH,CH,Si), 1.77 (m, OCH,CH,), 3.94 (t, OCH,), 6.89 (d, C¢H.), 7.38
(d, CgHa). RMN-C {*H} (CDCl,): & -5.1 (MeSi), -2.67 (SiMe,), 1.8 (SiCIMe,),
13.7 (SiCH,), 17.1-20.7 (SiCH,CH,CH,Si y OCH,CH,CH,CH,Si), 23.5
(CH,SICI), 33.1 (OCH,CHy), 67.3 (OCH,), 114.0 (C¢Ha), 129.4 (Cipso Si-CsHy),
134.9 (CH,), 159.8 (Cipso O-CeHs). RMN-?Si (CDCl5): & -4.4 (SiCeHy), 1.9 (-
SiCH,CH,CH,) y 31.0 (SiCl).

PCS-2-SiH (5)

Sobre una disolucion de LiAIH, (1M Et,0, 0.80 mL) en Et,O (60 mL) se
afiade lentamente y en frio otra disolucion del polimero 4 (0.55 g) en éter.
Completada la adicion, se deja que la reaccion progrese a temperatura ambiente
durante 12 horas. Posteriormente, se utiliza una disolucién de Na,SO, al 14%
para hidrolizar el exceso de LiAlIH, se realiza una extraccion y la fase organica
se seca con MgSO,. Finalmente se elimina el disolvente a vacio, obteniéndose el

polimero 5 como un aceite incoloro (0.37 g).
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RMN-'H (CDCI;): & -0.09 (s, SiMe), 0.05 (d, SiHMe,), 0.21 (s, SiMe,),
0.50-0.70 (m, CH,Si), 1.34-1.56 (m, CH,CH,Si y SiCH,-CH), 1.77 (m, -
OCH,CH,), 3.82 (m, SiH), 3.94 (t, -OCH,), 6.89 (d, C¢H,), 7.38 (d, CsH,).
RMN-*C {*H} (CDCly): & -5.1 (MeSi), -4.4 (SiHMe,), -2.7 (SiMe,), 13.6
(SiCH,), 18.1-21-8 (SiCH,CH,CH,Si y OCH,CH,CH,CH,Si), 33.1 (OCH,CH)),
67.3 (OCH,), 114.0 (CgHy), 129.3 (Cipso Si-CeHa), 134.9 (CeHy), 159.7 (Cipso O-
CeHa). RMN-?°Si (CDCI,): & -14.1 (SiH), -4.6 (SiC¢H,) y 1.9 (-SiCH,CH,CH.,).

PCS-2-SiNMe; (6)

En una ampolla de vidrio se introduce una disolucion del polimero 5 (0.37
g) en THF seco (2 mL), a la cual se afiade un exceso de N, N- alildimetilamina
(0.50 mL) y el catalizador de Karstedt (3% molar). La mezcla de reaccion se deja
con agitacion constante a 60°C durante 48 horas. Completada la reaccion, se
elimina el disolvente y el exceso de amina a vacio, obteniéndose el polimero 6

como un aceite marron claro (0.43 g).

RMN-'H (CDCly): & -0.07 (s, SiMe), 0.05 (s, SiMe,), 0.46 (m,
SiCH,CH,CH,NMe,), 1.34-1.56 (m, CH,CH,Si, SiCH,CH,CH,NMe,), 1.77 (m,
-OCH,CH,), 2.20 (m, CH,NMe, y NMe,), 3.94 (t, -OCH,), 6.89 (d, CgH.), 7.38
(d, CsHs). RMN-*C {*H} (CDCly): & -5.1 (SiMe), -3.3 (SiMe,), 12.8
(SiCH,CH,CH,NMe;,), 18.4-20.1 (SiCH,CH,CH,Si y SiCH,CH,CH,CH,0),
220 (SiCH,CH,CH,NMe,), 33.0 (OCH,CH,), 454 (NMe,), 63.4
(SiCH,CH,CH,NMe,), 67.3 (-OCH,), 114.0 (C¢Hy), 134.8 (CcHa), 129.3 (Cipso
CH,-CgHy), 159.7 (Cipso O-CeHs). RMN-?Si (CDCly): & -4.5 (SiCgHy), 1.6 (-
SiCH,CH,CH,), 1.9 (-SiCH,CH,CH,NMe,).

PCS-2-SiNMejl (7)

Se obtiene el polimero 7 siguiendo el protocolo 3a, en el cual se produce la

cuaternizacion de los grupos amino. Sélido amarillo muy higroscopico (0.20 g).

Datos: Polimero 6 (0.18 g), CH3l (0.10 mL, 1.61 mmol).
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RMN-'H (DMSO-dg): & -0.02 (s, SiMe y SiMe,), 0.50-0.70 (m, CH,Si y
SiCH,CH,CH,NMe,), 1.20-1.50 (m, CH,CH,Si, SiCH,CH,
SiCH,CH,CH,NMe,), 1.60-1.80 (m, -OCH,CH, CH,CH,NMesl), 3.02 (s,
NMesl), 3.21 (t, CH,NMegl), 3.91 (t, -OCH,), 6.86 (d, CgH.), 7.33 (d, CgHa).
RMN-2*C {H} (DMSO-dg): & -5.1 (SiMe), -3.3 (SiMe,), 150 (-
SiCH,CH,CH,NMe,), 17.2-25.2 (-SiCH,CH,CH,CH,0- y SiCH,CH,CH,Si-),
24.3 (-CH,CH,NMe,), 32.0 (OCH,CHy), 49.8 (NMesl), 66.1 (-CH,NMe,), 66.2
(OCH,), 113.5 (CgHy), 128.8 (Cipso Si-CsHa), 134.2 (CeHy), 158.9 (Cipso O-CeHa).
RMN-?°Si (DMSO-dg): & -45 (SiCeHs), 1.8 (-SiCH,CH,CH,), 2.4 (-
SiCH,CH,CH,NMegl).

6.4.2.3 Sintesis y caracterizacion de la matriz polimérica funcionalizada

con grupos vinilo en la periferia (8)

PCS-2-V (8)

Sobre 0.950 g del compuesto 4 disuelto en hexano anhidro (30 mL) se
afiaden 2 mL de cloruro de vinilmagnesio (3.20 mmol) y la disolucion se
mantiene a reflujo a 60°C durante 24 horas. Una vez finalizada la reaccion, el
exceso de magnesiano se hidroliza con una disolucién de cloruro de amonio al
12% y el crudo de reaccion se extrae con hexano (3 x 25 mL). Finalmente, la fase
organica se seca con MgSQ,, se filtra y el disolvente se evapora en el rotavapor

dando lugar al polimero 8 como un aceite amarillo oscuro (0.640 g).

RMN-'H (CDCI,): & -0.09 (s, SiMe), 0.02 (s, SiMe;), 0.19 (s, SiMey), 0.46-
0.63 (m, CH,Si), 1.23-1.41 (m, SiCH,CH,CH,Si y OCH,CH,CH,CH,Si), 1.77
(m, OCH,CH,), 3.93 (t, OCH,), 5.60 (dd, SICHCH,), 6.00 (m, SiCHCH,), 6.87
(d, CgH,), 7.38 (d, CgH,). RMN-3C {*H} (CDCls): & -5.0 (MeSi), -3.2 (SiMe,), -
2.6 (SiMe,), 13.8 (SiCH,), 17.8-20.7 (SiCH,CH,CH,Si y OCH,CH,CH,CH,Si),
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33.2 (OCH,CH,), 67.3 (OCH,), 114.1 (CgHs), 129.4 (Cipso Si-CeHy), 131.2
(SICHCHy), 135.1 (CgHa), 139.4 (SICHCH,), 159.8 (Cipso O-CsHs). RMN-2S;i
(CDCls,): § -6.4 (SiMe,CHCH,), -4.4 (SiAr), 1.9 (-SiCH,CH,CH,Si).

6.4.2.4 Sintesis y caracterizacion de polimeros hiperramificados
catidnicos mediante adicion tiol-eno (9-13)

R=NH,HCI (9), NMe,HCI (10), NMe, (11), NMes! (12)
R=NH,HCI 6 NMe,HClI (hibrido) (13)

PCS-2-SNH,.HCI (9)

Se obtiene el polimero 9 siguiendo el protocolo 1a, en el cual se introducen

grupos cationicos en la periferia. Sélido amarillo (0.300 g).

Datos: Polimero 8 (0.450 g), HS(CH,),NH,.HCI (2.17 mmol), DMPA (0.22
mmol, 0.056 g).

RMN-'H (DMSO-dg): & -0.08, -0.02 (s, SiMe y SiMe,), 0.48-0.63 (m,
CH,Si), 0.80 (t, SiCH,CH,S), 1.23-141 (m, SiCH,CH,CH,Si 'y
OCH,CH,CH,CH,Si), 1.74 (m, OCH,CH,), 2.56 (t, SiCH,CH,S), 2.71 (t,
SCH,CH,NH,.HCI), 2.91 (t, SCH,CH,NH,.HCI), 3.94 (t, OCH,), 6.87 (d, CgH.),
7.24 (d, CeHs). RMN-*C {*H} (DMSO-dg): & -4.5 (SiMe), -2.9 (SiMe,), 13.5
(SiCH,CH,S), 16.0-20.5 (SiCH,CH,CH,Si y OCH,CH,CH,CH,Si), 26.9
(SiICH,CH,S), 28.7  (SCH,CH,NH,.HCI), 33.0 (OCH,CH,), 39.0
(SCH,CH,NH,.HCI), 67.3 (OCHy), 114.8 (CeHs), 129.9 (Cipso Si—CeHa), 135.3
(CsHa), 159.2 (CipssO-CsHs). RMN-*Si (DMSO-dg): & -4.0 (SiAr), 1.7-1.8
(SiCH,CH,CH,Si), 3.3 (SiCH,CH,S). RMN-"N (DMSO-dg): 8-342.4 (NH,CI).
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PCS-2-SNMe,.HCI (10)

Se obtiene el polimero 10 siguiendo el protocolo 1a, en el cual se

introducen grupos catiénicos en la periferia. S6lido amarillo (0.323g).

Datos: Polimero 8 (0.450 g), HS(CH,),NMe,.HCI (2.12 mmol), DMPA
(0.22 mmol, 0.056 g).

RMN-'H (DMSO-dg): & -0.00 (s, SiMe), 0.16 (s, SiMe,), 0.66-0.88 (m,
CH,Si y SiCH,CH,S), 1.13-1.58 (m, SiCH,CH,CH,Si y OCH,CH,CH,CH,Si),
1.80 (m, OCH,CH,), 2.56 (t, SiCH,CH,S), 2.74 (t, SCH,CH,NMe,.HCI), 2.86 (s,
NMe,.HCI), 3.18 (t, SCH,CH,NMe,.HCI), 3.95 (t, OCH,), 6.90 (d, CgH.), 7.39
(d, C¢Hs). RMN-C {*H} (DMSO-dg): & -4.4 (SiMe), -2.84 (SiMe,), 13.6
(SiCH,),  16.0  (SiCH,CH,S),  184-205  (SiCH,CH,CH,Si vy
OCH,CH,CH,CH,Si), 25.3 (SiCH,CH,S), 27.2 (SCH,CH,NMe,.HCI), 32.9
(OCH,CH,), 42.6 (NMe,.HCI), 56.3 (SCH,CH,NMe,.HCI), 67.2 (OCH,), 114.4
(CeHa), 129.9 (Cipso Si-CeHa), 134.7 (CeHy), 159.8 (Cipo O-CeHs). RMN-?Si
(DMSO-dg): & -4.5 (SiAr), 1.7 (SiCH,CH,CH,Si), 3.3 (SiCH,CH,S). RMN-*N
(DMSO-dg): & -338.2 (NMe,.HCI).

PCS-2-SNMe; (11)

Se obtiene el polimero 11 siguiendo el protocolo 2, en el cual se

neutralizan los grupos catidnicos de la periferia. Aceite amarillento (0.250 g).

Datos: Polimero 10 (0.300 g), Na,COs (0.225 g, 2.12 mmol).

RMN-'H (CDCIy): & -0.09 (s, SiMe), 0.19 (s, SiMe,), 0.53-0.58 (m, CH,Si
y CH,SiC,H,S), 0.83 (t, SiCH,CH,S), 1.23-1.41 (m, SiCH,CH,CH,Si y
OCH,CH,CH,CH,Si), 1.77 (m, OCH,CH,), 2.23 (s, NMe,), 2.40-2.61 (m,
SCH,CH,NMe,, SiCH,CH,S y SCH,CH,NMe,), 3.93 (t, OCH),), 6.87 (d, CsHJ),
7.38 (d, CeHs). RMN-C {'H} (CDCly): & -5.0 (SiMe), -2.6 (SiMe,), 13.8
(SiCH,), 16.2-23.2 (SiCH,CH,CH,Si, OCH,CH,CH,CH,Si y SiCH,CH,S), 27.8
(SCH,CH,NMe,), 29.7 (SiCH,CH,S), 33.2 (OCH,CH,), 45.4 (NMe,), 59.3
(SCH,CH;NMe,), 67.3 (OCH,), 114.0 (CegHs), 129.4 (Cipo Si-CeHa), 134.9
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(CeHa), 159.8 (Cipso O-CgHs). RMN-?Si (CDCls,): & -45 (SiAr), 1.6
(SiCH,CH,CH,Si), 3.2 (SiCH,CH,S). RMN-*N (CDClI,): & -352.1 (NMe,).

PCS-2-SNMejl (12)

Se obtiene el polimero 12 siguiendo el protocolo 3a, en el cual se produce

la cuaternizacion de los grupos amino. Sélido amarillo pulverulento (0.20 g).

Datos: Polimero 11 (0.250 g), CH3l (0.20 mL, 3.22 mmol).

RMN-'H (DMSO-ds): & -0.08, 0.1 (s, SiMe), 0.51-0.63 (m, CH,Si), 0.78 (t,
SiCH,CH,S), 1.23 (m, SiCH,CH,CH,Si y OCH,CH,CH,CH,Si), 1.66 (m,
OCH,CH,), 257 (t, SiCH,CH,S), 2.86 (t, SCH,CH,NMe;l), 3.06 (s,
SCH,CH,NMejl), 3.48 (t, SCH,CH,NMesl), 3.90 (t, OCH,), 6.80 (d, CsH4), 7.28
(d, CeHs). RMN-2C {*H} (DMSO-dg): & -4.5 (MeSi), -2.9 (SiMe,), 13.6
(SiCH,CH,S), 16.0-20.5 (SiCH,CH,CH,Si y OCH,CH,CH,CH,Si), 23.0
(SCH,CH,NMegl), 266  (SiCH,CH,S), 33.0 (OCH,CH,), 52.6
(SCH,CH,NMe;l), 64.9 (SCH,CH,NMesl), 67.2 (OCH,), 114.8 (CsH.), 129.9
(Cipso Si-CgH.), 135.2 (CgHa), 159.9 (Cipso O-CgH,4). RMN-?°Si (DMSO-dg): & -4.0
(SiCsH.), 1.8 (-SiCH,CH,CH,), 3.3 (SiMe,CH,CH,S). RMN-*N (DMSO-dg): &
-330.0 (NMegl).

PCS-2-S(NMe,HCI),(NH3Cl), (13) (x = 78% e y = 22% de los grupos terminales)

Para obtener el polimero 13 se realiza un procedimiento similar al descrito
en el protocolo la. Se afiade en primer lugar el tiol que presentara menor
proporcion en la cantidad y estequiometria necesaria junto al DMPA necesario,
5% mol con respecto al niumero de dobles enlaces a sustituir con el mismo. La
mezcla de reaccion en THF/MeOH (1:2) se desoxigena y se deja reaccionar
durante 30 minutos. Estos derivados se pueden aislar evaporando la mezcla de
reaccion y realizando una columna de tamafios en THF como eluyente. Si no se
desean aislar, se puede continuar la reaccion afiadiendo 1.05 equivalentes por
cada doble enlace que queda en la molécula de HS(CH,),NMe,.HCI, junto a la
cantidad necesaria de DMPA, 5% mol con respecto al numero de dobles enlaces.

La reaccion se desoxigena y se deja cuatro horas mas tras las cuales se procede a
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la purificaciéon de manera analoga a la empleada en el protocolo la. Solido
amarillo (0.210 g).

Datos: Polimero 10 (0.450 g), HS(CH,),NH,.HCI (0.014 g, 0.12 mmol),
DMPA (0.003 g, 0.01 mmol); HS(CH,),NMe,.HCI (0.076 g, 0.54 mmol), DMPA
(0.014 g, 0.05 mmol).

RMN-'H (DMSO-ds): 5 -0.08 (s, SiMe), -0.03 (s, SiMe,), 0.54 (m, CH,Si y
SiCH,CH,CH,Si), 0.78 (t, SiCH,CH,S), 1.24-1.50 (m, SiCH,CH,CH,Si y
OCH,CH,CH,CH,Si), 1.72 (m, -OCH,CH,), 2.53 (t, SiCH,CH,S), 2.70 (s,
SCH,CH,NH,.HCl), 2.81 (s, NMe,.HCI), 3.11 (s, SCH,CH,NH,.HCI), 3.93 (t, -
OCHy,), 6.95 (d, CgH,), 7.39 (d, CeHs). RMN-*C {*H} (DMSO-dg): & -5.3
(SiMe), -3.8 (SiMe;), 12.6 (SiCH,), 15.0 (SiCH,CH,S), 17.2-24.3
(SICH,CH,CH,Si 'y OCH,CH,CH,CH.,Si), 25.3 (SiCH,CH,S), 26.2
(SCH,CH,NMe,.HCI), 27.0 (SCH,CH,NH,.HCI), 31.9 (OCH,CH,), 45.2
(NMe,.HCI), 55.3 (SCH,CH,NMe,.HCI), 66.1 (OCH,), 113.4 (C¢H,), 128.8
(Cipso Si-CeHa), 134.2 (CgHa), 158.8 (Cipso O-CsHas). RMN-*Si (DMSO-dg): & -
4.5 (SiAr), 1.7 (SiCH,CH,CH,Si), 1.9 (SiCH,CH,S).

6.4.2.5 Sintesis y caracterizacion de polimeros hiperramificados

anionicos mediante adicion tiol-eno (14-19)

|
PCS mSi
S._R

R=COOMe R=COONa R =(CH,),SO;Na

PCS-1(14)  PCS-1(16) PCS-1 (18)
PCS-2(15)  PCS-2 (17) PCS-2 (19)

PCS-1-SCOOMe (14)

Se obtiene el polimero 14 siguiendo el protocolo 1b. Aceite marrén (0.530

9).
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Datos: Polimero PCS-1-A (11)° (0.500 g), HSCH,COOMe (0.350 g, 3.29

mmol).

RMN-'H (CDCly): & —0.11 (s, SiMe), 0.53 (m, SiCH,CH,CH,Si), 1.22 (m,
SiCH,CH,CH,Si), 1.50 (m, SiCH,CH,CH,S), 2.56 (m, SiCH,CH,CH,S), 3.15 (s,
SCH,COOMe), 3.67 (s, SCH,COOMe). RMN-"*C {*H} (CDCl,): § -5.4 (SiMe),
13.2-18.6 (SiCH,CH,CH,Si), 23.6 (SiCH,CH,CH,S), 33.3 (SiCH,CH,CH,S),
36.3 (SCH,COOMe), 52.4 (COOMe), 170.9 (COOMe). RMN-?Si (CDCls,): &
1.60 (SiCH,CH,CH,Si), 2.50 (SiCH,CH,CH,S).

PCS-2-SCOOMe (15)

Se obtiene el polimero 15 siguiendo el protocolo 1b, en el cual se
introducen grupos éster, precursores de sistemas con grupos carboxilato

periféricos. Aceite marrén (0.420 g).

Datos: Polimero 3 (0.500 g), HSCH,COOMe (0.300 g, 2.12 mmol).

RMN-'H (CDCly): & 0.03 (s, SiMe), 0.26 (s, SiMe,), 0.59 (m,
SiCH,CH,CH,Si), 1.22 (m, SiCH,CH,CH,Si), 1.45 (m, SiCH,CH,CH,S), 1.77
(m, OCH,CHj,), 2.63 (m, SiCH,CH,CH,S), 3.23 (s, SCH,COOMe), 3.67 (s,
SCH,COOMe), 3.94 (t, OCH,), 6.86 (d, CgH.), 7.43 (d, C¢H,). RMN-*C {*H}
(CDCl): & -5.4 (SiMe), -2.6 (SiMe), 13.3-20.4 (SiCH,CH,CH,Si), 23.7
(SiCH,CH,CH,S), 329 (OCH,CH,), 33.1 (SiCH,CH,CH,S), 37.4
(SCH,COOMe), 50.8 (COOMe), 67.5 (OCH,), 114.5 (CsH,), 129.4 (Cipso Si-
CeHs), 1349 (CeHs), 159.1 (Cipo O-CeHs), 177.9 (COOMe). RMN-*Si
(CDCly,): & -2.8 (SiAr), 1.8 (SiCH,CH,CH,Si), 3.7 (SiCH,CH,CH,S).

PCS-1-SCOONa (16)

Se obtiene el polimero 16 siguiendo el protocolo 4. Sélido blanco (0.250
9)-
Datos: Polimero 14 (0.300 g), NaOH (0.100 g, 2.50 mmol).

RMN-'H (D,0): & -0.17 (s, SiMe), 0.46 (m, SiCH,CH,CH,Si), 0.85 (m,
SiCH,CH,CH,S), 1.22 (m, SiCH,CH,CH,Si), 2.41 (s, SiCH,CH,CH,S), 3.01 (s,
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SCH,CO). RMN-2C {*H} (D,0): & -4.4 (SiMe), 13.2-18.7 (SiCH,CH,CH,Si),
23.7 (SiCH,CH,CH,S), 35.9 y 36.0 (CH,SCH,COONa), 177.9 (COONa). RMN-
2°Sj (D,0): 6 1.6 (SiCH,CH,CH,Si), 2.6 (SiCH,CH,CH,S).

PCS-2-SCOONa (17)

Se obtiene el polimero 17 siguiendo el protocolo 4, en el cual se generan

grupos carboxilato periféricos. Sélido amarillo (0.240 g).
Datos: Polimero 15 (0.300 g), NaOH (0.085 g, 2.12 mmol).

RMN-'H (D,0): & -0.15, -0.1 (s, SiMe y SiMe,), 0.40-0.80 (m,
SiCH,CH,CH,Si y SiCH,CH,CH,S), 1.05-1.70 (m, SiCH,CH,CH,Si,
OCH,CH,CH,CH,Si, SiCH,CH,CH,S y OCH,CH,), 2.50 (m, SiCH,CH,CH,S),
3.13 (s, SCH,CO), 3.60 (t, OCH,), 6.53 (d, CgH.), 7.11 (d, CsHs). RMN-C
{*H} (D,0): & -5.4 (SiMe), -3.1 (SiMe), 12.2-20.4 (SiCH,CH,CH,Si), 22.0
(SICH,CH,CH,S), 315 (OCH,CH,), 325 (SiCH,CH,CH,S), 38.4
(CH,SCH,COONa), 66.1 (OCH,), 113.8 (CgHs), 129.4 (Cipo Si-CeHa), 134.6
(CsHa), 159.5 (Cipso O-CgHy), 174.9 (COONa). RMN-?Si (D,0): § -4.5 (SiAr),
1.6 (SiCH,CH,CH,Si), 2.6 (SiCH,CH,CH,S).

PCS-1-SSO;Na (18)

Se obtiene el polimero 18 siguiendo el protocolo 1c. Sélido amarillo (0.470
9).

Datos: Polimero PCS-1-A (11)® (0.500 g), HS(CH,);SOsNa (0.500 g, 2.80
mmol), DMPA (0.072 g, 0.28 mmol).

RMN-'H (DMSO-dg): & -0.08 (s, SiMe), 0.56 (m, CH,Si), 1.30 (m,
SiCH,CH,CH,Si), 1.48 (SiCH,CH,CH,S), 1.80 (m, SCH,CH,CH,SO;Na), 2.48
(m, SCH,CH,CH,SO;Na), 2.82 (m, SiCH,CH,CH,S), 3.35 (t,
SCH,CH,CH,S03Na). RMN-C {*H} (DMSO-dq): & -5.6 (SiMe), 12.4 (SiCH,),
17.6-23.4 (SiCH,CH,CH,Si), 24.9 (SiCH,CH,CH,S, SCH,CH,CH,SO3Na), 29.9
(SiCH,CH,CH,S), 30.3 (SCH,CH,CH,SOs;Na), 49.8 (SCH,CH,CH,SO;Na).
RMN-?Si (DMSO-dg): & 1.7 (SiCH,CH,CH,Si), 2.4 (SiCH,CH,CH,S).
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PCS-2-SSO;Na (19)

Se obtiene el polimero 19 siguiendo el protocolo 1c, en el cual se generan

grupos sulfonato periféricos. Sélido amarillo (0.300 g).

Datos: Polimero 3 (0.500 g), HS(CH;);SOsNa (0.400 g, 2.25 mmol),
DMPA (0.056 g, 0.22 mmol).

RMN-'H (DMSO-dg): & -0.06 a 0.06 (s, SiMe y SiMe,), 0.50-0.75 (m,
CH,Si), 1.26-1.46 (m, SiCH,CH,CH,Si, OCH,CH,CH,CH,Si 'y
SiCH,CH,CH,S), 1.77 (m, OCH,CH,), 1.82 (m, SCH,CH,CH,SO3Na), 2.49 (m,
SCH,CH,CH,S03Na), 2.82 (m, SiCH,CH,CH,S), 3.15 (t, SCH,CH,CH,SO;Na),
3.91 (t, OCH,), 6.87 (d, CsHy), 7.33 (d, CeHs). RMN-C {*H} (DMSO-dq): 5 -
5.6 (SiMe), -3.15 (SiMe,), 12.7 (SiCH,), 15.0-22.0 (SiCH,CH,CH,Si y
OCH,CH,CH,CH,Si), 24.3 (SiCH,CH,CH,S, SCH,CH,CH,SOsNa), 26.3
(SiCH,CH,CH,S), 30.3 (SCH,CH,CH,SO;Na), 34.2 (OCH,CH,), 49.9
(SCH,CH,CH,S0sNa), 66.1 (OCHy), 113.5 (CeHa), 128.6 (Cipso Si-CsHa), 134.2
(CeHas), 158.9 (Cipso O-CsHs). RMN-*Si (DMSO-dg): & -4.5 (SiAr), 1.2
(SiCH,CH,CH,Si), 2.5 (SiCH,CH,CH,S).

CAPITULO 3
6.4.2.6 Sintesis y caracterizacion de diferentes cufias dendriticas (20-33)

a) Cuias con un grupo amino en el punto focal y grupos —NHBoc en la

periferiay sus precursores

(o)

_Ni\’j@ n=1 m=2 (20)

R S|i/\/\NHBoc R= 17 "=z m=4 (1)
/ (0]

m —NH, n=1 m=2 (22)

L n=2 m=4 (23)

PhtG,(SiNHBoC), (20)

Una mezcla del dendrén carbosilano BrG;(SiNHBoc), (X1)” (0.200 g, 0.287

mmol), un exceso de ftalimida potasica (0.213 g, 1.14 mmol) y un 10% de Nal en
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25 mL de DMF se mantiene en agitacion constante a 80°C durante 16 horas. Una
vez completada la reaccion, se evapora la disolucion hasta sequedad y al crudo
de reaccion se le realiza una extraccion Et,O/H,0, la fase organica se lava con
agua saturada de NaCl y se seca con MgSO,. La disolucion se filtra y el
disolvente se evapora a vacio, obteniéndose el compuesto 20 como un aceite
amarillento (0.250 g, 90%).

RMN-'H (CDCI,): 6 -0.07 (s, 3 H, MeSi), 0.04 (s, 12 H, SiMe,), 0.45 (t, 4
H, SiCH,CH,CH,NH), 0.51 (m, 10 H, SiCH,), 1.21-1.32 (m, 4 H, CH,), 1.39-
1.47 (m, 24 H, CH, y -C(CHs)3), 1.65 (t, 2 H, NCH,CH,), 3.06 (m, 4 H,
CH,NH), 3.65 (t, 2 H, NCH,), 4.60 (sa, 2 H, NH), 7.68 y 7.82 (m, 4 H, C¢H,).
RMN-3C {*H} (CDCls): & -5.1 (MeSi), -3.4 (SiMe,), 12.4 (SiCH,CH,CH,NH),
13.6-24.7 (SiCH,), 28.5 (C(CHs)s), 32.4 (NCH,CH,), 37.8 (NCH,CH,), 43.8
(CH,NH), 78.9 (C(CHs)3), 123.2 (CsHa, CH), 132.2 (CeHa, Cipso), 133.8 (CoHa,
CH), 156.0 (CO, Boc), 168.5 (C=0). C3sH71N306Si3 (762.25 g/mol).

PhtG,(SiNHBoC), (21)

Se prepara siguiendo un procedimiento similar al descrito para el
compuesto 20. ElI compuesto 21 se obtiene como un aceite amarillento (0.760 g,
85%).

Datos: Dendron BrG,(SiNHBoc), (X11)” (0.861 g, 0.623 mmol), ftalimida
potésica (0.461 g, 2.49 mmol), Nal.

RMN-'H (CDCI,): 6 -0.07 (s, 9 H, MeSi), 0.04 (s, 24 H, SiMe,), 0.43 (t, 8
H, SiCH,CH,CH,NH), 0.51 (m, 26 H, SiCH,), 1.27-1.35 (m, 12 H, CH,), 1.39-
1.47 (m, 46 H, CH,y -C(CHjs)3), 1.66 (t, 2 H, NCH,CH,), 3.05 (m, 8 H, CH,NH),
3.64 (t, 2 H, NCH,), 4.58 (sa, 4 H, NH), 7.68 y 7.81 (m, 4 H, C¢H,). RMN-*C
{'H} (CDCl,): & -4.9 (MeSi), -3.4 (SiMe,), 12.4 (SiCH,CH,CH,NH), 13.6-24.7
(SiCH,), 28.5 (C(CHs)3), 32.5 (NCH,CH,), 37.8 (NCH,CH,), 43.8 (CH,NH),
78.9 (C(CHg)3), 123.2 (CsHy4, CH), 132.2 (CgH4, Cipso), 133.8 (CgH4, CH), 155.8
(CO, Boc), 168.1 (C=0). C73H145N501,Si7 (1449.56 g/mol).
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NH,G,(SiNHBoC), (22)

A una disolucién del compuesto 20 (0.150 g, 0.197 mmol) en MeOH (10
mL) fue afiadido un exceso de N,H, (0.02 mL, 0.64 mmol). La mezcla de
reaccion se mantiene en agitacion constante a 80°C durante 16 horas en una
ampolla. Una vez completada e la reaccion, se evapora la disolucién hasta
sequedad eliminando el disolvente y el exceso de hidracina, el producto se extrae
varias veces (3x15mL) con CH,Cl, Posteriormente el disolvente se evapora a

vacio, obteniéndose el compuesto 22 como un aceite amarillento (0.080 g, 65%).

RMN-'H (CDCI,): 6 -0.08 (s, 3 H, MeSi), 0.03 (s, 12 H, SiMe,), 0.42 (t, 4
H, SiCH,CH,CH,NH), 0.51 (m, 10 H, SiCH,), 1.21-1.32 (m, 4 H, CH,), 1.38-
1.47 (m, 26 H, NCH,CH, CH, y -C(CHs)s), 2.65 (t, 2 H, NCH,), 3.03 (m, 4 H,
CH,NH), 4.66 (sa, 2 H, NH). RMN-*C {'H} (CDCl;): & -5.1 (MeSi), -3.4
(SiMe,), 12.4 (SiCH,CH,CH,NH), 13.8-24.6 (SiCH,), 28.4 (C(CHs)s), 37.8
(NCH,CH,), 41.9 (NCH,CH,), 43.8 (CH,NH), 78.8 (C(CHj)s), 155.9 (CO, Boc).
C31HgoN30,4Si3(632.15 g/mol).

NH,G,(SINHB0C), (23)

Se prepara siguiendo un procedimiento similar al descrito para el
compuesto 22. El compuesto 23 se obtiene como un aceite amarillento (0.350 g,
77%).

Datos: Dendron 20 (0.500 g, 0.345 mmol), N,H,4 (0.04 mL, 1.28 mmol).

RMN-'H (CDCI,): 6 -0.07 (s, 9 H, MeSi), 0.03 (s, 24 H, SiMe,), 0.42 (t, 8
H, SiCH,CH,CH,NH), 0.53 (m, 26 H, SiCH,), 1.22-1.32 (m, 12 H, CH,), 1.38-
1.47 (m, 48 H, NCH,CH, CH, y C(CHa)s), 2.66 (t, 2 H, NCH,), 3.05 (m, 4 H,
CH,NH), 4.63 (sa, 2 H, NH). RMN-*C {*H} (CDCl,): & -5.1 (MeSi), -3.4
(SiMe,), 12.4 (SiCH,CH,CH,NH), 13.8-24.6 (SiCH,), 28.4 (C(CHs)s), 37.9
(NCH,CH,), 41.9 (NCH,CH,), 43.8 (CH,NH), 78.9 (C(CHj)s), 155.9 (CO, Boc).
CesH143N504Si; (1319.46 g/mol).
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b) Cufias con violdgeno en el punto focal y grupos —-NHBoc en la periferia y

SUS precursores

1 2 5 6 1 4 5 6 9 10
—3 4/ —=\® OHC@%—78—%
N N— —
| 9= RO
m X =Br X = PFq
L n=1 m=2 (24) n=1 m=2 (26) n=1 m=2 (28)
n=2 m=4 (25) n=2 m=4 (27) n=2 m=4 (29)

{[(Viologeno)G,;CBS(SiNHBoc),](Br)} (24)

Una mezcla del dendron carbosilano BrG;SiNHBoc (XI)” (0.350 g, 0.503
mmol) y un exceso de 4,4’-bipiridina (0.235 g, 1.51 mmol) en 4 mL de
acetonitrilo se mantiene en agitacion constante a 80°C durante 48 horas. Una vez
completada la reaccion, se evapora la disolucion hasta sequedad y el crudo de
reaccion puede ser purificado mediante sublimacién (100°C, 48 horas;
eliminando el exceso de bipiridina) o por cromatografia de exclusién de tamafios
en THF (eliminando el exceso de bipiridina y el pequefio porcentaje de
disustitucion), obteniéndose el compuesto 24 como un aceite marrén (390 mg,
90%).

RMN-'H (CDCI,): 6 -0.09 (s, 3 H, MeSi), 0.06 (s, 12 H, SiMe,), 0.45 (t, 4
H, SiCH,CH,CH,NH), 0.50-0.56 (m, 10 H, SiCH,), 1.21-1.32 (m, 4 H, CH,),
1.39-1.58 (m, 24 H, CH, y -C(CHa)3), 2.09 (t, 2 H, N*CH,CH,), 3.04-3.10 (m, 4
H, CH,NH), 4.69 (sa, 2 H, NH), 4.96 (t, 2 H, N"CH,), 7.73 (d, 2 H, H?), 8.43 (d,
2 H, H), 8.86 (d, 2 H, H), 9.58 (d, 2 H, H%. RMN-"*C {*H} (CDCl5): & -5.2
(MeSi), -3.4 (SiMe,), 12.4 (t, 4H, SiCH,CH,CH,NH), 13.8-24.6 (SiCH,), 28.4
(C(CHs)s), 35.7 (N*CH,CH,), 43.6 (CH,NH), 61.5 (N*CH,), 78.9 (C(CHj)s),
121.5 (C?), 125.9 (C°), 140.8 (C?), 145.7 (C%), 151.4 (CY), 153.6 (C*), 156.0 (CO,
Boc). Anal.Calcd. C4H75BrN,O,Si3 (852.22 g.mol'l): C, 57.78; H, 8.87; N, 6.57;
Exp.: C, 55.54; H, 8.84: N, 6.56. MS: [M-Br]* = 771.5089 uma (calcd. =
771.5096 uma).
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{[(Viologen)G,CBS(SiNHBoc),](Br)} (25)

Se prepara siguiendo un procedimiento similar al descrito para el
compuesto 24 pero partiendo del dendron BrG,SiNHBoc (XI1) (0.600 g, 0.434
mmol) y 4,4’-bipiridina (0.203 g, 1.30 mmol). El compuesto 25 se obtiene como

un aceite marron (460 mg, 70%).

RMN-'H (CDCls): & -0.017 (s, 33 H, MeSi y SiMe,), 0.48 (t, 8 H,
SiCH,CH,CH,NH), 0.53-0.59 (m, 26 H, SiCH,), 1.27-1.35 (m, 12 H, CH,), 1.43-
1.50 (m, 46 H, CH, y -C(CHs)3), 2.12 (t, 2 H, N*CH,CH,), 3.02-3.16 (m, 8 H,
CH,NH), 4.64 (sa, 4 H, NH), 4.99 (t, 2H, N*CH,), 7.71 (d, 2 H, H?), 8.38 (d, 2
H, H°), 8.90 (d, 2 H, HY), 9.55 (d, 2 H, H%. RMN-C {*H} (CDCI,): & -4.9
(MeSi), -3.2 (SiMe,), 12.4 (SiCH,CH,CH,NH), 13.9-24.8 (SiCH,), 28.4
(C(CH3)3), 36.0 (N'CH,CH,), 43.9 (CH,NH), 61.9 (N"CH,), 79.0 (C(CHs)s),
121.4 (C?), 125.8 (C°), 140.8 (C%), 145.7 (C®), 151.2 (C"),154.0 (C*), 156.0 (CO,
Boc). Anal.Calcd. C;5H149NgOgSiBr (1539.52 g/mol): C, 58.51; H, 9.76; N,
5.46; Exp.: C, 55.15; H, 8.40; N, 5.00. MS: [M-Br]* = 1457.98 uma (calcd. =
1457.98 uma).

{[CHO(Viol6geno)G,;CBS(SiNHBoc),](Br),} (26)

Una mezcla del compuesto 24 (0.390 g, 0.458 mmol) y 4-
(bromometil)benzaldehido (0.103 g, 0.514 mmol) en 4 mL de acetonitrilo se
mantiene en agitacion constante a 80°C durante 24 horas. A continuacion la
reaccion se lleva a sequedad y el crudo de reaccion es disuelto en una mezcla
CH,CI,/H,0 (1:1). El producto es extraido varias veces con agua, la disolucion
resultante se evapora a alto vacio, obteniéndose el compuesto 26 como un solido
amarillo palido. Este compuesto fue aislado solamente una vez para su

caracterizacion.

RMN-'H (CDsCN): & -0.017 (s, 15 H, MeSi y SiMe,), 0.48 (t, 4 H,
SiCH,CH,CH,NH), 0.58-0.64 (m, 10 H, SiCH,), 1.31-1.48 (m, 28 H, CH, v -
C(CHa)s), 2.00 (t, 2 H, N*CH,CH,), 2.96-3.03 (m, 4 H, CH,NH) 4.73 (t, 2 H,
N*CH,), 5.40 (sa, 2 H, NH), 6.19 (s, 2 H, CH,), 7.85 (d, 2 H, H?), 8.02 (d, 2 H,
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H?), 8.66-8.68 (m, 4 H, H®y H®%), 9.17 (d, 2 H, H'), 9.44 (d, 2 H, H®) 10.07 (s, 1
H, CHO). RMN-*C {*H} (CDsCN): & -0.5 (MeSi), -0.2 (SiMe,), 11.9
(SiCH,CH,CH,NH), 13.2-24.3 (SiCH,), 27.7 (C(CH3)3), 34.9 (N*CH,CH,), 43.4
(CH,NH), 61.7 (N*CH,), 63.5 (CH,), 77.9 (C(CHa)s), 127.4 (C%), 127.6 (C°),
130.1 (C?), 130.3 (C?), 137.3 (C1),139.1 (C*), 145.8 (C°), 149.2 (C?), 149.5 (C?),
150.2 (C"), 155.9 (CO, Boc), 192.2 (CHO). CugHg,Br,N,OsSi; (1051.26 g/mol).

{[CHO(Viol6geno)G,CBS(SiNHBoc),](Br),} (27)

Se prepara siguiendo un procedimiento similar al descrito para el
compuesto 26 pero partiendo del compuesto 25 (0.400 g, 0.260 mmol) y 4-
(bromometil)benzaldehido (0.068 g, 0.338 mmol). La reaccion se mantiene a
80°C durante 48 horas. EI compuesto 27 se obtiene como un sélido amarillo

palido. Este compuesto fue aislado solamente una vez para su caracterizacion.

RMN-'H (CD3CN): & -0.046 (s, 9 H, MeSi), -0.013 (s, 24 H, SiMe,), 0.48
(t, 8 H, SiCH,CH,CH,NH), 0.58-0.63 (m, 28 H, SiCH,), 1.39-1.42 (m, 60 H,
CH, y -C(CHy)s), 2.00 (t, 2 H, N*CH,CH,), 2.96-3.01 (m, 8 H, CH,NH), 4.67 (t,
2 H, N*CH,), 5.34 (sa, 4 H, NH), 6.09 (s, 2 H, CH,), 7.78 (d, 2 H, H?), 8.04 (d, 2
H, H%), 8.53-8.58 (m, 4 H, H®y H®%), 9.04 (d, 2 H, H'%), 9.28 (d, 2 H, H®), 10.08 (s,
1 H, CHO). RMN-*C {*H} (CD;CN): & -0.5 (MeSi), -0.2 (SiMe,), 11.9
(SiICH,CH,CH,NH), 13.2-24.3 (SiCH,), 27.7 (C(CH3)3), 34.9 (N*CH,CH,), 43.4
(CH,NH), 61.7 (N*CH,), 63.5 (CH,), 77.9 (C(CH,);), 127.4 (C%), 127.6 (C°),
130.1 (C?), 130.3 (C?), 137.3 (C1),139.1 (C*), 145.8 (C*), 149.2 (C®), 149.5 (C?),
150.2 (C"), 155.9 (CO, Boc), 192.2 (CHO). Cg3H156Br,NgOeSi7 (1738.57 g/mol).

{[CHO(Viologeno)G;CBS(SiNHBoc),](PFg),} (28)

El compuesto 26 (0.514 mmol) es disuelto en una mezcla CHCI5/H,0 (1:1),
y se afiaden gota a gota 2 mL de una disolucién acuosa saturada de NH,PFg. El
producto se extrae varias veces con CHCI; (2x20 mL), la fase orgénica se lava
con agua saturada de NaCl y se seca con MgSQO,. La disolucion se filtra y el

disolvente se evapora a vacio. El producto fue purificado mediante cromatografia

342



Parte experimental

de exclusién de tamafios en THF, obteniéndose el compuesto 28 como un aceite
marron (0.420 g, 78%).

RMN-'H (CDsCN): & -0.020 (s, 15 H, MeSi y SiMe,), 0.48 (t, 4 H,
SiCH,CH,CH,NH), 0.60-0.62 (m, 10 H, SiCH,), 1.33-1.49 (m, 28 H, CH, y -
C(CHs)s), 2.05 (t, 2 H, N*CH,CH,), 2.96-3.01 (m, 4 H, CH,NH), 4.64 (t, 2 H,
N*CH,), 5.31 (sa, 2 H, NH), 5.95 (s, 2 H, CH,), 7.69 (d, 2 H, H%), 8.03 (d, 2 H,
H3), 8.42-8.45 (m, 4 H, H®y H®), 8.94 (d, 2 H, H?), 9.02 (d, 2 H, H'), 10.07 (s, 1
H, CHO). RMN-®C {!H} (CDsCN): & -5.9 (MeSi), -4.1 (SiMe,), 11.9
(SiCH,CH,CH,NH), 13.2-24.3 (SiCH,), 27.7 (C(CH3)3), 34.9 (N*CH,CH,), 43.4
(CH,NH), 61.9 (NCH,), 64.1 (CH,), 77.9 (C(CHs)s), 127.3 (C®), 127.6 (C°),
129.8 (C?), 130.3 (C%), 137.4 (CY), 138.5 (C*), 145.6 (C™), 145.9 (C°), 149.7 (C?),
150.7 (C), 155.9 (CO, Boc), 192.1 (CHO). RMN-*'P (CD;CN): & -144.62 (h,
PFe). RMN-®Si (CD;CN): & 1.77 (SiMe), 1.81 (SiMe,). Anal.Calcd.
Ca9HgoF1oN,OsP,Si; (1181.38 g.mol'l): C, 49.82; H, 7.00; N, 4.74; Exp.: C,
48.46: H, 7.21; N, 4.36. MS: [M-PF¢]" = 1035.52 uma (calcd. = 1035.47 uma).

{[CHO(Viol6geno)G,CBS(SiNHBoc)4](PF).} (29)

Se prepara siguiendo un procedimiento similar al descrito para el
compuesto 28 (0.260 mmol) pero partiendo del compuesto 27. El compuesto 29

se obtiene como un solido amarillo (0.430 g, 88%).

RMN-'H (CD;CN): & -0.045 (s, 9 H, MeSi), -0.021 (s, 24 H, SiMe,), 0.48
(t, 8 H, SiCH,CH,CH,NH), 0.57-0.62 (m, 28 H, SiCH,), 1.34-1.43 (m, 60 H,
CH, y -C(CHs)s), 2.04 (t, 2 H, N'CH,CHy), 2.97-3.02 (m, 8 H, CH,NH), 4.63 (t,
2 H, N*CH,), 5.31 (sa, 4 H, NH), 5.95 (s, 2 H, CH,), 7.69 (d, 2 H, H?), 8.03 (d, 2
H, H*), 8.40-8.44 (m, 4 H, H°y H®), 8.92 (d, 2 H, H>), 9.01 (d, 2 H, H'°), 10.07 (s,
1 H, CHO). RMN-*C {*H} (CD;CN): & -5.5 (MeSi), -4.1 (SiMe,), 11.9
(SiCH,CH,CH,NH), 13.4-24.4 (SiCH,), 27.8 (C(CHa)3), 34.9 (N*CH,CH,), 43.5
(CH,NH), 61.9 (N*CH,), 64.1 (CH,), 77.9 (C(CH,);), 127.3 (C%), 127.6 (C°),
129.8 (C?), 130.3 (C%), 137.5 (CY), 138.5 (C*), 145.6 (C™), 145.9 (C°), 149.7 (C?),
150.6 (C"), 155.9 (CO, Boc), 192.1 (CHO). RMN-*'P (CD5sCN): & -144.61 (h,
PFs). RMN-2°Si (CDsCN): & 0.98 (MeSi), 1.77 (MeSi), 1.82 (SiMe, y SiMe).

343



Capitulo 6

Anal.Calcd. Cg3H56F1,NgO9P,Si; (1868.69 g.mol'l): 53.35; H, 8.41; N, 4.50;
Exp.: C, 53.46; H, 8.18 N, 4.05. MS: [M-PFg]" = 1722.00 uma (calcd. = 1722.78
uma).

c) Cuiias catidnicas con diferentes grupos en el punto focal

r 2 3

1 4 5 6 9 10
. onc( Yo 7o e net me2 @0
N N—
| Cl Q_@ © n=2 m=4 (31)
m n=1 m=2 (32)
—NH;CI n=2 m=4 (33)

{[CHO(Viol6geno)G;CBS(SiNH2),](CI).} (30)

Se obtiene el dendrén 30 siguiendo el protocolo 7. Sélido amarillento
(0.060 mg, 77%).

Datos: Dendron 26 (0.100 g, 0.085 mmol), disolucion de TFA al 20% en
DCM (2 mL), disolucién saturada 'BuyNCI (2.5 mL).

RMN-'H (D,0): & -0.18 (s, 15 H, SiMe y SiMe,), 0.42 (m, 14 H, CH,Si),
1.23 (m, 6 H, CH,CH,Si), 1.52 (m, 4 H, CH,CH,NHCI), 1.95 (m, 2 H,
N*CH,CH,), 2.84 (m, 4 H, CH,NH;CI), 4.64 (m, 2 H, N'CH, solapado por el
agua), 5.96 (s, 2 H, CH,), 7.59 (d, 2 H, H?), 7.95 (d, 2 H, H%), 8.45-8.51 (m, 4 H,
Hey H%), 9.02 (d, 2 H, H°), 9.13 (d, 2 H, H°), 9.88 (s, 1 H, CHO). RMN-*C {*H}
(D,0): & -5.9 (MeSi), -4.4 (SiMe,), 11.2-21.5 (SiCH,), 34.2 (N*CH,CH,), 42.3
(CH,NH;CI), 61.9 (NCH,), 64.1 (CH,), 126.9 (C°%), 127.2 (C®), 129.6 (C?), 130.9
(C%), 136.6 (C"),138.8 (C*), 145.5 (C™°), 145.8 (C°), 149.7 (C?), 150.7 (C"), 195.5
(CHO). C3oHs5ClsN4OSis (835.05 g/mol).

{[CHO(Viologeno)G,CBS(SiNH3),](Cl)g} (31)

Se obtiene el dendrén 31 siguiendo el protocolo 7. Sélido amarillento
(0.058 mg, 79%).
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Datos: Dendron 27 (0.100 g, 0.053 mmol), disolucion de TFA al 20% en
DCM (2 mL), disolucion saturada ‘Buy,NCI (2.5 mL).

RMN-'H (D,0): & -0.015 (s, 33 H, SiMe y SiMe,), 0.39 (m, 34 H, SiCH,),
1.08 (m, 14 H, CH,CH,Si) 1.55 (m, 8 H, CH,CH,NHsCI), 1.95 (m, 2 H,
N*CH,CH,), 2.84 (m, 8 H, CH,NH,CI), 4.64 (m, 2 H, N"CH, solapado con el
agua), 5.98 (s, 2 H, CH,), 7.65 (d, 2 H, H?), 7.92 (d, 2 H, H®), 8.51 (m, 4 H, H®y
H®%), 9.10 (d, 2 H, H°), 9.19 (d, 2 H, H™), 9.87 (s, 1 H, CHO). RMN-*C {*H}
(D,0): & -5.4 (MeSi), -3.9 (SiMe,), 11.5-21.6 (SiCH,), 34.8 (N*CH,CH,), 42.1
(CH,NH;CI), 61.9 (NCH,), 64.1 (CH,), 126.9 (C®%), 127.0 (C%), 129.4 (C?), 130.8
(C%), 136.6 (C*),140.4 (C*), 145.5 (C*), 145.7 (C°), 149.7 (C?), 150.7 (C"), 190.3
(CHO). Cg3H125ClsN6OSi; (1395.05 g/mol).

{[NH3G4(SiNH3)](Cl)s} (32)

Se obtiene el dendron 32 siguiendo el protocolo 7. Sélido blanco (0.060
mg, 88%).

Datos: Dendron 22 (0.080, 0.126 mmol), disolucion de TFA al 20% en
DCM (2 mL), disolucion saturada 'Buy,NCI (2.5 mL).

RMN-'H (D,0): & -0.15 (s, 3 H, MeSi), -0.11 (s, 12 H, SiMe,), 0.50 (m, 14
H, CH,Si), 1.28 (m, 6 H, CH,CH,Si), 1.56 (m, 6 H, CH,CH,NH5CI), 2.85 (m, 6
H, CH,NH;Cl). RMN-*C {*H} (D,0): & -5.7 (MeSi), -4.2 (SiMe,), 11.3-21.6
(SiICH, y CH,CH,Si), 30.6 (NCH,CH,), 39.2 y 423 (CH,NHCI).
C,1Hs6CI5N5SI3 (541.30 g/mol).

{[NH3G>(SiNH3),](Cl)e} (33)

Se obtiene el dendron 33 siguiendo el protocolo 7. Solido blanco (0.190
mg, 84%).

Datos: Dendron 23 (0.300, 0.227 mmol), disolucion de TFA al 20% en
DCM (2 mL), disolucion saturada ‘BusNCI (2.5 mL).
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RMN-'H (D,0): & -0.14 (s, 9 H, MeSi), -0.07 (s, 24 H, SiMe,), 0.49 (m, 34
H, CH,Si) 1.27 (m, 12 H, CH,CH,Si), 1.57 (m, 10 H, CH,CH,NH,CI), 2.85 (t,
10 H, CH,NH,CIl). RMN-C {*H} (D,0): & -5.7 (MeSi), -3.9 (SiMe,), 11.6-23.0
(SiICH, y CH,CH,Si), 30.6 (NCH,CH,), 39.2 y 423 (CH,NHCI).
C4sH116CIsN5Si; (1101.30 g/mol).

6.4.2.7 Sintesis y caracterizacion de los dendrimeros hibridos neutros

fosforo-carbosilano (34-42)
GoDBP(CH=N)G;CBS(SNMe,)» (34)

Se obtiene el dendrimero 34 siguiendo el protocolo 5.

Datos: Dendrimero G, (111)® (51.6 mg, 0.060 mmoles) y el dendrén
NH,G;SNMe, (VI1)° (182 mg, 0.48 mmoles).

Neas
N3P3<04®ﬁ\N/\/\/SI</\S/\/NMe2 > >
2

6

RMN-'H (CDCI,): & -0.01 (s, 18 H, SiMe), 0.60 (m, 12 H, CH,Si), 0.88 (t,
24 H, SiCH,CH,S), 135 (m, 12 H, CH,CH,Si), 1.68 (m, 12 H,
NCH,CH,CH,CH,Si), 2.23 (s, 72 H, NMe,), 2.40-265 (m, 72 H,
SCH,CH,NMe,, SiCH,CH,S y SCH,CH,NMe,), 3.56 (m, 12 H, NCH,CH,),
6.99 (d, 12 H, CsHJ), 7.54 (d, 12 H, CgH,), 8.17 (s, 6 H, CH=N). RMN-*'P {*H}
(CDCly): & 8.48 (N3P3). Cra4H64N2106P3S15Sis (3031.99 g/mol).

Se obtiene el dendrimero 35 siguiendo el protocolo 5.

Datos: Dendrimero G, (111)® (66.9 mg, 0.078 mmoles) y el dendrén
NH,G;SiNMe, (1X)* (250 mg, 0.51 mmoles).
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o Nai &
N3P3 \N/\/\/Slé/\//SI\/\/ NMez >
6

2

RMN-'H (CDCIy): & -0.07 (s, 18 H, SiMe), 0.05 (s, 72 H, SiMe;), 0.47 (m,
84 H, CH,Si), 1.34 (m, 60 H, CH,CH,Si y SiCH,CH,CH,NMe,), 1.67 (m, 12 H,
NCH,CH,CH,CH,Si), 2.17 (m, 96 H, CH,NMe, y NMe,), 3.57 (m, 12 H,
NCH,CH,), 6.97 (d, 12 H, C¢H,), 7.50 (d, 12 H, CgH,), 8.16 (s, 6 H, CH=N).
RMN-*'P {*H} (CDCl5): 6 7.92 (N3P5). C195H38sN5106P3Si15 (3681,70 g/mol).

GoDBP(CH=N)G;CBS(SiNHBoc);, (36)
Se obtiene el dendrimero 36 siguiendo el protocolo 5, en el cual se

introducen dendrones carbosilano en la periferia mediante una reacciéon de

condensacion.

Datos: Dendrimero Go (111)® (41.0 mg, 0.047 mmoles), dendrén 22 (200

mg, 0.32 mmoles).

N3P3{O Ssi Si
3F3 \N/\/\/Sl§/\//3|\/\/NHBoc>
2
6

RMN™H (CDCl,):  -0.07 (s, 18 H, SiMe), 0.05 (s, 72 H, SiMe,), 0.47 (m,
84 H, CH,Si), 1.26 (m, 60 H, CH,CH,Si), 1.42 (m, 108 H, C(CHs),), 1.68 (m, 12
H, NCH,CH,CH,CH,Si), 3.04 (m, 24 H, CH,NH), 3.57 (m, 12 H, NCH,CH,),
4.63 (sa, 12 H, NH), 6.99 (d, 12 H, CgH,), 7.53 (d, 12 H, CgH,), 8.16 (s, 6 H,
CH=N). RMN *P {*H} (CDCls): & 7.92 (N3Ps3). CygHu3oN21050P3Si1g (4546.45
g/mol).

G1.DBP(CH=N)G;CBS(SNMe,), (37)

Se obtiene el dendrimero 37 siguiendo el protocolo 5.

Datos: Dendrimero Gy, (V)® (80 mg, 0.028 mmoles) y el dendrén
NH,G;SNMe, (VI1)? (140 mg, 0.37 mmoles).
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B N
—=N-N-P i
N3P3<OOE <o<j>j\N/\/\/s|</\S/\/NMe2 >>
22/,

RMN-'H (CDCI,): & -0.01 (s, 18 H, SiMe), 0.58 (m, 12 H, CH,Si), 0.88 (t,
24 H, SiCH,CH,S), 140 (m, 24 H, CH,CH,Si), 1.69 (m, 12 H,
NHCH,CH,CH,CH,Si), 2.21 (s, 72 H, NMe,), 2.40-2.63 (m, 72 H,
SCH,CH,NMe,, SiCH,CH,S y SCH,CH,;NMe,), 2.75 (m,12 H, NHCH,CH,), 3.3
(d, 18 H, N-CHjy), 3.55 (m, 12 H, CgH¢CH,NH), 7.0 (d, 12 H, CgHg), 7.3 (dd, 24
H, CsHe), 7.51 (m, 36 H, CgHs; 6 H, CH=N), 8.15 (s, 6 H, CH=N). RMN-*'P
{'H} (CDCI;): & 8.25 (N3Ps3), 62.43 (P=S). CasHs76Ns51015PSs0Sis, (7196.24
g/mol).

GoDBP(CH,-NH)G;CBS(SNMe,);, (38)

Se obtiene el dendrimero 38 siguiendo el protocolo 6. Aceite incoloro (140
mg, 75%).

Datos: Dendrimero 34 (0.186 mg, 0.061 mmoles) y NaBH, (41.3 mg, 1.10

mmol).

AN
N3P3<04©ﬁN/\/\/Si</\S/\/ NMe, > >
H

6

RMN-'H (CDCl,): & -0.02 (s, 18 H, SiMe), 0.53 (m, 12 H, CH,Si), 0.87 (t,
24 H, SiCH,CH,S), 126 (m, 12 H, CH,CH,Si), 1.50 (m, 12 H,
NCH,CH,CH,CH,Si), 221 (s, 72 H, NMe,), 2.41-2.66 (m, 72 H,
SCH,CH,NMe,, SiCH,CH,S y SCH,CH,NMe,), 2.74 (m, 12 H, NHCH,CH,),
3.70 (s, 12 H, CgHsCH,NH ), 6.87 (d, 12 H, CgH,), 7.13 (d, 12 H, C¢H,). RMN-
Bc {*H} (CDCly): & -5.3 (SiMe), 13.6 (CH,Si), 14.5 (SiCH,CH,S), 21.6
(CH,CH,Si), 27.5 (SCH,CH,NMe,), 29.8 (SiCH,CH,S), 34.1 (NHCH,CH,),
45.4 (NMe,), 49.1 y 49.3 (CsHsCH,NH y NHCH,), 59.3 (SCH,CH,NMe,), 120.8
(CsHa), 129.1 (CeH,), 149.6 (Cipso -CHCgH,). RMN-*'P {*H} (CDCly): & 8.48
(N3P3). RMN-?°Si (CDCI3): & 3.04 (SiMe). Anal.Calcd. CqasHy76N2106P3S12Sis
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(3044.08 g/mol): C, 56.82; H, 9.14; N, 9.66; S, 12.64. Exp.: C, 56.54; H, 8.84; N,
9.56; S, 11.98.

GoDBP(CH,-NH)G;CBS(SiNMe,)1, (39)

Se obtiene el dendrimero 39 siguiendo el protocolo 6. Aceite marrén (140
mg, 75%).

Datos: Dendrimero 35 (0.286 mg, 0.078 mmoles) y NaBH, (52.3 mg, 1.40

mmol).

o Nai &
N3P; NS </V/S|V\/NMe2 >
H
6

2

RMN-'H (CDCl,): & -0.07 (s, 18 H, SiMe), 0.05 (s, 72 H, SiMe,), 0.46 (m,
84 H, CH,Si), 1.23 (m, 60 H, CH,CH,Si y SiCH,CH,CH,NMe;,), 1.40 (m, 12 H,
NCH,CH,CH,CH,Si), 2.19 (m, 96 H, CH,NMe, y NMe,), 2.58 (m, 12 H,
CH,CgH,), 3.70 (m, 12 H, NCH,CH,), 6.86 (d, 12 H, CsHy), 7.1 (d, 12 H, CgH.).
RMN-®C {*H} (CDCly): & -43 (SiMe), -2.6 (SiMe,), 13.6
(SiCH,CH,CH,NMe,), 14.7-20.8 (CH,CH,Si), 22.8 (SiCH,CH,CH,NMe,), 35.0
(NHCH,CH,), 46.2 (NMe,), 64.2 (SiCH,CH,CH,NMe,), 121.4 (C¢H,), 129.6
(CsHa), 137.8 (Cipso -O CgHa), 150.4 (Cipso -CHCgH4). RMN-*'P {*H} (CDCly): &
7.92 (NsP;). RMN-®Si  (CDCly): & 1.6 (-SiCH,CH,CH,), 1.9
(SiCH,CH,CH,;NMe,). Anal.Calcd. Cig,H395N2106P3Sig (3693.80 g/mol): C,
62.43; H, 10.81; N, 7.96. Exp.: C, 62.27; H, 10.19; N, 6.43.

GoDBP(CH,-NH)G;CBS(SiNHBoc);, (40)

Se obtiene el dendrimero 40 siguiendo el protocolo 6, en el cual se reducen
los enlaces imina presentes en el dendrimero. Aceite marron (160 mg, 73%).

Datos: Dendrimero 36 (0.215 mg, 0.048 mmoles) y NaBH, (32.0 mg, 0.85

mmol).
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Nai Y
N3P3<04®ﬁN/\/\/Slé/V/S|\/\/NHBoc> >
H 2
6

RMN-'H (CDCI,): & -0.07 (s, 18 H, SiMe), 0.05 (s, 72 H, SiMe,), 0.47 (m,
84 H, CH,Si), 1.26 (m, 60 H, CH,CH,Si), 1.42 (m, 108 H, -C(CHs);), 1.68 (m,
12 H, NCH,CH,CH,CH,Si), 3.0 (m, 24 H, CH,NHBoc), 3.04 (m, 12 H,
CsH4CH,NH), 3.57 (m, 12 H, NCH,CH,), 4.63 (sa, 12 H, NH), 6.99 (d, 12 H,
CeHs), 7.53 (d, 12 H, CgH,). RMN-2C {*H} (CDCly): & -4.9 (SiMe), -3.5
(SiMe,), 12.4 (SiCH,CH,CH,NHBoc), 13.8-24.8 (CH,Si y CH,CH,Si), 33.9
(NHCH,CH,), 43.6 (C(CHj);), 49.8 (C¢H¢CH,NH y NHCH,), 53.5
(CH2NHBoc), 79.0 (C(CHa)s), 120.8 (CsH,), 129.0 (CgHy), 136.5 (Cipso -O CeHa),
149.5 (Cipso -CHC4H,), 156.2 (CO, Boc). RMN-*'P {*H} (CDCl5): § 7.92 (N3Ps).
RMN-*Si (CDCly): & 1.6 (-SiCH,CH,CH,), 1.9 (-SiCH,CH,CH,NHBoc).
Anal.Calcd. CppgHausN21O50P3Sizs (4558.58 g/mol): C, 60.07; H, 9.82; N, 6.45.
Exp.:C, 59.94; H, 9.84; N, 6.56.

G1.DBP(CH,-NH)G;CBS(SNMe;),, (41)
Se obtiene el dendrimero 41 siguiendo el protocolo 6. Aceite marron (120
mg, 60%).

Datos: Dendrimero 37 (200 mg, 0.028 mmoles) y NaBH, (75.4 mg, 2.01

mmoles).
| 3 N
N3P5 o@ﬁ—_—N—N—P@@jNWmQASNNMeZ > >
H
22 6

RMN-'H (CDCl,): & -0.02 (s, 18 H, SiMe), 0.51 (m, 12 H, CH,Si), 0.86 (t,
24 H, SiCH,CH,S), 1.26 (m, 24 H, CH,CH,Si), 148 (m, 12 H,
NHCH,CH,CH,CH,Si), 2.21 (s, 72 H, NMe,), 2.42-259 (m, 72 H,
SCH,CH,NMe,, SiCH,CH,S y SCH,CH,NMe;,), 2.74 (m, 12 H, NHCH,CH,),
3.18 (d, 18 H, N-CHy), 3.66 (m, 24 H, CsHsCH,NH), 7.10 (d, 12 H, CgHg), 7.19
(dd, 24 H, CgHg), 7.57 (m, 36 H, CgHg; 6H, CH=N). RMN-"*C {*H} (CDCl,): & -
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5.4 (SiMe), 13.6 (CH,Si), 14.5 (SiCH,CH,S), 21.5 (CH,CH,Si), 27.6
(SCH,CH,NMe,), 29.8 (SiCH,CH,S), 33.0 (NCH3), 33.9 (NHCH,CH,), 45.4
(NMe,), 59.2 (SCH,CH,NMe,), 121.3 (CgH,), 127.0 (CsH4), 128. 2 (CgH.),
129.28 (CgHy), 132.1 (Cipso -O CgHy), 137.49 (CH,), 138.67(CH=N), 149.3 (Cipso
-CHCgH,), 151.2 (CsH4). RMN-3P {!H} (CDCIls): 5 8.36 (N3P5), 62.89 (P=S).
RMN-?Si (CDCls): § 2.9 (SiMe). Anal.Calcd. CazsHgooNs1015P9S30Si12 (7220.43
g/mol): C, 55.89; H, 8.38; N, 9.89; S, 13.32. Exp.: C, 55.54; H, 8.84; N, 9.56; S,
12.32.

G, DBP(P-0)G;CBS(SNMe,);, (42)

Sobre una disolucién en THF seco del dendrimero G; (1V)® (43.9 mg, 0.024
mmoles) en presencia de CsCO3; (103 mg, 0.32 mmoles) se afiade otra disolucion
del dendrén (111) (150 mg, 0.32 mmoles) a 0°C. Una vez completada la adicion,
la mezcla se deja bajo agitacion constante a 50°C durante toda la noche. Para
eliminar el CsCO; la muestra es centrifugada y posteriormente se purifica
mediante cromatografia por exclusion de tamarios, obteniendose el dendrimero

42 como un aceite marron (150 mg, 88%).

Neas
N3P3<oOﬁ:N—rL—l'='<oOo/\/\/s'éﬂs/\/Nmez >2>2>
6

RMN-'H (CDCI,): & 0.07 (s, 36 H, SiMe), 0.63 (m, 24 H, CH,Si), 0.88 (t,
48 H, SiCH,CH,S), 1.41 (m, 24 H, CH,CH,Si), 1.72 (m, 24 H,
OCH,CH,CH,CH,Si), 2.25 (s, 144 H, NMe,), 2.49-2.78 (m, 144 H,
SCH,CH,NMe,, SiCH,CH,S y SCH,CH,NMe,), 3.23 (s, 18 H, NMe), 3.82 (m,
24 H, OCH,CH,), 6.74 (d, 24 H, CgH,), 7.05 (m, 36 H, CgH.), 7.59 (m, 18 H,
CsHs y CH=N). RMN-C {*H} (CDCI5): & -5.3 (SiMe), 13.0 (CH,Si), 14.3
(SiCH,CH,S), 20.0 (CH,CH,Si), 27.3 (SCH,CH,NMe,), 29.8 (SiCH,CH,S), 32.7
(NCH,), 33.9 (NHCH,CH,), 45.4 (NMe,), 59.2 (SCH,CH,NMe,), 121.3 (CgH.),
127.0 (CgHa), 128.2 (CeHy), 129.28 (CgHy), 132.1 (Cipso -O CeHy), 137.49 (CeHy),
138.67(CH=N), 149.3 (Cjps -CHCgH,), 151.2 (C¢H,). RMN-*'P {*H} (CDCl3): &
8.45 (N3P3), 64.79 (P=S). RMN-?®Si (CDCIl;): & 3.0 (SiMe). Anal.Calcd.
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Ca27H576N39030P9S30Si1, (7112.06 g/mol): C, 55.22; H, 8.16; N, 7.68; S, 13.53.
Exp.: C, 55.04; H, 7.84; N, 7.56; S, 12.73

6.4.2.8 Sintesis y caracterizacion de los dendrimeros hibridos catidnicos
fésforo-carbosilano (43-52)

X=  cl® PFy
s ©} ©
g~ NHMe, X (43) (48)
X s\ NHMe,X (44) (49)
N.P o@@ Ngi =< P~ €2
33 N/\/\/S'(\R> R =< /
H, 2 5 | ® O 50
/\//Sl\/\/Nst (45) (30)
A\
N3P; OQg:N—N—P@@ﬁﬁ/\NSiGA /\/NHMez >>> (46) (51)
H
S si NHMe,X
wnfo- oo (o Hmen i) |
22

6

{Go DBP(CH,-NH,)G;CBS(SNHMe;)1,(Cl)18} (43)

Se obtiene el dendrimero 43 siguiendo el protocolo 3a. Solido amarillo
(105 mg, 86%).

Datos: Dendrimero 38 (0.100 g, 0.033 mmoles), HCI (0.6 mL, 1.1

mmoles).

RMN-'H (D,0): & -0.01 (s, 18 H, SiMe), 0.45 (m, 12 H, CH,Si), 0.82 (t,
24 H, SiCH,CH,S), 1.19 (m, 12 H, CH,CH,Si), 158 (m, 12 H,
NHCH,CH,CH,CH,Si), 2.56 (t, 24 H, SiCH,CH,S), 2.85 (m, 84 H,
SCH,CH,NMe, y NMe,HCI), 3.26 (m, 24 H, SCH,CH,NMe,), 3.51 (m, 12 H,
NH,CH,CH,), 4.21 (m, 12 H, CgH¢CH,NH,), 6.96 (d, 12 H, CgH,), 7.45 (d, 12
H, GCeHiy). RMN-*P {H} (D,0): & 869 (NsPs). Anal.Calcd.
C144H294Cl1gN»106P3S1,Si. H,O (3700.38 g/mol): C, 43.56; H, 8.22; N, 7.41; S,
8.69. Exp.: C, 43.42; H, 8.20; N, 6.79; S, 7.94,
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{G,DBP(CH,-NH,)G;CBS(SiNHMe,)1,(Cl)15} (44)

Se obtiene el dendrimero 44 siguiendo el protocolo 3a. Se realiza la
cuaternizacion con cloruro de hidrogeno de las aminas presentes en el

dendrimero. Solido amarillo (105 mg, 89%).

Datos: Dendrimero 39 (0.100 g, 0.027 mmoles), HCI (0.5 mL, 1.01

mmoles).

RMN-'H (D,0): &-0.22 (s, 18 H, SiMe), -0.09 (s, 72 H, SiMe,), 0.45 (m,
84 H, CH,Si), 1.23 (m, 36 H, CH,CH,Si y NCH,CH,CH,CH,Si), 1.61 (m, 24 H,
SiCH,CH,CH,NMe,.HCI), 2.48 (m, 12 H, NH,CH,), 2.63 (m, 72 H, NMe, HCI),
3.00 (m, 24 H, CH,NMe, HCI), 4.23 (m, 12 H, NH,CH,CsH,), 6.92 (d, 12 H,
CeHy), 7.44 (d, 12 H, CsHs). RMN-*!P {*H} (D,0): & 8.82 (N3P5). Anal.Calcd.
C1e2Ha14Cl1sN2 OgP3Siys  (4350.08 g/mol): C, 53.01; H, 9.59; N, 6.76. Exp.: C,
52.54; H, 8.99; N, 6.56.

{GoDBP(CH,-NH;)G;CBS(SiNH3)1,(Cl)18} (45)

Se obtiene el dendrimero 45 siguiendo el protocolo 7, en el cual se realiza
la desproteccion de las aminas periféricas y su posterior cuaternizacion con

cloruro de hidrogeno. Solido amarillo (0.070 mg, 80%).

Datos: Dendrimero 40 (0.100 g, 0.022 mmol), TFA (20% DCM) (2 mL),
disolucion saturada de 'Bu,NCI (1.5 mL).

RMN-H (D,0): 6 -0.21 (s, 18 H, SiMe), -0.09 (s, 72 H, SiMe,), 0.47 (m,
84 H, CH,Si), 1.23 (m, 36 H, CH,CH,Si), 1.56 (m, 36 H, NCH,CH,CH,CH,Si y
CH,CH,NH,CI), ), 2.48 (m, 12 H, NH,CH,), 2.71 (m, 24 H, CH,NH,CI), 4.10
(s, 12 H, NCH,CgH,), 6.90 (d, 12 H, CgH,), 7.23 (d, 12 H, CgH,). RMN-*'P {*H}
(D,0): & 8.71 (N3P3). Anal.Calcd. CyegH365ClisN21O6P3Sisg (4013.46 g/moly: C,
50.29; H, 9.17; N, 7.33. Exp.: C, 49.83; H, 8.34; N, 6.36.

{G1.DBP(CH,-NH,)G;CBS(SNHMe,),4(Cl)s6} (46)

Se obtiene el dendrimero 46 siguiendo el protocolo 3a. Sélido amarillo
(0.100 g, 88%).
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Datos: Dendrimero 41 (0.100 g, 0.014 mmoles), HCI (0.5 mL, 1.01

mmoles).

RMN-'H (D,0): § -0.08 (s, 36 H, SiMe), 0.50 (m, 24 H, CH,Si), 0.83 (t, 48
H, SiCH,CH,S), 1.15 (m, 24 H, CH,CH,Si), 1.50 (m, 24 H,
NHCH,CH,CH,CH,Si), 2.78 (48 H, SiCH,CH,S; 192 H, SCH,CH,NMe, y
NMe,HCI), 3.22 (m, 48 H, SCH,CH,NMe,; 18 H, NMe), 3.45 (m, 24 H,
NH,CH,CH,), 4.37 (m, 24 H, CgHgCH,NH,), 7.02 (d, 24 H, C¢Hg), 7.28 (m, 24
H, CeHs ; 24 H, CgHg; 6 H, CH=N). RMN-*P {*H} (D,0): & 9.08 (N;3P3), 62.83
(P=S). Anal.Calcd. Cs3sHg24Cl24N51015PoS30Si1, (8095.48 g/mol): C, 47.29; H,
7.51; N, 14.96; S, 11.27. Exp.: C, 46.95; H, 6.84; N, 13.56; S, 11.03.

{G,:DBP(P-O)G;CBS(SNHMey)4(Cl)24} (47)

Se obtiene el dendrimero 47 siguiendo el protocolo 3a. S6lido amarillo
(0.080 g, 90%).

Datos: Dendrimero 42 (0.080 g, 0.011 mmoles), HCI (0.27 mL).

RMN-'H (D,0): & -0.07 (s, 36 H, SiMe), 0.50 (m, 24 H, CH,Si), 0.80 (t, 48
H, SIiCH,CH,S), 125 (m, 24 H, CH,CH,Si), 151 (m, 24 H,
OCH,CH,CH,CH,Si), 2.71 (48 H, SiCH,CH,S; 192 H, SCH,CH,NMe, vy
NMe,HCI; 24 H, OCH,CH,), 3.12 (m, 48 H, SCH,CH,NMe,; 18 H, NMe), 6.85
(m, 72 H, C6H4; 6 H, CH=N). RMN-*!P {"H} (D,0): & 8.48 (N;P3), 63.94
(P=S). Anal.Calcd. Czy7H599Cl4N39030P9S30Si1, (7986.10 g/mol): C, 49.18; H,
7.56; N, 6.84; S, 12.05. Exp.: C, 48.54; H, 6.74; N, 6.56, S, 11.55.

{Go,DBP(CH,-NH;)G;CBS(SNHMe;)1,(PFg)15} (48)

Se obtiene el dendrimero 48 siguiendo el protocolo 8. So6lido amarillo
(0.026 mg, 85%).

Datos: Dendrimero 43 (0.020 mg, 0.005 mmol), disolucion saturada
NH4PF¢ (2.5 mL).

RMN-'H (CDsCN): § 0.10 (s, 18 H, SiMe), 0.67 (m, 12 H, CH,Si), 0.94 (t,
24 H, SiCH,CH,S), 141 (m, 12 H, CH,CH,Si), 1.72 (m, 12 H,
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NHCH,CH,CH,CH,Si), 2.65 (t, 24 H, SiCH,CH,S), 2.87 (m, 96 H,
SCH,CH,NMe, y NMe,H), 3.10 (m, 24 H, SCH,CH,NMe,), 3.67 (m, 12 H,
NH,CH,CH,), 4.20 (m, 12 H, CgHgCH,NH,), 7.11 (d, 12 H, C¢H,), 7.47 (d, 12
H, C¢Hs). RMN-"*C {*H} (CD;CN): & -5.5 (SiMe), 13.6 (CH,Si), 14.8
(SiCH,CH,S), 21.4 (CH,CH,Si), 26.4 (SCH,CH,NHMe,), 27.6 (SiCH,CH,S),
304 (NH,CH,CH,), 439 (NHMe,), 575 (SCH,CH,NHMe,), 49.1
(NH,CH,CH,), 51.8 (CgH4-CH,), 122.1 (CgH,), 132.9 (CeHs). RMN-*'P {*H}
(CD3CN): & 8.00 (N3P3), -144.56 (PFg). RMN-?°Si (CD;CN): & 3.04 (SiMe).
Cr44H294F105N2106P21S1,Sis (5671.57 g/mol).

{GoDBP(CH,-NH;)G;CBS(SiNHMe;)1,(PFg)1s} (49)

Se obtiene el dendrimero 49 siguiendo el protocolo 8. Solido amarillo
(0.029 g, 80%).

Datos: Dendrimero 44 (0.025 g, 0.006 mmoles), disolucion saturada
NH4PF¢ (2.5 mL).

RMN-'H (CD;CN): & -0.22 (s, 18 H, SiMe), -0.09 (s, 72 H, SiMe,), 0.45
(m, 84 H, CH,Si), 1.23 (m, 36 H, CH,CH,Si y NCH,CH,CH,CH,Si), 1.61 (m, 24
H, SiCH,CH,CH,NMe,.HCI), 2.63 (m, 72 H, NMe,HCI), 3.00 (m, 24 H,
CH,NMe, HCI), 3.87 (m, 12 H, NH,CH,), 4.23 (m, 12 H, NH,CH,CsH,), 6.92
(d, 12 H, CgH,), 7.44 (d, 12 H, CgH4). RMN-C {"H} (CD5CN): & -4.1 (SiMe), -
35 (SiMe,), 11.8 (SiCH,CH,CH,NMe,), 14.7-20.7 (CH,CH,Si), 22.8
(SiCH,CH,CH,NMe,), 43.9 (NHMe,), 49.2 (NHCH,), 52.1 (CsHsCH,NH), 62.0
(SiCH,CH,CH,NMe,), 120.6 (CgHa), 129.5 (CgH4). RMN-*P {*H} (CD;CN): &
9.11 (N3P3), -144.56 (PFg). RMN-?Si (CDsCN): & 1.6 (-SiCH,CH,CH,), 1.9 (-
SiCH,CH,CH,NHMe,). Cyg5Ha14F108N2106P21Sizg (6321.34 g/mol).

{GoDBP(CH,-NH;)G;CBS(SiNH3)12(PFs)18} (50)

Se obtiene el dendrimero 50 siguiendo el protocolo 8. Solido amarillo
(0.030 g, 81%).

Datos: Dendrimero 45 (0.025 g, 0.006 mmoles), disolucion saturada
NH,PFe.
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RMN-'H (CD;CN): & 0.03 (s, 90 H, SiMe y SiMe,), 0.52 (m, 84 H,
SiCH,CH,CH,NH y SiCH,), 1.34 (m, 36 H, CH,CH,Si), 1.59 (m, 36 H,
NCH,CH,CH,CH,Si y CH,CH,NH3), 2.90 (m, 24 H, CH,NH,), 3.05 (s, 12 H,
NCH,CH,), 4.14 (s, 12 H, NCH,CgH,), 7.07 (d, 12 H, CsHy), 7.42 (d, 12 H,
CeHs). RMN-BC {'H} (CDsCN): & -5.1 (SiMe), -3.5 (SiMe,), 11.8
(SiCH,CH,CH,NH), 12.3-21.4 (SiCH,), 30.5 (NHCH,CH,), 44.1 (CH,NHs,),
49.2 (NHCH,), 51.8 (CsHsCH2NH), 122.1 (CgHy), 132.8 (CHy) 136.5 (Cipso -O
CeHg), 149.5 (Cipso -CHCH,). RMN-?°Si (CD3CN): & 1.6 (-SiCH,CH,CH,), 1.9
(-SiCH,CH,CH,NH;). RMN-*P {H} (CDsCN): & 8.71 (N3P3), -144.56 (PFs).
C1esH366F 108N2106P21Sirg (5984.71 g/mol).

{G1.DBP(CH,-NH;,)G;CBS(SNHMe;),4(PFs)36} (51)

Se obtiene el dendrimero 51 siguiendo el protocolo 8. Solido amarillo (29
mg, 88%).

Datos: Dendrimero 46 (0.025 g, 0.003 mmoles), disolucion saturada
NH,PFg (2.5 mL).

RMN-'H (CD5CN): & -0.01 (s, 36 H, SiMe), 0.57 (m, 24 H, CH,Si), 0.87
(t, 48 H, SiCH,CH,S), 1.29 (m, 24 H, CH,CH,Si), 151 (m, 24 H,
NHCH,CH,CH,CH,Si), 2.40-2.60 (m, 48 H, SiCH,CH,S), 2.85 (s, 144 H,
NHMe, y 48 H, SCH,CH,NMe,), 3.10 (m, 66 H, SCH,CH,NMe, y NMe), 3.60
(m, 24 H, NHCH,CH,), 4.13 (m, 24 H, C¢HsCH,NH), 6.88 (d, 36 H, CgH,), 7.13
(d, 36 H, CgHs, 6 H, HC=N). RMN-C {*H} (CDsCN): 5 -5.4 (SiMe), 13.6
(CH,Si), 14.5 (SiCH,CH,S), 21.5 (CH,CH,Si), 27.6 (SCH,CH,NMe,), 29.8
(SICH,CH,S), 33.0 (NCHs), 33.9 (NHCH,CH,), 454 (NMe,), 59.2
(SCH,CH,NMe,), 121.3 (CgHa), 127.0 (CgH.), 128. 2 (CgH.), 129.28 (CgHa),
132.1 (Cipso -O CgHg), 137.49 (CeH,), 138.67(CH=N), 149.3 (Cipso -CHCsH,),
151.2 (CeHs). RMN-'P {*H} (CDsCN): & -144.56 (PFs), 8.46 (N3Ps), 62.72
(P=S). RMN-?Si (CDsCN): & 3.04 (SiMe). CaasHgasF216N51015P45S30Si1
(12474.4 g/mol).
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{G,DBP(P-O)G;CBS(SNHMe,)24(PFg)24} (52)

Se obtiene el dendrimero 52 siguiendo el protocolo 8. Solido amarillo (27
mg, 82%).

Datos: Dendrimero 47 (0.025 g, 0.003 mmoles), disolucion saturada
NH4PFg (2.5 mL).

RMN-'H (CDsCN): & 0.07 (s, 36 H, SiMe), 0.65 (m, 24 H, CH,Si), 0.93 (t,
48 H, SiCH,CH,S), 1.45 (m, 24 H, CH,CH,Si), 1.73 (m, 24 H, O-
CH,CH,CH,CH,Si), 2.61 (m, 48 H, SiCH,CH,S), 2.80 (s, 144 H, NHMe,; 48 H,
SCH,CH,NMe;; 24 H, OCH,CH,), 3.20 (m, 48 H, SCH,CH,NMe,), 3.31 (18 H,
NMe), 3.90 (m, 24 H, O-CH,CH,CH,CH,Si), 6.85 (d, 24 H, CgH,), 7.10 (d, 36
H, CeHa), 7.74 (m, 18 H, C¢H, y CH=N). RMN-C {*H} (CD;CN): § -5.3
(SiMe), 13.0 (CH,Si), 14.3 (SiCH,CH,S), 20.0 (CH,CH,Si), 27.3
(SCH,CH,NMe,), 29.8 (SiCH,CH,S), 32.7 (NCHs), 33.9 (NHCH,CH,), 45.4
(NMe,), 59.2 (SCH,CH,NMe,), 121.3 (CgH4), 127.0 (CgH,), 128.2 (CgHa),
129.28 (CgHa), 132.1 (Cipso -O CgHa), 137.49 (CH,), 138.67(CH=N), 149.3 (Cipso
-CHCgH,), 151.2 (CgHas). RMN-*'P {!H} (CD;CN): & 8.48 (N3P3). RMN-?Sj
(CD3CN): & 3.04 (SiMe). Csp7Hs00F 14aN35030P33S30Si12 (1061.44 g/mol).

6.4.2.9 Sintesis y caracterizacion sistemas hibridos neutros fosforo-

viologen-carbosilano (53-54)

N3P3N N 4 9 10
< > \3 — 78 — O Sl/\/\NHBOC
Ve Wi @

n=1 m=2 (53)
n=2 m=4 (54)

[{N3P3[(VIOlégGﬂO)G]_CBS(Sl NH BOC)z]G}(PF(;)lg] (53)

Sobre una disolucion del compuesto 28 (350 mg, 0.296 mmol) en
acetonitrilo (4 mL) fue afadida otra disolucion de N3P3[N(Me)NH,] (VI)™
(0.020 g, 0.048 mmol). La mezcla de reaccion se mantiene con agitacion
contante a 30°C durante 48 horas. Una vez completada la reaccion, el disolvente
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es eliminado a vacio, obteniéndose el compuesto 53 como un sélido amarillo
(360 mg, 99%).

RMN-'H (CD;CN): & -0.02 (s, 90 H, SiMe y SiMe,), 0.50 (t, 24 H,
SiCH,CH,CH,NH), 0.58-0.64 (m, 60 H, SiCH,) 1.33-1.49 (m, 168 H, CH, y -
C(CHs)s), 2.04 (t, 12 H, N*CH,CH,), 2.95-3.02 (m, 24 H, CH,NH), 3.30 (s, 18
H, CHs), 4.63 (t, 12 H, N'CH,), 5.31 (sa, 12 H, NH), 5.82 (s, 12 H, CH,), 7.47
(d, 12 H, H®), 7.72 (d, 12 H, H?), 7.72 (s, 6 H, CH=N), 8.40 (d, 24 H, H°y H®),
8.93 (d, 12 H, H°), 8.98 (d, 12 H, H'%). RMN-C {*H} (CDsCN): & -5.8 (MeSi),
-4.1 (SiMe;), 11.9 (SiCH,CH,CH,NH), 13.2-24.4 (SiCH,), 27.7 (C(CHs)3), 31.9,
31.9 (2d, N-CH3), 34.9 (N*CH,CH,), 43.4 (CH,NH), 61.9 (N*CH,), 64.4 (CH,),
77.9 (C(CHs)s), 127.1 (C?), 127.2, 127.4 (C°y C®), 129.9 (C®), 136.2, 136.3 (2d,
CH=N), 137.9 (C%),139.1 (C*, 145.6 (C'° y C°), 149.7, 150.2 (C’y C®), 155.9
(CO, Boc). RMN-*'P (CD;CN): & -144.62 (h, PFg), 17.14 (N3P3). RMN-?°Si
(CDsCN): 6 1.76 (SiMe), 1.81 (SiMey). Anal.Calcd. CsgoHs10F75N39024P15Sisg
(7385.54 g.mol™): C, 48.79; H, 6.96; N, 7.40. Exp.: C, 48.32; H, 6.68 N, 7.56.

[{NsP;[(Viologeno)G,CBS(SiINHBoC)4]6}(PFe)12] (54)

Se prepara siguiendo un procedimiento similar al descrito para el
compuesto 53 pero partiendo del compuesto 29 (358 mg, 0.191 mmol) y
N3P3[N(Me)NH,] (V1) (0.012 g, 0.031 mmol). El compuesto 54 se obtiene

como un solido amarillo (350 mg, 99%).

RMN-'H (CD;CN): & -0.05, -0.02 (s, 198 H, MeSi y SiMe,), 0.47 (t, 48 H,
SiCH,CH,CH,NH), 0.57-0.62 (m, 168 H, SiCH,) 1.31-1.47 (m, 336 H, CH, y -
C(CHs)s), 2.04 (t, 12 H, N*CH,CH,), 3.30 (s, 18 H, CHj3), 2.95-3.02 (m, 48 H,
CH,NH), 4.62 (t, 12 H, N*CH,), 5.34 (sa, 24 H, NH), 5.83 (s, 12 H, CH,), 7.48
(d, 12 H, H®), 7.72 (d, 12 H, H?), 7.72 (s, 6 H, CH=N), 8.41 (d, 24 H, H°y H®),
8.93 (d, 12 H, H%), 8.99 (d, 12 H, H'%). RMN-"*C {*H} (CD5CN): & -5.8 (MeSi), -
4.1 (SiMey), 11.9 (t, 4H, SiCH,CH,CH,NH), 13.2-24.3 (SiCH,), 27.7 (C(CHs)s),
34.9 (N"CH,CH,), 43.4 (CH,NH), 61.7 (N*CH,), 63.5 (CH,), 77.9 (C(CHs)),
127.2, 127.4 (C°y C%), 130.1 (C?), 130.3 (C?), 136.2, 136.3 (2d, *Jpc = 10.0 Hz,
CH=N), 137.3 (C'),139.1 (C%, 145.8 (C"), 149.2 (C°), 149.5 (C?), 150.2 (C),
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Parte experimental

155.9 (CO, Boc), 192.2 (CHO). RMN-*P (CD3;CN): § 17.17 (N3Ps), -144.60 (h,
PFg). RMN-?’Si (CDsCN): & 0.97 (MeSi), 1.82 (SiMe, y SiMe). Anal.Calcd.
Cs04Ho54F75N51048P15S14,  (11521.2 g/mol): C, 52.60; H, 8.35; N, 6.21; Exp.: C,
52.30; H, 7.95 N, 6.18.

6.4.2.9 Sintesis y caracterizacion sistemas hibridos cationicos fosforo-

viologen-carbosilano (55-58)

N3P3N N C a C/>7_8<\%\:/?> : >

X=Cl n=1 m=2 (65) X=PFg n=1 m=2 (57)
n=2 m=4 (56) n=2 m=4 (58)

[{N3Ps[(Viol6geno)G;CBS(SiNH;3),]6}(Cl),4] (55)

Se obtiene el dendrimero 55 siguiendo el protocolo 7. S6lido amarillo (200
mg, 78%).

Datos: Dendrimero 53 (360 mg, 0.049 mmol), disolucién de TFA al 20%
en DCM (2 mL), disolucién saturada ‘BusNCI (2.5 mL).

RMN-'H (CD;OD): & 0.03 (s, 90 H, SiMe y SiMe,), 0.60 (m, 84 H,
SiCH,CH,CH,NH y SiCH,), 1.41 (m, 36 H, CH,), 1.66 (m, 24 H, CH,), 2.11 (m,
12 H, N"CH,CHy,), 2.90 (m, 24 H, CH,NH), 3.31 (s, 18 H, CHjs solapado con la
sefial del metanol), 4, 74 (t, 12 H, N"CH,), 5.93 (s, 12 H, CH,), 7.51 (m, 12 H,
H?), 7.78 (m, 18 H, H? and CH=N), 8.65 (m, 24 H, H®y H®%), 9.27 (m, 24 H, H® y
H™). RMN- **C {*H} (CD;0D): & -5.1 (SiMe), -3.4 (SiMe,), 13.0-24.8 (SiCH,),
36.7 (N*CH,CH,), 43.7 (CH,NH), 59.5 (N*CH,), 63.0 (CH,), 128.4 (C?), 128.6
(C°y C?, 130.7 (C%), 131.6 (C'), 134.6 (C*, 147.1, 145.6 (C* y C°), 151.0,
151.8 (C" y C%. RMN-*P (CD,OD): & 18.12 (NsP3). Anal.Calcd.
C240ClaaHapgN3oP5Siss (5307.54 g/mol): C, 54.31; H, 8.09; N, 10.29. Exp.: C,
53.78: H, 8.17 N, 10.15.
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[{N3Ps[(Viol6geno)G,CBS(SiNH3)4]6}(Cl)ss] (56)

Se obtiene el dendrimero 56 siguiendo el protocolo 7. Solido amarillo
(0.210 mg, 80%).

Datos: Dendrimero 54 (0.350, 0.030 mmol), disolucion de TFA al 20% en
DCM (2 mL), disolucion saturada 'BusNCI (2.5 mL).

RMN-'H (CD;OD): & 0.03 (s, 198 H, SiMe y SiMe,), 0.60 (m, 196 H,
SiCH,CH,CH,NH y SiCH,), 1.40 (m, 92 H, CH,), 1.66 (m, 48 H, CH,), 2.07 (m,
12 H, N'CH,CH,), 2.90 (m, 48 H, CH,NH), 3.31 (5,18 H, CHs solapado con la
sefial del metanol), 4.74 (12 H, N"CH,), 5.93 (s, 12 H, CH,), 7.50 (m, 12 H, H3 ),
7.78 (m, 18 H, H?y CH=N), 8.65 (m, 24 H, H®y H®), 9.27 (m, 24 H, H> y H™).
B¢ {!H} (CD;0D): & -5.7 (SiMe), -4.7 (SiMe;,), 11.7 (SiCH,CH,CH,NH), 12.6-
21.9 (SiCH,), 36.2 (N*CH,CH,), 42.3 (CH,NH), 62.6 (N*CH,), 64.5 (CH,),
127.0 (C?), 127.2, 127.7 (C° y C%), 129.7 (C%), 132.9 (C"), 137.7 (C%), 145.4,
145.6 (C° y C°), 149.7, 150.4 (C" y C?). RMN-*'P (CD;0OD): & 16.42 (N3Ps).
Anal.Calcd. CjgqH7g5ClssNs1P3Sisn (8666.50 g/mol): C, 53.22; H, 9.13; N, 8.24.
Exp.: C, 52.93; H, 9.42; N, 7.94.

[{NsPs[(Viol6geno)G;CBS(SiNHz),]¢}(PFe)24] (57)

Se obtiene el dendrimero 57 siguiendo el protocolo 8. Sélido amarillo
(0.052 g, 86%).

Datos: Dendrimero 55 (0.040 g, 0.008 mmol), disolucion acuosa saturada
de NH4PFg (2 mL).

RMN-'H (CD;CN): & -0.01 (s, 90 H, SiMe y SiMe,), 0.52 (t, 24 H,
SiCH,CH,CH,NH), 0.59-0.65 (m, 60 H, SiCH,), 1.26-1.44 (m, 36 H, CH,), 1.55-
1.66 (M, 24 H, CH,), 2.04 (t, 12 H, N*CH,CH,), 2.91-2.96 (m, 24 H, CH,NH),
3.31 (s, 18 H, CHy), 4.63 (t, 12 H, N*CH,), 5.81 (s, 12 H, CH,), 7.46 (d, 12 H,
H3), 7.72 (d, 12 H, H?), 7.73 (s, 6 H, CH=N), 8.40 (d, 24 H, H®y H®), 8.91 (d, 12
H, H%, 8.96 (d, 12 H, H'). RMN-"*C {*H} (CDsCN): & -6.1 (SiMe), -4.5
(SiMe,), 11.4 (SiCH,CH,CH,NH), 13.0-21.4 (SiCH,), 34.9 (N'CH,CH,), 42.9
(CH,NH), 61.8 (N*CH,), 64.3 (CH,), 127.1 (C?), 127.2, 127.3 (C°y C%), 129.8
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(C?), 132.1 (CY), 136.2, 136.3 (2d, *Jpc = 10.0 Hz, CH=N), 137.8 (C*), 145.4,
1455 (C*y C°), 149.7, 150.4 (C"y C®). RMN-*'P (CD5CN): & -144.62 (h, PFy),
17.19 (N3P3). RMN-?Si (CDsCN): & 1.75 (SiMe), 2.09 (SiMe,).

[{N3Ps[(Viologeno)G,CBS(SiNH3)4]s}(PFe)ss] (58)

Se obtiene el dendrimero 58 siguiendo el protocolo 8. So6lido amarillo
(0.060 g, 83%).

Datos: Dendrimero 56 (0.050 mg, 0.006 mmol), disolucion acuosa saturada
de NH,PFg (2 mL).

RMN-'H (CDsCN): & -0.03 (s, 198 H, SiMe y SiMe,), 0.52 (t, 48 H,
SiCH,CH,CH,NH), 0.58-0.62 (m, 148 H, SiCH,), 1.31-1.46 (m, 92 H, CH,),
1.58-1.66 (m, 48 H, CH,), 2.04 (t, 12 H, N'CH,CH,), 2.92-2.96 (m, 48 H,
CH,NH), 3.31 (s, 18 H, CHy), 4.60 (t, 12 H, N*CH,), 5.80 (s, 12 H, CH,), 7.46
(d, 12 H, H®), 7.73 (d, 12 H, H?), 7.73 (s, 6 H, CH=N), 8.40 (d, 24 H, H°y H®),
8.91 (d, 12 H, H°), 8.96 (d, 12 H, H'%). RMN-**C {*H} (CDsCN): & -5.7 (SiMe),
-4.4 (SiMe,), 11.4 (SiCH,CH,CH,NH), 13.4-21.4 (SiCH,), 35.1 (N*CH,CH,),
43.2 (CH,NH), 61.9 (N*CH,), 64.2 (CH,), 127.0 (C?), 127.3, 127.2 (C’ y C),
129.7 (C%), 132.1 (C"), 136.2, 136.3 (2d, %Jpc=10.0 Hz, CH=N), 137.8 (C%),
145.4, 145.6 (C° y C°), 149.8, 150.5 (C" y C®). RMN-*!P (CD;CN): & -144.62
(h, PFg), 17.19 (N3P3). RMN-?Si (CD5CN): 6 0.97 (SiMe), 2.10 (SiMe,).

CAPITULO 4

6.4.2.10 Sintesis y caracterizacion de cufias carbosilano (Cyclen)G,V,
(59-61)

Una disolucién en cloroformo del correspondiente dendrén BrG,V,, y NEt;
se afiade lentamente sobre otra disolucién de ciclen en CHCI; (seco). Finalizada
la adiccion, la reaccion se deja bajo agitacion constante durante toda la noche a
60°C. Una vez completada la reaccion, se evapora la disolucién hasta sequedad y
el crudo de reaccion se purifica mediante una extraccion Et,0/H,0O (1:1), la fase

organica se seca con MgSO, y la disolucion resultante se evapora a vacio. Para
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obtener la monosustitucion como Unico producto se utilizd la cromatografia por
exclusion de tamafios en THF.

=)

m

oy

H \ / “H n=3 m=8 (61)

(Cyclen)G1V, (59)

Datos: Dendrén BrG;V, (X111)? (600 mg, 2.57 mmoles), NEt; (0.43 mL,
3.10 mmoles) y ciclen (1.32 g, 7.72 mmoles). Aceite amarillento (0.550 g, 66%).

RMN-'H (CDCl5): § 0.10 (s, 3 H, SiMeC,Hj), 0.62 (m, 2 H, CH,SiC,Hs),
1.33 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.50 (m, 2 H, NCH,CH,), 2.35-2.75 (m, 18 H,
N(CH,)sN y NCH, CH,CH,CH,Si), 5.70 (m, 2 H, SiCHCH,), 6.16 (m, 4 H,
SiCHCH,). RMN-"C {'H} (CDCly): & -5.4 (MeSi), 13.9 (CH,Si), 21.7
(NCH,CH,CH,CH,Si) 31.2 (NCH,CH,CH,CH,Si), 45.2-51.6 (N(CH,)sN), 54.1
(NCH,CH,CH,CH,Si), 132.7 (SiCHCH,), 137.1 (SiCHCH,). RMN-"N
(CDCly): & 20.5 (NH), 28.7 (NCH,). RMN-?Sj (CDCls): & -12.9 (SiMeC,Hs).
HPLC-MS (crudo de reaccion): 78% mono: 22% disustitucion. MS: [M+H]" =
325.23 uma (calcd. = 325.58 uma). C;7H3sN,Si (324.58 g/mol).

(Cyclen)G,V, (60)

Datos: Dendrén BrG,V, (X1V)® (500 mg, 1.09 mmoles), NEt; (0.18 mL,
1.29 mmoles) y ciclen (376 mg, 2.18 mmoles). Aceite amarillento (450 mg,
75%).

RMN-'H (CDCls): § -0.13 (s, 3 H, SiMe), 0.09 (s, 6 H, SiMeC,H,), 0.46-
0.56 (m, 6 H, SiCH,), 0.66 (m, 4 H, CH,SiC,H3), 1.21-1.42 (m, 8 H, CH,CH,Si
and NCH,CH,), 2.36-2.76 (m, 18 H, N(CH,);N y NCH, CH,CH,CH,Si), 5.65
(m, 4 H, SiCHCH,), 6.06 (m, 8 H, SiICHCH,). RMN-**C {*H} (CDCl;): -5.1 y
5.2 (MeSi), 13.9 (SiCH,), 18.2 y 18.7 (CH,), 21.7 (NCH,CH,CH,CH,Si), 31.2
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(NCH,CH,CH,CH,Si), 45.15-51.19 (N(CH,);N), 54.3 (NCH,CH,CH,CH,Si),
132.6 (SiICHCH,), 137.0 (SiCHCH,). RMN-"N (CDCl,): & 20.5 (NH), 28.7
(NCH,). RMN-?°Si (CDClI,): & 1.7 (SiMe), -13.5 (SiCHCH,). HPLC-MS (crudo
de reaccion): 85% mono: 15% disustitucion. MS: [M+H]" = 549.42 uma (calcd.
= 549.41 uma). CygHgoN4Sis (549.07 g/mol).

(Cyclen)G3Vg (61)

Datos: Dendrén BrG;Vs (XV)? (1 g, 1.10 mmoles), NEt; (0.18 mL, 1.29

mmoles) y ciclen (570 mg, 3.31 mmoles). Aceite amarillento (850 mg, 85%).

RMN-'H (CDCl,): 6 -0.12 (s, 9 H, SiMe), 0.10 (s, 12 H, SiMeC,H3), 0.47
-0.52 (m, 18 H, SiCH,), 0.68 (m, 8 H, CH,SiC,Hs), 1.24-1.40 (m, 16 H,
CH,CH,Si y NCH,CH,), 2.40-2.88 (m, 18 H, N(CH,);N y NCH,), 5.67 (m, 8 H,
SiCHCH,), 6.02 (m, 16 H, SICHCH,). RMN-**C {*H} (CDCl,): § -5.8, -5.1 y -
4.9 (MeSi), 14.0 (SiCH,), 18.0-18.4 (CH,), 21.7 (NCH,CH,CH,CH,Si) 31.5
(NCH,CH,CH,CH,Si), 45.10-51.19 (N(CH,)3N), 54.3 (NCH,CH,CH,CH,Si),
132.7 (SiCHCH,), 137.2 (SiCHCH,). RMN-?°Si (CDCI;): 6 1.1 (SiMe), -13.5
(SICHCH,). MS: [M+H]" = 997.70 uma (calcd. = 997.70 uma). CszH10sN.4Si-
(998.05 g/mol).

6.4.2.11 Sintesis y caracterizacibn de cufias carbosilano
[DO3A(O'BU);3]GnVm (62-64)

Sobre una disolucion en acetonitrilo (10 mL) del correspondiente
compuesto (Cyclen)G,V, se afiade tert-butil bromoacetato y K,COj3. La mezcla
de reaccion se mantiene en agitacion constante a 60°C durante 48 horas. Una vez
completada la reaccion, se evapora la disolucion hasta sequedad y el crudo se
extrae en una mezcla Et,O/H,0. La fase orgéanica se lava con agua saturada de
NaCl, se seca con MgSQ,, la disolucién se filtra y el disolvente se evapora a
vacio. El producto se purifica mediante cromatografia por exclusion de tamarfios
en THF.
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%/_\/‘@Fnunz(ez)

n=2 m=4 (63)
>L%N N\/(/%

n=3 m=8 (64)
[DO3A(O'BU);]G,V; (62)

Datos: Dendron 59 (0.500 g, 1.54 mmol), tert-butil bromoacetato (0.73 mL,
4.95 mmol) y K,COs (1.28 g, 9.22 mmoles). Aceite marrén (0.710 g, 69%).

RMN-'H (CDCl5): § 0.10 (s, 3 H, SiMeC,Hj), 0.63 (m, 2 H, CH,SiC,Hj),
1.32 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.38 (s, 18 H, C(CHa)3), 1.44 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.67
(m, 2 H, NCH,CH,), 2.6-3.73 ( m, 22 H, N(CH,);N y NCH,COO0), 3.68 (m, 2 H,
NCH,CH,), 5.70 (m, 2 H, SiCHCH,), 6.16 (m, 4 H, SiCHCH,). RMN-*C {*H}
(CDCly): & -55 (MeSi), 13.9 (SiCH,), 21.0 (NCH,CH,CH,CH,Si), 28.2
(C(CHs)s), 312  (NCH,CH,CH,CH,Si), 47.5-60.3 (N(CH,);N 'y
NCH,CH,CH,CH,Si), 81.7 (C(CHa)3), 133.3 (SiCHCH,), 136.2 (SiCHCH,),
170.15, 170.6 (COO). RMN-?’Si (CDCI;): & -13.0 (SiMeC,H;). Anal.Calc.
CasHgsN4O6Si (667.01 g/mol) (KBr): C, 53.48; H, 8.46; N, 7.13. Exp.: C, 54.96;
H, 9.34; N, 7.13. MS: [M+H]" = 667.48 uma (calcd. = 667.48 uma).

[DO3A(OBU);]G,V, (63)

Datos: Dendron 60 (300 mg, 0.546 mmoles), tert-butil bromoacetato (0.28
mL, 1.89 mmol) y K,CO; (0.377 g, 2.72 mmoles). Aceite marrén (370 mg, 75%).

RMN-'H (CDCly): & -0.13 (s, 3 H, SiMe), 0.09 (s, 6 H, SiMeC,Hj), 0.50
(m, 6 H, SiCH,), 0.67 (m, 4 H, CH,SiC,H;), 1.29 (m, 8 H, CH,CH,Si y
NCH,CH,), 1.42 (s, 18 H, C(CHs)3), 1.47 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.6-3.7 (m, 22 H,
N(CH,);N and NCH,COO0), 3.68 (m, 2 H, NCH,CH,), 5.65 (m, 4 H, SICHCH),),
6.05 (m, 8 H, SICHCH,). RMN-*3C {*H} (CDCls): & -5.3 (MeSi), 14.0 (SiCH,),
18.3 (CH,), 21.0 (NCH,CH,CH,CH,Si), 22.3 (CH,), 28.3 (C(CHs)s), 33.2
(NCH,CH,CH,CH,Si), 48.7-59.0 (N(CH,)sN y NCH,CH,CH,CH,Si), 81.7
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(C(CHs)3), 132.8 (SICHCH,), 136.7 (SiCHCH,), 170.4, 170.6 (COO). RMN-?°Sj
(CDCly): & 1.8 (SiMe), -13.5 (SiCHCH,). Anal.Calc. C47HgN,OgSis (891.50
g/mol) (KBr): C, 55.86; H, 8.98; N, 5.54. Exp.: C, 55.32; H, 9.16; N, 4.99. MS:
[M+Na]" = 913.62 uma (calcd. = 913.62 uma).

[DO3A(O'BU);]G;V; (64)

Datos: Dendron 61 (500 mg, 0.501 mmoles), tert-butil bromoacetato (0.25
mL, 1.71 mmol) y K,CO; (0.311 g, 2.25 mmoles). Aceite marrén (520 mg, 78%).

RMN-'H (CDCIy): § -0.12 (s, 9 H, SiMe), 0.10 (s, 12 H, SiMeC,Hs), 0.52
(m, 18 H, SiCH,), 0.68 (m, 8 H, CH,SiC,Hs), 1.21-1.41 (m, 16 H, CH,CH,Si y
NCH,CH,), 1.44 (s, 27 H, C(CHs)), 2.6-3.71 (m, 22 H, N(CH,)sN vy
NCH,CO0O0), 3.68 (m, 2 H, NCH,CH,), 5.65 (m, 8 H, SiCHCH,), 6.06 (m, 16 H,
SiCHCH,). RMN-2C {*H} (CDCI,): & -5.9 (MeSi), 13.7 (SiCH,), 18.2 y 18.5
(CH,), 21.5 (C(CHa)3), 21.7 (NCH,CH,CH,CH,Si), 35.1 (NCH,CH,CH,CH,Si),
51.2-45.1 (N(CH,);N), 54.9 (NCH,CH,CH,CH,Si), 84.1 (C(CH);), 113.0
(SICHCH,), 134.8 (SiCHCH,), 170.15, 170.6 (COO). RMN-?’Si (CDCl,): 5 1.1
y 1.6 (SiMe), -13.5 (SICHCH,). Anal.Calc. C;;H;33N4O6Si (1340.48 g/mol): C,
58.43; H, 9.53; N, 3.84. Exp.: C, 58.93; H, 9.50; N, 3.38. MS: [M+H]" = 1339.91
uma (calcd. = 1339.90 uma).

6.4.2.12 Sintesis y caracterizacibn de cufias carbosilano
[DO3A(O'BU);3]G,(SCOOMe),, (65-67)

Se obtienen los dendrones siguiendo el protocolo 1b, pero es necesario en

este caso la adicion de fotoiniciador.

m

N
0 [ j n=1 m=2 (65)
o) n=2 m=4 (66)

o
N N
>Lo>k/ \/ \/(0/% n=3 m=8 (67)
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[DO3A(O'BU)3]G1(SCOOMEe), (65)

Datos: Dendrén 62 (0.400 g, 0.600 mmol), HSCH,COOMe (0.11 mL, 1.21
mmol) y DMPA (0.032 g, 0.125 mmol). Aceite marron (0.420 g, 80%).

RMN-'H (CDCls): § 0.01 (s, 3 H, SiMe), 0.59 (m, 2 H, CH,Si), 0.88 (t, 4
H, SiCH,CH,S), 1.29 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.43 (s, 18 H, C(CHy);), 1.45 (m, 11
H, C(CHs); y NCH,CH,), 1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,)sN, NCH,COO vy
NCH,CH,), 2.63 (t, 4 H, SiCH,CH,S), 3.22 (s, 4 H, SCH,COOMe), 3.71 (s, 6 H,
SCH,COOMe). RMN-*C {'H} (CDCl)): & -5.4 (MeSi), 13.6 (SiCH, y
SiCH,CH,S), 20.8 (NCH,CH,CH,CH,Si), 28.1 (C(CHs); y SiCH,CH,S), 33.2
(NCH,CH,CH,CH,Si y SCH,COOMe), 52.4 (SCH,COOMe), 81.6 (C(CHs)s),
170.9 (COOMe). RMN-*Si (CDCly): & 3.1 (SiCH,CH,S). Anal.Calc.
C41H78N404S,Si (878.29 g/mol) (KBr): C, 49.33; H, 7.88; N, 5.61; S, 6.42. Exp.:
C, 50.20; H, 7.27; N, 4.48; S, 6.58. MS: [M+H]" = 879.50 uma (calcd. = 879.49

uma).
[DO3A(OBU);]G,(SCOOMe), (66)

Datos: Dendron 63 (0.450 g, 0.505 mmoles), HSCH,COOMe (0.21 mL,
2.31 mmol) y DMPA (0.058 g, 0.226 mmol). Aceite marron (500 mg, 75%).

RMN-H (CDCl5): 6 -0.10 (s, 3 H, SiMe), 0.01 (s, 6 H, SiMe), 0.55 (m, 10
H, SiCH,), 0.88 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 1.28 (m, 8 H, CH,CH,Si y NCH,CH)),
1.42 (s, 27 H, C(CHj)s), 1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,);N, NCH,COO vy
NCH,CH,), 2.63 (m, 8 H, SiCH,CH,S), 3.22 (s, 8 H, SCH,COOMe), 3.70 (s, 12
H, SCH,COOMe). RMN-"C {*H} (CDCly): & -5.4 (MeSi), 13.9 (SiCH, y
SiCH,CH,S), 18.2 (NCH,CH,CH,CH,Si), 28.2 (C(CHs); y SiCH,CH,S), 33.3
(NCH,CH,CH,CH,Si and SCH,COOMe), 58.7 (SCH,COOMe), 81.9 (C(CHs),),
170.9 (COOMe). RMN-?Si (CDCls): & 1.65 (SiMe), 2.37 (SiCH,CH,S).
Anal.Calc. CsgH114N4014S,Si3.KBr (1314.65 g/mol): C, 49.38; H, 8.01; N, 3.90;
S, 8.94. Exp.: C, 48.72; H, 7.64; N, 3.94. MS: [M+H]" = 1315.66 uma (calcd. =
1315.65 uma).
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[DO3A(O'BU)3]G3(SCOOMe)s (67)

Datos: Dendron 64 (0.200 g, 0.149 mmoles), HSCH,COOMe (0.12 mL,
1.32 mmol) y DMPA (0.030 g, 0.117 mmol). Aceite marron (0.260 g, 80%).

RMN-'H (CDCls): § -0.07 (s, 9 H, SiMe), 0.06 (s, 12 H, SiMe), 0.54 (m,
26 H, CH,Si), 0.91 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 1.27 (m, 18 H, CH,CH,Si y
NCH,CH,), 1.42 (s, 27 H, C(CHs)s, 2.66 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 3.24 (s, 16 H,
SCH,COOMe), 3.73 (s, 24 H, SCH,COOMe). RMN-**C {*H} (CDCl): 6 -5.4 y
-5.1 (MeSi), 13.9-18.8 (SiCH, y SiCH,CH,S), 21.8 (NCH,CH,CH,CH,Si), 28.1
(C(CHs)s), 296  (SiCH,CH,S y  NCH,CH,CH,CH,Si),  36.8
(NCH,CH,CH,CH,Si), 33.2 (SCH,COOMe), 52.3 (NCH,CH,CH,CH,Si), 170.9
(COOMe). RMN-?Si (CDCly): & 1.0 y 1.5 (SiMe), 2.40 (SiCH,CH,S).
Anal.Calc. Cg5H1g5N40,SSi; KBr (2189.63 g/mol): C, 49.42; H, 8.12; N, 2.43;
S, 11.11. Exp.: C, 49.68; H, 7.63; N, 1.97; S, 11.46.

6.4.2.13 Sintesis y caracterizacibn de cuflas carbosilano
DO3AG,(SCOONa),, (68-70)

Se obtienen los dendrones siguiendo el protocolo 4, pero es necesario

afiadir méas equivalentes de NaOH para desproteger también los del grupo DO3A.

0
o
SQJ\O ®
® Na
Na o@ m
o%\N N
[ j o n=1 m=2 (68)
o)
N N n=2 m=4 (69)
N 8>\\/ - \/Z<06N§> n=3 m=8 (70)

DO3AG,;(SCOONa), (68)

Se sigue el mismo procedimiento sintético, pero debido al pequefio tamafio
su purificacion debe ser diferente, debe ser purificado mediante cromatografia

por exclusion de tamarfios en agua (sephadex).
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Datos: Dendrén 65 (0.150 g, 0.171 mmol), NaOH (0.068 g, 1.71 mmol).
Solido amarillo (0.075 g, 56%).

RMN-'H (D,0): § -0.09 (s, 3 H, SiMe), 0.51 (m, 2 H, CH,Si), 0.81 (t, 4 H,
SiCH,CH,S), 1.28 (m, 4 H, CH,CH,Si y NCH,CH,), 1.90-3.80 (m, 24 H,
N(CH,)sN, NCH,COO, NCH,CH,), 2.51 (t, 4 H, SiCH,CH,S), 3.06 (s, 4 H,
SCH,COONa). RMN-*C {*H} (D,O): & -5.2 (MeSi), 13.5 (SiCH,), 14.4
(SiCH,CH,S), 21.1 (NCH,CH,CH,CH,Si), 29.6 (NCH,CH,CH,CH,Si), 28.3
(SiCH,CH,S), 37.9 (SCH,COONa), 47.6-57.1  (N(CH,);N), 57.2
(NCH,CH,CH,CH,Si), 179.4 y 179.8 (COONa). RMN-#*Si (D,O): & 2.65
(SiCH,CH,S). Anal.Calc. Cy7HsN4NasO410S,Si (792.83 g/mol): C, 40.90; H,
5.72; N, 7.07; S, 8.09. Exp.: C, 40.27; H, 5.08; N, 6.98, S, 8.05.

DO3AG,(SCOONa), (69)

Datos: Dendrén 66 (0.300 g, 0.228 mmoles), NaOH (0.127 g, 3.17 mmol).
Sélido amarillo (0.215 g, 76%).

RMN-'H (D,0): & -0.14 (s, 3 H, SiMe), -0.06 (s, 6 H, SiMe), 0.55 (m, 10
H, SiCH,), 0.84 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 1.28 (m, 8 H, CH,CH,Si y NCH,CH,),
1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,);N, NCH,COO y NCH,CH,), 2.53 (m, 8 H,
SiCH,CH,S), 3.12 (s, 8 H, SCH,COONa). RMN-*C {*H} (D,0): -5.4 y 5.1
(MeSi), 144  (SiCH,CH,S), 12.2-20.4  (SiCH,CH,CH,Si), 21.1
(NCH,CH,CH,CH,Si), 28.4 (SiCH,CH,S), 37.2 (NCH,CH,CH,CH,Si), 45.1-
63.1 (N(CH,);N), 55.5 (NCH,CH,CH,CH,Si), 178.8 (COONa). RMN-?Sj
(D,0): & 1.59 (SiMe), 2.13 (SiCH,CH,S). Anal.Calc. CsH7sNsNa;014S,Si; Na
(1245.52 g/mol): C, 40.71; H, 5.96; N, 4.42; S, 10.11. Exp.: C, 40.41; H, 6.02; N,
3.59; S, 11.71.

DO3AG;(SCOONa)g (70)

Datos: Dendrdon 67 (0.150 g, 0.068 mmoles), NaOH (0.060 g, 1.50 mmol).
Soélido amarillo (0.105 g, 71%).

RMN-'H (D,0): & -0.11 (s, 3 H, SiMe), -0.05 (s, 6 H, SiMe), 0.54 (m, 10
H, SiCH,), 0.83 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 1.30 (m, 8 H, CH,CH,Si y NCH,CH.,),
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1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,)sN, NCH,COO y NCH,CH,), 2.53 (m, 8 H,
SiCH,CH,S), 3.11 (s, 8 H, SCH,COONa). RMN-C {*H} (D,0): 5 -5.4 y -4.2
(MeSi), 13.7-18.3 (SiCH, y SiCH,CH,S), 21.1 (NCH,CH,CH,CH,Si), 29.6
(SiCH,CH,S), 36.9 (SCH,COONa), 56.4 (NCH,CH,CH,CH,Si), 177.9
(COONa). RMN-?°Si (D,0): & 1.1 y 2.1 (SiMe), 3.6 (SiCH,CH,S). Anal.Calc.
CrsH13sN4Nay;0,,SsSi; (2150.89 g/mol): C, 39.97; H, 6.04; N, 2.49; S, 11.38.
Exp.: C, 40.14; H, 6.62; N, 1.69; S, 10.50.

6.4.2.14  Sintesis y caracterizacibn de cuflas carbosilano
[DO3A(O'BU)3]Gn(SSOsNa)y (71-73)

Se obtienen los dendrones siguiendo el protocolo 1c.

©
S\/\/SO3 ®
Na
m

>//\ [\
N N n=1 m=2 (71)

g [ ] o n=2 m=4 (72)
>Lo>\\/N\_/N\/Z(O JT n=3 m=8 (73)

[DO3A(O'Bu);3]G1(SSO;3Na), (71)

Datos: Dendrén 62 (0.400 g, 0.600 mmol), HS(CH,)3;SOsNa (0.224 g, 1.26
mmol) y DMPA (33 mg, 0.121 mmol). Este producto tiene problemas de
solubilidad, es complicada su purificacion, por ello no se aisl6. Sélido amarillo
(0.300 g).

RMN-'H (DMSO-dg): & 0.00 (s, 3 H, SiMe), 0.60 (m, 2 H, CH,Si), 0.83 (t,
4 H, SiCH,CH,S), 1.29 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.41 (s, 29 H, C(CHa3)3 y
NCH,CH,), 1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,)sN, NCH,COO, NCH,CH,), 1.81 (m, 4
H, SCH,CH,CH,SO;3Na), 2.54 (m, 8 H, SCH,CH,CH,SO3Na y SiCH,CH,S),
3.15 (t, 4 H, SCH,CH,CH,SO3Na, solapado con la sefial del agua).
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[DO3A(O'BU)3]G,(SSOsNa), (72)

Datos: Dendron 63 (0.450 g, 0.505 mmoles), HS(CH,);SOsNa (0.404 g,
2.27 mmol) y DMPA (0.058 g, 0.226 mmol). S6lido amarillo (0.650 g, 80%).

RMN-'H (D,0): & -0.13 (s, 3 H, SiMe), 0.01 (s, 6 H, SiMe), 0.53 (m, 10 H,
CH,Si), 0.87 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 1.39 (m, 35 H, CH,CH,Si, NCH,CH, y
C(CHs)s), 1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,)sN, NCH,COO, NCH,CH,), 1.93 (m, 8 H,
SCH,CH,CH,SO;Na), 2.58 (m, 16 H, SCH,CH,CH,SO;Na y SiCH,CH,S), 2.84
(s, 8 H, SCH,CH,CH,SO;Na). RMN-"C {*H} (D,O): & -5.1 (MeSi), 13.1
(SiCH,), 14.3 (SiCH,CH,S), 18.4 (NCH,CH,CH,CH,Si), 27.9 (C(CHs)s), 24.4
(SCH,CH,CH,SO3Na), 26.8 (SiCH,CH,S), 30.2 (SCH,CH,CH,SO;Na), 36.8
(NCH,CH,CH,CH,Si), 50.1 (SCH,CH,CH,SO;Na) 56.4 (NCH,CH,CH,CH,Si),
81.6 (C(CHs);), 165.4 (COO). RMN-¥Si (D,0): & 1.71 (SiMe), 2.13
(SiCH,CH,S). Anal.Calc. CsgH115NsNas015S5Sis KBr (1604.32 g/mol): C, 41.52;
H, 6.90; N, 3.25; S, 14.89. Exp.: C, 41.59; H, 7.56; N, 2.95; S, 16.93.

[DO3A(O'BU);]G3(SSO3Na)g (73)

Datos: Dendron 64 (0.200 g, 0.149 mmoles), HS(CH,);SOsNa (0.240 g,
1.35 mmol) y DMPA (0.035 g, 0.136 mmol). Sélido amarillo (0.320 g, 78%).

RMN-H (D,0): 6 -0.2 (s, 9 H, SiMe), -0.1 (s, 12 H, SiMe), 0.48 (m, 26 H,
CH,Si), 0.78 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 1.24 (m, 16 H, CH,CH,Si y NCH,CH,),
1.36 (s, 27 H, C(CH,)s, 1.86 (m, 16 H, SCH,CH,CH,SO;Na), 2.46-2.52 (m, 32
H, SCH,CH,CH,SO;Na y SiCH,CH,S), 2.81 (s, 16 H, SCH,CH,CH,SO;Na).
RMN-C {*H} (D,0): & -5.2 y -4.6 (MeSi), 13.1 (SiCH,), 14.5 (SiCH,CH,S),
21.1 (NCH,CH,CH,CH,Si), 24.4 (SCH,CH,CH,SO;Na), 26.9 (C(CH3)3), 29.6
(SiCH,CH,S), 30.2 (SCH,CH,CH,SO;Na), 36.8 (NCH,CH,CH,CH,Si), 49.6
(SCH,CH,CH,SO3Na), 170.5 (CO0). RMN-#*Si (D,0O): & 3.1 (SiCH,CH,S).
Anal.Calc, CgsH194NsNagO30S16Si7.KBr (2766.12 g/mol): C, 39.76; H, 6.85; N,
1.93; S, 17.69. Exp.: C, 40.04; H, 7.28; N, 1.62; S, 20.22.
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6.4.2.15 Sintesis y caracterizacion de cufias carbosilano
DO3AG,(SSO3Na), (74-76)

Se obtienen los dendrones siguiendo el protocolo 4. En este caso, debido a
la solubilidad de los precursores, necesitamos una mezcla MeOH/H,0 (2:1) para

Ilevar a cabo la reaccidn de desproteccion.

0
o
SQJ\O ®
® Na
Na O@ m
O>//\N N
[ j o n=1 m=2 (74)
o
N N n=2 m=4 (75)
N 8%/ J \/QOQN? n=3 m=8 (76)

DO3AG,(SSO:Na), (74)

Se sigue el mismo procedimiento sintético, pero debido al pequefio tamafio
su purificacion debe ser diferente, debe ser purificado mediante cromatografia

por exclusion de tamafios en agua (sephadex).

Datos: Dendrén 71 (0.150 g, 0.147 mmol), NaOH (0.053 g, 1.32 mmol).
Solido amarillo (0.090 g, 67%).

RMN-'H (D,0):  -0.06 (s, 3 H, SiMe), 0.55 (m, 2 H, CH,Si), 0.85 (t, 4 H,
SiCH,CH,S), 1.39 (m, 4 H, CH, y CH,SiNCH,CH,), 1.90-3.70 (m, 24 H,
N(CH,)sN, NCH,COO, NCH,CH,), 1.90 (m, 4 H, SCH,CH,CH,SO;Na), 2.57
(m, 8 H, SCH,CH,CH,SOsNa y SiCH,CH,S), 289 (s, 4 H,
SCH,CH,CH,S03Na). RMN-*C {*H} (D,0): & -5.2 (MeSi), 13.1 (SiCH,), 14.5
(SiCH,CH,S), 21.1 (NCH,CH,CH,CH.,Si), 29.6 (SiCH,CH,S), 36.8
(NCH,CH,CH,CH,Si), 45.15-51.19 (N(CH,)sN), 56.4 (NCH,CH,CH,CH,Si),
81.6 (C(CH5)3), 170.5 (CO0). RMN-#Si (D,0): & 3.1 (SiCH,CH,S).
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DO3AG,(SSO;Na), (75)

Datos: Dendrén 72 (0.300 g, 0.187 mmoles), NaOH (0.045 g, 1.12 mmol).
Solido amarillo (0.215 g, 77%).

RMN-'H (D,0): & -0.10 (s, 3 H, SiMe), -0.01 (s, 6 H, SiMe), 0.55 (m, 10
H, CH,Si), 0.85 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 1.31 (m, 8 H, CH,CH,Si y NCH,CH),),
1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,);N, NCH,COO, NCH,CH,), 1.92 (m, 8 H,
SCH,CH,CH,SO3Na), 2.59 (m, 16 H, SCH,CH,CH,SOsNa y SiCH,CH,S), 2.87
(s, 8 H, SCH,CH,CH,SO;Na). RMN-"C {*H} (D,O): & -5.2 (MeSi), 13.5
(SiCH,), 143  (SiCH,CH,S), 215 (NCH,CH,CH,CH,Si), 24.3
(SCH,CH,CH,SO3Na), 27.0 (SiCH,CH,S), 30.1 (SCH,CH,CH,SO;Na), 36.8
(NCH,CH,CH,CH,Si), 45.15-51.19 (N(CH,)3;N), 57.8 (NCH,CH,CH,CH,Si),
190.4 (COO). RMN-*Si (D,0): & 1.20 (SiMe), 2.12 (SiCH,CH,S). Anal.Calc.
Cs7Hg1N4Na;015SsSis (1501.95 g/mol): C, 37.58; H, 6.11; N, 3.73; S, 17.08.
Exp.: C, 37.27; H, 5.08; N, 2.24.

DO3AG3(SSO;Na); (76)

Datos: Dendron 73 (0.150 g, 0.054 mmoles), NaOH (0.013 g, 0.325 mmol).
Solido amarillo (0.100 g, 70%).

RMN-'H (D,0): & -0.07 (s, 9 H, SiMe), 0.06 (s, 12 H, SiMe), 0.54 (m, 26
H, CH,Si), 0.91 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 1.27 (m, 16 H, CH,CH,Si y NCH,CH,),
2.51 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 3.22 (s, 16 H, SCH,CH,CH,SO3Na), 3.22 (s, 16 H,
SCH,CH,CH,SO3Na), 3.22 (s, 16 H, SCH,CH,CH,SO3;Na). RMN-*C {'H}
(D,0): § -52 (MeSi), 13.1 (SiCH,), 145 (SiCH,CH,S), 21.1
(NCH,CH,CH,CH,Si), 29.6 (SiCH,CH,S), 36.8 (NCH,CH,CH,CH,Si), 56.4
(NCH,CH,CH,CH,Si), 170.5 (CO0). RMN-*Si (D,O): 1.1 (SiMe), 2.1
(SiCH,CH,S). Anal.Calc. Cg3H167NsNa1;050S:6Si- (2663.75 g/mol): C, 37.42; H,
6.32; N, 2.10; S, 19.26. Exp.: H, 6.58; N, 1.84 S, 18.62.

6.4.2.16  Sintesis y caracterizacion de cufias carbosilano
[DO3A(OBU);3]Gh(SNMe,.HCI),, (77-79)

Se obtienen los dendrones siguiendo el protocolo 1a.

372



Parte experimental

o
s ®
~~">NMe,H
m

\_O
M\
o>//\N N n=1 m=2 (77)
o [ ] n=2 m=4 (78)

o]
>LO>K/N\_/N\/[<O /% n=3 m=8 (79)

[DO3A(OBU);]G1(SNMe,.HCI), (77)

Datos: Dendron 62 (0.500 g, 0.750 mmol), HS(CH,),NMe,.HCI (0.223 g,
1.57 mmol) y DMPA (0.042 g, 0.16 mmol). Este producto es complicado de
purificar debido a su tamafio, es mas sencillo purificar en el siguiente paso
mediante columna por exclusion de tamafios para elevar el rendimiento del
proceso (0.370 g, 52%).

RMN-'H (DMSO-dg): & 0.03 (s, 3 H, SiMe), 0.59 (m, 2 H, CH,Si), 0.87 (t,
4 H, SiCH,CH,S), 1.28 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.41 (s, 18 H, C(CHa)3), 1.46 (s, 9
H, C(CHs); y m, 2 H, NCH,CH,), 1.90-3.80 (24 H, m, NCH,COO, NCH,CH,
N(CH,)sN), 2.53 (4 H, SiCH,CH,S), 2.71 (12 H, SCH,CH,NMe,HCI), 2.88 (t, 4
H, SCH,CH,NMe,HCI), 3.17 (m, 4 H, SCH,CH,NMe,HCI). RMN-*C {'H}
(DMSO-dg): & -5.2 (MeSi), 13.1 (SiCH,), 14.4 (SiCH,CH,S), 21.1
(NCH,CH,CH,CH,Si), 26.9  (SiCH,CH,S), 282 (C(CHs);), 31.2
(NCH,CH,CH,CH,Si), 45.15-51.19 (N(CH,)sN), 42.4 (SCH,CH,NMe,HCI),
42.5 (SCH,CH,NMe,HClI), 56.4 (SCH,CH,NMe,HCI), 67.4
(NCH,CH,CH,CH,Si), 81.1 (C(CHs)s), 170.7 (CO). RMN-¥Si (DMSO-dg): &
3.1 (SiCH,CH,S). C43HgoClNs06S,Si (950.33 g/mol).

[DO3A(O'Bu);3]G,(SNMe,.HCI), (78)

Datos: Dendron 63 (0.270 g, 0.302 mmoles), HS(CH,),NMe,.HCI (0.193 g,
1.36 mmol) y DMPA (0.018 g, 0.070 mmol). Sélido amarillo (0.323 g, 75%).

RMN-'H (DMSO-dg): & -0.08 (s, 3 H, SiMe), 0.02 (s, 6 H, SiMe), 0.54 (m,
10 H, SiCH,), 0.85 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 1.27 (m, 8 H, CH,CH,Si y NCH,CH,),
141 (27 H, m, C(CHy)s), 1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,);N, NCH,COO,
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NCH,CH,), 2.60 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 2.74 (s, 24 H, SCH,CH,NMe,HCI), 2.86
(t, 8 H, SCH,CH,NMe,HCl), 3.21 (m, 8H, SCH,CH,NMe,HCI). RMN-**C {*H}
(DMSO-dg): & -5.1 y 4.7 (MeSi), 13.1 (SiCH,), 14.4 (SiCH,CH,S), 25.2
(NCH,CH,CH,CH,Si), 26.9  (SiCH,CH,S), 28.3 (C(CHs);), 31.2
(NCH,CH,CH,CH,Si), 45.15-51.19 (N(CH,)sN), 42.3 (SCH,CH,NMe,HCI y
SCH,CH,NMe,HCI), 56.2 (SCH,CH,NMe,HCI), 67.4 (NCH,CH,CH,CH,Si),
81.4 (C(CH,)s), 170.7 (COO). RMN-?Si (DMSO-dg): & 1.9 (SiMe), 2.6
(SICH,CH,S). CesH135C1aNg06S4Sis (1458.15 g/mol).

[DO3A(OBU);]G3(SNMe,. HCl)g (79)

Datos: Dendrén 64 (0.450 g, 0.335 mmoles), HS(CH,),NMe,.HCI (0.570 g,
4.02 mmol) y DMPA (0.052 g, 0.20 mmol). So6lido amarillo (0.670 g, 81%).

RMN-'H (DMSO-dg): & -0.09 (s, 9 H, SiMe), 0.02 (s, 12 H, SiMe), 0.50 -
0.66 (M, 26 H, SiCH,), 0.87 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 1.29 (m, 16 H, CH,CH,Si y
NCH,CH,), 1.42 (27 H, s, C(CH3)3), 2.60 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 2.76 (s, 48 H,
SCH,CH,NMe,HCI), 2.88 (t, 16 H, SCH,CH,NMe,HCI), 3.16 (t, 16 H,
SCH,CH,NMe,HCI). RMN-*C {*H} (DMSO-dg): & -5.3 y 4.8 (MeSi), 14.1
(SiCH,CH,S), 24.6 (NCH,CH,CH,CH,Si), 26.6 (SiCH,CH,S), 27.8 (C(CHs)s),
31.1 (NCH,CH,CH,CH,Si), 41.7 (SCH,CH,NMe,HCI y SCH,CH,NMe,HCI),
55.7 (SCH,CH,NMe,HClI), 80.6 (C(CHy)s), 170.7 (COO). Cy93H254ClgN1,06S5Si7
(2473.78 g/mol).

6.4.2.17 Sintesis y caracterizacibn de cufias carbosilano
[DO3A(OtBuU);3]G,L(SNMe,),, (80-82)

Se obtienen los dendrones siguiendo el protocolo 2.

S NMe2>
m

A( o M\
N N n=1 m=2 (80)

2 [ ] o n=2 m=4 (81)
>Lo>\\/N\_/N\/Z(O /% n=3 m=8 (82)
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[DO3A(OtBU);]G1(SNMe,), (80)

Datos: Dendrén 77 (0.300 g, 0.316 mmol), disolucion saturada de Na,COs
(2 mL). Aceite amarillento (0.255 g, 92%).

RMN-'H (CDCl,): & 0.04 (s, 3 H, SiMe), 0.55 (m, 2 H, CH,Si),0.87 (t, 4 H,
SiCH,CH,S), 1.29 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.42 (s, 18 H, C(CHs)s), 1.48 (m, 11 H,
C(CHs)s y NCH,CH, ), 1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,)3;N, NCH,COO, NCH,CH,),
2.23 (s, 12 H, SCH,CH,NMe,), 2.45 (m, 4 H, SCH,CH,NMe,), 2.48 (t, 4H,
SiCH,CH,S), 2.59 (t, 4 H, SCH,CH,NMe,). RMN-*C {*H} (CDCl): & -5.2
(MeSi), 13.1 (SiCH,), 14.5 (SiCH,CH,S), 21.1 (NCH,CH,CH,CH,Si), 28.1
(C(CH3)3), 29.6 (SiCH,CH,S), 36.8 (NCH,CH,CH,CH,Si), 45.15-51.19
(N(CH,);N), 451  (SCH,CH,NMe,), 52.8 (SCH,CH,NMe,), 56.4
(NCH,CH,CH,CH,Si), 58.8 (SCH,CH,NMe,HCI), 81.6 (C(CH,)3), 170.5 (CO).
RMN-?°Si (CDCl3): & 2.8 (SiCH,CH,S). Anal.Calc. C,3HggNgOgS,Si.NaCl
(877.41 g/mol): C, 55.19; H, 9.48; N, 8.98; S, 6.85; Exp.: C, 56.11.43; H, 8.45,
N, 8.08; S, 6.89. MS: [M+H]" = 877.60 uma (calcd. = 877.60 uma).

[DO3A(OtBU)s]G,(SNMe,), (81)

Datos: Dendron 78 (0.250 g, 0.171 mmoles), disolucion saturada de
Na,CO3 (1 mL). Aceite amarillento (0.210 g, 93%).

RMN-H (CDCl5): 6 -0.11 (s, 3 H, SiMe), 0.05 (s, 6 H, SiMe), 0.55 (m, 10
H, SiCH,), 0.87 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 1.21-1.42 (m, 8 H, CH,CH,Si y
NCH,CH,), 1.42 (s, 27 H, C(CHj3)3), 1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,)sN, NCH,COO
y NCH,CH,), 225 (s, 24 H, SCH,CH,NMe,), 2.48-262 (m, 8 H,
SCH,CH,NMe, 8 H, SiCH,CH,S, 8 H, SCH,CH,NMe,). RMN-*C {'H}
(CDCly): 8 -5.1y 5.2 (MeSi), 13.9 (SiCH,), 14.7 (SiCH,CH,S), 18.4 (CH,), 22.5
(NCH,CH,CH,CH,Si), 27.7 (C(CHj);), 29.6 (SiCH,CH,S), 36.8
(NCH,CH,CH,CH,Si), 45.4 (SCH,CH,NMe,), 56.9 (NCH,CH,CH,CH,Si), 56.2
(SCH,CH,NMe,), 81.6 (C(CHs)s), 170.3 y 170.7 (COO). RMN-**Si (CDCly): &
1.6 (SiMe), 2.0 (SiCH,CH,S). Anal.Calc. CgzH134Ng06S,Sis.NaCl (1312.30
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g/mol): C, 55.15; H, 9.77; N, 8.17, S, 9.33. Exp.: C, 54.70; H, 8.78, N, 7.45, S,
8.39. MS: [M+H]" = 1311.87 uma (calcd. = 1311.86 uma).

Datos: Dendron 79 (0.600 g, 0.242 mmoles), disolucion saturada de
Na,COj3 (3 mL). Aceite amarillento (0.490 g, 92%).

RMN-'H (CDCly): & -0.11 (s, 9 H, SiMe), 0.00 (s, 12 H, SiMe), 0.55 (m,
26 H, SiCH,), 0.86 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 1.25 (m, 16 H, CH,CH,Si y
NCH,CH,), 1.44 (s, 27 H, C(CHs)3), 2.24 (s, 48 H, SCH,CH,NMe,), 2.46-2.65
(m, 48 H, SCH,CH,NMe, SiCH,CH,S y SCH,CH,NMe,). RMN-*C {'H}
(CDCly): & - 5.2 (MeSi), 14.7 (SiCH,CH,S), 18.4 (CH,), 27.7 (C(CHs)s), 29.9
(SiCH,CH,S), 45.4 (SCH,CH,NMe,), 56.9 (NCH,CH,CH,CH,Si), 59.2
(SCH,CH,NMe,), 81.4 (C(CH3);). RMN-#Si (CDCly): & 1.8 (SiMe), -13.5
(SiCHCH,). Anal.Calc. Cyg3H6N1,06SgSiz.NaCl (2182,09 g/mol): C, 55.21; H,
10.17; N, 7.50; O, 4.28; S, 11.45. Exp.: C, 70.43; H, 9.54. MS: [M+H]" =
305.1919 uma (calcd. = 2183.09 uma).

6.4.2.18 Sintesis 'y caracterizacion de cufias carbosilano
DO3AG,(SNMe,), (83-85)

Se obtienen los dendrones siguiendo el protocolo 4.

S\/\NMe2>
®
Na 0@ m
%\N/_\N
g [ ] o n=1 m=2 (83)
N N n=2 m=4 (84)
o o
NS o>\\/ / \/(o NS n=3 m=8 (85)

DO3AG,(SNMe,), (83)

Debido al pequefio tamafio su purificacion debe ser diferente, debe ser

purificado mediante cromatografia por exclusion de tamafios en agua (sephadex).
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Datos: Dendrén 80 (0.200 g, 0.228 mmol), NaOH (0.082 g, 2.05 mmol).
Solido amarillo (0.100 g, 57%).

RMN-'H (MeOD): § 0.10 (s, 3 H, SiMe), 0.50 (m, 2 H, CH,Si), 0.78 (t, 4 H,
SiCH,CH,S), 1.20 (m, 2 H, CH,CH,Si), 1.53 (m, 2 H, NCH,CH,), 1.90-3.70 (m,
24 H, N(CH,)3;N, NCH, y NCH,COO0), 2.24 (s, 12 H, SCH,CH,NMe,), 2.48 (m,
4 H, SCH,CH,NMe,), 2.51 (t, 4 H, SiCH,CH,S), 2.58 (t, 4 H, SCH,CH,NMe,).
RMN-2C {!H} (MeOD): & -5.2 (MeSi), 13.1 (SiCH,), 14.5 (SiCH,CH,S), 21.1
(NCH,CH,CH,CH,Si), 29.6 (SiCH,CH,S), 36.8 (NCH,CH,CH,CH,Si), 45.15-
51.19 (N(CH,)sN), 45.1 (SCH,CH,NMe,), 52.8 (SCH,CH,NMe,HCI), 56.4
(NCH,CH,CH,CH,Si), 58.8 (SCH,CH,NMe,), 170.5 (COONa). RMN-?°Sj
(MeOD): & -2.2 (SiCH,CH,S). Anal.Calc. Cs;HgiClsNgNazOgS,Si (884.42
g/mol): C, 42.10; H, 7.29; N, 9.50; S, 7.25. Exp.: C, 41.88; H, 7.12, N, 9.40, S,
6.89.

DO3AG,(SNMe,), (84)

Datos: Dendrén 81 (0.160 g, 0.122 mmoles), NaOH (0.043 g, 1.10 mmol).
Solido amarillo (0.110 g, 75%).

RMN-'H (MeOD): § 0.02 (s, 3 H, SiMe), 0.09 (s, 6 H, SiMe), 0.67 (m, 10
H, SiCH,), 0.96 (t, 8 H, SiCH,CH,S), 1.44 (m, 8 H, CH,CH,Si y NCH,CH,),
1.90-3.70 (m, 24 H, N(CH,);N, NCH,COO y NCH,CH,), 2.30 (s, 24 H,
SCH,CH,NMe,), 2.53-2.71 (m, 8 H, SCH,CH,NMe, 8 H, SiCH,CH.S, 8 H,
SCH,CH,NMe,). RMN-®C {’H} (MeOD): & -5.1 y 52 (MeSi), 16.7
(SiCH,CH,S), 20.9 (CH,), 29.8 (SiCH,CH,S), 31.1 (NCH,CH,CH,CH,Si), 46.4
(SCH,CH,NMe,), 45.15-51.19 (N(CH,)sN), 54.7 (NCH,CH,CH,CH,Si), 61.7
(SCH,CH,NMe,), 179.07 (COO). RMN-*Si (MeOD): & 1.63 (SiMe), 2.06
(SiCH,CH,S). Anal.Calc. CsH11,CloNgNa,06S4Si; (1262.89 g/mol): C, 45.93;
H, 8.46; N, 8.40; S, 9.62. Exp.: C, 44.57; H, 8.10; N, 8.45; S, 8.62.

DO3AG;(SNMe;)s (85)

Datos: Dendrén 82 (0.160 g, 0.073 mmoles), NaOH (0.026 g, 0.66 mmol).
Solido amarillo (0.120 g, 79%).
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RMN-'H (MeOD): & -0.03 (s, 9 H, SiMe), 0.06 (s, 12 H, SiMe), 0.63 (m,
26 H, SiCH,), 0.94 (t, 16 H, SiCH,CH,S), 1.43 (m, 16 H, CH,CH,Si y
NCH,CH,), 2.28 (s, 48 H, SCH,CH,NMe,), 2.52-2.70 (m, 48 H, SCH,CH,NMe,,
SiCH,CH,S y SCH,CH,NMe,). RMN-*C {!H} (MeOD): -4.6 y 5.2 (MeSi),
15.5 (SiCH,CH,S), 19.8 (CH,), 29.6 (SiCH,CH,S), 45.2 (SCH,CH,NMe,), 59.9
(SCH,CH,NMe,). RMN-?Si (MeOD): & 1.8 (SiMe)-13.5 (SiCHCH,).
Anal.Calc. Cy;H;99N15Na3z0gSeSi; (2079.72 g/mol): C, 48.01; H, 9.12; N, 7.38;
S, 11.27. Exp.: C, 49.14; H, 8.37; N, 6.16.

6.4.2.19 Sintesis y caracterizacién de los complejos metalicos de cobre
(86-91)

Todos los dendrones polianiénicos (69, 70, 75, 76, 84 y 85) fueron tratados
con un equivalente de Cu(NOs),2.5H,0 en agua durante 30 minutos, ajustando
el pH= 6-7, obteniéndose una disolucion verde azulada. Transcurrido dicho
tiempo se purifican los complejos mediante dialisis (M,,= 500 para la segunda
generacion y M,= 1000 para las altas generaciones), posteriormente se llevan a
sequedad obteniéndose los complejos de cobre correspondientes con altos

rendimientos.

s_R
o
ZL/"_\
Q%
DO3AG,R,, Cu
R=COONa  R=(CH,),SO3Na R = (CH,)NMe,.HCI
n=2 m=4 (86) n=2 m=4 (88) n=2 m=4 (90)
n=3 m=8 (87) =3 m=8 (89) n=3 m=8 (91)

Cu-DO3AG,(SCOONa), (86)

Datos: DO3AG,(SCOONa)g (69) (0.040 g, 0.032 mmoles),
Cu(NOs),2.5H,0 (0.0074 g, 0.032 mmol). Sélido verde (0.035 g, 77%).
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Anal.Calc. Cy4H75CuN4Nas014S,Si5 (1278,12 g/mol): C, 41.35; H, 6.15; N,
4.97; S, 10.04. Exp.: C, 40.56; H, 6.03; N, 3.5; S, 10.00.

Cu-DO3AG;(SCOONa); (87)

Datos: DO3AG3(SCOONa)s (70) (0.040 g, 0.019 mmoles),
Cu(NO3),2.5H,0 (0.0044 g, 0.019 mmol). Solido verde (0.035 g, 83%).

Anal.Calc. C;gH;33CuN4NagO,,SeSi; (2183.49 g/mol): C, 40.81; H, 6.37;
N, 2.57; S, 11.75. Exp.: C, 39.23; H, 6.29; N, 1.54; S, 11.46.

Cu-DO3AG,(SSO;Na), (88)

Datos: DO3AG,(SSOsNa); (75 (0.050 g, 0.033 mmoles),
Cu(NO3),2.5H,0 (0.0077 g, 0.033 mmol). Solido verde (0.040 g, 79%).

Anal.Calc. CygHgsCuN4Nas015SgSis (1534.55 g/mol): C, 37.57; H, 6.17; N,
3.65; S, 16.72. Exp.: C, 38.34; H,5.97; N, 3.21; S, 16.91.

Cu-DO3AG;(SSO;3Na)g (89)

Datos: DO3AG;3(SSO3Na)s  (76) (0.040 g, 0.015 mmoles),
Cu(NO3),2.5H,0 (0.0035 g, 0.015 mmol). Sélido verde (0.037 g, 90%).

Anal.Calc. Cg4H170CuN4NagO30S16Si; (2692.35 g/mol): C, 36.42; H, 6.35;
N, 2.08; S, 19.03. Exp.: C, 36.13; H, 6.66; N, 1.48; S, 18.49.

Cu-DO3AG,(NMe,HCI), (90)

Datos: DO3AG,(SNMe,HCI), (84) (0.050 g, 0.039 mmoles),
Cu(NO3),2.5H,0 (0.0091 g, 0.039 mmol). Solido verde (0.040 g, 74%).

Anal.Calc. Cs,H;14Cl1,CuNgNaOgS,Si; (1388.38 g/mol): C, 44.98; H, 8.28;
N, 8.07; S, 9.24. Exp.: C, 44.14; H, 8.37; N, 7.16; S, 8.24.

Cu-DO3AG;(NMe,HCl)g (91)

Datos: DO3AG3(SNMe,HClg (85) (0.040 g, 0.020 mmoles),
Cu(NO3),2.5H,0 (0.0046 g, 0.020 mmol). Solido verde (0.041 g, 85%).

Anal.Calc. Cg,H,10CIgN1,CuNaO¢SgSi; (2404.01 g/mol): C, 45.96; H, 8.80;
N, 6.99; S, 10.67. Exp.: C, 45.24; H, 8.35; N, 6.16; S, 9.98.
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Conclusiones

El trabajo presentado en esta Memoria ha dado lugar a las siguientes

conclusiones:

Se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacion de una nueva matriz
polimérica con anillos arométicos en su estructura a traves de una reaccion
de policondensacion del monomero 2 de tipo AB,. El polimero presenta un
alto grado de ramificacion como lo demuestra el valor de DB encontrado a
80°C, asi como una baja polidispersidad (PDI = 1.4). La matriz obtenida
presenta un peso molecular promedio cercano a un dendrimero de tercera
generacion de tipo carbosilano y un nimero de grupos funcionales similar
a uno de segunda. Esto implica que la densidad de grupos terminales en el
polimero sea mas baja a la del dendrimero esférico analogo. La
introduccion del anillo aromatico disminuye ligeramente su flexibilidad
(Ty = - 68°C) en comparacion con el otro polimero utilizado (PCS-1-A

(111)), pero le proporciona una mayor estabilidad térmica.

Se han preparado polimeros hiperramificados ionicos solubles en agua a
partir de dos matrices poliméricas. Para los sistemas cationicos se han
utilizado dos metodologias sintéticas, hidrosililacion y adicion tiol-eno.
Esto permite estudiar la influencia de la incorporacién de &tomos de azufre
en su futura aplicacién biomédica. En el caso de los sistemas anidnicos,
solo se obtuvieron mediante la metodologia tiol-eno, la cual transcurre en
condiciones suaves Yy tiempos relativamente mas cortos. Las
correspondientes reacciones de hidrosililacion, incluso en condiciones

drésticas, no dieron lugar a los productos deseados.

El estudio de la capacidad antibacteriana de los polimeros cationicos (7, 9
y 12) muestra que solo el polimero sintetizado por via hidrosililacion (7)
presenta una alta actividad similar a la de su dendrimero analogo. Este
sistema, dado que se origina con procedimientos sintéticos mas sencillos y
econdmicos, puede ser considerado como una alternativa viable al uso de

dendrimeros.
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IV. El estudio de la viabilidad de distintos cultivos celulares en presencia de

los polimeros hiperramificados anionicos ha permitido relacionar la
biocompatibilidad de éstos con las caracteristicas estructurales de la matriz
dendritica y la naturaleza de sus grupos funcionales, mostrando una mayor
toxicidad los sistemas que presentan un anillo aromatico y grupos

sulfonato en la periferia.

Del estudio de la capacidad antiviral de los polimeros anionicos

biocompatibles 16-18, se han extraido las siguientes conclusiones:

Todos ellos presentan buenas actividades para la cepa X4 y moderadas

para R5.

El polimero 16, con grupos carboxilato periféricos funcionalizado via
tiol-eno es el que mejor actividad ha mostrado. Se obtienen resultados
similares a sus dendrimeros analogos, pero con la ventaja de utilizar
sistemas de sintesis mucho mas sencilla, tanto en tiempo como en

coste econémico.

V1. Se ha desarrollado un protocolo sintético para generar dendrones

VII.

384

carbosilano los cuales poseen diferentes grupos reactivos en el punto focal
y grupos amino en la periferia. Estos sistemas se han utilizado como
blogues de construccion para generar una variedad de dendrimeros
esféricos hibridos catiénicos a través de un protocolo sintético

denominado “onion-peel”.

Por un lado, se ha disefilado una estrategia sintética para preparar
dendrimeros esféricos hibridos catidnicos, con un esqueleto basado en
atomos de fosforo polifuncional en el interior y dendrones de tipo
carbosilano en la periferia. Mediante reacciones de condensacion y
reduccion se obtienen sistemas con cargas positivas tanto en el exterior
como en el interior de la estructura dendritica. En el caso de los
dendrimeros hibridos producidos por reacciones de sustitucion, solo se
incluyen cargas externas. Por otro lado, también se han preparado otros

hibridos con tres tipos de esqueletos diferentes, un ndcleo polifuncional de



Conclusiones

VIII.

XI.

XI1I.

atomos de fosforo, violdgeno en las ramas y dendrones carbosilano en la
periferia, donde la presencia de unidades violégeno con cargas positivas
internas, induce diferencias de comportamiento con los anteriores y los

homodendrimeros correspondientes.

Los sistemas hibridos fdsforo-carbosilano presentan una capacidad
antibacteriana baja en los sistemas de primera generacion, siendo

practicamente despreciable en la segunda.

. De los todos los sistemas fosforo-carbosilano se han elegido tres sistemas

hibridos 45-47 como agentes transfectantes, capaces de formar
nanoconjugados con SiRNA con una biocompatibilidad adecuada. No
obstante, el sistema 47 da lugar a situaciones menos estables a relaciones
de carga similares. Ademas, todos ellos han mostrado originar
nanoconjugados menos estables que los formados con dendrimeros
precursores basados en atomos de fosforo o carbosilano. Este hecho,
puede explicar la obtencion de inhibiciones moderadas en la infeccion por
VIH.

Los resultados obtenidos muestran que la incorporacion del fragmento
viologeno en el sistema dendritico mejora notablemente su capacidad
antibacteriana en comparacion con los sistemas fdsforo-carbosilano,
obteniéndose el mejor resultado para el sistema de primera generacion 55.
Este sistema proporciona un compromiso adecuado entre su toxicidad y

eficacia, dando lugar a un prometedor indice terapéutico.

La viabilidad celular de los sistemas 55 y 56 comparada con los
dendrimeros anélogos fosforo-viologeno, sugiere que la toxicidad esta
relacionada con el numero de cargas en el exterior con una contribucién
secundaria provocada por las cargas internas. Sin embargo, con respecto a
la hemotoxicidad no existe ninguna correlacién con respecto al nimero de

cargas exteriores y su diferente localizacion (en el interior o exterior).

Se ha corroborado por diferentes técnicas que la interaccién con la

proteina HSA es mas acusada con el dendrimero de segunda generacion
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XII.

XIV.

XV.

386

56, lo que se traduce en una modificacion mas fuerte en la estructura
secundaria de HSA que en caso del sistema 55. Probablemente todo sea
consecuencia del mayor nimero de cargas positivas externas, siendo las

cargas internas de menor relevancia.

Se ha disefiado una estrategia sintética para preparar una familia de
dendrones bifuncionalizados que presentan grupos iénicos (-COONa, -
SOz;Na y NMe,HCI) en la periferia y un agente quelante DO3A en el
punto focal. Se ha explorado su capacidad coordinante utilizando Cu(ll)
como sonda a través de diferentes técnicas espectrofotométricas, UV-Vis
y RSE, las cuales han permitido describir los distintos modos de

coordinacion de Cu(ll) en estas estructuras:

I. Se ha observado que a concentraciones pequefias de Cu(ll), la
coordinacion tiene lugar de manera preferente en el agente quelante
DO3A.

ii. Al aumentar la concentracién del catiébn metalico en la disolucion, la
coordinacion se desplaza hacia posiciones periféricas, sobre todo en el
caso de los sistemas con grupos carboxilicos en la superficie. En el
caso de los grupos sulfonato y amonio ésta interaccion es mas débil o

nula.

Por un lado, todos los sistemas anionicos de tercera generacion (70y 76) y
sus correspondientes complejos con cobre (87 y 89), presentan una alta
biocompatibilidad. Con todos ellos se consiguen muy buenas inhibiciones
en ambas cepas virales, obteniéndose interesantes valores de ECsg. El
sistema 76 presenta una alta actividad antiviral e indices terapéuticos
alrededor de 1000 para la cepa X4 y de 250 para R5, lo que ofrece un alto
margen de seguridad, pudiendo considerar a este sistema como un

prometedor agente microbicida frente al VIH.

Los estudios sobre el mecanismo de accion indican que actuan en las
etapas tempranas de la infeccion. El ensayo de internalizacion en paralelo

con el de inhibicion, junto con el experimento en la monocapa HEC-1A,



Conclusiones

XVI.

XVII.

sefialan que estos sistemas no impiden la entrada del virus en la célula,
pero presentan una actividad virucida muy importante. Es decir, los
dendrones 70 y 76 se unen al virus mediante interacciones con receptores

virales, sin embargo, no interacciona con receptores celulares.

Por otro lado, el dendrdn catiénico de tercera generacion 85 y su
correspondiente complejo con cobre 91 muestran biocompatibilidades
aceptables, en torno a 5 pM. Son capaces de formar nanoconjugados con
diferentes SiRNA, con una estabilidad frente a heparina similar a la
observada en dendrimeros hibridos esféricos y a lo descrito en bibliografia
para homodendrimeros carbosilano. Ademas, el grado de proteccion frente
a nucleasas es inferior a los dendrimeros carbosilano esféricos,
probablemente como consecuencia de sus diferentes topologias que hace
que la condensacion del material genético sea menos eficaz en el caso del
dendrén. No obstante, seria necesario realizar ensayos funcionales para

corroborar su eficacia como agentes transfectantes.

Por dltimo, se ha visto que la coordinacion de un metal en el ligando
DO3A, es demasiado estable y no mejora ninguna actividad terapéutica.
No obstante, este hecho abre la puerta para su utilizacion como agentes
quelantes para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
fundamentadas en la hipotesis del i6n metélico o en diagnostico mediante

coordinacién de otros metales como Ga, Gd.
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8.1 INTRODUCTION

Dendritic systems are highly branched macromolecules. Due to their
potential properties such as high density, low viscosity and especially their
multivalency, these systems present a broad field of applications in biomedicine,

materials science or catalysis, among others.

Dendritic systems can be sub-divided into two main categories: (i)
polydisperse skeletons such as hyperbranched polymers, dendrigrafts and
dendronized polymers and (ii) monodisperse skeletons such as dendrimers and
dendrons (Figure 8.1). If a given application requires high amount of product
and/or high functionality, but not a high structural precision, polydisperse
dendritic systems may be proposed as a viable and economic alternative to the
dendrimers and dendrons. This is because the latter need many stages of reaction
and purification, making the process time consuming and therefore more

expensive.

| Dendritic systems |

l
| |

Polydisperse skeletons Monodisperse skeletons
Dendrigraft Dendrimer
Dendronized polymers Dendron

Figure 8.1 Structure of different dendritic systems.

Firstly, dendritic homofunctionalized systems were prepared and studied in

several biomedical applications. However, in recent years the dendron topology
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has been used as building block for the dendronization of several systems,

obtaining hybrid products such as:

(i) dendronization of different biomolecules at the focal point (drugs, metal

complex, peptides, chromophore, etc).?

(if) hybrid dendrimers, with different building blocks at the skeleton (“onion

peel”)® or different topologies (“bow-tie”, Janus).*
(iii) nanostructurated materials such as nanotubes or nanoparticles.”

The application in biomedicine of these compounds mainly depends on the
dendritic periphery. From this point of view, cationic molecules, such as those
containing ammonium moieties, can be used in gene therapy® or as therapeutic
agents (antibacterial,” antipronic®). On the other hand, anionic dendritic
molecules can be used as antiviral agents against a variety of diseases such as
HIV. Other applications are associated to the transport of other molecules or

image.”

Our research group has a long experience in the synthesis of water soluble
carbosilane dendritic systems which can be used in different fields of
nanomedicine.’>*? In this work, the preparation of hyperbranched polymers,
hybrid dendrimers and bifunctionalized dendrons, through either click chemistry
or hydrosilylation, are described. All the compounds here synthesized, have been
characterized by several techniques such as NMR spectroscopy, elemental
analysis or mass spectrometry depending on their structure. When the metal
complexes are considered, some other techniques have been applied, as UV-Vis

spectrophotometry and Electronic Paramagnetic Resonance (EPR).

All the new systems have been evaluated for their use as carriers for nucleic
acids in HIV or cancer, or as therapeutic agents (antibacterial or antiviral against
HIV).
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8.2 RESULTS AND DISCUSSION
8.2.1 Hyperbranched polymers

8.2.1.1 Synthesis and characterization

New amphiphilic hyperbranched polymers (HBPs) possessing hydrophobic

skeletons and hydrophilic terminal groups have been prepared and characterized.

The synthetic strategy involved the formation of a new stable matrix with
aromatic units within the carbosilane backbone (PCS-2-A (3)) through a
polycondensation reaction of monomer AB, H-SiMe,-CgH,-O-
(CH,),SiMe(CsHs), (2), as well as the use of a classical polycarbosilane matrix
(PCS-1-A (1)).® Both of them contain allyl groups on the surface with narrow
polydispersity values. Molecular weight and polydispersity of the hyperbranched
polymers were obtained using gel permeation chromatography with multi-angle
light scattering, and the determination of the average number of functional
groups present on the surface was achieved using *H-NMR spectroscopy (Table
8.1).

Table 8.1 Measurement of SEC-MALLS and determination of the number of functional

groups of the polymer matrix using *H-NMR analysis.

Number of
Polymers 10° Mw (g.mol™®)  10° Mn (g.mol™)  PDI (Mw/Mn) functional
groups
PCS-1-A (1) 6.5+0.1 28+0.1 2.3 33
PCS-2-A (3) 54+0.1 3.7+0.1 14 16

The introduction of ionic groups was carried out via thiol-ene or
hydrosilylation reactions (Scheme 8.1). All these compounds have been isolated

and characterized mainly by NMR experiments.
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Scheme 8.1 Synthesis of ionic hyperbranched polymers through hydrosilylation

or thiol-ene addition.

The thermal properties of the polymers were also analyzed using

differential scanning calorimetry. In general, as expected, the neutral HBPs (T, =

(-60)-(-70)°C) show lower T, than the ionic derivatives (T4 = (-20)-(-30)°C).

When these polymers are decorated with ionic groups at the periphery, the

electrostatic repulsions among the peripheral chains reduce the mobility of these

systems and therefore increasing the T,value. The Tyvalues obtained for the all

hyperbranched systems seem to indicate that the presence of aromatic units in the

backbone does not substantially affect the mobility of the polymers, although it

may alter the thermal degradation. The HBPs with aromatic units in the backbone

394



Summary and conclusions

(PCS-2) show better thermal stability, with decomposition temperatures over
400°C higher than the HBPs without these units (PCS-1) with lower Toof about
300°C.

To confirm the ionic nature of the surface, zeta potential measurements
were carried out at room temperature. As expected, cationic systems give rise to
positive values between 56 and 107 mV, while in the case of anionic HBPs the

zeta potential is negative, between -72 and -46 mV.

The amphiphilic nature of the ionic systems was studied using surface
tension measurements. In all cases an increase of HBP concentrations decreases
the surface tension, underlining the amphiphilic character of these systems.

8.2.1.2 Biomedical applications

a) Antibacterial activity

Evaluation of antibacterial activity of cationic polymers (7, 9 and 12) has
been tested in S. aureus (Gram +) and E. coli (Gram -) (Table 8.2). These

activities have been compared with others similar dendritic systems.

Table 8.2 Antibacterial activity of different dendtritic systems.

Gram-negative Gram-positive
Dendritic Number of - :
Mw . Escherichia coli Staphylococcus aureus
systems (g/mol) f“g”rcc}:l%';a' (CECT 515) (CECT 240)
MIC (ppm) | MBC (ppm) | MIC (ppm) | MBC (ppm)

PCS-1-SiNMesl @ | 16000 33 16 16 4 4
PCS-2-SiNMejsl (7) 10000 16 16 16 2 2
SiG,(SiNMe;l);s @ | 6303.7 16 16 16 8 8
PCS-2-SNH;CI (9) 8600 16 128 128 32 32
PCS-2-SNMej;l (12) 10700 16 256 256 32 32
SiG,(SNMesl),;g @ | 5437.45 16 16 64 16 128

MIC: minimum inhibitory concentration; MBC: minimum bactericidal concentration
(a) Data found in literature.*®
(b) Data found in literature.**

These results show that just the polymer synthesized via hydrosilylation (7)

improves its antibacterial activity with respect to its analogous dendrimer. The
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rest does not represent an improvement in the attempt to find dendritic systems

with shorter and less expensive synthetic procedures.
b) Antiviral activity

Biocompatibility and antiviral activity of anionic polymers (16-19) have

been evaluated.

Their toxicities have been studied in different cell cultures, HEC-1A and
TZM-bl. The polymer 19 was discarded for further evaluation, due to its low
biocompatibility profile that prevents their use as antivirals in the usual

concentrations.

Inhibition of infection was measured through luciferase activity detection in
a TZM-bl cell line in pre-treatment experiments. Cells were pre-treated with the
maximum no toxic concentration of polymers, and infection with X4 and R5

strains was performed (Table 8.3).

Table 8.3 Inhibition of the HIV infection in pre-treatment against X4 and R5 strains in
TZM-bl cell line.

Dendritic Number of Concentrations % of inhibition
functional
systems groups ppm (ug/ mL) UM X4 R5
PCS-1-SCOONa (16) 33 11 1 99 75-80
PCS-2-SCOONa (17) 16 8 1 70-80 55-60
PCS-1-SSO3Na (18) 33 1.2 0.1 90 50-60
SiG,(SSO3Na);6. @ 16 2.2 05 95 80

(a) Data found in literature.™

Results show that these polymers are able to inhibit infection with the
selected trains when they are used in pre-treatment. The best inhibition was
observed for the polymer 16 with peripheral carboxylate groups, which often
have less activity than sulfonate groups. However, increased activity may be due
simply to the higher concentration used compared to the sulfonate systems, and

not to a higher number of active groups.

In these systems, the same antiviral activity profile found for spherical

dendrimers was observed. That is, in any case, inhibitions of 100% were not
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achieved in both viral strains. However, the use of combination therapy with any
antiretroviral or dendrimer,** could lead to identical results to that achieved for
spherical dendrimers, but with the advantage of using simple, less time- and cost-

consuming synthetic routes.

8.2.2 Hybrid dendrimers

A series of hybrid dendrimers were prepared, constituting a new example of
the synthetic “onion peel” approach to induce possible synergic effects in
biomedical processes. Two Kkinds of systems have been synthesized: (a)

phosphorus-carbosilane dendrimers and (b) phosphorus-viologen-carbosilane

dendrimers.
OHC CHO
" S ..
CIEL S Meh_éf;/lm ‘\@\0\?‘/’8 M:N- é\;o/@(:

A
N md ~Np? R
0/P/ dp\) d\)Q
»'? %0 s 4{? N %o N-we
1y ’ e Me N0,
cr, e S:r\m om/@% " 0 \@L;
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OH OH:
Generacion 0 (Go) (111) Generacion 1 (G,) (1V) Generacion 1c (G,,) (V)
H N‘N/ H;N\N/
iy
N\PéN
A
HN O\

N;P;(NMeNH,)¢ (V1)

Figure 8.2 Cores based on phosphorus atoms (111-V1).

The cores are based on different systems of phosphorus atoms widely
described in literature (Figure 8.2)." The viologen fragment has been used in the
literature as herbicides presenting important risks for human health due to their

high toxicity. However, when viologen is included in a dentritic structure, several

397



Chapter 8

biomedical properties such as citotoxicity, hemotoxicity, antibacterial and
antiviral activity are improved.” Finally, different carbosilane dendrons have

been used as building block for obtaining the hybrid systems.

Some carbosilane dendrons here used, have been described in the

literature,® but others have been synthesized according to the following

procedure (Scheme 8.2):
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Scheme 8.2 Synthesis of cationic carbosilane dendrons (32-33) and neutral (28-29) or

cationic (30-31) dendrons with viologen at the focal point.

8.2.2.1 Synthesis and characterization of spherical dendrimers

I.  Phosphorus-carbosilane hybrid dendrimers
To generate spherical hybrid dendrimers two types of reactions were used

(Scheme 8.3):
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A) CONDENSATION AND REDUCTION

Ngi THF NaBH,
PsN;LO cHo| (I NS - . NP o@ Ngi
3 3< O >( ) + HN éR)Z 3P; H/\/\/s%@2

MgSO; THF/MeOH
50°C

6

/\s/\/NM92 (v /\s/\/NMez (38)

R= /\//Si\/\/NMez (IX) R = /\//Si\/\/NMez (39)
| |

AN ANHBoe (22) i NHBoC (40)

| B /\/\;\Si ~_NMe,
N;P;+O C=N-N-P{O CHO +  HN s
2
2

6
Gie(V) THE | Maso, (viy
50°C

THF/MeOH l NaBH,

| § N
N3P3<O@ﬁ:N—N—P<O@NWSi</\S/\/NMe2 >>
H
22/

41)

6

B) SUBSTITUTION

AN
| Si NM
N3P3‘<04©7C:N—N—Pl\/CI> n HOOO/\/\/ |e/\s/\/ eZ)
H Cl 2
6
G4(IV) (X

THE | Cs2€0s
50°C

Z
o0
/_‘h\
(@]
i
i
i
X
(o]
og
]
U}
z
=
2
N

()

Scheme 8.3 Synthesis of neutral hybrid spherical dendrimer through A)
condensation and reduction (38-41) and B) substitution (42).

(A) Condensation reaction: on the one hand, phosphorus dendrimers with

aldehyde groups on the surface (Go (I11) and G,c (V)) and in the other hand,

carbosilane dendrons with amino groups (-NMe, or -NHBoc) on the periphery

and NH, group at the focal point (VII, 1X, 22) were used. The formed imine

bond is unstable in water suffering hydrolysis, and reversed reaction can occur

over time. To avoid this, a selective reduction of such bond was made, leaving

new amino groups inside the dendritic skeleton.
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(B) Substitution reaction: In this case phosphorus dendrimer with P-ClI
groups on the surface (G, (1V)) and carbosilane dendrons with -NMe, groups in

the periphery and a phenol group at the focal point (X111) were used.

For the formation of water-soluble cationic dendrimers, we proceeded to the
quaternization of the amino groups with HCI, giving rise to pH-dependent

systems (see Scheme 8.4).
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Scheme 8.4 Synthesis of cationic hybrid spherical dendrimer (43-47).
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In the case of dendrimers synthesized by condensation reaction and
subsequent reduction, outer amino groups (-NMe,) and inner amino groups (-
NH-) are prone to be quaternized affording charges both outer and inner of the
dendritic skeleton. However, for dendrimers built from substitution reactions,

only peripheral positive charges are found.
Il.  Phosphorus-viologen-carbosilane hybrid dendrimers

For the synthesis of hybrid spherical dendrimers, G1 and G2 dendrons, 28
and 29, with an aldehyde group at the focal point were linked to the
NsP3[N(Me)NH;]e core. Finally, deprotection of these terminal amino groups and
the change of counterion from PF¢ to CI lead to water-soluble systems. For these
dendrimers two kinds of cationic groups were included: those located at the
branches of the quaternized viologen units and those related to the ammonium

groups at the surface of carbosilane wedges (Scheme 8.5).
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Scheme 8.5 Synthesis of hybrid spherical dendrimers 53-58.
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8.2.2.2 Biomedical applications
I. Phosphorus-carbosilane hybrid dendrimers
a) Antibacterial activity

Evaluation of antibacterial activity of cationic polymers (43-47) has been

tested in S. aureus (Gram +) and E. coli (Gram -).

The phosphorus-carbosilane hybrid systems present low antibacterial

capacity for the first generation systems, being negligible in the second one.
b) Systems as transfecting agents

Initially, evaluation of the toxicity in peripheral blood mononuclear cells
(PMBCs) of this family (43-47) has been tested. The dendrimers 43 and 44 were

discarded for further evaluation, due to their low biocompatibility profiles.

Dendrimers 45-47 are able to form dendriplexes with anti-HIV siRNA
(siNef) and antitumoral siRNA (Bcl-xI) and their stability were studied by
electrophoresis and fluorescence polarization. All systems form nanoconjugates

with siRNA with suitable biocompatibility.

However, the system 47 results to afford less stable situations at similar
loading ratios. In addition, all of them have shown to afford nanoconjugates less
stable than those formed with dendrimers based on precursor carbosilane or
phosphorus atoms. This fact may explain the moderate inhibitions obtained in

HIV infection experiments (Figure 8.3).
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Figure 8.3 Inhibition of p24 antigen by dendriplexes siNEF/ 45-47.
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Il. Phosphorus-viologen-carbosilane hybrid dendrimers

It is important to point out the risks of viologen derivatives for human
health due to its high toxicity.*® However, when this monomer is introduced as a
building block for the design of polycationic dendrimers, several biomedical

properties are improved as it was mention before."’
a) Antibacterial activity

Evaluation of antibacterial activity of cationic hybrid dendrimers (55 and
56) has been tested in S. aureus (Gram +) and E.coli (Gram -). These activities
have been compared with others similar dendrons with or without viologen units
at the focal point (30-33) (Table 8.4).

Table 8.4 Antibacterial activity of hybrid spherical dendrimers (55-56) and cationic
carbosilane dendrons (30-33).

Gram-negative Gram-positive
Dendritic charges (CECT 515) (CECT 240)
systems :
(int+ext)
(f.point+ ext) MIC MBC MIC MBC

ppm | um | ppm | KM | ppm | oym | pPM [ M
Dendrimer 55 12+12 8 151 8 151 2 0.38 4 0.75
Dendrimer 56 12+24 16 1.85 16 1.85 8 0.92 8 0.92
Dendron 30 2+2 2 2.39 4 4.79 1 1.20 1 1.20
Dendron 31 2+4 8 6.04 8 6.04 4 3.02 4 3.02
Dendron 32 1+2 2 3.69 4 7.39 0.5 0.92 4 7.39
Dendron 33 1+4 8 7.26 8 7.26 4 3.63 8 7.26

The results show that the incorporation of viologen fragment to the
dendritic scaffold dramatically improves its antibacterial capacity, obtaining the

best result for the first-generation system 55.
b) Biological properties

Biocompatibility and hemolysis studies of dendrimers 55 and 56 have also

been performed. In order to assess the effect of hybrid dendrimers on eukaryotic
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cells, Chinese hamster fibroblasts (B14 cell line) and PMBCs were chosen and

MTT assay were performed for this study (Table 8.5).

Table 8.5 Key features of dendritic structures and toxicity values of hybrid dendrimers
55 and 56.

Dendrimer G, Terminal Outer Inner Toxicity (uM) Qell
groups charge charge line
. TCso> 10
55 1 NH; 12 12 TCo =5 B14
+ TCs =1
56 2 NH; 24 12 TCo = 0.1 B14

The interaction of these systems with plasma proteins like human serum
albumin (HSA) has been confirmed by various techniques. These results show an
interaction more pronounced with the second generation dendrimer 56, which

shows a stronger change in the secondary structure of HSA than in case of 55.

Although the observed biological behaviors were mainly related to the
presence of outer positive charges, in some cases the inner positive charges acted

as fine tuning factor.

8.2.3 Carbosilane dendrons with DO3A at the focal point

New bifunctionalized carbosilane dendrons have been designed. The
topology of these systems allows them to have ionic peripheral groups for a
therapeutic action, but in addition, an excellent chelating agent DO3A at the
focal point, which may form extremely stable complexes with a large number of

metal ions.

8.2.3.1 Synthesis and characterization

The synthesis of a variety of ionic carbosilane dendrons with different
peripheral functions (NMe, HCI, SO;Na and COONa) and DO3A at the focal
point is described in the following (Scheme 8.6). These dendrons were
synthesized from carbosilane vinyl dendrons BrGnVm from generations 1-3 with

2, 4 and 8 terminal groups respectively at the periphery, by substitution of the
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bromide atom at the focal point with CYCLEN ligand and functionalization of

the vinyl groups via thiol-ene click chemistry with different reagents.
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Scheme 8.6 Synthesis of neutral (amine or ester) and ionic (amine, carboxylate, or
sulfonate) -terminated dendrons with protected and unprotected DO3A at the focal

point.

All these compounds have been isolated and characterized mainly by NMR
experiments. The complexation behavior study of these dendrons has been
accomplished by UV-Vis and electron paramagnetic resonance (EPR)

spectroscopy as well as potentiometric titrations.

The presence of the dendron branches modify the complexation capacity of
the macrocyclic ring respecting to that of DOTA and DO3A ligands. Also, a
different behavior has been observed for the carboxylate-terminated dendrons
against the analogous sulfonate- or amine-terminated dendrons respecting to the

contribution of the branches and peripheral groups to the coordination modes.
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Subsequently, copper complexes were isolated (Scheme 8.7) and their

biomedical properties were studied.

o SVR> S\/R>
)
OH " o m
/'l_\

Cu(NO3),
E ) v (@
OH
H=4-6
>\\/N N\/& P >K/N N\/&

R=COONa R =(CH;),SO3Na R = (CH;)NMe,.HCI R=COONa R = (CH2);SOsNa R = (CH,)NMe,.HCI
n=2 m=4 (69) n=2 m=4 (75) n=2 m=4 (84) n=2 m=4 (86) n=2 m=4 (88) n=2 m=4 (90)
n=3 m=8 (70) =3 m=8 (76) n=3 m=8 (85) n=3 m=8 (87) =3 m=8 (89) n=3 m=8 (91)

Scheme 8.7 Synthesis of ionic copper complexes (86-91).

8.2.3.2 Biomedical applications

The inclusion of metal fragments in the dendritic skeletons with the goal at
increasing their biomedical properties is another alternative that can be

explored.”
a) Antibacterial activity

For that, cationic and anionic dendrons of second generation in presence
and absent of copper (75, 84, 88 and 90), were evaluated as antibacterial agents

against Gram + and Gram - bacteria.

From this study, the antibacterial activity is the result of the cationic groups
at the periphery, where the presence of copper atom do not improve such activity.
This later feature may be ascribed to the formation of very strong complexes,

trapping the metal and making it not available to act.
b) Antiviral activity

In vitro studies were performed to evaluate the safety, biocompatibility,
anti-HIV ability and mechanism of these bifunctionalized anionic carbosilane

dendrons.

Toxicity evaluation of anionic compounds (70, 76, 87 and 89) has been

carried out in different cell cultures, including epithelial cell lines (HEC-1A and
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TZM-bl) and primary cultures as PBMC. All compounds by themselves were not
toxic at the studied concentrations up to 20 uM in PBMC and TZM.bl cells.

ECso values were measured to know the efficiency of each compound
against HIV-1-infection in our in vitro model. A range of dendron concentrations
were tested against X4-HIV-1y143 and R5-HIV-1y apg) strains and they have
demonstrated potent and a broad-spectrum anti-HIV-1 activity for in vitro

experiments (Table 8.6).

Table 8.6 50% effective concentration (ECsg) of dendrons in TZM-bl cells.

HIV X4 HIV R5
Used system
ECso (ULM)

DO3AG;3(SCOONa)g (70) 0.031 + 0.004 0.57 +0.09
DO3AG3(SCOONa)g.Cu (87) 0.0478 + 0.009 0.44 +0.09
DO3AG;(SSO3Na)g (76) 0.015 + 0.006 0.07 +0.02
DO3AG3(SSOsNa)g.Cu (89) 0.019 + 0.006 0.05 +0.01
NH,G3(SSO3Na)g 0.080 + 0.009 0.20 +0.04

Mean 50% effective concentrations (ECsy) of dendrons obtained in vitro in the TZM-bl cell line after
infection with R5-HIV-1y, apg, X4-HIV-1y43. Data are shown as the mean + SD from three independent

experiments performed in duplicate.

Several experiments show that these systems act at the entry level, by
interaction with virus receptor instead of cell receptors. This behavior means a

virucidal activity.
c) Systems as transfecting agents

Initially, evaluation of the toxicity in PMBCs of cationic dendrons (85 and

91) has been tested, showing acceptable biocompatibilities about 5 uM.

After ability to form dendriplexes between anti-HIV siRNA (siNef) or
antitumoral siRNA (Bcl-xl) and dendrons (85 and 91), their corresponding

stability was studied by electrophoresis and fluorescence polarization. All
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systems are able to form nanoconjugates with SiRNA with appropriate

biocompatibility.

The nanoconjugate stability with different siRNA towards heparin was

similar to that observed in hybrid spherical dendrimers. Moreover, the degree of

protection against nucleases seems to be lower than those of the carbosilane

spherical dendrimers, probably due to their different topologies.?* However, a

functional assay would be needed to confirm its efficacy as transfecting agents.

8.3 CONCLUSIONS

The scientific work here performed, has led to the following conclusions:

408

Synthesis and characterization of a new polymer matrix with aromatic
rings through a reaction of polycondensation of the monomer 2 of type
AB, has been accomplished. The matrix has a high degree of branching as
the DB parameter shows, along with a low polydispersity value (PDI =
1.4). The polymer has a molecular weight close to a third generation
carbosilane homodendrimer and a number of functional groups similar to
the second generation. This means a lower density of peripheral functional
groups in the hyperbranched polymer compared to spherical dendrimer
anologue. In addition, flexiblility of this system (Tg =~ - 68°C) is slightly
reduced respecting to the other polymer used (PCS-1-A (111), although
providing higher thermal stability probably due to the presence of the

aromatic ring.

. Water-soluble ionic carbosilane hyperbranched polymers have been

prepared from two polymeric matrices. For cationic systems, two synthetic
methodologies have been used, hydrosilylation and thiol-ene addition
reactions. This allows studying the influence of incorporating sulfur atoms
in their structure for future biomedical applications. In the case of anionic
systems, only the thiol-ene methodology was used, which proceed under
smooth reaction conditions and short reaction times. The corresponding
hydrosilylation reactions failed for the synthesis of anionic compound

even under harsh reaction conditions.



VI.

VII.

Summary and conclusions

The study of antibacterial ability of cationic polymers (7, 9 and 12) shows
that just the polymer synthesized via hydrosilylation 7 presents better
activity than its spherical dendrimer analogues. This system, because it is
prepared under simple and economic synthetic procedures, could be

considered as a viable alternative to the use of dendrimers.

. The study of the biocompatibility of anionic hyperbranched polymers (16-

19) in different cell cultures makes possible to correlate this behavior with
the structural characteristics of the matrix and the nature of their
functional groups. Hence, polymers containing aromatic groups in the
backbone and sulfonate groups at the periphery showed to have higher

toxicity.

From the antiviral studies of biocompatible anionic hyperbranched

polymers 16-19, the following conclusion can be described:

(i) All of them show good activities against the X4 viral strain and

moderate values for R5 strain.

(i1) Polymer 16 with peripheral carboxylate groups functionalized via
thiol-ene protocol showed the best activity. Similar results have been
obtained compared to the analogue spherical dendrimers, but with the
advantage of using systems prepared with easier synthetic procedure, both

in time and cost.

Carbosilane dendrons have been synthesized with different reactive
groups at the focal point and amino groups at the periphery. These systems
have been used as building blocks to generate a variety of hybrid spherical

cationic dendrimers through the synthetic protocol so-called "onion-peel™.

Synthetic protocols for the preparation of two set of hybrid dendrimers
have been performed. The first one consisted on cationic hybrid
phosphorus-carbosilane dendrimers based on a polyfunctional phosphorus
core and carbosilane dendrons at the periphery of the skeleton. By using

condensation and reduction reactions, outer and inner positive charges
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VIII.

XI.

XII.
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were included in the dendritic skeleton, however, by means of sustitution
reaction only external positive charges were added. For the second family,
three different building blocks were used for the final structure: a
polyfunctional core based on phosphorus atoms, viologen units in the
branches and carbosilane dendrons at the periphery. Here, the presence of
positive charges on the viologen units induced differences in the behavior
respecting the phosphorus-carbosilane hybrid dendrimers and the

corresponding homodendrimers.

The phosphorus-carbosilane hybrid systems present low antibacterial
capacity for the first generation systems, being negligible for the second

one.

. Of all phosphorus-carbosilane systems prepared, three hybrid systems 45-

47 were chosen as transfecting agents capable of forming nanoconjugates
with siRNA with suitable biocompatibility. However, system 47 results in
less stable situations at similar charge ratios. In addition, all of them give
rise to less stable nanoconjugates than those formed with dendrimers
based on carbosilane or phosphorus atoms precursors. This fact may

explain the moderate inhibitions obtained in HIV infection experiments.

The incorporation of viologen fragments to the dendritic scaffold
dramatically improves its antibacterial capacity, obtaining the best result
for the first-generation system 55. This system provides a compromise

between toxicity and efficacy, leading to a promising therapeutic index.

Cell viability of systems 55 and 56 compared to the analogous
phosphorus-viologen dendrimers tentatively suggested that the toxicity is
related to the number of outer charges with a secondary contribution
caused by internal charges. However, regarding the hemotoxicity no
correlation with the number of positive charges and their different location

were observed.

Interaction of hybrid dendrimers with the HSA protein is more

pronounced for the case of the second generation dendrimer 56, which
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XII.

XIV.

XV.

shows a stronger change in the secondary structure of HSA than the first
generation system 55. Probably, the largest number of positive external
charges may be the responsible of this effect, being inner charges less

relevant.

A synthetic protocol for the preparation of a family of dendrons containing
ionic groups (-COONa, -SOs;Na and -NMe, HCI) at the periphery and a
chelating agent DO3A the focal point has been designed. The coordinating
capacity of all these systems was analyzed using Cu(ll) as a probe through
different techniques such as UV-Vis and EPR, which allowed describing

the different coordination modes of Cu(ll) in these structures:

(1) At lower Cu concentrations, the coordination occurs preferably on the
DO3A ligand.

(i) For higher concentrations the coordination moves to dendritical
peripheral positions in the case of carboxylate-terminated dendrons. For
sulfonate- or amine-terminated dendrons week or no coordination is

observed.

The studies of mechanism of action indicate that they act in the early
stages of the infection. Internalization assay in parallel with the inhibition
tests, together with the experiment in HEC-1A monolayer, indicate that
these systems do not prevent virus entry into the cell, but exhibit virucidal
activity. That is, dendrons 70 and 76 bind to the virus via interaction with

viral receptors, however, do not interact with cellular receptors.

Third generation cationic dendrons 85 and 91 showed acceptable
biocompatibilities about 5 uM. They are able to form nanoconjugates with
different siRNA, with similar stability against heparin to those observed
for hybrid spherical dendrimers and carbosilane homodendrimers.
Moreover, the degree of protection against nucleases seems to be lower
than those shown by the spherical carbosilane dendrimers, probably due to

their different topologies, which makes condensation of the nucleic
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material less efficient for the case of dendrons. However, a functional

assay would be needed to confirm their efficacy as transfecting agents.

XVI. Finally, it has been found that the metal coordination in this ligand is very
strong, giving rise to very stable complexes and therefore, precluding any
therapeutic activity associated to the metal behavior. Nevertheless, this
feature opens the door for the use of these systems as chelate agents for
the treatment of neurodegenerative diseases based on the metal ion
hypothesis or the coordination of other metals like Ga or Gd, as image

contrast agents.
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