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RESUME� 

 

Los dendrímeros son macromoléculas monodispersas que se caracterizan por presentar 

una estructura tridimensional bien definida y un alto número de grupos terminales que 

les brindan propiedades únicas de solubilidad y multifuncionalidad. Dichas 

características abren una amplia gama de aplicaciones potenciales en el área de 

medicina (diagnóstico y aplicaciones terapéuticas1), así como en otras áreas de la 

química y la ingeniería de materiales. Especialmente en el área de farmacia, donde 

existe un serio problema de hidrofobicidad que limita la eficiencia de muchos fármacos, 

los dendrímeros han sido estudiados para actuar como potenciales acarreadores-

liberadores de fármacos, ya sea mediante la formación de conjugados (uniendo 

covalentemente fármaco-dendrímero) o vía complejos de inclusión mediante 

interacciones no covalentes.2 

En este contexto, el presente trabajo describe por un lado, la síntesis del PAMAM G2.5 

funcionalizado con el tris(hidroxi-metil-aminometano) (TRIS) (dendrímero 4) para la 

formación de conjugados dendriméricos; y por otro, la síntesis de dos nuevos 

dendrímeros de amino-éster con terminales de ácido carboxílico (dendrímeros 9 y 13) 

estudiados como potencializadores de la solubilidad de fármacos. 

Para la formación de los conjugados dendriméricos, la reacción de sustitución con el 

TRIS de las terminales metil éster por hidroxilos en el PAMAM G2.5, permite tener 

grupos hidroxilo en la periferia, lo que le brinda completa solubilidad en agua, previene 

interacciones no especificas con las paredes celulares (en consecuencia disminuye la 

citotoxicidad) y además en un solo paso de reacción deja grupos adecuados en la 

superficie para anclar moléculas vía enlaces éster, en este caso de ácido fólico (AF, que 

actúe como anzuelo ya que las células cancerígenas tienen sobreexpresados los 

receptores folato) y de metotrexato (MTX, fármaco anticancerígeno). 

La reacción de acoplamiento del AF y del MTX al dendrímero 4 se realizó en un solo 

paso, dejando al azar la distribución de estas moléculas en el conjugado. Como 

resultado se obtuvieron dos conjugados dendriméricos completamente solubles en agua, 

uno que solo contiene MTX y otro que tiene tanto moléculas de AF como de MTX. 

Ambos conjugados, de acuerdo a los resultados de los estudios in vitro para determinar 

el porcentaje de inhibición del crecimiento celular en diferentes líneas celulares 
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cancerígenas humanas, así como en células sanas MT-2 (linfocitos humanos), indican 

que el porcentaje de inhibición del MTX en los conjugados es muy similar al del MTX 

(disuelto en DMSO) libre en células cancerígenas, pero la citotoxicidad hacia las MT-2 

decrece drásticamente e incluso en el caso del conjugado con AF y MTX favorece el 

crecimiento de esta línea celular. En este mismo escenario se probó la formación de 

conjugados con el Taxol, sin embargo, la cantidad tan baja de fármaco anclado sólo 

permitió obtener  resultados cualitativos, evidenciando el incremento de solubilidad de 

este fármaco en agua. 

Por otro lado, los nuevos dendrímeros amino-éster con terminales de ácido carboxílico 

sintetizados (dendrímeros 9 y 13) y sus posibles productos de degradación demostraron 

ser inocuos de acuerdo a la evaluación in vitro del % de inhibición en la línea celular 

sana MT-2. Si bien estos dendrímeros no pueden actuar como agentes encapsulantes, si 

demostraron potencializar la solubilidad del MTX en medios acuosos a pH 7 y 7.4 

mediante la formación de estructuras supramoleculares y ambos presentan una 

liberación del fármaco al bajar el pH. Estos dendrímeros han demostrado, además de 

solubilizar al MTX, mantener la citotoxicidad de éste hacia diferentes líneas celulares 

cancerígenas y abatirla en la línea sana MT-2. 
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ABSTRACT 

 

Dendrimers are monodisperse macromolecules characterized by a well-defined three-

dimensional structure and a high number of peripheral groups that provide them unique 

properties of solubility and multifunctionality. These features open a wide range of 

potential applications in the field of medicine (diagnostic and therapeutic applications1) 

as well as in other areas of chemistry and materials engineering. Especially in the 

pharmaceutical area, where hydrophobicity is a serious problem because it limits the 

efficiency of many drugs, dendrimers have been designed to act as potential drug 

delivery systems, either through conjugates formation (covalently linking drug-

dendrimer) or via inclusion complexes by noncovalent interactions.2 

In this context, this work describes on one hand, the synthesis of G2.5 PAMAM 

functionalized with tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS) (dendrimer 4) for the 

formation of drug conjugated dendrimer, and secondly, the synthesis of two new amino-

ester dendrimers with carboxylic acid as end groups (dendrimers 9 and 13), these were 

probed as solubility enhancers of drugs. 

The dendrimeric conjugate was achieved by the substitution reaction of methyl ester end 

groups in PAMAM G2.5 with TRIS, thereby leaving hydroxyl groups on the periphery, 

improving in this way the solubility in water, preventing nonspecific interaction to the 

cell walls (and thus decreases the cytotoxicity). Also, in a single step reaction, the end 

groups on the surface are ready to anchor molecules via ester bonds. In this case we 

attach folic acid (FA, acts as target moiety because cancer cells over expressed folate 

receptors) and methotrexate (MTX, anti-cancer drug).  

The coupling reaction of FA and MTX on dendrimer 4 was performed in one step, 

leaving a random distribution of these molecules in the conjugate. As a result, we 

obtained two dendrimeric conjugates completely water soluble; one containing only 

MTX and the other conjugate bearing both AF and MTX. According to the results of in 

vitro studies to determine the percentage of inhibition of cell growth in human cancer 

cell lines, as well as healthy cells MT-2 (human lymphocytes), the percentage of 

inhibition of MTX in conjugates is very similar to free MTX (dissolved in DMSO) 

towards cancer cells, but cytotoxicity towards MT-2 decreases drastically and even in 

the case of AF combined with MTX promotes growth in this cell line. In this scenario, 

we tested the formation of conjugates with Taxol, however, the amount of loaded drug 
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was not enough for quantitative characterization, and only qualitative results show the 

increased solubility of the drug in water.  

On the other hand, the new amino-ester dendrimers with carboxylic acid end groups 

(dendrimers 9 and 13) and their possible degradation products could be considered as 

innocuous, according to in vitro evaluation of percentage of inhibition in healthy cells 

lines MT-2. While these dendrimers cannot act as encapsulating agents, they can 

virtually enhance the solubility of MTX in aqueous medium at pH 7 and 7.4, by means 

of formation of supramolecular structures and both show the release of the drug by 

lowering the pH. These dendrimers have shown also the solubilization of MTX, 

maintaining its citotoxicity towards different cancer cell lines, but decreasing in the 

MT-2 cell line. 
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CAPÍTULO I. I�TRODUCCIÓ� 

 

En nuestro país, como en muchos otros países en desarrollo, las cifras de muerte debido 

al cáncer son alarmantes, en el año 2006 se publicaban las siguientes: 

• Cada dos horas muere en México una mujer por cáncer cérvicouterino 

• Diez mujeres fallecen diariamente por cáncer de mama en México 

Y tras casi 5 años la situación no ha cambiado, se pronostica que en los años 

subsecuentes se convierta en la segunda causa de muerte entre los hispanos. Esta 

enfermedad, que se caracteriza por el crecimiento incontrolado y propagación de células 

anormales, puede prevenirse, sin embargo, debido a la falta de información y al mal 

seguimiento de los casos detectados tempranamente, la mayoría de las veces es 

necesario que los pacientes sean sometidos a diferentes tratamientos como cirugía, 

radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, terapia biológica o una combinación de 

éstos, dependiendo de factores como el tipo y ubicación del cáncer, de si la enfermedad 

se ha extendido, de la edad y salud general del paciente entre otros. Desafortunadamente 

la falta de especificidad de los fármacos anticancerígenos provoca daños en células y 

tejidos sanos y causa efectos secundarios que en casos extremos pueden llegar a generar 

otros tipos de cáncer por su alta toxicidad en el sistema gastrointestinal o el hígado. 

Dada la importancia del problema, a través del tiempo se han planteado diversas 

soluciones para aumentar la solubilidad y la especificidad de los fármacos, sin afectar su 

actividad farmacológica. Entre las posibilidades se plantea el uso de micelas, de 

liposomas, polímeros híper-ramificados y más recientemente de dendrímeros y 

polimerosomas. Aún cuando los más estudiados son los liposomas por la facilidad de 

síntesis, los dendrímeros poseen características que los colocan como los mejores 

candidatos para ésta y otras muchas aplicaciones como lo sugieren los numerosos 

estudios de Tomalia, Frechet y Baker Jr , entre muchos más. 
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Los dendrímeros están formados por un núcleo a partir del cual emergen capas 

concéntricas, que eventualmente generan una estructura globular con huecos interiores 

con ambientes químicos específicos (con posibilidad de encapsular moléculas de menor 

tamaño) y una superficie con un alto número de grupos terminales determinados a 

priori, que le brindan propiedades de solubilidad y multifuncionalidad únicas (permiten 

anclar vía covalente fármacos para formar un conjugado dendrimérico). Justamente 

estas características les abren una amplia gama de aplicaciones potenciales en medicina: 

como agentes de imagen, como acarreadores-liberadores de fármacos contra el cáncer o 

la artritis reumatoide, por mencionar algunas, y como agentes virales, siendo ésta última 

aplicación una realidad con VIVAGEL ®, uno de los pocos productos comerciales a 

base de dendrímeros. 

Con estos antecedentes, en el presente trabajo se estudiará la síntesis de dendrímeros de 

PAMAM y dos nuevos dendrímeros no citotóxicos a base de grupos amino y éster, 

completamente solubles en agua que permitan evaluar los dos escenarios del 

acarreamiento de fármacos hidrofóbicos: 1) la formación de complejos, mediados por 

interacciones intermoleculares, lo que permitirá la solubilidad del fármaco en agua sin 

inhibir sus propiedades anticancerígenas y reducirá la citotoxicidad en células sanas; 2) 

formación de conjugados dendriméricos, con los que se lograría el mismo objetivo pero 

además la liberación del fármaco sería más específica al requerirse de medios con pH 

ácido para el rompimiento del enlace dendrímero-fármaco. 

Este trabajo consta de 6 capítulos con las siguientes temáticas: En el 2° capítulo se 

presenta una revisión bibliográfica de la problemática del cáncer y del tema de 

dendrímeros, su síntesis y algunas aplicaciones en el área farmacéutica. En el capítulo 3 

se describen los objetivos generales y particulares. En el 4o se detalla la parte 

experimental, mientras que en el 5 se hace un análisis de los resultados de síntesis y 

caracterización de los dendrímeros obtenidos. Posteriormente, en el capítulo 6, se 

analiza la formación de los conjugados dendriméricos entre PAMAM G2.5 

funcionalizado con tris(hidroximetil)aminometano. Por un lado, con MTX (fármaco 

anticancerígeno) y AF (fungiendo como anzuelo); y por otro, con Taxol (fármaco 

anticancerígeno). Además, se presenta la formación de complejos entre los nuevos 

dendrímeros amino-éster y el MTX. Para ambos escenarios se realizaron pruebas in 

vitro, evaluando el porciento de inhibición en el crecimiento celular de los dendrímeros, 
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el fármaco y los conjugados y complejos. En las conclusiones se concentran los 

principales resultados del presente trabajo y finalmente se encuentran varios anexos con 

información espectroscópica y de otra índole complementaria. 



19 
 

CAPÍTULO II. A�TECEDE�TES  

 

2.1 Cáncer 

 

Uno de cada cinco hombres hispanos y una entre seis mujeres fallecerán de cáncer, 

convirtiéndose éste en la segunda causa de muerte entre la comunidad hispana. 

 

Se denomina cáncer a un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento 

incontrolado y la propagación de células anormales. Su causa se debe a factores tanto 

externos (tabaco, organismos infecciosos, alimentación deficiente, sustancias químicas 

y radiación) como internos (mutaciones heredadas, hormonas, problemas inmunitarios y 

mutaciones debidas al metabolismo). Los factores causales pueden ejercer su acción en 

conjunto o en secuencia para iniciar o promover la carcinogénesis. Aunque puede 

prevenirse, debido a la falta de información y al mal seguimiento de los casos 

detectados tempranamente, la mayoría de las veces es necesario que los pacientes sean 

sometidos a diferentes tratamientos como cirugía, radioterapia, quimioterapia, terapia 

hormonal, terapia biológica o una combinación de éstos, dependiendo de factores como 

el tipo y ubicación del cáncer, de si la enfermedad se ha extendido, de la edad y salud 

general del paciente entre otros. Frecuentemente estos tratamientos pueden dañar 

también células y tejidos sanos y causar efectos secundarios que en casos extremos 

llegan a generar otros tipos de cáncer; tal es el caso de algunos medicamentos 

empleados en quimioterapia que, aunque son muy efectivos, son altamente tóxicos para 

el sistema gastrointestinal o el hígado.1 

Si bien existe una gran diversidad en el tratamiento contra el cáncer, la quimioterapia es 

una de las mejores herramientas para combatir tanto el cáncer localizado como del 

metastásico. Sin embargo, a pesar de la alta eficacia que presentan los fármacos 

empleados, éstos no atacan de manera específica las células cancerígenas y se 

distribuyen en todos los órganos. Por ello es de gran interés modificar las vías de 

administración, creando nuevos vehículos que los hagan más específicos y que eviten 

que las células cancerígenas generen mecanismos de resistencia.2 
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2.1.1Fármacos anticancerígenos 

Como ya se dijo, uno de los tratamientos de mayor éxito contra el cáncer es la 

quimioterapia. Entre los fármacos anticancerígenos, cuyo uso es más recurrente, se 

encuentran los anti-metabolitos y los derivados de alcaloides. 

En términos generales, los fármacos anti-metabolitos son agentes químicos con 

estructura similar a un metabolito requerido por las células para reacciones bioquímicas 

normales, pero suficientemente diferentes como para lograr detener la división celular. 

Dentro de esta categoría se encuentran los análogos del ácido fólico (AF), como 

pemetrexed, trimetropim y metotrexato (MTX). Las estructuras de los anti-metabolitos 

y su similitud estructural con el AF se muestran en la figura 2.1. En negritas se resaltan 

las partes que conservan del AF. 
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Figura 2.1. Fármacos anti-metabolitos de ácido fólico. 

 

Por otro lado, los fármacos derivados de alcaloides son usados en el tratamiento del 

cáncer debido a que son capaces de inhibir la división celular al detener la dinámica 

(polimerización-depolimerización) de la tubulina, que es una etapa indispensable en el 

crecimiento celular. Entre los alcaloides más utilizados en terapia contra el cáncer están 

el paclitaxel o taxol, el docetaxel y la colchicina, cuyas estructuras se muestran en la 

figura 2.2. 



21 
 

OOCH3

NH

O

O

O

OCH3

Colchicina

O

ONH

OH

O

O
O

O

O

O

O

O

OH

OH
HO

H
H

Docetaxel

O

ONH

OH

O

O
O

O

O

O

O

OH

OH
O

O

Taxol  

Figura 2.2 Fármacos derivados de alcaloides 

 

El Metotrexato y el Taxol son fármacos de especial interés ya que han demostrado gran 

eficiencia terapéutica contra diferentes tipos de cáncer, sobre todo de ovario y de mama. 

No obstante, su uso clínico extensivo se ha visto mermado debido a la alta 

hidrofobicidad que presentan, lo que limita su aplicación por la necesidad de vehículos 

apropiados para su administración y liberación en el sitio y dosis requeridos. 

 

2.1.2 Metotrexato 

El Metotrexato,3 abreviado MTX y originalmente conocido como Ametopterina, fue 

descubierto en 1974 cuando el grupo de investigación liderado por Sidney Farber 

mostró que el MTX, análogo del AF, y desarrollado por Yellapragada Subbarao 

Lederle, producía mejoras considerables en niños con leucemia linfoblástica aguda.4 A 

partir de entonces se comenzó a investigar el uso de MTX contra otras enfermedades y 

hoy en día esta aprobado no solo para el tratamiento de cáncer en la sangre, sino para 

muchos otros tipos de cáncer como coriocarcinoma, leucemia linfocítica aguda, linfoma 

de células grandes, linfoma de alto grado, cáncer de cabeza y cuello, de mama, de 

vejiga, cáncer osteogénico y otras enfermedades como la artritis reumatoide, desordenes 

dermatológicos y algunas condiciones ginecológicas, entre otras.5 

El MTX tiene una estructura muy similar al AF, como se observa en la figura 2.1; 

debido a esta similitud compite por los sitios de reconocimiento del AF en la enzima 

dihidrofolato reductasa (DhFR). El AF debe ser reducido a ácido tetrahidrofólico por la 
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DhFR para la síntesis de timidina y nucleósidos necesarios para que la síntesis de ADN 

y la replicación celular ocurran. La inhibición competitiva de esta enzima bloquea la 

síntesis del tetrahidrofolato, produce el agotamiento de los nucleótidos precursores y 

por lo tanto la inhibición de la síntesis de ADN, ARN, timidilatosa (el timidilato es un 

éster del ácido timidílico que consiste en un grupo funcional fosfato, una pentosa 

(monosacárido) llamada desoxirribosa y una base nitrogenada llamada timina, que se 

enecuentra en las moléculas de ADN, indispensables para la división celular) y 

proteínas necesarias para el crecimiento celular. El MTX es específico en la fase S del 

ciclo celular, es decir, de la fase de síntesis, de replicación del ADN. Por lo tanto, tiene 

mayor toxicidad en células que se dividen más rápidamente, como las cancerígenas, las 

células de la mucosa oral y gastrointestinal, así como las células de la sangre y de la 

médula ósea, que son las que se replican más frecuentemente. 

Debido a la falta de especificidad y a las altas dosis empleadas en tratamientos contra el 

cáncer, el MTX causa serios efectos clínicos secundarios; los más frecuentes son 

anemia, neutropenia,b mielosupresión, mucositis, nauseas, vomito, hepatotoxicidad, 

entre otros.6,7 

Al igual que muchos fármacos, el MTX también presenta problemas de solubilidad y 

nula especificidad; esta problemática se ha tratado de minimizar al emplear acarreadores 

de fármacos: Ejemplos de éstos son la polilisina,8 nanocápsulas de poliacrilamida, 

nanopartículas de polialquil-cianoacrilatos, polietilénglicol,9,10 liposomas11 y la 

propuesta más reciente es el anclaje covalente del fármaco en la superficie de un 

dendrímero que actúe como acarreador, uniendo también moléculas sobre expresadas 

según el tipo de cáncer, como el AF o el anticuerpo herceptin (HER2)12, sin embargo, 

aún nada es concluyente al respecto. 

 

2.1.3 Taxol13 

El Taxol o Paclitaxel, fue descubierto por el Research Triangle Institute (RTI) en 1967 

cuando Monroe E. Wall y Mansukh C. Wani14 aislaron el compuesto que se encuentra 

en la corteza del árbol llamado Tejo del pacifico, taxus brevifolia, y observaron que 

                                                
a Timidilato 
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b Disminución de neutrófilos en la sangre, lo que predispone al organismo a infecciones. 
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poseía actividad antitumoral en un amplio rango de tumores. Desde entonces, ha sido 

empleado en el tratamiento de cáncer de pulmón, ovario, mama, colon, cabeza y cuello, 

melanoma múltiple, mieloma,15,16,17 y formas avanzadas del Sarcoma de Kaposi.18 

La estructura del taxol esta conformada por un diterpeno cíclico derivado del núcleo del 

taxano. Posee un anillo oxetano de cuatro miembros y una cadena amídica, como se 

puede ver en la figura 2.2. 

La alta eficiencia de este fármaco se debe a que actúa como agente de estabilización de 

los microtúbulos que promueven la polimerización de la tubulina. Al unirse el taxol a 

los microtúbulos impide que éstos se desensamblen y por lo tanto no se puede llevar 

acabo la separación de las nuevas células (unidas entre sí por los microtúbulos) en el 

proceso de mitosis. La división celular se detiene y la muerte es inducida. Sin embargo, 

su administración se ve obstaculizada por la poca solubilidad en agua. Para tratar de 

solucionar el problema, actualmente se emplean excipientes como el Cremophor EL 

(aceite de ricino polietoxilado) combinado con etanol o con polisorbato 80 (Tweeen 

80).2 Ambas combinaciones son biológica y farmacológicamente activas y se ha 

demostrado que su uso presenta efectos adversos clínicamente importantes, incluyendo 

reacciones de hipersensibilidad aguda y neuropatía periféricac. Otros de los problemas 

que presenta este fármaco es la falta de especificidad y las dosis elevadas que deben 

administrarse de éste para lograr el efecto terapéutico deseado. En la práctica clínica se 

han observado serias reacciones adversas tales como neurotoxicidad, reducción en la 

función de la médula ósea, lo cual puede resultar en anemia, ritmo cardiaco rápido o 

irregular, fiebres, escalofríos, dolor de la espalda, sensación de adormecimiento de las 

manos o pies, sangre en heces y orina, náusea, vómito, dificultad al respirar y pérdida de 

cabello, entre otras.13 

Existe entonces una necesidad clara de desarrollar formulaciones alternativas del taxol 

para mejorar su solubilidad en medios acuosos. Hasta ahora se han desarrollado varias 

propuestas como el uso de emulsiones,19 micelas,20 liposomas21, nanopartículas,22,23 

ciclodextrinas,23 pastas e implantes;24 polímeros hiper-ramificados.25 Sin embargo, aún 

ninguna muestra una clara superioridad, queda mucho trabajo por realizarse para 

encontrar el acarreador óptimo para aumentar la solubilidad del Taxol en medios 

acuosos y disminuir la citotoxicidad sistémica que presenta. 

                                                
c La neuropatía periférica es una insuficiencia de los nervios que llevan la información hasta y desde el 
cerebro y la médula espinal, lo cual produce dolor, pérdida de la sensibilidad e incapacidad para controlar 
los músculos 
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2.1.4 Terapia Macromolecular26 

El usos de las macromoléculas (polímeros lineales y ramificados, micelas poliméricas, 

liposomas y más recientemente los dendrímeros) como acarreadores de fármacos tienen 

su origen en los años 50 cuando Jatzkewitz, con la finalidad de desarrollar una 

formulación de liberación prolongada, unió covalentemente la mescalina al polímero 

poli-(N-vinilpirrolidona) con un dipéptido (glicil-L-leucina) como espaciador. Después 

de casi tres décadas, en 1986 Matsumura y Maeda reportaron que los conjugados 

poliméricos se localizan preferentemente en el tejido tumoral,27 lo que ha hecho de los 

conjugados una herramienta especialmente atractiva contra el cáncer.  

La mayor ventaja que presentan los conjugados macromoleculares es el incremento en 

la vida media de circulación dentro del organismo. La prolongación del tiempo de 

circulación les permite utilizar las anomalías vasculares de los tejidos de los tumores 

sólidos, gracias al efecto llamado “aumento de permeabilidad y retención” (EPR, 

Enhanced Permeability and Retention) que presentan. El efecto EPR facilita la 

extravasación y acumulación de medicamentos poliméricos más selectivamente en los 

tejidos tumorales, y esta selectividad puede conducir a mayores beneficios terapéuticos 

con menos efectos sistémicos adversos. Esto contrasta con los fármacos convencionales 

de bajo peso molecular, donde la concentración intratumoral disminuye rápidamente en 

paralelo con la concentración plasmática. El efecto EPR también entra en 

funcionamiento en los tejidos inflamatorios, lo que justifica el desarrollo y uso de esta 

clase de fármacos en enfermedades infecciosas e inflamatorias. 

De los diversos estudios realizados en el área de terapia macromolecular destacan dos 

aspectos que pueden hacer más promisorio su uso como acarreadores-liberadores de 

fármacos: 1) para favorecer la entrada de las macromoléculas a la célula y 2) para 

propiciar la liberación del fármaco mayoritariamente en el sitio adecuado.  

1. Específicamente hablando de macromoléculas solubles en medios acuosos, la 

biodistribución y velocidad de entrada en las células de los conjugados se puede 

manipular al incluir en los acarreadores moléculas anzuelo (anticuerpos, AF, 

etc.) para las que existan receptores en las células. De esta forma se puede hacer 

uso de los tres mecanismos de entrada a las células por endocitosis: fagocitosis, 

pinocitosis y endocitosis mediada por un receptor como se ilustra en la figura 

2.3.28 
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Figura 2.3 mecanismos de endocitosis de acarreadores macromoleculares. Destacando 

que la endocitosis mediada por receptor es la más rápida. 

 

2. Ya que las macromoléculas finalmente se localizan en el compartimiento 

lisosomal, es conveniente unir el fármaco al acarreador mediante un espaciador 

sensible al pH lisosomal, para que se libere en este sitio y a partir de ahí pueda 

ser redistribuido en la célula y ejercer su acción terapéutica. Los espaciadores 

que pueden ser incluidos además de los sensibles al pH, son aquellos que puedan 

ser degradados por alguna de las enzimas que contiene el lisosoma, por ejemplo 

secuencias de oligopéptidos como la secuencia glicilfenilalanilleucilglicil 

(GFLG), que es susceptible a la catepcina lisosomal B y se sabe que es estable 

en circulación.  

Las ventajas de la terapia macromolecular en comparación con la terapia convencional 

(fármaco libre) se resumen en la tabla 2.1.  

 

Tabla 2.1. Terapia convencional vs terapia macromolecular 

 

Terapia convencional 

 

Terapia Macromolecular 

 

Problemas de solubilidad                  � Mejora la solubilidad en agua 
Entrada celular por difusión              � Entrada celular por endocitosis (habilidad 

para superar la resistencia a las drogas) 
No tiene acumulación preferencial   � Acumulación preferencial en tumores 

sólidos 
Posible incorporación de anzuelo…� Marcaje efectivo (incorporación de 

anzuelos celulares e intracelulares) 
Rápida eliminación                           � Eliminación lenta 
Toxicidad sistémica no específica    � Decrece la toxicidad sistémica 
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2.2 Dendrímeros 

La estructura dendrimérica posee una geometría muy recurrente en la naturaleza y en 

nuestra vida cotidiana, generalmente cuando una propiedad necesita ser optimizada. Un 

ejemplo clásico29 son los motivos dendríticos que poseen los arboles, tanto en la 

superficie de la tierra como debajo de ésta. En la superficie para exponer el máximo de 

sus hojas a la luz del sol, que es indispensable para el proceso de fotosíntesis y bajo 

tierra una red dendrimérica de raíces es excelente para optimizar la captación de agua.  

 

Figura 2.4. Árbol mostrando la estructura dendrimérica sobre y bajo la tierra. 

Otros ejemplos son las células en el sistema nervioso central y en cerebro que crecen 

con estructuras dendríticas para la optimización de transferencia de información, entre sí 

y con el medio. 

Debido a las ventajas que las estructuras dendríticas presentan para la optimización de 

ciertos procesos, actualmente el estudio de los dendrímeros, como se demuestra por el 

crecimiento exponencial de publicaciones y los más de 100 nuevos dendrímeros, es una 

de las áreas de mayor crecimiento en la química moderna.30 

Con la primera síntesis controlada de un dendrímero por Vögtle31 y colaboradores en 

1978, nombrado por ellos como “molécula cascada”, se vislumbró el potencial que éstos 

tenían de actuar como contenedores de moléculas más pequeñas. A raíz de esto, 6 años 

después, el grupo de Tomalia32 reportó una nueva clase de polímeros con una estructura 

macromolecular bien definida con grupos amina internos y externos, llamándolos 

“dendrímeros”, siendo esta familia, conocida como PAMAM, la más ampliamente 

estudiada y con el mayor número de aplicaciones hoy en día.33,34,35 
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2.2.1Estructura y nomenclatura 

Un dendrímero (del griego dendrón=árbol y mero=parte) es una macromolécula 

altamente ramificada que presenta una estructura tridimensional bien definida con 

tendencia a la globularidad a altas generaciones. Estructuralmente está compuesto de 

múltiples unidades monoméricas perfectamente ramificadas que emanan radialmente 

del núcleo. Moviéndonos del núcleo hacia fuera, el número exacto de capas 

concéntricas o puntos ramificados definen las “generaciones”, nombradas como 1G, 2G, 

3G, etc. Así, en un dendrímero pueden diferenciarse tres partes:36 núcleo, interior 

(dendrones de xG) y grupos superficiales como se muestra en la figura 2.5. 

 

Figura 2.5. Estructura dendrimérica 

 

2.2.2 Síntesis de dendrímeros 

En la bibliografía, la síntesis de los dendrímeros se divide básicamente en dos métodos: 

divergente y convergente. Ambos consisten en una repetición de reacciones y cada 

repetición da lugar al crecimiento de una o más nuevas generacionesd. 

 

2.2.2.1 Método divergente 

En el método divergente37,38 el dendrímero es sintetizado desde un núcleo 

multifuncional que actúa como punto de partida, desde este núcleo comienzan a crecer 

las generaciones al hacerlo reaccionar con unidades monoméricas que constan de un 

sitio reactivo y dos o más no reactivos. Una vez que se realiza la primera adición, se 

purifica y funcionaliza la periferia para continuar el crecimiento, como se esquematiza 

                                                
d Cabe mencionar que la numeración de las generaciones no siempre es consistente, algunos autores se 
refieren al núcleo como G=0 y algunos otros la describen como el dendrímero después del primer ciclo de 
reacción. 
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en la figura 2.6. Esta secuencia de pasos se repite hasta alcanzar el crecimiento deseado 

o la generación de De Gennes39,40 en la cual por impedimento estérico es imposible 

continuar con un crecimiento perfecto. 

 

Figura 2.6. Esquema de síntesis divergente 

 

2.2.2.2 Método convergente 

El método convergente41 propuesto por Fréchet en 1990, surge para corregir las 

deficiencias que la síntesis divergente presenta, entre ellas la difícil purificación y la 

imposibilidad de detectar pequeños defectos estructurales en cada nueva generación. En 

el método convergente dos o más unidades periféricas se hacen reaccionar con otra 

unidad base simple que posee dos o más sitios activos y un sitio inactivo (punto focal). 

El producto es una nueva rama de mayor tamaño que es ahora activada en el punto focal 

para hacerse reaccionar con la unidad base. Estos pasos se repiten hasta que el dendrón 

alcanza el crecimiento deseado y finalmente se activa el punto  focal para hacerlo 
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reaccionar con un núcleo y obtener el dendrímero (figura 2.7). Con esta estrategia se 

limita el número de reacciones secundarias en cada paso, logrando así mejorar la 

purificación de los intermediarios y haciendo la síntesis del material libre de defectos. 

 

Figura 2.7. Esquema de síntesis convergente 

 

En términos generales se dice que la síntesis divergente presenta mayores problemas 

que la convergente.32 El mayor problema de la síntesis divergente se presenta cuando las 

reacciones no ocurren completamente, dando lugar a defectos estructurales que se 

acarrean hasta la última generación por que los defectos no pueden ser detectados a 

tiempo. Por ello, la pureza de los dendrímeros obtenidos en esta síntesis es gobernada 

por la estadística y al igual que para la síntesis convergente, esto se ve reflejado en la 

polidispersidad. En el caso de la síntesis convergente, debido a la disminución de pasos 

de síntesis, y a que el número de sitios reactivos se mantiene constante, es menos 

probable que existan defectos y los que se presentan son separados en el proceso de 

purificación, dando lugar a una síntesis libre de defectos. 
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2.2.2.3 Síntesis en doble etapa  

Se han desarrollado otras estrategias de síntesis que permiten obtener dendrímeros de 

mayor generación con menos pasos de reacción. La síntesis en doble etapa42 a grandes 

rasgos consiste en hacer crecer  un híper-núcleo por la vía convergente y paralelamente 

se crecen los dendrones con la misma estrategia para finalmente unirlos y obtener el 

dendrímero en menos pasos de reacción y con menor posibilidad de defectos 

estructurales, como se ilustra en la figura 2.8. 

 

Figura 2.8. Esquema de síntesis en doble etapa 

 

Existen otras técnicas como el crecimiento doblemente exponencial,43 que en principio 

representa mayores ventajas, sin embargo, aun con las ventajas que implican las 

diferentes estrategias de síntesis, los dendrímeros comerciales más conocidos y cuyo 

estudio es amplio en diversas áreas son obtenidos vía divergente. Dos ejemplos clásicos 

son los dendrímeros de PoliAMidoAMina44 (PAMAM) y el de PoliPropilenImina45 

(PPI), cuyas rutas de síntesis se muestran en las figuras 2.9 y 2.10 respectivamente. 
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Figura 2.9. Síntesis del dendrímero poliamidoamina (PAMAM) 
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Figura 2.10. Síntesis del dendrímero polipropilenimina (PPI) 
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Independientemente del método usado para sintetizar dendrímeros, las estructuras 

obtenidas son las macromoléculas con la más definida y perfecta estructura primaria que 

se conoce hoy en día. Además, son las únicas macromoléculas para las cuales se puede 

saber a priori su masa molecular (M), el número de grupos funcionales en la periferia 

(Z) y el número de puntos de ramificación en cada generación (BC), que corresponde al 

número de enlaces covalentes formados por generación, todo ello en función de la 

generación (G) y de las multiplicidades del núcleo (Nc) y de las ramas (Nb), de acuerdo 

a las siguientes ecuaciones.33 
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MRu  y Mt, se refieren a los pesos moleculares de la rama unitaria y de la rama terminal 

respectivamente. 

Como puede verse de la definición matemática de Z, se observa que el número de 

grupos superficiales crece de forma exponencial con G, mientras que el diámetro del 

dendrímero es una función lineal de G, esto dará lugar a una generación especifica, 

formándose una estructura geométricamente cerrada, y en esa misma generación el 

crecimiento completo del dendrímero será imposible, debido a que el volumen 

disponible para acomodar la siguiente generación es insuficiente.e 

 

2.2.3 Propiedades fisicoquímicas 

Debido a la estructura que presentan los dendrímeros y al alto control que se tiene en su 

síntesis, éstos exhiben propiedades claramente diferentes a sus análogos linealesf que se 

hacen evidentes a altas generaciones. Una de las más importantes para aplicaciones 

biomédicas es la monodispersidad, es decir, todas las moléculas poseen la misma masa 

molecular.  

                                                
e Cabe mencionar que la nomenclatura respecto a la Generación, es diferente según el autor, la aplicación 
de las ecuaciones anteriores es valida cuando a la primer capa se le considera como 0G, sin embargo, 
autores como Tomalia consideran a esa 0G como 1G. En el presente trabajo se seguirá la nomenclatura de 
los primeros autores, ajustando las ecuaciones para su correcta aplicación cuando sea necesario. 
f Entiéndase por análogo un polímero con la misma unidad repetitiva y de peso promedio equivalente al 
del dendrímero en comparación 
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Si bien es cierto que a bajas generaciones los dendrímeros aún son estructuras abiertas 

en formas de discos o cilindros compactos, a generaciones mayores a 4 la 

macromolécula adopta una forma más globular y compacta,46 lo que hace que su 

viscosidad intrínseca disminuya y la temperatura de transición vítrea sea baja. Además, 

dicha estructura sugiere que poseen diferentes microambientes en el interior y en la 

superficie. En el interior de la molécula se pueden formar cavidades en la zona central 

de la estructura o bien canales debido al doblamiento de las ramas, dependiendo de las 

multiplicidades del núcleo (Nc) y de las ramas (Nb), de su naturaleza hidrofóbica o 

hidrofílica y del disolvente, dando con ello la propiedad única de encapsulamiento.47 En 

la superficie otra de las características únicas de los dendrímeros se hace presente, ya 

que el número de grupos superficiales crece exponencialmente con la generación, 

favoreciendo así las interacciones con el disolvente, con diversas superficies, con otras 

moléculas o con entidades biológicas cuando es el caso, así mismo los grupos externos 

son los que definen la reactividad del dendrímero. Además, los grupos superficiales son 

susceptibles de funcionalizarse incorporando, por ejemplo, sitios de reconocimiento 

específico, o anclando diferentes moléculas anzuelo en función de la aplicación que se 

requiera.48,49 Así, las tres partes del dendrímero pueden ser diseñadas con precisión para 

obtener las propiedades deseadas según la aplicación del dendrímero50 (acarreamiento 

de fármacos, sensores moleculares, vectores, etc.). 

A diferencia de la mayoría de los polímeros, los dendrímeros presentan un efecto muy 

característico ante los cambios de pH debido a la presencia de grupos funcionales 

susceptibles de protonarse, lo que provoca una expansión o una contracción de la 

estructura según el tipo de interacciones; por ejemplo, los dendrímeros de PPI y 

PAMAM con grupos amina en la periferia y en el interior, a pH alto (pH 10) presentan 

una estructura compacta, adoptando una forma más esférica (globular) donde las fuerzas 

de repulsión entre las ramas dendriméricas y la superficie alcanzan un mínimo. A pH 

neutro, teóricamente, las ramas con terminales positivamente cargadas tienden a 

doblarse hacia el interior para interaccionar con las aminas terciarias internas.  

Finalmente, a pH bajo (pH=4) adoptan una conformación extendida debido a la 

repulsión electrostática entre las cargas positivas de los grupos amonio. La figura 2.11 

muestra las conformaciones teóricas que adoptaría el PAMAM G6 ante diferente pH.51 

Estos cambios conformacionales tan característicos de los dendrímeros sugieren, en 

aplicaciones de acarreamiento de fármacos, una liberación controlada por un cambio de 

pH, donde de un ambiente ligeramente superior al neutro (pH= 7.4) a uno ácido se 
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abriría la estructura, lo que permitiría la liberación del fármaco. 

 

 

Figura 2.11. Conformaciones del dendrímero PAMAM a diferente pH. a) pH alto, 

aminas no protonadas, b) pH neutro, aminas primarias protonadas y c) pH bajo, todas 

las aminas protonadas. 

 

En el mismo sentido, los dendrímeros también se ven afectados en su conformación 

debido a la fuerza iónica del medio. En el caso del PPI, estudios teóricos muestran que a 

altas concentraciones de sales en el medio generan una estructura compacta, mientras 

que a bajas concentraciones la estructura es abierta.52 Por lo tanto, la fuerza iónica es 

otro factor que puede emplearse como una fuerza motriz para la libración de sustancias.  

Otras propiedades fisicoquímicas de gran relevancia y que deben ser determinadas son 

el potencial ƺ, peso molecular, tamaño, carga superficial y numero de grupos 

superficiales, ya que de éstas depende el comportamiento de los dendrímeros en 

sistemas vivos y sus valores son comparables con los de entidades biológicas como 

proteínas, virus o bacterias.53 

 

2.2.4 Propiedades idóneas en sistemas biológicos 

Cuando los dendrímeros se diseñan con fines médicos (diagnostico o acarreamiento de 

fármacos) existen ciertas características básicas deseables para que puedan aplicarse en 

sistemas biológicos,33,54 y se enlistan a continuación: 

• Solubilidad en medios acuosos 

• Biocompatibilidadg y biodegradabilidad 

                                                
g Cabe mencionar que no existe una definición clara de biocompatibilidad, sin embargo, algunas de las 
características que esto implica son  la citotoxicidad y la hemocompatibilidad. 
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o No citotóxicos 

o No hemotóxicos  

• Biopermeabilidad (en algunos casos es necesario que tengan la habilidad de 

cruzar barreras, por ejemplo los intestinos, barreras de tejido sanguíneo, 

membranas celulares, etc.) 

• Capacidad de permanecer en circulación tiempos adecuados (los necesarios para 

tener el efecto clínico deseado) 

• No ser inmunogénicos 

 

Se ha visto que las características antes mencionadas dependen básicamente del tipo y 

número de grupos superficiales.55 Al respecto diversos estudios, principalmente 

realizados con el dendrímero PAMAM, han sentado las primeras generalidades que 

pueden resumirse como sigue:34 

 

� Biocompatibilidad: Se ha reportado que la citotoxicidad de los dendrímeros está 

relacionada con la masa molecular, la carga superficial y la concentración. En 

general a mayor concentración, mayor toxicidad. En cuanto a los grupos 

terminales, los dendrímeros neutros o aniónicos (específicamente PAMAM G 

2.5 y G 3.5) presentan menor citotoxicidad que los catiónicos (G2, G3, G4). Y 

respecto a la generación, se ha visto que los de G2 muestran menor citotoxicidad 

que generaciones mayores G3 y G4. La hemólisis presenta una dependencia 

similar a la citotoxicidad, salvo que para terminales catiónicas se da a todas 

generaciones.  

o La citotoxicidad de los dendrímeros con terminales amino puede 

disminuirse mediante una modificación parcial o total de la periferia al 

introducir cadenas de ADN o grupos neutros o aniónicos mediante, por 

ejemplo, reacciones de acetilación o peguilación44 (adición de cadenas de 

polietilenglicol (PEG)= polióxido de etileno (PEO)). 

� Biopermeabilidad: La habilidad de los dendrímeros de biopermear en niveles 

intracelulares así como la capacidad de cruzar barreras epiteliales (intestino) o 

endoteliales (torrente sanguíneo) debe ser tomado en consideración, ya que de 

esta habilidad depende el éxito de un acarreador para alcanzar los sitios 

adecuados. La velocidad de permeación de los dendrímeros en administración 

oral esta relacionada con los grupos terminales y la generación en el siguiente 
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orden (para PAMAM): G4-NH2 ≈ G4-OH > G3-PEG. La alta permeación que 

muestran los dendrímeros con terminales amina se explica por las interacciones 

entre la superficie dendrimérica cargada positivamente y la membrana celular 

cargada negativamente, lo que en principio es causa de la citotoxicidad y 

hemólisis que presentan. En cuanto a las terminales R-OH y PEG, los autores56 

sugieren que la permeación es debida a una endocitosis absortiva y no se ha 

determinado que causen hemólisis.  

� Tiempo de circulación: El tiempo de eliminación del cuerpo depende 

fuertemente del tamaño y del peso molecular (generación) del dendrímero. Los 

dendrímeros de altas generaciones con terminales catiónicas son eliminados 

rápidamente de circulación, mientras que los dendrímeros aniónicos o neutros 

tienen mayor tiempo de circulación, posiblemente debido a la pobre 

permeabilidad transendotelial. Al administrar un conjugado dendrimérico es 

necesario que no sea eliminado con demasiada rapidez, ya que podría salir del 

organismo sin realizar su función. Algunos autores57,58,59 sugieren la 

modificación de la superficie con cadenas de PEG para neutralizar la superficie 

y aumentar el tamaño, con esta modificación se evita una eliminación temprana 

mediada por macrófagos y se aumenta el tiempo de circulación, con lo cual 

aumenta la posibilidad de alcanzar el sitio de acción y liberar el fármaco. 

� Inmunogenicidad: En general, los dendrímeros con terminales catiónicas y alto 

peso molecular generan respuesta inmune. No obstante, nuevamente la técnica 

de modificar la superficie con cadenas de ADN60 o PEG reduce la 

inmunogenicidad. También se ha visto que otros grupos superficiales como los 

hidroxilo y algunos carbohidratos suprimen los efectos inmunogénicos. 

 

2.2.5 Caracterización 

La caracterización61,44 de los dendrímeros puede verse desde dos puntos de vista 

muy distintos. El primero, desde una caracterización meramente química, empleando la 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN: 1H, 13C, 15N, 31P)) y Espectrometría de masas 

con ionización suave como FAB o ElectroSpray (ESI). Estas técnicas permiten dilucidar 

la estructura y detectar defectos estructurales y/o impurezas, sobre todo a bajas 

generaciones. Sin embargo, a altas generaciones, ninguna de esas técnicas puede revelar 

pequeñas cantidades de material con defectos estructurales, razón por la cual a la par se 

han ido desarrollando técnicas más especializadas y de mayor resolución como lo es 
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MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption / Matriz Asistida de Desorción Láser) que 

hasta hoy es la más adecuada para caracterizar y detectar errores estructurales debido a 

su alta sensibilidad. El segundo, desde un punto de vista de la química de polímeros 

empleando la microscopía electrónica, para la visualización de los dendrímeros y sus 

agregados, la cromatografía de permeación en gel (GPC Gel Permeation 

Chromatography) para determinar el peso molecular y la polidispersidad y la Dispersión 

de Luz Dinámica para determinar el radio de giro y el hidrodinámico. 

 

2.2.6 Aplicaciones 

La estructura bien definida, la forma globular compacta y el control que se puede llegar 

a tener sobre el tamaño, la forma, la monodispersidad y las funcionalidades 

superficiales, hacen de los dendrímeros excelentes candidatos potenciales en diferentes 

aplicaciones; por ejemplo, en el diseño de sensores de gas basado en 

metalodendrímeros, como vehículos para medicamentos,61 como antenas moleculares. 

En el área de medicina como agentes terapéuticos en la “técnica de captura de neutrón 

de boro”; lo que representa un método para el tratamiento de formas poco curables de 

cáncer, con fines de diagnóstico,62 como posibles modelos de sistemas biológicos tales 

como las proteínas globulares,33 como agentes antivirales63,64,65 con actividad contra 

infecciones de herpes simple, entre otras.  

 

2.2.6.1 Dendrímeros como Acarreadores de Fármacos  

Los dendrímeros, como se menciona anteriormente, pueden poseer cavidades estables 

con ambientes químicos predeterminados, característica que los coloca como excelentes 

candidatos para fungir como acarreadores y liberadores de fármacos. Potencialmente, 

los dendrímeros pueden ser usados como agentes acarreadores en al menos dos formas: 

la primera, formando complejos dendriméricos, como endo-receptores, cuando ocurre 

un encapsulamiento de los fármacos en el interior del dendrímero, mediado por 

diferentes interacciones no covalentes; y la segunda, formando conjugados 

dendriméricos, como exo-receptores, cuando las moléculas son unidas covalentemente 

o vía interacciones electrostáticas a la superficie del dendrímero, formando así un 

conjugado dendrimérico.66 
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2.2.6.2 Complejos dendriméricos o Endo-Receptores 
 
Diversos estudios han mostrado que las cavidades internas de las estructuras 

dendriméricas pueden ser usadas para encapsular fármacos básicamente con dos 

estrategias. La primera estrategia para el encapsulamiento de moléculas huésped en 

dendrímeros fue reportada por Meijer y colaboradores,67,68 quienes publicaron que 

moléculas como el ácido p-nitrobenzoico y el colorante Rosa de Bengala podían ser 

físicamente atrapadas en las cavidades del dendrímero PPI de altas generaciones, 

cuando un derivado de aminoácido se utilizaba como grupo superficial, ya que la última 

capa formada está densamente empacada e impide que las moléculas encapsuladas 

salgan, dando lugar a la formación de una “caja dendrimérica” (figura 2.12). La 

cantidad de moléculas huésped encapsuladas es directamente proporcional a la forma y 

tamaño de éstas, así como a la cantidad, forma y tamaño de las cavidades internas 

disponibles en el dendrímero.  

 

Figura 2.12. Caja dendrimérica 

 

La segunda estrategia de encapsulamiento está basada en múltiples interacciones no 

covalentes, tales como puentes de hidrógeno, hidrofóbicas o iónicas. Se ha sugerido que 

el mecanismo que domina este proceso se basa en interacciones coulómbicas que atraen 

al huésped hacia el interior del anfitrión, mientras que los puentes de hidrógeno lo 
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mantienen unido en el interior.34 Al respecto, diversos trabajos se han realizado; 

Newkome y colaboradores32 reportaron dendrímeros de poliamidoéter que contenían 

moléculas de 2,6-dicilaminopiridina unidas mediante puentes de hidrógeno. Otro caso 

es el de las “cápsulas dendriméricas” que encapsulan mediante interacciones no 

covalentes moléculas hidrofóbicas de 10-hidroxicamptotecina (10HCPT)) en 

dendrímeros de poliglicerol69,70 (PGLSA-COONa). Este estudio demuestra la mejora en 

la solubilidad del 10HCPT sin la perdida de actividad anticancerígena de la molécula 

(figura 2.13). Un caso similar es el reportado por diversos autores71,72,73 quienes 

coinciden en que se pueden formar complejos altamente solubles a partir del PAMAM. 

Esos dendrímeros son capaces de encapsular y solubilizar moléculas ácidas, insolubles 

en agua e hidrofóbicas, tales como el ácido benzoico, el ácido salicílico y el 2,6-

dibromonitrofenol, en el caso del dendrímero de segunda generación aproximadamente 

46 moléculas de ácido benzoico pueden ser disueltas, unidas mediante las interacciones 

iónicas que se dan entre la funcionalidad ácido y los nitrógenos terciarios (básicos) del 

dendrímero. En el mismo escenario se encuentra el encapsulamiento de la indometacina, 

se cree que el aumento de solubilidad se debe al internamiento de ésta y a las 

interacciones intermoleculares electrostáticas entre el grupo carboxílico de la droga y 

las aminas primarias de la superficie del dendrímero74 por tres familias de dendrímeros, 

demostrando la potencialidad de éstos de actuar como agentes encapsulantes sin inhibir 

la actividad del fármaco. Otros muchos ejemplos de encapsulamiento de fármacos como 

el metotrexato pueden encontrarse en la literatura.34,75,76,77 

 

Figura 2.13. Dendriéster encapsulando camptotecinas 
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Cabe mencionar que la formación de compuestos de inclusión también está dominada 

por el proceso de reconocimiento molecular, principalmente por los factores de 

complementariedad química y geométrica, y aunque las cavidades en dendrímeros no 

son precisamente rígidas, sí las dimensiones y afinidad química entre huésped y 

anfitrión no son las necesarias, es posible que se de la formación de compuestos de 

semi-inclusión, donde solo una parte del fármaco esté encapsulada.33 Aun cuando el 

diseño de la caja dendrimérica es muy atractivo, su uso en aplicaciones de transporte de 

fármacos esta limitado por las condiciones requeridas para remover la capa densamente 

empacada y tener acceso al contenido. En contraste, la estrategia de encapsular 

moléculas huésped mediante interacciones intermoleculares es más atractiva por la 

simplicidad que presenta y por que los fármacos serían más fácilmente accesibles.  

Aunque mediante el encapsulamiento se logra aumentar la solubilidad y disminuir la 

toxicidad, se ha visto que no se tiene un control en la velocidad de liberación, ya que 

ésta se puede dar simplemente por la alta dilución en el torrente sanguíneo, por cambios 

de pH o cambios físicos en el medio. La falta de control en la liberación puede 

representar una desventaja si lo que se desea es una liberación prolongada, sin embargo, 

también puede verse como una ventaja, dado que se alcanzan concentraciones más altas 

en corto tiempo.78 

 

2.2.6.3 Conjugados dendriméricos o Exo-Receptores 

La posibilidad de modificar la superficie de los dendrímeros abre las puertas a una muy 

variada gama de compuestos acarreadores y liberadores de fármacos, ya que es posible 

unir los fármacos a la superficie del dendrímero vía enlaces covalentes o mediante 

interacciones electrostáticas, formando así lo que se conoce como conjugado 

dendrimérico. Esta estrategia para el acarreamiento de fármacos presenta muchas 

ventajas, además de aumentar la solubilidad y en algunos casos disminuir la toxicidad 

sistémica de los fármacos, se logra hacer más selectiva la acumulación, aumentar el 

tiempo de circulación y liberar más lentamente, dado que generalmente la liberación 

implica el rompimiento de enlaces covalentes en condiciones ácidas. Otra ventaja es que 

la capacidad de carga se puede aumentar relativamente fácil al aumentar los grupos 

superficiales35 sin necesidad de crecer la generación. Para ello se puede modificar la 

superficie con grupos como el TRIS, que en un solo paso triplica el número de grupos 

superficiales y deja terminales hidroxilo, o con cadenas de polietilenglicol (PEG), que si 

bien no aumenta los grupos terminales, sí aumenta la longitud y peso molecular del 



41 
 

acarreador y en consecuencia su tamaño. La modificación de la superficie con PEG, 

además de incrementar la capacidad de carga, principalmente por encapsulamiento, 

mejora favorablemente las propiedades biológicas como se describe en apartados 

anteriores. 

Aunque esta metodología es muy llamativa, debe tenerse en cuenta que existe un límite, 

aún no establecido, al aplicarse para acarrear fármacos hidrofóbicos o mejorar su 

solubilidad, ya que al unirlos a la superficie existe una cantidad máxima de fármaco que 

puede soportar el dendrímero para evitar que el complejo obtenido sea hidrofóbico. 

 

2.2.6.4 Dendrímeros en terapia contra el cáncer 

Debido al potencial que han demostrado tener los dendrímeros como acarreadores de 

fármacos, y a las ventajas que presentan sobre los fármacos libres (incremento en el 

tiempo de vida media en el plasma, disminución de toxicidad, aumento de solubilidad, 

etc), actualmente han despertado un especial interés para aplicaciones en la terapia 

contra el cáncer. Aunque se ha estudiado tanto la estrategia de formar complejos como 

la de formar conjugados, han tenido mayor auge estos últimos. 

Una de las razones para “preferir” los conjugados sobre los complejos es la falta de 

control que presentan éstos últimos en la liberación, como lo describe Kojima y 

colaboradores79 quienes, mediante la unión de cadenas de PEG a la superficie de 

PAMAM de diferentes generaciones, obtuvieron un dendrímero capaz de encapsular 

moléculas anticancerígenas como metotrexato y adriamicina (figura 2.14). Sin embargo, 

observaron que no había control en la liberación de los fármacos y que ésta dependía 

fuertemente del medio. En contraste hay estudios como el realizado por Frechet,80 con 

adriamicina unida covalentemente a un dendrímero de poliéster mediante un enlace 

sensible a pH’s bajos, que sugieren que para que los conjugados liberen el fármaco en 

las células cancerígenas debe existir una internalización a la célula vía endosomal, para 

que en la etapa de endosoma acidificado se dé la liberación del fármaco por la ruptura 

del enlace sensible como se esquematiza en la figura 2.15. Cabe mencionar que 

contrario a lo que puede ocurrir con los complejos, mientras el conjugado se mantenga 

en circulación no se dará la libración. 
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Figura 2.14. Esquema de PAMAM modificado con PEG encapsulando moléculas de 

adriamicina y metotrexato 

 

 

Figura 2.15. Esquema de liberación de un fármaco anclado mediante un espaciador 

sensible al pH: (a) asociación al receptor, (b) absorción endosomal, (c) ruptura del 

enlace entre fármaco y espaciador debido al bajo pH del endosoma, (d) liberación del 

fármaco siguiendo un efecto de explosión, (e, f) regeneración del receptor 
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Específicamente en los conjugados contra el cáncer, el modificar la periferia con el 

ácido fólico (vitamina B) es una técnica muy recurrente gracias a Wiener81 y su grupo, 

quienes fueron los primeros en reportar la gran afinidad que expresaban las células 

cancerosas (de ovario, riñón, mama, tumores cerebrales, entre otros) hacia sus 

complejos, polímeros quelatos con gadolinio, modificados con folato. La presencia de la 

Hidrofolato Reductasa (hFR, receptores de folato) sobre las membranas de las células es 

la responsable de la sobreexpresión (20 veces más en células cancerosas comparadas 

con aquellas células no cancerosas) que éstas presentan y gracias a la alta especificidad 

de la hFR, se ha visto que los dendrímeros mgraciodificados con fólico se internalizan. 

Este fenómeno genera una gran acumulación de los conjugados en las células 

cancerígenas, lo que por ende permite mayor acumulación del fármaco anticancerígeno 

y mayor actividad anticancerígena. A este tipo de grupos en la superficie se les conoce 

como grupos de anclaje o anzuelos porque suelen ir directamente a un sitio de 

reconocimiento, lo que hace más dirigido su camino en el organismo. 

Además del ácido fólico, los carbohidratos constituyen otra importante clase de 

unidades de reconocimiento biológico. Por ejemplo, Gabius82 y colaboradores 

demostraron que ciertas neoglicoproteínas (figura 2.16) presentan sitios de enlace 

específico en cultivos de células de tumores cancerígenos de mama, de colon y de 

leucemia. Y dado que para lograr alta afinidad en el reconocimiento molecular son 

necesarias estructuras tipo clúster (racimo), los dendrímeros, por la multivalencia que 

poseen, son los candidatos ideales para anclar, además del fármaco, este tipo de 

anzuelos generando una mayor especificidad para la acumulación en células 

cancerígenas.  

O O

O

OH

HO

OH OH OH OH

O
NH2

AcNH  

Figura 16. Neo-glicoproteina de afinidad especifica en células cancerigenas 

 

Diversos trabajos realizados en la síntesis de glicodendrimeros,83 así como las pruebas 

biológicas realizadas, ponen de manifiesto la potencialidad de éstos de actuar como 

acarreadores y liberadores de fármacos en células específicas o de inhibidores de 

adhesión microbiana.84 Además, la simple modificación de la superficie dendrimérica 

con glucosa aumenta la solubilidad, la biocompatibilidad y disminuye grandemente la 
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citotoxicidad, como se ha demostrado con el PAMAM, 85,86,87,88 lo que coloca a la 

glucosa como otro candidato en la modificación de la superficie dendrimérica para 

mejorar sus propiedades biológicas.  

Además de la incorporación de moléculas anzuelo (orientadoras) en la superficie del 

dendrímero para favorecer la acumulación selectiva en células tumorales cancerígenas, 

los dendrímeros, al igual que los polímeros, muestran el efecto conocido como EPR87 

(Enhanced Vascular Permeability and Retention). Este efecto se presenta en tumores 

sólidos, debido a que su vasculatura tiene un comportamiento anormal. Por un lado, la 

permeabilidad se incrementa, mientras que el drenaje linfático es limitado, así que con 

el paso del tiempo los dendrímeros que tienen un tiempo de circulación adecuado logran 

acumularse en el intersticio tumoral y existe mayor posibilidad de que sean endocitados 

en las células; el EPR puede considerarse como “targeting” pasivo. 

Como puede verse, si bien el uso de dendrímeros como acarreadores de fármacos 

presenta muchas ventajas (estructuras monodispersas, alta solubilidad, posibilidad de 

encapsular o anclar fármacos, etc), aún tiene serios inconvenientes (citotoxicidad, bajo 

control en la liberación) en lo que diversos grupos de trabajo están realizando esfuerzos 

para subsanarlos, entre ellos el nuestro. Al respecto, en el presente trabajo se presentan 

dos nuevas propuestas: la primera es un nuevo dendrímero biodegradable y no 

citotóxico capaz de mejorar la solubilidad del MTX y actuar como acarreador y 

liberador de fármacos; la segunda propuesta es un conjugado dendrimérico a base de 

PAMAM de G2.5 modificado con el grupo TRIS en su superficie, con moléculas de AF 

como anzuelo y MTX como fármaco, ambos unidos mediante enlaces éster susceptibles 

al rompimiento en condiciones de pH bajo. 
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CAPÍTULO III. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo General 

Diseñar y establecer una ruta de síntesis viable experimentalmente para la obtención de 

dendrímeros con características especificas para llevar a cabo la función de acarreo de 

fármacos, especialmente de anticancerígenos como el metotrexato y el taxol. 

 

 

3.1.1. Objetivos específicos 

 

• Llevar a cabo el diseño, la síntesis y caracterización de nuevas estructuras 

dendriméricas con grupos formadores de puentes de hidrógeno en el interior y 

grupos hidroxi ó carboxilatos en la periferia para garantizar una buena 

solubilidad en medios acuosos. 

• Formar complejos huésped-anfitrión (dendrímero-MTX y/o dendrímero-Taxol). 

• Sintetizar y caracterizar dendrímeros de PAMAM de generación 2.5 con 

terminales hidroxilo para la formación de conjugados mediante enlaces éster. 

• Formar conjugados dendriméricos entre PAMAM generación 2.5 con terminales 

hidroxilo y MTX y AF. 

• Formar conjugados dendriméricos entre PAMAM generación 2.5 con terminales 

hidroxilo y el taxol. 

• Caracterizar los complejos y conjugados formados. 

• Evaluar, in vitro, las propiedades de citotoxicidad de los nuevos dendrímeros así 

como de los complejos y conjugados formados. 
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CAPÍTULO IV. DESARROLLO EXPERIME�TAL 

 

4.1 Reactivos y disolventes 

Todos los reactivos y disolventes están comercialmente disponibles y fueron empleados 

sin previa purificación, las compañías de adquisición se mencionan más adelante. Los 

disolventes (DMSO y DMF) para las reacciones de esterificación y formación de 

conjugados se secaron con CaH2 (5% w/v) toda la noche, se filtraron y posteriormente 

se destilaron a vacío justo antes de usarse, para garantizar condiciones anhidras. 

Aldrich Co. Etiléndiamina (ETDA), ter-butilacrilato, metilacrilato, 

tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), 3-amino-1-propanol, 4-dimetl-aminopiridina 

(DMAP), diciclihexilcarbodiimida (DCC), N-(3-dimetilaminopropil)-N´-

etilcarbodiimida (EDC), ácido fólico (AF), taxol, ácido trifluoroacetico (TFA), 

terbutanol, dimetilsulfóxido (DMSO), trietilamina (TEA), piridina (Py) y Acetonitrilo. 

J.T. Baker: Carbonato de potasio, ácido adípico e hidruro de calcio. 

TecsiQuim: Diclorometano(DCM), acetato de etilo (AcOEt), metanol (MeOH), N,N-

dimetilformamida (DMF), hidróxido de amonio(NH4
+-OH), acetona y hexano (Hex). 

 

4.2 Equipos: 

Resonancia Magnética �uclear: Espectrómetro Bruker 400 MHz (1H, 13C); Varian 

Unity 300 MHz (1H, 13C), Referencia: Tetrametilsilano (Me4Si, 0.00 ppm) 200 MHz 

(1H), todos los espectros fueron hechos en solución. Espectrometría de Infrarrojo: 

Espectrómetro FTIR serie Perkin-Elmer Paragon rango 4500-700 cm-1, Espectrómetro 

FTIR-ATR Nicolet-6700 rango 4500-700 cm-1. Espectrometría de masas: 

Espectrómetro de Masas Jeol JSM AX102A (FAB+), Bruker Daltonic Data Analysis 3.2 

para ESI. Espectrometría UV-vis: Espectrómetro UNICAM UV 300. Software 

Vision32. Puntos de Fusión: Fueron determinados sin corrección en un Fisher 

Electrothermal 9000 en capilar abierto. Centrifuga Cole Parmer 17250 a 3400 rpm. 

Ultrasonido Cole Parmer 8893.  

El monitoreo de las reacciones se hizo mediante cromatografía en capa fina (CCF) 

empleando placas de gel de sílice y una lámpara de UV o una solución de KMnO4 como 

reveladores. Los valores de las constantes de acoplamiento, J (Hz), fueron determinados 
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usando el programa SpinWorks 3.1.6.0 de la Universidad de Manitoba para obtener 

lecturas de desplazamientos más exactas.  

4.3. Síntesis de dendrímeros de PAMAM con núcleo de etiléndiamina 

Dendrímero de PAMAM con 4 terminales éster (1).  

Se diluyen 2 g (33 mmol) de etiléndiamina (ETDA) en 30 mL de metanol, se sella el 

matraz, se purga y se aísla de la luz. Posteriormente se inyectan 14.3 mL (158 mmol) de 

metilacrilato y se deja transcurrir la reacción por 48 h. Se monitorea por CCF usando 

AcOEt como eluyente hasta que desaparece la mancha correspondiente a la ETDA y se 

observa un solo producto. Se concentra a vacío para obtener 13.35 g de aceite 

translucido (rendimiento cuantitativo). Estado físico: Aceite translucido. Rendimiento: 

cuantitativo. 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2946, 2821 (C-H saturado.) 1733 (C=O). RMN 
1H (δ(ppm): Acetona-d6, 2.05): 2.43 (t, 8H, -CCH2COO-, J= 6.98Hz); 2.51 (s, 4H, -

N(CH2)2N-), 2.75 (t, 8H, -NCH2C-, J=6.98Hz), 3.61 (s, 12H, -COOCH3). 
13C (δ(ppm): 

Acetona-d6, 30.56); 34.28 (-CCH2COO-), 51.67(-NCH2C-), 52.54 (-COOCH3), 54.11 (-

N(CH2)2N-), 174.2(-CCOOC-). FAB+ teórico m/z=405.5; exp. m/z=405.5  

Dendrímero de PAMAM G=1.5 con 8 terminales éster (2). 

2 g (4.9 mmol) del compuesto 1 (dendrímero con 4 terminales éster) se disuelven en 20 

mL de metanol y se adicionan gota a gota a una solución de 22.3 g (371 mmol) de 

ETDA en 50 mL de metanol (el matraz es purgado y aislado de la luz). La reacción 

transcurre por 7 días a temperatura ambiente. La mezcla de reacción se concentra y se 

lava repetidamente con t-BuOH para eliminar la ETDA hasta que no se detecta por GC. 

Aunque quedan rastros de t-BuOH, éstos no interfieren en la siguiente reacción. 

Posteriormente 2.3 g (4.45 mmol) del producto tetra-aminado se disuelven en 30 mL de 

metanol, se purga el matraz, se aísla de la luz y se inyectan 3.9 mL (42.7 mmol) de 

metilacrilato. La reacción se deja por 48 horas, tras lo cual se concentra la mezcla de 

reacción para obtener 5.09 g del dendrímero 2. Estado físico: Aceite ámbar. 

Rendimiento de dos pasos: 95%. 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 3304 (NH); 2951, 2823 (C-H saturado.); 1729, 

1644 (C=O). RMN (Acetona-d6) 
1H (δ(ppm)): 2.46 (t, 24H, -CCH2COO-, -CCH2CON-, 
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J= 6.83Hz); 2.56 (t, 8H, -CCH2N-, J= 6.53Hz), 2.76 (t, 20H, -NCH2C-, -N(CH2)2N-, J= 

6.83Hz), 2.88 (t, 8H, -NCH2C-, J= 6.83Hz), 3.24 (t, 8H,-CONHCH2C-, J= 6.43Hz), 

3.64 (s, 24H, -COOCH3). 
13C (δ(ppm)): (Acetona-d6); 33 (-CCH2CON-, - CCH2COO-), 

38(-CONHCH2C-), 49 (-NCH2C-,-COOCH3), 52 (-NCH2C-), 53 (-CCH2N-), 54 (-

N(CH2)2N-), 172(-CCONH-), 173(-CCOOC-). ESI (+MS) m/z teórica (1206.4); m/z 

exp.: 1206.0 y un m/z de 1227.5 

Dendrímero de PAMAM G=2.5 con 16 terminales éster (3).  

3.5 g (2.9 mmol) del dendrímero 2 (G=1.5) se disuelven en 40 mL de metanol y se 

adicionan lentamente a una solución de 48 g (798.6 mmol) de ETDA. Después de 9 días 

a temperatura ambiente se concentra y lava repetidamente con t-BuOH para eliminar la 

ETDA remanente. Posteriormente 3.3 g (2.3 mmol) del producto octa-aminado se 

disuelven en 60 mL de metanol, se purga el matraz, se aísla de la luz y se inyectan 4 mL 

(44.3 mmol) de metilacrilato. La reacción se deja por 48 horas, tras lo cual se concentra 

la mezcla de reacción para obtener 5.94 g del dendrímero 3 como un aceite ámbar. 

Estado físico: Aceite ámbar obscuro. Rendimiento de dos pasos: 92 % 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 3305.1 (NH); 2951.7, 2823.5 (C-H aliph.); 

1729.9, 1643.1(C=O). RMN (CDCl3) 
1H (δ(ppm)): 2.36 (t, 24H, -CCH2CON-, 

J=6.50Hz), 2.43 (t, 32H, -CCH2COO-, J=6.60Hz), 2.50-2-61 (m, 28H, -CCH2N-, -

N(CH2)2N-), 2.74 y 2.80 (2t, 56H, -NCH2C-, J=6.70Hz y J=6.61Hz), 3.22 a 3.30 (m 

ancho, 24H,-CONHCH2C-), 3.62 (s, 48H, -COOCH3). 
13C (δ(ppm)): (CDCl3); 31.2(-

CCH2CON-); 32.6 (-CCH2COO-), 37.2(-CONHCH2C-), 49.2 (-NCH2C-, -CCH2N-); 

49.7 (-CCH2N-, -N(CH2)2N-); 51.7 (COOCH3), 52.8 (-NCH2C-), 171(-CCONH-), 

173(-CCOOC-). ESI (+MS) teórica m/z=2807.6; exp.: m/z=2807.9 y una superior a 

m/z=2840.7 

Dendrímero de PAMAM G=2.5 modificado con TRIS con 48 terminales alcohol (4). 

Se prepara una suspensión de 1.03 g (8.54 mmol) de tris(hidroximetil)aminometano 

(TRIS) y 1.18 g (8.54 mmol) de carbonato de potasio en 15 mL de DMSO anhidro, a 

ésta se le adiciona una solución de 1 g (0.35 mmol) del dendrímero 3 en 5 mL de 

DMSO anhidro y se lleva a 70 ºC por 72 h en atmosfera de N2. Después se concentra a 

vacío hasta eliminar el DMSO, el aceite se disuelve en la mínima cantidad de agua y se 

precipita con acetona. Este procedimiento se repitió varias veces para obtener como 
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producto 0.74 g de sólido ligeramente amarillo y extremadamente higroscópico. 

Posteriormente se deja a vacío por una noche. 

Como método alterno, esta reacción se puede realizar en metanol a ebullición y se 

monitorea por FT-IR hasta que la banda alrededor de 1733 cm-1, asociada al carbonilo 

del metiléster desaparezca. Para este compuesto se requieren 7 días y el tratamiento es 

igual al detallado anteriormente. El rendimiento con esta metodología aumenta al 70% 

(1.03 g); además, el metanol es más fácilmente removido. Estado físico: Sólido 

ligeramente amarillo 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 3287.4 (NH, OH), 2938.8 (C-H saturado.) 

1635.1 (C=O). RMN (D2O) 1H (δ(ppm)): 2.36-2.42 (m, 56H, -CCH2COO-); 2.54-2.70 

(m, 36H, -CCH2N-,-N(CH2)2N-), 2.74-287 (m, 56H, -NCH2C-), 3.25-3.34 (m, 36H, ,-

CONHCH2C-); 3.74(s, 96, -CCH2OH). 13C (δ(ppm)): (D2O); 33.55 (-CCH2COO-), 

37.22 (-OCNHCH2C-), 49.52(-NCH2C-), 50.46 (-N(CH2)2N-)), 51.79 (-CCH2N-), 

61.33 (-C(CH2OH)3), 62.42 (-HNC(CH2OH)3), 175.75(-CCO�H-). 

4.4 Síntesis de dendrímeros aminoéster 

Dendrón (5) 

En un matraz purgado con N2 y aislado de la luz se diluyen 5 g (66.57 mmol) de 3-

amino-1-propanol en 30 mL de metanol, posteriormente se inyectan 22.183 g (173.08 

mmol) de ter-butil acrilato. Después de 24 h se concentra a vacío dando lugar a 22.06 g 

de aceite translucido incoloro (rendimiento cuantitativo). Estado físico: Aceite 

translucido incoloro. Rendimiento: cuantitativo. 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 3413 (OH), 2975, 2932, 2830 (C-H saturado.), 

1723 (C=O). RMN (CDCl3) 
1H (δ (ppm)): 1.39 (s, 18H, -C(CH3)3), 1.64 (q, 2H, -

CCH2C-), 2.35 (t, 4H, -CCH2COO-, J=7.21Hz), 2.57 (t, 2H, -C(CH2)N-, J=5.55Hz), 

2.69 (t, 4H, -NCH2C-, J=7.21Hz), 3.68 (t, 2H, HOCH2C- , J=5.55Hz). 13C (δ (ppm)): 

(CDCl3, 77), 27.9 (-C(CH3)3), 28.2 (-C(CH2)2C-), 33.1 (-CCH2COO-), 49.2 (-NCH2C-), 

52.7 (-C(CH2)2N-), 62.8 (HOCH2C-), 80.4(-COOC(CH3)3) y 171.6(-CCOOC-). 

Procedimiento general para los dendrímeros con terminales ter-butil éster 

A una suspensión de ácido carboxílico, dendrón (5) y DMAP en 12 mL de DMF, se le 

adiciona gota a gota una solución de EDC (1-etil-3-[(3-dimetilamino)propil]-
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carbodiimida) o DCC (diciclohexilcarbodiimida) en DMF. Posteriormente la mezcla de 

reacción se agita en baño de hielo por una hora y se deja alcanzar la temperatura 

ambiente y se mantiene en agitación por 24 h. La reacción puede ser monitoreada por 

CCF hasta que no se aprecian cambios. La mezcla de reacción se concentra a presión 

reducida para dar un aceite ámbar que se purifica por cromatografía en columna de 

silica usando acetato de etilo con 1% hidróxido de amonio (AcOEt:NH4 
+-OH al 1%) 

como eluyente. 

Procedimiento general para la hidrolisis del grupo ter-butil éster 

1 g de dendrímero con terminales ter-butil éster se disuelve en 2 mL de ácido 

trifluoroacético (TFA) con 3 gotas de agua. La hidrolisis se puede monitorear por CCF. 

Una vez concluida la reacción, el TFA es evaporado a presión reducida para obtener un 

aceite muy viscoso ligeramente café; éste se tritura repetidamente con una mezcla 50:50 

hexano-diclorometano (Hex:DCM) hasta que desaparece el TFA. Finalmente el 

producto se seca a alto vacío. 

4.4.1 Dendrímero aminoéster con núcleo de ácido adípico (DA) 

DA con 4 terminales ter-butil éster (6).  

En un matraz purgado con argón se disuelven 2 g (6.8 mmol) de ácido adípico, 13.61 g 

(40.8 mmol) de dendrón y 0.17 g (1.3 mmol) de DMAP en 12 mL de DMF seca y recién 

destilada. De manera independiente, se disuelven 3.38 g (16.4 mmol) de DCC (20% 

exceso) en 5 mL de DMF anhidra y se adicionan lentamente y en baño de hielo a la 

mezcla anterior (1 h). Tras 24 h de reacción la mezcla se concentra, se filtra la DCU 

(diciclohexilurea) por celita y se pasa por columna de silica eluyendo con AcOEt/NH4
+-

OH 1%, para obtener 5.05 g de aceite ligeramente amarillo. Estado físico: Aceite 

ligeramente amarillo. Rendimiento: 96 % 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2970, 2933, 2820 (C-H aliph.), 1724.8 (C=O). 

RMN (Acetona d6) 
1H (δ (ppm)): 1.42 (s, 36H, -C(CH3)3), 1.64 (m, 4H, -C(CH2)2C-), 

1.76 (m, 4H, -CCH2C-), 2.34 (t, 12H, -CCH2COO-, J=7.14Hz), 2.50 (t, 4H, -CCH2N-, 

J=6.88 Hz), 2.70 (t, 8H, -NCH2C-, J=7.14Hz), 4.08 (t, 4H, -COOCH2C-, J=6.50Hz). 13C 

(δ (ppm)): (Acetona d6), 25 (-C(CH2)2C-), 27 (-CCH2COO-), 28 (-C(CH3)3), 34 (-

(CH2)3CH2COO -), 34 (-CCH2COO-), 49.8 (-NCH2C-), 50 (-CCH2N-), 63(-
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COOCH2C-), 79 (-COOC(CH3)3), 171 (-COO(CH3)3), 173 (-CCOOC-). FAB (+MS) 

teórica m/z=774; exp.: m/z=773 

DA con 4 terminales ácido carboxílico (7). 

Se disuelven 2 g (2.58 mmol) of 6 en 4 mL de ácido trifluoroacético (TFA). Una vez 

aplicado el procedimiento general se obtienen 1.38 g del compuesto 7 como una espuma 

blanca altamente higroscópica. Estado físico: Espuma blanca. Rendimiento: 98 % 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2220 a 3600 (COOH bandas anchas y débiles), 

2973 (C-H saturado), 1730 and 1658 (C=O). RMN (MeOD+HCl) 1H (δ (ppm)): 1.66 

(m, 4H, -C(CH2)2C-), 2.20 (m, 4H, -CCH2C-), 2.42 (t, 4H, -(CH2)3CH2COO-, J= 6.05), 

2.88 (t, 8H, -CCH2COO-, J= 6.57Hz), 3.48 (t, 8H, -NCH2C-, J= 7.62Hz), 3.74 (t, 4H-

CCH2N-, J= 6.57Hz), 4.21 (t, 4H, -COOCH2C-, J=5.93Hz). 13C (δ (ppm)): (MeOD): 

23.0 (-C(CH2)2C-), 28.0 (-CCH2C-), 28.4 (-CCH2COO-), 33.0 (-(CH2)3CH2COO -), 

48.5 (-NCH2C-), 49.5 (-CCH2N-), 61 (-COOCH2C-), 172 (-CCOOC-) y 171 (-

CCOOH). FAB (+MS) teórica m/z=549.7; exp.: m/z=549 

DA con 8 terminales ter-butil éster (8). 

En un matraz purgado con argón se disuelven 2.4 g (4.39 mmol) de dendrímero 7, 11.65 

g (35.16 mmol) de dendrón (5) y 0.726 g (5.86 mmol) de DMAP en 12 mL de DMF 

seca y recién destilada. De manera independiente, se disuelven 8.18 g (52.69 mmol) de 

EDC en 5 mL de DMF anhidra y se adicionan lentamente y en baño de hielo a la 

suspensión anterior (1 h). Tras 24 h de reacción la mezcla se concentra y purifica por 

columna de silica, eluyendo con AcOEt/NH4
+-OH 1%, para obtener 3.67 g de aceite 

ligeramente amarillo. Rendimiento: 46.4 % 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2974, 2933, 2819 (C-H saturado), 1723(C=O). 

RMN (MeOD) 1H (δ (ppm)): 1.44 (s, 72H, -C(CH3)3), 1.65 (m, 4H, -C(CH2)2C-),  1.76 

(m, 12H, -CCH2C-), 2.33 (t, 20H, -CCH2COO-, J=6.90Hz), 2.42-2.55 (m, 12H, -

CCH2N- y 8H, -CCH2COO- (intermedios)), 2.70 (t, 16H, -NCH2C- J=6.90Hz), 2.77(t, 

8H, -NCH2C- J=7.02Hz),  4.08 (t, 12H, -COOCH2C-). 13C (δ (ppm)): (MeOD): 25.6 (-

C(CH2)2C-), 27.8 (-CCH2C-), 28.5 (-CCH2C-), 28.5 (-C(CH3)3), 33.8 (-CCH2COO-), 

34.8 (-(CH2)3CH2COO-), 34.9 (-CCH2COO-), 50.6 (-NCH2C-), 51.4 (-CCH2N-), 61.4 

(-COOCH2C-), 63.9 (-COOCH2C-), 81.67 (-COOC(CH3)3), 173.8 (-COO(CH3)3) y 
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174.2 (-CCOOC-). FAB (+MS) teórica m/z=1802.3; exp.: (FAB+) m/z=1801 y 

m/z=1803 (ESI). 

DA con 8 terminales ácido carboxílico (9). 

Se disuelven 1.5 g (0.83 mmol) del dendrímero 8 en 3 mL de TFA. Una vez aplicado el 

procedimiento general se obtienen 1.08 g del compuesto 9 como una espuma blanca 

altamente higroscópica. Estado físico: Espuma blanca. Rendimiento: 96%. 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2220 a 3600 (COOH ancha y débil), 2944 (C-H 

saturado), 1722 and 1659 (C=O). RMN (MeOD) 1H (δ (ppm)): 1.62 (m, 4H, -

C(CH2)2C-), 2.02 (q, 12H, -CCH2C-), 2.34 (t, 4H, -OCCH2(CH2)2CH2CO-, J=7.05Hz), 

2.98 (t, 24H, -NCH2CH2COO-, J=6.70Hz), 3.38 (t, 12H,-CCH2N-, J=7.23Hz), 3.53 (t, 

12H, -NCH2C-, J=6.70Hz), 3.73 (t, 12H, -COOCH2C-, J=5.73Hz). 13C (δ (ppm) 

(MeOD)): 25.39 (-C(CH2)2C-), 27.12 (-OCCH2C-), 29.63 (-CCH2COOH), 34.44 (-

CCH2COO-), 50.81 (-NCH2C-), 54.28 (-CCH2N-), 60.43 (-COOCH2C-), 172.41(-

CCOO-). FAB (+MS) teórica m/z=1354.4; exp.: (FAB+) m/z=1354. 

4.4.2 Dendrímeros aminoéster con núcleo de etiléndiamina (DE). 

Híper-núcleo de etiléndiamina 4 terminales ter-butil éster (10). 

En un matraz purgado con Ar se disuelven 2 g (33mmol) de ETDA y 30 mL de 

metanol, se aísla de la luz y posteriormente se inyectan 16.2 mL (0.11 mol) de ter-butil 

acrilato. Después de 48 h se concentra a presión reducida para obtener 18.9 g del 

producto como un sólido blanco con pf=42 ºC. Estado físico: Sólido blanco. 

Rendimiento: cuantitativo.  

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2970, 2818 (C-H saturado.); 1715 (C=O). RMN 

(MeOD) 1H (δ (ppm)): 1.47 (s, 36H, -C(CH3)3); 2.36 (t, 8H, -CCH2COO-, J=7.00Hz); 

2.53 (s, 4H, -N(CH2)2N-); 2.73 (t, 8H, -NCH2C-, J=7.00Hz). 13C (δ (ppm)): (MeOD); 

28.43 (-C(CH3)3); 34.77 (-CCH2COO-); 51.00 (-N(CH2CH2-)2); (53.12 (-N(CH2)2N-); 

81.53 (-COOC(CH3)3); 173.63 (-COO(CH3)3). 
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Híper-núcleo de etiléndiamina 4 terminales ácido carboxílico (11). 

Se disuelve 1 g (1.89 mmol) of 10 en 2 mL de TFA. Una vez aplicado el procedimiento 

general y tras triturar varias veces en diclorometano/hexano precipita un sólido blanco, 

se filtra y seca por una noche a vacío dando 0.65 g de producto. Una alternativa para 

purificar más rápido este compuesto es disolver en una cantidad mínima de agua y 

agregar acetona para precipitar, sin embargo, por esta vía el rendimiento es del 75%. 

Estado físico: Sólido blanco. Rendimiento: 99% 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2256 a 3120 (COOH ancha y débil); 2992-3011 

(C-H saturado), 1710, 1651 (C=O). RMN (D2O) 1H (δ (ppm)): 2.94 (t, 8H, -

CCH2COOH, J=6.30Hz), 3.54 (t, 8H, -NCH2C-, J=6.30Hz), 3.79 (s, 4H, -N(CH2)2N-). 
13C (δ (ppm)): (D2O); 28.3(-CCH2COO-), 47.8(-N(CH2)2N-), 50.3(-NCH2C-) and 174.0 

(-CCOOH). 

DE con 8 terminales ter-butil éster (12). 

En un matraz purgado con Ar se forma una suspensión de 1.5 g (4.3 mmol) del híper-

núcleo (11), 11.51 g (34.72 mmol) de dendrón y 0.726 g (5.68 mmol) de DMAP en 12 

mL de DMF seca y recién destilada. De manera independiente, se disuelven 8.02g 

(51.66mmol) de EDC en 5 mL de DMF anhidra y se adicionan lentamente y en baño de 

hielo a la suspensión anterior (1 h). Tras 24 h de reacción la mezcla se concentra y 

purifica por columna de silica, eluyendo con AcOEt/NH4
+-OH 1%, para obtener 3.1 g de 

aceite ligeramente amarillo. Rendimiento: 45 %. 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2972, 2819 (C-H saturado) 1723 (C=O). RMN 

(CDCl3) 
1H (δ (ppm)): 1.40 (s, 72H, -C(CH3)3); 1.72 (q, 8H, -CCH2C-); 2.30 (t, 16H, -

CCH2COO-, J=6.92Hz); 2.42 (q deformado, 8H, -NCH2C- y 8H, -CCH2COO-)h; 2.49 

(s, 4H, -N(CH2)2N-); 2.67 (t, 16H, -NCH2C-, J=6.92Hz); 2.74 (t, 8H, -CCH2N-, 

J=6.92Hz); 4.04 (t, 8H, -COOCH2C-, J=6.36Hz). 13C (δ (ppm)): (CDCl3); 26.78 (-

CCH2C-); 27.95 (-C(CH3)3); 32.64 (-CCH2COO-); 33.71 (-CCH2COO-); 49.44 (-

NCH2C-); 49.69 (-NCH2C-); 50.08 (-CCH2N-); 52.36 (-N(CH2)2N-); 62.61 (-

COOCH2C-); 80.05 (-COOC(CH3)3); 171.68 (-COO(CH3)3); 172.35 (-CCOOC-). FAB 

(+MS) teórica m/z=601.1; exp.: (FAB+) m/z=1601 y m/z=1603 (ESI). 

 

                                                
h Esta señal quíntuple deformada, obtenida cuando se diluye la muestra en CDCL3, se logra separar en dos 
señales triples ligeramente traslapadas cuando se corre en MeOD como se observa en el anexo 1. 
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DE con 8 terminales ácido carboxílico (13). 

Se disuelve 1 g (0.62 mmol) del dendrímero 12 en 2 mL de TFA. Una vez aplicado el 

procedimiento general se obtienen 0.69 g del compuesto 13 como una espuma 

ligeramente café altamente higroscópica. Rendimiento: 97 % 

Datos espectroscópicos: FT-IR (cm-1): 2220 a 3600 (COOH extendido y débil), 2981 

(C-H saturado), 1724, 1660 (C=O). RMN (MeOD) 1H (δ (ppm)): 2.02 (q, 8H, -CCH2C-

), 2.98(t, 16H, -CCH2COO-, J=6.68Hz), 3.06 (t, 8H, -CCH2COO-, J=6.68Hz), 3.35 (s, 

4H, -N(CH2)2N-), 3.38 (t, 8H, -NCH2C-, J=7.18Hz), 3.53 (t, 16H, -NCH2C-, J=6.68Hz), 

3.65 (t, 8H, -CCH2N-, J=6.68Hz), 3.73 (t, 8H, -COOCH2C-, J=5.72Hz). 13C (δ (ppm)): 

(MeOD): 26.9 (-CCH2C-), 29.6 (-CCH2COO-), 50.7 (-CCH2N-, (-NCH2C-), 54.2 (-

N(CH2)2N-), 60.5 (-COOCH2C-), 172.3 (-CCOOC- y -COOH). FAB (+MS) teórica 

m/z=1153; exp.: (FAB+) m/z=1153 y m/z=1155.1 (ESI) 

4.5. Síntesis de conjugados dendriméricos. 

4.5.1. Dendrímero 4 con MTX y AF (14) 

En un matraz previamente purgado con argón se disuelven 0.5 g (0.12 mmol) de 

dendrímero 4 y 17.7 mg (0.145 mmol) de DMAP (0.33 eq. respecto a los grupos COOH 

a esterificar) en 15 mL de DMSO. Por separado, en recipientes purgados con Ar se 

disuelven 0.1 g (0.22 mmol) de MTX en 10 mL de DMSO y 0.1 g (0.22 mmol) de AF 

en 10mL de DMSO. En otro recipiente se disuelven 108.9 mg (0.53 mmol) de DCC (1.2 

eq. respecto a los grupos COOH a esterificar) en 3 mL de DMSO. El matraz con el 

dendrímero 4 y el DMAP se mantiene con agitación vigorosa y se le adicionaron 

simultanea y muy lentamente (3 h) el MTX, AF y DCC en solución. Una vez terminada 

la adición, se deja la reacción por 48 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo 

de reacción se concentra a presión reducida (75 °C) y se redisuelve en 3 mL de MeOH, 

para que precipite la DCU, el AF y el MTX que no reaccionaron o dimerizaron, para ser 

removidos por filtración. La solución filtrada se mantiene en refrigeración una noche 

para permitir que termine de precipitar la DCU y filtrarla. Una vez removida la DCU 

que precipitó (corroborado por IR), se concentra hasta llegar a un aceite muy viscoso 

(0.82 g) que se redisuelve en 1 mL de metanol y 3 gotas de agua, se separa en dos 

fracciones que se pasan por una columna de Sephadex-LH-20, eluyendo con MeOH 

para obtener 4 fracciones etiquetas como F1, F2, F3 y F4 de composición y 
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concentración diferentes. Los resultados y espectros se muestran en el capítulo 6. La 

recuperación de conjugados útiles fue del 69.6%, ya que se esperaban 691 mg y entre 

las fracciones 3 y 4 solo se recuperaron 481 mg.  

4.5.2. Dendrímero 4 con taxol 

2´-Hemisuccinato de taxol (15) 

A una solución de 25 mg de Taxol y 3.6 mg (1.23 equivalentes) de anhídrido succínico 

en 1.5mL de CH2Cl2 a temperatura ambiente, se le agregan 3.4 µL de piridina seca. La 

mezcla de reacción se mantiene en agitación por 3 días a temperatura ambiente, 

entonces se concentra a vacío. El residuo se redisuelve en 1 mL de CH2Cl2 y se purifica 

por columna de silica, eluyendo inicialmente con una mezcla Hex:AcOEt 1:4, 

gradualmente se va aumentando al polaridad con AcOEt, para obtener 24.5 mg de 

producto (rendimiento del 88%). FAB (+MS) teórica m/z=954; exp.: (FAB+) m/z=954. 

RMN 1H se encuentra en el capítulo 6. 

�-Succinimidil Difenil Fosfato (SDPP)89 (16) 

El SDPP fue sintetizado siguiendo el protocolo de Ogura y col. adecuando los tiempos 

de reacción. Se pesan 1.1509 g (10 mmol) de N-Hidroxisuccinimida en un matraz y se 

adicionan 6 mL de CH2Cl2, se sella y purga por 20 minutos con N2, tras lo cual se 

adicionan de manera independiente y en un lapso de 30 minutos 2.25 mL (10.9 mmol) 

de DPP-Cl y 1.52 mL (10.9 mmol) de TEA. Se deja transcurrir la reacción por 1 h para 

concentrar a vacío, quedando una miel con sólido que se tritura con éter etílico (3 x 8 

mL), dando un sólido blanco que se filtra y redisuelve en AcOEt. Esta nueva fase 

orgánica se lava con agua desionizada (3 x 10 mL), se seca con MgSO4 anhidro para dar 

una solución traslucida, se concentra y tritura una vez más con 15 mL de éter etílico 

para obtener 1.42 g de sólido blanco con punto de fusión de 87-88°C. Rendimiento: 

40.9 % 

Datos espectroscópicos: NMR (CDCl3) 
1H (δ(ppm)): 2.77 (s, 4H, (CH2)2COO-); 7.25 

(m, 2H, H3), 7.36 (m, 8H, H2,4,5). 

Taxol �-hidroxisuccinimidil éster (17) 

Se forma una solución de 27 mg (0.0283mmol) de Taxol-NHS y 14.74 mg (0.042 

mmol) 1.5 equivalentes de SDPP en 1.5 mL de acetonitrilo, a esta solución se le 
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adicionan 15 µL (4.3 equivalentes) de trietilamina. La reacción se mantiene en agitación 

por 12 h y se concentra a vacío. El residuo se redisuelve en 2.5 mL de AcOEt y 1mL de 

hexano y se purifica por silica gel, eluyendo con AcOEt:Hex (2.5:1) para obtener 0.21 

mg (73% de rendimiento). RMN 1H se encuentra en el capítulo 6. 

Formación del conjugado dendrímero 4-taxol (18) 

En una mezcla de 10 mL de DMF y 3.5 mL de DMSO, recién destilados, se disuelven 

12.4 mg (0.012 mmol) de Taxol-NHS y se le adicionan 31.7 mg (16.52 mmol) de 

hidrocloruro de 1-[3(dimetilamino)-propil]-3-etilcarbodiimida (EDC-HCl). Se mantiene 

en agitación por 2 h en atmosfera de N2. Posteriormente se adiciona gota a gota (1.5 h) a 

una solución de 50 mg (0.0118 mmol) del dendrímero 4 en suficiente DMSO. Esta 

reacción se mantiene en agitación a temperatura ambiente por 5 días. El disolvente se 

evapora a presión reducida a 72°C, el material viscoso obtenido se redisuelve en 1mL 

de metanol y 5 gotas de agua, se filtra con filtro de jeringa de 200 nm (NALGENE) y se 

inyecta a una columna de Sephadex-LH20 que se eluye con MeOH. De la columna se 

separan dos fracciones (una de 12 mg y otra de 32 mg) que corresponde a un 72% de la 

masa total esperada. 

4.6. Ensayo del porcentaje de inhibición del crecimiento en líneas celulares humanas 

cancerígenas y linfocitos humanos (MT-2) a 50 µM. 

Las pruebas de citotoxicidad in vitro se llevaron a cabo en el Instituto de Química 

(U.N.A.M.), en la unidad de pruebas de actividad biológica a cargo de la académica M. 

Teresa Ramírez Apan, siguiendo el protocolo de Monks y colaboradores90, que consiste 

en poner en contacto el material a una concentración dada con las diferentes líneas 

celulares y monitorear la inhibición ó proliferación de las células, por tinción con 

sulforodamida B.  

Líneas celulares y medios de cultivo 

Los dendrímeros, metabolitos, complejos, conjugado y fármaco fueron evaluados in 

vitro (por triplicado) en contra de líneas celulares de cáncer humano: HCT-15 

(adenocarcinoma de colon humano), MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano), K562 

(leucemia mieloide crónica humana), U251 (glioblastoma humano), PC-3 

(adenocarcinoma de próstata humano), SKLU-1 (adenocarcinoma de pulmón humano). 
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Todas las líneas celulares, tanto tumorales como sanas (linfocitos), fueron suministradas 

por el National Cancer Institute (Estados Unidos). Los cultivos celulares usados fueron 

preservados bajo el medio celular RPMI-1640, que especifica la suplementación con 

10% de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 10000 unidades/mL de penicilina 

sódica, 10000 µg/mL de sulfato de estreptomicina y 25 µg/mLde anfotericina B 

(Gibco), además de 1% de aminoácidos no esenciales, manteniendo el cultivo bajo una 

atmósfera con humedad del 5% a temperatura de 37 °C. Posteriormente fueron 

expuestos por 48h a los diferentes dendrímeros y posibles compuestos de degradación a 

una concentración de 50 µM en agua. 

Ensayo de porcentaje de inhibición en el crecimiento celular. 

El porcentaje de inhibición en el crecimiento celular, después del tratamiento de las 

líneas de células cancerosas y las células normales con los compuestos de la prueba, se 

determinó usando el tinte unión de proteínas sulforodamina B (SRB) en los ensayos de 

microcultivo para medir el crecimiento celular, como lo describe Monks y col. Las 

células fueron retiradas de los frascos de cultivo de tejidos mediante el tratamiento con 

tripsina, y se diluyen con medio fresco. A partir de estas suspensiones celulares, 100 

µL, con 5.000-10.000 células por pozo, se pipetearon en placas de microtitulación de 96 

pocillos (Costar) y el material se incubó a 37 ° C durante 24 h en una atmósfera con 5% 

de CO2. Posteriormente, una solución de los dendrímeros obtenidos por dilución de los 

stocks (100 µL) se añadió a cada pocillo. Los cultivos fueron expuestos durante 48 

horas al compuesto a una concentración de 50 µM. Después del período de incubación, 

las células se fijaron al sustrato de plástico mediante la adición de 50 µL de solución 

acuosa de ácido tricloroacético al 50% en frío. Las placas se incubaron a 4 ° C durante 1 

h, se lavaron con agua del grifo H2O y se secaron con aire. Las células fijadas con el 

acido tricloroacético se tiñeron mediante la adición de 0.4% SRB. La solución libre de 

SRB se eliminó por lavado con una solución acuosa al 1% de ácido acético. Las placas 

se secaron al aire, y el colorante unido se solubiliza mediante la adición de solución 

buffer Tris 10 mM (100 µL). Las placas se colocaron en un agitador durante 5 minutos, 

y la absorción se determinó a 515 nm utilizando un lector de placas ELISA (Bio-Tex 

Instruments). 
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4.8 Preparación de muestras para UV-vis de los conjugados dendriméricos 

Las muestras se preparan pesando una cantidad de x mg de cada fracción (F1, F2, F3 y 

F4), en un matraz aforado de 5 mL, posteriormente se afora con solución salina buffer 

de fosfatos a pH 7.4 (PBS) y finalmente se realiza la dilución adecuada para obtener 

lecturas dentro del rango de la linealidad (tabla 4.1). Para F2 no se realizaron diluciones 

dada la baja concentración de analito, mientras que para las fracciones 3 y 4 se 

realizaron 3 diluciones para obtener un valor promedio.  

 

Tabla 4.1. Diluciones y sus absorbancias para las 4 fracciones separadas 

por sephadex 

 Alícuota (mL) 
aforada a 5 mL 

A(λ=282) A(λ=300) 

 1.6 0.687 0.663 
F1 (2.9 mg) 3 0.959 0.941 

 original 1.800 1.786 
F2 (3.2mg) original 0.960 0.867 

 0.5 --- 0.508 
F3 (1.8 mg)* 0.7 --- 0.667 

 1 --- 0.882 
 0.7 0.908 0.758 

F4 (0.9mg) 1 1.211 1.015 
 2 2.427 2.029 

*Debido a que solo contiene MTX, se usó la curva de calibración para el MTX a 304 nm 

(A304=32265.09[C]) y los valores de absorbancia que se encuentran en la tabla son a λ=302 nm por ser el 

máximo para estos espectros. 

4.9. Detalles Computacionales 

Los dendrímeros 9 y 13, el MTX y los complejos formados entre ellos fueron 

equilibrados mediante una búsqueda conformacional en medio acuoso con una 

constante dielectrica de 81 y el campo de fuerza OPLS200191, usando el Metodo 

Estadistico de Monte Carlo92 incluido en el software Macromodel. El algoritmo de 

Múltiples Mínimos (MCMM)93,94 sin límites en el número de variables de torsión en la 

búsqueda fue usado. Las superficies Hidrofóbicas-Hidrofílicas (en anaranjado y azul 

respectivamente) fueron generadas por un procedimiento de mapeo siguiendo el 

algoritmo de Goodford95 usando Maestro96 con una caja de 6Å. 
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4.10. Formación de complejos dendrímero-fármaco. 

Procedimiento general para la formación de complejos dendrímero-fármaco  

El procedimiento general para la formación de complejos implica, en primer lugar, la 

formación de la sal de las terminales de ácido carboxílico del dendrímero con NaOH 

(cantidades equimolares), moliendo en un mortero de ágata sin disolvente; acto seguido 

se adicionan cinco equivalentes de MTX para obtener una pasta (sal de 

dendrímero/MTX). Esta pasta se disuelve en el medio en cuestión (agua ó PBS) hasta 

alcanzar un volumen de 5 mL en un matraz aforado, obteniéndose un complejo soluble. 

La solución del complejo se sonica durante 20 minutos y se deja equilibrar en la 

oscuridad durante una noche. Posteriormente, la solución se centrifuga durante 10 

minutos a 3400 rpm. Finalmente, el sobrenadante se filtra a través de un filtro de jeringa 

ANOTOP 25, con un tamaño de poro de 400 nm. Los complejos formados con este 

método permanecen estables por varias semanas tanto en agua como en PBS. 

Complejos en agua. 

Complejo Dendrímero 9-MTX 

La formación de este complejo se realizó moliendo 11.7 mg (0.866x10-5 mol) de 

dendrímero con 2.7 mg (6.93 × 10-5 mol) de NaOH y posteriormente se agregaron 25.5 

mg (5.61×10-5mol) de MTX. Con el objetivo de obtener un buen espectro de UV-vis, se 

realizó una dilución de 0.2 mL en 5 mL. La absorbancia a λ=302 nm fue de 1.261. 

Complejo Dendrímero 13-MTX 

La formación de este complejo se realizó moliendo 10mg (0.866 × 10-5 mol) de 

dendrímero con 2.7 mg (6.93 × 10-5 mol) de NaOH y posteriormente se agregaron 25.5 

mg (5.61×10-5mol) de MTX. Con el objetivo de obtener un buen espectro de UV-vis se 

realizó una dilución de 0.2 mL en 5 mL. La absorbancia medida a λ=302 nm fue de 

0.827. 

Complejos en PBS 

Complejo Dendrímero9-MTX 

La formación de este complejo se realizó moliendo 17 mg (1.25x10-5 mol) de 

dendrímero con 3.9 mg (9.98 x10-5 mol) de NaOH y posteriormente se agregaron 25.5 

mg (5.61×10-5mol) de MTX. Con el objetivo de obtener un buen espectro de UV-vis se 
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realizó una dilución de 0.06 mL aforada a 5 mL. La absorbancia a λ=304 nm fue de 

1.265. 

Complejo Dendrímero13-MTX 

La formación de este complejo se realizó moliendo 14.4 mg (1.25x10-5 mol) de 

dendrímero con 3.9 mg (9.98 x10-5 mol) de NaOH y posteriormente se agregaron 3.9 

mg (9.98 x10-5 mol) 25.5 mg (5.61×10-5mol) de MTX. Con el objetivo de obtener un 

buen espectro de UV-vis se realizó una dilución de 0.06 mL en 5 mL. La absorbancia 

medida a λ=304 nm fue de 1.138. 

Determinación de solubilidad máxima de MTX. 

Para determinar la solubilidad del MTX en los diferentes medios, se colocan 5 mg de 

MTX en un matraz aforado de 5 mL, la solución se agita durante 30 min., se sonica 

durante 20 minutos y se deja equilibrar en la oscuridad durante una noche. Después de 

centrifugar durante 10 minutos a 3400 rpm, el sobrenadante se filtra a través de un filtro 

de jeringa ANOTOP 25 con un tamaño de poro de 400 nm. Para obtener una lectura 

confiable dentro del rango de la ley de Lambert-Beer, se realizan las diluciones 

necesarias. 

Solubilidad máxima del MTX en agua. 

Siguiendo el protocolo y haciendo una dilución de 0.3 mL de la solución original 

aforando a 5 mL, se obtuvo un valor de absorbancia de 0.457, medido a 302 nm. 

Solubilidad máxima del MTX en agua 

Aplicando el protocolo establecido para la solubilidad máxima del MTX ahora en PBS, 

y haciendo una dilución de 0.3 mL de la solución original aforando a 5 mL, se obtuvo 

un valor de absorbancia de 0.716 medida a λ=304 nm.  

Liberación de MTX por descenso del pH 

A las soluciones de los complejos en PBS se les ajustó el pH con gotas de HCl al 10% 

hasta llegar a pH 4, posteriormente se sonican las soluciones por 20 minutos y se dejan 

equilibrar por una noche, tras lo cual se centrifugan por 10 minutos y se filtran por una 

membrana con un tamaño de poro de 400 nm. De las soluciones filtradas se toman las 

alícuotas pertinentes y se aforan en solución buffer a pH 7.4 para obtener el espectro 

UV-Vis y poder cuantificar la cantidad de MTX.  
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CAPÍTULO V. A�ÁLISIS DE RESULTADOS: 

SÍ�TESIS DE DE�DRÍMEROS 

 

5.1. Estrategia sintética  

Como se mencionó, desde hace unos años se han venido haciendo grandes esfuerzos por 

sintetizar materiales perfectamente definidos con propiedades especificas que les 

permitan actuar como acarreadores y liberadores de fármacos; con esta finalidad se 

llevó a cabo la síntesis de tres familias de dendrímeros. Una de ellas es la del PAMAM 

con núcleo de etiléndiamina hasta la generación G2.5 siguiendo la metodología descrita 

por Twyman73 y col., que corresponde a una síntesis divergente y se muestra en el 

esquema 5.1. Las otras dos familias son nuevos dendrímeros de amino-éster y difieren 

entre sí únicamente en el núcleo, en un caso se usó ácido adípico para obtener la familia 

DA y en el otro etiléndiamina, dando lugar a los dendrímeros etiquetados con DE. La 

estrategia de síntesis para estos dendrímeros podría llamarse pseudo-divergente, ya que 

para disminuir el número de etapas se formó el dendrón de G197 (esquema 5.3), 

evitando en cada generación 2 etapas de reacción, la protección de la amina y la 

desprotección una vez realizado el acoplamiento, y su respectiva purificación, como se 

ilustra en el esquema 5.2, comparando la síntesis del dendrímero DE G1.5. La ruta 

sintética, para los dendrímeros DA G1 y G2 con terminales de ácido carboxílico se 

muestra en el esquema 5.4, mientras que para el dendrímero DE con las mismas 

terminales se muestra en el esquema 5.5. 

Cabe mencionar que las terminales COOH en los dendrímeros abre la posibilidad de 

seguir creciendo generacionalmente, o bien pueden ser modificados en la periferia en 

función de los grupos terminales necesarios. En el caso de los dendrímeros de PAMAM 

G2.5, los grupos terminales fueron modificados mediante una reacción de sustitución, 

empleando el grupo tris(hidroximetil)aminometano para tener grupos OH en la periferia 

y con ello favorecer la solubilidad en medios acuosos y decrecer la citotoxicidad al 

eliminar las aminas primarias en la superficie. La ruta de síntesis se muestra en el 

esquema 5.6. 
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Esquema 5.1. Ruta de síntesis del PAMAM con núcleo de etiléndiamina 
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Esquema 5.2. Diferencia entre la síntesis pseudo-divergente y la divergente. 
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Esquema 5.3. Ruta de síntesis para el dendrón de G1 
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Esquema 5.4. Ruta de síntesis para los dendrímeros amino-éster con núcleo de ácido 

adípico (DA) G1 y G2. 
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Esquema 5.5. Ruta de síntesis para el dendrímero amino-éster con núcleo de 

etiléndiamina (DE) de G1.5 
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Esquema 5.6. Modificación de la superficie con TRIS para el PAMAM G2.5. 
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5.2. Dendrímeros de PAMAM con núcleo de etiléndiamina 

La síntesis de los dendrímeros de PAMAM hasta la G2.5, acorde al esquema 5.1, se 

lleva a cabo en MeOH y temperatura ambiente. Sin embargo, pese a las condiciones 

suaves, son necesarios tiempos de reacción largos y altas diluciones para evitar la 

formación de subproductos, en el mismo sentido cabe mencionar que la temperatura 

debe ser mantenida por debajo de los 50 °C para evitar que se den reacciones de 

descomposición. Otra de las cualidades de estas reacciones es que cada paso puede ser 

monitoreado mediante CCF usando AcOEt como eluyente. La obtención de los 

productos deseados se comprobó como a continuación se describe.  

La obtención del producto 1 se corroboró por varias técnicas espectroscópicas. Por 

RMN de 1H se observan dos señales triples, una a 2,43 ppm asociada a los protones del 

metileno adyacente al carbonilo y otra a 2,51 ppm asignado al CH2 posterior a la amina 

(figura 5.2). Además, por espectrometría de masas se confirma la obtención del 

compuesto 1 por el pico con un valor de m/z de 405 asociado al ión molecular y el pico 

en 202 que corresponde al esperado para el compuesto con dos cargas (figura 5.1). El 

crecimiento de la G0.5 a G1.5 (compuesto 2) se determinó, en primera instancia por las 

nuevas bandas en el espectro de infrarrojo de la amida, en 3304 cm-1 por la vibración 

del hidrógeno de la amida y en 1644 cm-1 por el carbonilo de la misma. Además, 

aparecen nuevas señales en el espectro de RMN 1H, por ejemplo la señal triple a 3.24 

ppm que corresponde a los protones del metileno adyacente al NH de la amida como se 

aprecia en la figura 5.2, donde se comparan los espectros de las generaciones 0.5, 1.5 y 

2.5. En RMN 13C se ven claramente dos señales de carbonilos, correspondientes al del 

éster y al de la amida (figura 5.3). En el caso de la espectroscopia de masas, se obtiene 

un valor superior al esperado, por ello se realizó una separación mediante cromatografía 

de líquidos acoplada a masas, mediante la cual fue posible discernir entre dos 

compuestos, uno con m/z de 1206.5, la esperada, y otro de m/z=1227.5 (figura 5.4). 

Este último valor se explica por la presencia de un ión Na+, en lugar de un H+, en la 

muestra cargada que llega al detector. Además, en el espectro con la especie cargada 

con iones H+ se observa un pico con un valor de m/z=603.9, correspondiente a la 

especie con dos cargas y uno más a m/z=402.7 asociable a la especie con 3 cargas.  
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Figura  5.1. Espectro de FAB+ del PAMAM G0.5 (1)
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Figura 5.2. Espectros de RMN de 1H de los dendrímeros 1, 2 y 3. Los dos primeros se 
realizaron acetona-d6 y el tercero en CDCl3. Se aprecian las nuevas señales al pasar de 
G0.5 (1) a G1.5 (2) y al pasar a G2.5 el cambio más notorio es el ensanchamiento de las 
señales. 
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Figura 5.4. Espectro de ESI (+MS) del PAMAM G1.5 (dendrímero 2). Tras una 

separación cromatográfica. 

 

Al igual que para el dendrímero 2, el PAMAM G2.5 (3) se corroboró por infrarrojo, 

resonancia y masas, si bien no existen cambios notorios entre los respectivos espectros, 

en resonancia se aprecia un ensanchamiento de las señales (figura 5.3) y hay un 

aumento en el valor relativo de las integrales en el espectro de 1H. Nuevamente la 

técnica concluyente fue la espectroscopia de masas (figura 5.5), donde se obtuvo el 

valor de m/z correspondiente al ion molecular de 2807.9 y un valor superior al esperado 

de 2840.7, éste último se puede asociar al dendrímero de PAMAM G2.5 con una 

molécula de metanol encapsulada, que por el tipo de radiación no se destruye. 
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Figura 5.5. Espectro de ESI (+MS) del PAMAM G2.5 (3) 

Una vez obtenido el PAMAM G2.5 que posee 16 grupos metiléster terminales, se hizo 

reaccionar con el TRIS, con la finalidad de triplicar el número de grupos superficiales y 

hacer más afín el dendrímero con organismos vivos. Además, se tendrían en la periferia 

grupos hidroxilo para unir vía enlaces éster moléculas de MTX o AF, o cualquier otra 

que posea un ácido carboxílico para anclarse. Cuando la reacción se lleva a cabo en 

metanol, el avance es fácilmente monitoreado por infrarrojo, ya que en el espectro se 

puede apreciar la desaparición de la banda del carbonilo del éster terminal en 1729 cm-1 

al transformarse a carbonilo de amida en 1635 cm-1 (fig. 5.6). Sin embargo, por las otra 
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técnicas también se parecían cambios muy notorios que indican que se tiene el producto 

deseado, en el caso de la resonancia de 1H se observan señales muy anchas debido a que 

la interacción de los protones con el disolvente impide que se relajen por completo, 

también se observa una señal simple debido a los protones del metileno adyacente a los 

grupos hidroxilo terminales (figura 5.7). Y en el espectro de 13C se logran ver dos 

señales correspondientes a las aminas internas y externas del dendrímero. 

 

Figura 5.6. Espectros FT-IR del seguimiento de la reacción de funcionalización del 

PAMAM G2.5 con TRIS. a) dendrímero 3; b) 5d de reacción y c) 7 días de reacción. 
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Figura 5.7. Espectro de 1H RMN del PAMAM G2.5 funcionalizado con TRIS (4) 

En resumen, la síntesis de cada uno de dendrímeros de PAMAM, aunque requiere de 

altas diluciones, adiciones lentas en algunos pasos y tiempo de reacción largos, da altos 

rendimientos y su pureza puede ser evaluada por técnicas comunes de espectroscopia. 

Cabe mencionar que si no se controla la dilución, la temperatura y la velocidad de 

adición se pueden generar estructuras cíclicas44 no deseadas que se caracterizan por la 

aparición de un conjunto de señales alrededor de 2 ppm en el espectro de 1H 
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5.3. Dendrímeros aminoéster. 

Teniendo en cuenta las principales características que los materiales con bio-

aplicaciones deben tener, el diseño de los dendrímeros aminoéster fue hecho 

considerando tres elementos importantes que influyen en su desempeño: i) alta 

flexibilidad que favorece el proceso de encapsulamiento y puede mejorar la solubilidad, 

ii) la presencia de grupos éster, que promueve la biodegradabilidad de los compuestos, 

ya que se rompen en el cuerpo y, al mismo tiempo, pueden inducir la formación de 

puentes de hidrógeno, y iii) ácidos carboxílicos como grupos terminales (pKa ~ 5), con 

lo que se predispone a que sean no citotóxicos, ya que debería ser prácticamente 

desprotonados a pH de la sangre (7,4 ), lo que conduciría a la formación de entidades 

aniónicas que impiden la adherencia a las paredes de los vasos sanguíneos por 

repulsiones electrostáticas.98 Además, diversos estudios han demostrado que los 

dendrímeros con terminales aniónicas son menos tóxicos y hemolíticos que sus 

contrapartes catiónicos.48,69, 80,99 Bajo estos conceptos se realizó la síntesis de los 

dendrímeros 9 y 13 mostrados en los esquemas 5.4. y 5.5, respectivamente. 

La síntesis del dendrón (5) a partir del 3-amino-1-propanol procede en 24h con 

rendimiento cuantitativo, este dendrón posee un grupo alcohol como punto focal y dos 

ésteres terbutílicos como grupos terminales (esquema 5.3), con lo cual se garantiza su 

acoplamiento a los núcleos con terminales de ácido carboxílico, vía enlaces éster, por un 

solo punto sin lugar a reacciones secundarias. La estructura se corrobora fácilmente por 

las proporciones en los valores de integración de los portones en la resonancia de 1H, 

por ejemplo, de la señal triple en 3.68 ppm correspondiente a los protones de metileno 

adyacente al alcohol respecto al triplete en 2.35 ppm asignado a los protones metílicos 

adyacentes al carbonilo (figura 5.8). 
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Figura 5.8. Espectro de RMN 1H del dendrón (5) 

 

5.3.1. Dendrímeros con núcleo de ácido adípico 

De acuerdo al esquema 5.4, el acoplamiento de ácido adípico con el dendrón 5 (1:6 

proporción) en presencia del sistema DCC / DMAP permite obtener el dendrímero 6 

con un alto rendimiento (96%) como un aceite ligeramente amarillo. Es importante 

remarcar que el DMF debe estar completamente seco, de lo contrario el rendimiento se 

reduce a un 30-35%. Este nuevo compuesto se corroboró por la comparación entre las 

señales correspondientes a los protones terbutílicos (singulete de 36 H, en 1.42 ppm) 

contra las señales del ácido adípico distribuidas en 1.64 y 1.76 ppm. Por 13C se observan 

dos señales en carbonilos, correspondientes a los ésteres terbutílicos e internos. 

Finalmente por FAB+ se comprobó por los valores de m/z=773 y m/z=388 asignados al 

ión molecular y a la especie bi-cargada, respectivamente. 

La hidrólisis del dendrímero 6 para generar 7 (dendrímero de G1 con terminales de 

ácido carboxílico) fue gracias a la selectividad que presenta el ácido trifluoroacético 

para hidrolizar únicamente los ésteres terbutílicos, ya que con otros ácidos comúnmente 

empleados para estas hidrólisis, como el ácido fórmico, se pueden romper también los 
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ésteres internos y por ende el dendrímero, además en sólo 2 horas se obtienen 

rendimientos de más del 95%. La hidrólisis total es fácilmente monitoreada por la 

desaparición de la señal en 1.42 ppm asociada a los protones terbutílicos en el espectro 

de resonancia de 1H, así como por la ausencia de la señal del carbono cuaternario por 
13C. Este tipo de compuestos, presenta un espectro de IR muy característico donde 

existen varios grupos carboxílicos factibles de intercambiar protones o formar puentes 

de hidrógeno presentan un espectro de IR muy característico con una banda muy 

prolongada y de baja intensidad desde 3600 a 2200 cm-1 atribuida a los grupos COOH 

terminales y una banda ensanchada para los grupos carbonilo alrededor de 1730 cm-1. 

Estas características se aprecian en todos los dendrímeros con terminales de ácido 

carboxílicos como se retomará más adelante. 

El sistema DCC/DMAP fue usado para acoplar nuevamente el dendrón 5 al dendrímero 

7 y obtener la 2ª generación (8), sin embargo, pese a que se obtuvieron muy buenos 

rendimientos (>86%) se presentó un serio inconveniente, ya que la diciclohexilurea 

(DCU), subproducto de la reacción, es fuertemente retenida por el dendrímero, como se 

corroboraba por las señales a 3.21 ppm en los espectros de resonancia de 1H (anexo 2). 

Se hicieron muchos esfuerzos sin éxito por remover la DCU, filtración por papel y por 

celita, centrifugado, diálisis con membranas flexibles y rígidas y separación por 

tamaños en columna de Sephadex LH-20. Por tal inconveniente, fue necesario cambiar 

de agente acoplante. Se eligió la N-(3-dimetilaminopropil)-N´-etilcarbodiimida (EDC), 

ya que la urea generada es muy polar y puede ser fácilmente removida por columna. No 

obstante, la desventaja con este agente es que los rendimientos bajan hasta ~45%, tanto 

de éste dendrímero como de su análogo con núcleo de etiléndiamina (que presentó el 

mismo problema con la DCU). Sin embargo, el inconveniente presentado con la DCU, 

es un primer indicio de la capacidad de estos nuevos dendrímeros de encapsular 

moléculas hidrofóbicas. 

Después de purificar por columna de silica con AcOEt:NH4
+-OH (1%), se obtuvo el 

dendrímero 8 con un rendimiento del 46.4%, su estructura fue corroborada por 

resonancia de 1H, donde el radio de señales entre 1.44 y 1.65 ppm corresponde con el 

esperado para la nueva relación de protones terbutílicos y los protones de los metilenos 

centrales del adípico. En los espectros de masas por ESI y por FAB+ llama la atención 

un pico de mayor intensidad al esperado en m/z=1504.2 (ESI) y m/z=1502 (FAB+), se 

descarta como una posible sustitución parcial, ya que no corresponde al valor esperado 

correspondiente de m/z=1490, pero se puede asociar con un fragmento que se forma al 
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ionizar la muestra, dado que de acuerdo a la literatura100, cuando hay aminas terciarias 

en la estructura del dendrímero, los espectros de masas (ESI) pueden mostrar señales 

correspondientes al rompimiento de la molécula por la formación de ciclos. La 

estructura propuesta del ciclo formado se muestra sobre el espectro de ESI en la figura 

5.9. 

 
Figura 5.9. Espectro de ESI (+MS) del DA G2 (7) 

 
Finalmente, para obtener el dendrímero 9, se hidrolizo con TFA el compuesto 8, que de 

manera análoga al 6, presenta un espectro de IR muy característico donde existen varios 

grupos carboxílicos factibles de intercambiar protones o formar puentes de hidrógeno 

que generan una banda muy prolongada y de baja intensidad desde 3600 a 2200 cm-1 y 

una banda ensanchada para los grupos carbonilo alrededor de 1730 cm-1
, como se puede 

apreciar en la figura 5.10. Mediante resonancia de 1H, se puede ver la proporción 

correcta entre las señales de los diferentes protones y la ausencia de la señal de los 

protones terbutílicos en 1.44 ppm (figura 5.11) y por 13C se nota la ausencia del carbono 

cuaternario del ter-butilo (figura 5.12). Por FAB+ se corroboró el valor esperado de 

m/z=1354.4, además se observan un conjunto de picos en m/z=1193, 1181 y 1167 que 

se pueden asociar a la formación de un ciclo y la posterior perdida de metilos, por la 
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diferencia de 14 unidades entre esos picos. Este compuesto es altamente higroscópico y 

completamente soluble en agua, características deseables para materiales con potencial 

aplicación como acarreador de fármacos. 

 

Figura 5.10. Espectro de infrarrojo del dendrímero 9 con COOH. 
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Figura 5.11 Espectro de 1H RMN del dendrímero 9 con terminales COOH 
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Figura 5.12. Espectro de 13C RMN del dendrímero 9 con terminales COOH. 
 

5.3.2. Dendrímeros con núcleo de etiléndiamina 

Para sintetizar el dendrímero 13 (esquema 5.5), se obtiene en un primer paso el híper-

núcleo, compuesto 10, mediante una adición de Michael del ter-butilacrilato con 

etiléndiamina en metanol, tras 48 h de reacción se concentra dando un rendimiento 

cuantitativo. La formación del compuesto tetra-alquilado se verificó por resonancia, 

donde las señales simples en 1.47 ppm y 2.43 ppm corresponden a los protones 

terbutílicos y a los protones del núcleo simétrico de etiléndiamina, respectivamente. El 

compuesto 10, se hidroliza (11) y posteriormente se le acopla el dendrón (5) con el 

sistema EDC/DMAP en DMF, con estas condiciones se obtiene el dendrímero 12 

completamente sustituido de acuerdo con la caracterización espectroscópica, mediante 

ESI es posible confirmar que el dendrímero esta puro, dado que sólo aparece el pico de 

m/z= 1603 y uno con diferencia de 23 unidades, asociable al dendrímero con ión de Na+ 

en lugar de un H+, el espectro se muestra en la figura 5.13. Siguiendo la misma 

metodología que para el dendrímero 9, el compuesto 12 se hidroliza con TFA y tras 

varios lavados con diclorometano:hexano se obtiene el producto con aspecto de espuma, 
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por resonancia de 1H se corrobora que los radios entre señales de protones específicos 

cuadre (figura 5.14) y por masas se verifica el ión molecular esperado. 

A diferencia del PAMAM, la síntesis de estos nuevos dendrímeros es mucho mas 

rápida, y los rendimientos son bastante buenos a excepción del segundo acople donde el 

rendimiento cae a menos de un 50%. Si bien éste es susceptible a mejorar implicaría 

probar nuevas condiciones de reacción y por cuestiones de tiempo quedó fuera del 

alcance del presente trabajo. 

 

 
Figura 5.13. Espectro de ESI (+MS) del DE G1.5 (11) 
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Figura 5.14. Espectro de 1H RMN del DE G1.5 terminales COOH (12) 

 

Con los resultados aquí expuestos, se demuestra la obtención de tres dendrímeros 

altamente solubles en agua con potencial aplicación en el acarreo y liberación de 

fármacos, uno con 48 terminales OH (4) y los otros dos con 8 terminales COOH (9 y 

13). Los dendrímeros 9 y 13 se espera tengan capacidad de enriquecer la solubilidad de 

fármacos hidrofóbicos (MTX y Taxol) al formar estructuras supramoleculares unidas 

por interacciones no covalentes, iónicas, puentes de hidrógeno y de van der Waals. Y el 

dendrímero 13 se probará como acarreador de fármacos mediante la formación de 

conjugados dendriméricos, en un primer caso se unirá en la periferia moléculas del 

fármaco MTX y de AF que puede fungir como anzuelo; en un segundo caso se formará 

un conjugado con el fármaco Taxol. 
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CAPÍTULO VI. EVALUACIÓ� DE DE�DRÍMEROS COMO 

POTE�CIALES ACARREDORES DE FÁRMACOS 

6.1 Evaluación del porcentaje de inhibición del crecimiento celular de los 

dendrímeros y sus posibles metabolitos 

Debido a que uno de los parámetros necesarios para que cualquier material funcione 

como acarreador de fármacos es su inocuidad en células sanas, se realizaron pruebas in 

vitro del porcentaje de inhibición de crecimiento en linfocitos humanos (MT2) de los 

dendrímeros sintetizados, así como de los posibles productos de degradación, como 

prueba biológica preliminar a estos nuevos materiales. 

Las pruebas de citotoxicidad in vitro se llevaron a cabo en el Instituto de Química 

(U.N.A.M.), siguiendo el protocolo de Monks y colaboradores90, que consiste en poner 

en contacto el material a una concentración dada con las diferentes líneas celulares y 

monitorear la inhibición ó proliferación de las células, por tinción con sulforodamida B.  

Los resultados de los ensayos realizados por triplicado, así como el error estándar, se 

muestran en la tabla 6.1, la muestra de poliglicidol (sintetizada en nuestro laboratorio) 

se incluyó como referencia de inocuidad101.  

Tabla 6.1. Porcentaje de inhibición del crecimiento en líneas celulares humanas cancerígenas y 

linfocitos humanos (MT2) a 50 µM ± el error estándar 

Compuesto MT2 U251 PC-3 K-563 HCT-15 MCF7 SKLU-1 

4-hidrolizado* +3.4±±±±2.0 10.6±1.2 +6.6±±±±5.0 6.5±1.2 7.8±1.4 24.0±1.2 17.9±1.3 

Ac. Adípico +3.2±±±±1.5 +13.7±±±±2.9 +3.7±±±±0.8 +12.0±±±±1.3 +6.5±±±±1.0 +11.1±±±±6.0 +5.1±±±±0.5 

6 +3.0±±±±1.5 1.6±1.0 +5.2±±±±0.2 15.3±5.8 +3.5±±±±3.3 +21.4±±±±5.4 +2.3±±±±0.8 

8 +6.1±±±±1.0 9.8±0.4 12.6±3.6 7.7±0.0 +5.9±±±±2.0 +10.2±±±±2.2 2.4±0.4 

10 6.7±2.2 19.7±5.0 +1.7±±±±1.0 11.8±2.4 9.9±3.3 +9.8±±±±4.2 +5.4±±±±1.3 

12 1.3±0.6 11.2±0.5 +9.6±±±±2.1 1.3±0.3 +4.4±±±±4.0 +6.6±±±±1.2 2.1±0.1 

4 +8.7±±±±2.7 +14.7±±±±2.1 +3.89±±±±1.2 +17.1±±±±5.1 +6.7±±±±5.9 4.6±3.7 12.7±1.6 

Poliglicidol +5.8±±±±0.6 1.6±0.1 +5.4±±±±1.8 6.4±0.08 4.8±1.5 5.3±0.2 5.5±1.5 

*hidrolizado con TFA (Anexo 3). MT2= Línea celular de linfocitos humanos normales; Líneas celulares 
de cáncer humano: U251= glioblastoma (cáncer cerebral), PC-3=adenocarcinoma prostático, K562= 
Leucemia mielógena crónica,  HCT-15=adenocarcinoma colorectal, MCF-7= adenocarcinoma mamario, 
SKLU-1= adenocarcinoma pulmonar.  
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Los valores con signo + en la tabla 6.1 indican el % de crecimiento celular comparado 

con el blanco, lo que implica que no son citotóxicos, mientras que los valores sin signo 

indican el porcentaje de inhibición en el crecimiento celular. De la tabla 6.1 se puede 

observar que tanto los dendrímeros como sus posible metabolitos, muestran cierta 

selectividad hacia las líneas celulares cancerígenas, sin embargo, resultan ser inocuos 

hacia las células sanas MT2, salvo los compuestos 10 y 12 que presentan una ligera 

citotoxicidad pero que cae dentro del rango de error (±10%) en que se considera 

despreciable1.  

Aunque no es de interés que los dendrímeros o sus metabolitos sean citotóxicos hacia 

células cancerígenas, si se puede ver que las líneas celulares de cáncer de próstata y de 

mama (PC-3 y MCF-7 respectivamente) tienen mayor resistencia que el resto a la 

exposición de sustancias ajenas, por lo que se puede esperar que también presenten 

mayor resistencia a los fármacos, lo que pone de manifiesto la necesidad de trabajar en 

encontrar una vía de administración más selectiva. 

En resumen, los resultados obtenidos ponen de manifiesto la inocuidad in vitro de los 

dendrímeros sintetizados y, aunado a la solubilidad en medios acuosos que presentan, se 

pueden proponer como candidatos potenciales a acarreadores de fármacos. 

6.2 Conjugados Dendriméricos 

6.2.1 Estudio con MTX y AF 

La estrategia de formar conjugados para el acarreamiento de fármacos presenta muchas 

ventajas ya que, además de aumentar la solubilidad y disminuir la toxicidad sistémica 

de los fármacos, se logra hacer más selectiva la acumulación en el tratamiento de 

tumores debido al EPR, y se aumenta el tiempo de circulación para tener una liberación 

prolongada, dado que generalmente la liberación implica el rompimiento de enlaces 

covalentes en condiciones ácidas (propias del lisosoma). Bajo estos antecedentes, aún 

cuando los alcances del presente trabajo no implican pruebas de liberación, se realizó la 

formación de conjugados dendriméricos uniendo el MTX a la superficie del PAMAM 

G2.5 con la superficie modificada con el grupo TRIS, es decir al dendrímero 4, que de 

acuerdo a las pruebas de % de inhibición (tabla 6.1), demostró ser inocuo hacia líneas 

celulares sanas, es altamente soluble en agua y posee las terminales adecuadas para 

formar un enlace éster con los grupos ácido del MTX. También se sabe de la literatura 

que la inclusión de moléculas anzuelo (metabolitos involucrados en el crecimiento 
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celular), mejoran grandemente el desempeño de estos acarreadores ya que al existir 

receptores para esas moléculas, se facilita su entrada y acumulación en las células 

cancerígenas y sobre todo en los tumores que generalmente sobreexpresan algún 

receptor. Teniendo esto en mente, se decidió unir covalentemente al mismo dendrímero 

moléculas de Ácido Fólico (AF) como molécula anzuelo. 

Como se menciona en los antecedentes, uno de los peligros que se corre al unir en la 

periferia moléculas hidrofóbicas es que la superficie se sature y se tenga un acarreador 

insoluble en medios acuosos. Con la finalidad de evitar este inconveniente, y dado que 

no se sabe el límite de carga de este dendrímero con el MTX y el AF, se decidió probar 

una sola estequiometria de carga baja, pensando idealmente en obtener una estructura 

con 2 moléculas de MTX y 2 de AF por cada dendrímero (figura 6.1). 
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Figura 6.1. Conjugado dendrimérico. Dendrímero 4 idealmente con una carga de 2 

moléculas de AF y 2 de MTX unidas en la superficie mediante enlaces éster. 

 

La unión covalente del AF y del MTX se realizó de acuerdo al protocolo establecido en 

la sección experimental, usando el sistema acoplante DCC/DMAP y condiciones 

anhidras. La mezcla de reacción se concentra y se remueve la DCU, una vez eliminada, 

se concentra hasta llegar a un aceite muy viscoso (0.82 g) que se redisuelve en 1 mL de 

metanol y 3 gotas de agua, se separa en dos fracciones que se pasan por una columna de 

Sephadex-LH-20, eluyendo con MeOH. La separación por tamaños permite tener 

fracciones de baja polidispersidad y eliminar la DCU, AF y MTX remanentes. Al ir 
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eluyendo la mezcla se aprecia claramente la separación de la muestra en cuatro 

fracciones coloridas completamente solubles en agua (este comportamiento fue idéntico 

en ambas porciones de la mezcla). Una vez concentradas cada una de las fracciones, se 

realizó la caracterización mediante FT-IR, RMN y UV-Vis. En la figura 6.2 se muestran 

las cantidades obtenidas de cada una de las fracciones y las concentraciones del AF y 

del MTX en mol/mg de conjugado. 
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Figura 6.2. Resumen de las concentraciones y cantidades de las 4 fracciones obtenidas. 

 

FTIR 

La espectroscopia de infrarrojo (FTIR), si bien no es cuantitativa, es una técnica muy 

rápida que nos brinda un primer indicio de la formación de los conjugados por la 

aparición de las bandas de los diferentes grupos funcionales presentes en ambas 

entidades, junto con un ligero corrimiento debido a las nuevas interacciones. Para poder 
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hacer uso de la técnica es preciso contar con los espectros de cada una de las moléculas 

presentes, en este caso el del AF, el MTX, el dendrímero 4 y el de la DCU (subproducto 

de la reacción, que por experiencias previas puede formar complejos resistentes incluso 

a la separación por tamaños). Los espectros correspondientes se muestran en las figuras 

6.3 a 6.6. 

 

 

Figura 6.3. Espectro FT-IR del AF. Sobresalen varias bandas correspondientes a la 
vibración NH arriba de 3300 cm-1, las bandas vibracionales de CHx en 2919 cm-1, la 
banda del C=O en 1685 cm-1 y una banda ancha de baja intensidad desde 
aproximadamente 3500 hasta 2100 cm-1, debida a los puentes de hidrógeno. 
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Figura 6.4. Espectro FT-IR del MTX. Sobresalen varias bandas correspondientes a la 
vibración NHx arriba de 3300 cm-1, las bandas vibracionales de CHx en 2921 cm-1 y 
2855 cm-1 y la banda del C=O en 1635 cm-1. También muestra una banda ancha de baja 
intensidad desde aproximadamente 3500 hasta 2100 cm-1. 

 
Figura 6.5. Espectro FT-IR del dendrímero 4. Sobresalen las bandas correspondientes a 
la vibración NH y OH en 3371 cm-1, las bandas vibracionales de CHx en 2941 cm-1 y 
2833 cm-1 y la del C=O en 1635 cm-1.  
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Figura 6.6. Espectro FT-IR de la DCU. Sobresalen las bandas correspondientes a la 
vibración NH en 3322 cm-1, las bandas vibracionales de CHx en 2925 cm-1 y 2848 cm-1 
y la banda del C=O en 1623 cm-1. 
 

Los espectros correspondientes a las 4 fracciones se muestran en las figuras de 6.7 a la 

6.10. Como puede apreciarse, el espectro correspondiente a F1 muestra una banda de 

muy baja intensidad en 1729 cm-1, que puede asociarse con la formación de los enlaces 

éster entre los grupos OH del dendrímero y las terminales COOH del MTX y/o AF. 

Además, se ve más fina la banda en 3268 cm-1, presumiblemente por la presencia de las 

aminas y finalmente, otra característica que nos lleva a sugerir la formación de los 

conjugados es la banda ancha que inicia arriba de 2100 cm-1 propia tanto del MTX 

como del AF.  

En el espectro de F2 sobresale el incremento en la intensidad de las bandas en 2926.6 

cm-1 y una banda fina en 3324.2 cm-1, ambas asociables a la DCU, como puede verse 

por simple comparación, y también presenta la banda ancha características del MTX y 

AF. 

En cuanto a F3 y F4, presentan espectros muy similares, donde además de la banda 

ancha característica del MTX y AF, se observa un corrimiento de las bandas de los 

carbonilos a menores números de onda, para terminar en una sola banda ancha entre 

1565 cm-1 y 1555 cm-1. 
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En resumen, por los espectros de FT-IR, todas las fracciones son conjugados 

dendriméricos con al menos una entidad unida. Sin embargo, F2 se descarta para un 

estudio más profundo y pruebas biológicas in vitro por la presencia de DCU. 

 

Figura 6.7. Espectro FT-IR de F1.Sobresale, la pequeña señal en 1729 cm-1 asociable a 
un enlace éster y la banda ancha que va de 3500 hasta 2100 cm-1 como en el MTX y el 
AF. 

 
Figura 6.8. Espectro FT-IR de F2.Sobresale el incremento en la intensidad de las bandas 
en 2926 cm-1 y una banda fina en 3324 cm-1 ambas asociables a la DCU, aunque 
también presenta características del MTX y AF. 
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Figura 6.9. Espectro FT-IR de F3.Sobresale el parecido con el espectro del dendrímero, 
sin embargo, las señales de carbonilos originalmente en 1635 cm-1 se desplazan a 
menores número de onda dando lugar a y un solapamiento de bandas en 1555 cm-1. 
 
 

 

Figura 6.10. Espectro FT-IR de F4.Sobresale el parecido con el espectro del dendrímero, 
sin embargo, las señales de carbonilos originalmente en 1635 cm-1 se desplazan a 
menores número de onda dando lugar a y una sola banda ancha en 1565 cm-1. 
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RM� 

Por lo antes mencionado, sólo las fracciones 1, 3 y 4 fueron estudiadas por RMN. Los 

espectros de RMN obtenidos muestran que existe la unión covalente del MTX y del AF 

al PAMAM. 

Del espectro de F1 (figura 6.11), puede verse que aún cuando por IR no fue posible 

detectar la DCU, aquí se logra ver con claridad por las señales múltiples entre 1 y 2 

ppm. Además por la baja intensidad de las señales en la región de los aromáticos, se 

puede decir que la concentración del MTX y AF es muy baja, sin embargo, ésta se 

determinará más adelante por UV-Vis. 

0.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.0

1H de PAMF1 en D2O 
S. Delia/ Dra. Guadarrama

Bruker Avance 400MHz
GCV IIM UNAM

Aromaticos correspondientes al MTX y AF

Dendrímero

DCU

MTX, AF

DCU

5.86.06.26.46.66.87.07.27.47.67.88.08.28.48.6

 

Figura 6.11. Espectro RMN 1H de F1 en D2O 

 

El espectro de 1H RMN de F3 (figura 6.12), muestra que esa fracción solo contiene 

moléculas de MTX por la señales entre 6.5 y 8.5 ppm, y a nivel de ruido puede 

apreciarse la presencia de AF, en una proporción despreciable. Esto se corroborará por 

el espectro de UV-Vis mostrado más adelante. 

En el espectro correspondiente a F4 (figura 6.13) se puede ver que esta fracción 

contiene tanto moléculas de AF como de MTX, diferenciadas por las señales 
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correspondientes a los aromáticos, siendo la señal doble en 6.64 ppm asignado a dos de 

los hidrógenos del anillo fenílico, mientras que la señal doble en 6.75 ppm se asigna a 

los equivalentes en el MTX. De acuerdo a estas señales perfectamente separadas, se 

puede ver que la relación entre moléculas AF:MTX es prácticamente de 5:1. 
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Figura 6.12. Espectro RMN 1H de F3 en D2O 

 

En resumen, la resonancia magnética nuclear de hidrógeno nos permitió determinar que 

las tres fracciones analizadas son conjugados dendriméricos, pero existen diferencias 

entre ellas. En el caso de F1, con baja concentración de MTX y/o AF, se pudo 

determinar que también contiene DCU; debido a ello, y a la poca cantidad de muestra, 

se decidió no evaluar esta fracción en pruebas biológicas in vitro. Por otro lado, las 

fracciones mayoritarias F3 y F4 tienen una gran diferencia que será de interés en el 

comportamiento en los ensayos in vitro de inhibición del crecimiento celular, ya que F3 
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contiene únicamente MTX y la F4 tanto al MTX como al AF en una proporción 5:1 

(AF:MTX). 
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Figura 6.13. Espectro de RMN 1H de F4 en D2O 

 

UV-Vis. 

Para cuantificar las concentraciones de AF y MTX en cada una de las fracciones, se 

hizo uso de la espectroscopia UV-Vis. Las cantidades, diluciones y absorbancias 

medidas a λ1=282 nm y λ1=300 nm se encuentran en la sección experimental (tabla 4.1).  

De los espectros de UV-Vis para cada fracción (figura 6.14), se puede ver que todas 
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determinado previamente con la resonancia de 1H. Para una mejor claridad, se muestra 

en la figura 6.15 los espectros de F3 y del MTX, ambos en PBS..  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.14. Espectros UV-Vis de las fracciones 1 a 4 disueltas en PBS 
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Figura 6.15. Espectros UV-Vis comparativos de F3 y MTX en PBS 
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Para aplicar la ley de Lambert-Beer, que es aditiva para mezclas, es necesario en primer 

lugar corroborar que a las longitudes de onda seleccionadas ambos analitos cumplan la 

ley, lo cual se demuestra con la linealidad, al graficar A vs C (absorbancia vs 

concentración) a una longitud particular, como se aprecia en las figuras 6.16 y 6.17 para 

el AF y el MTX respectivamente, a dos longitudes de onda (λ=282 nm y λ=300 nm). 

Además, las pendientes de esas curvas corresponden a los ε (coeficiente de absortividad 

molar) para cada componente a la λ especifica. 

La definición de la ley de Lambert-Beer a una λ (longitud de onda) dada se escribe de 

acuerdo a la ecuación 1 y para una mezcla binaria se escribe de acuerdo a la ecuación 2. 

Sustituyendo 1 en 2 y escribiendo las ecuaciones a dos longitudes de onda diferentes, se 

tiene un sistema de dos ecuaciones (3 y 4) con dos incógnitas que puede ser fácilmente 

resuelto para determinar las concentraciones de AF y MTX en cada una de las 

fracciones, excepto para F3, para la cual se usó directamente la curva de calibración del 

MTX, figura 6.18 y usando la ley de las diluciones (ecuación 5) se determina la 

concentración en la solución original. 

A Cl
λ λ

ε=   Ec. 1 Ley de Lambert-Beer en términos de ε , l y C  

AM MTX AFA A
λ λ λ

= +  Ec. 2 Ley de Lambert-Beer para la mezcla binaria, 

donde AM

λ

= Absorbancia medida para la mezcla a 

λ. 

282 282 282AM MTX MTX AF AFlC lCε ε= +  Ec. 3 Ley de Lambert-Beer para una mezcla a 

λ=282nm, donde 282
MTX

ε  es coeficiente de 

absortividad molar para el MTX a 282nm y 

282
AF

ε para el AF. 

300 300 300AM MTX MTX AF AFlC lCε ε= +  Ec. 4 Ley de Lambert-Beer para una mezcla a 

λ=300nm 

0 0 1 1C V C V⋅ = ⋅    Eq. 5 Ley de las diluciones 
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Figura 6.16. Curvas de calibración del AF a diferentes longitudes de onda, donde se 

observa que la ley de Lambert-Beer se cumple. 282 21198.70AF
ε = Mcm-1 y 

300 15839.12AF
ε =  Mcm-1 
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Figura 6.17. Curvas de calibración del MTX a dos longitudes de onda, donde se observa 

que la ley de Lambert-Beer se cumple. 282 26972.16MTX
ε =  Mcm-1 y 300 31987.48MTX

ε =  

Mcm-1 
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Figura 6.18. Espectros de absorción del MTX en PBS pH 7.4 y curva de 

calibración a 304 y 370 nm en un rango de concentraciones de 1.8x10-5 a 5.5x10-5 M. 

 

Con los valores de absorbancia correspondientes de la tabla 4.1 (ver sección 

experimental), y los valores de ε  adecuados, se determinan las concentraciones de AF y 

MTX para cada fracción. Los resultados se muestran en la tabla 6.2, donde se puede ver 

que las fracciones F1 y F2 contienen una baja concentración de analitos, mientras que 

en las fracciones F3 y F4 la concentración es un orden de magnitud mayor. Además, 

existe una gran diferencia entre F3 y F4, puesto que F3 solo contiene MTX y F4 

contiene AF y MTX en una proporción 5:1, corroborando lo observado por RMN. 

Recapitulando, los espectros de UV-Vis son una vía rápida para determinar qué especies 

están presentes en el conjugado y al ser una técnica cuantitativa nos permitió calcular 

las concentraciones de MTX y AF presentes en cada fracción.  
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Tabla 6.2. Concentraciones de AF y MTX en cada fracción 

 Alícuota (mL) 

aforada a 5 mL 

CAFx104M CMTXx104M CAFx108M/mg 

de conjugado 

CMTXx108M/mg 

de conjugado 

 1.6 0.5098 0.3953 8.790 6.816 

F1  3 0.3518 0.3161 6.066 5.450 

(2.9 mg) original 0.3549 0.3727 6.119 6.426 

 promedio 0.3633 0.3444 6.264 5.938 

F2 original 0.2919 0.1265 4.561 1.977 

(3.2 mg)      

 0.5 --- 1.5744 --- 43.735 

F3  0.7 --- 1.4766 --- 41.017 

(1.8 mg) 1 --- 1.3668 --- 37.967 

 promedio --- 1.1473 --- 40.906 

 0.7 2.4485 0.4802 136.028 26.678 

F4  1 2.2641 0.4655 125.783 25.861 

(0.9 mg) 2 2.2827 0.4555 126.817 25.306 

 promedio 2.3317 0.4671 129.539 25.950 

 

 

6.2.1.1 Evaluación del porcentaje de inhibición del crecimiento celular de 

los conjugados dendriméricos con MTX 

Una vez caracterizados los conjugados dendriméricos, y con el objetivo de determinar si 

la actividad citotóxica del MTX se mantiene, se hicieron pruebas biológicas para 

determinar el porcentaje de inhibición en el crecimiento celular en diferentes líneas 

celulares cancerígenas y en una línea de linfocitos humanos, bajo el protocolo descrito 

en la sección experimental. Los resultados, mostrados en la tabla 6.3, ponen de 

manifiesto que los conjugados dendriméricos no sólo mantienen, sino que aumentan la 

actividad del MTX, salvo en la línea celular de cáncer de próstata PC-3. Nuevamente, 

los resultados que llaman la atención son los obtenidos para los linfocitos humanos, 

hacia los cuales el porcentaje de inhibición decrece drásticamente; más del 80% con F3 

que contiene prácticamente solo MTX y F4, que es la que contiene mayor cantidad de 

AF, promueve el crecimiento de esta línea celular. Si bien los resultados no son 



98 
 

extrapolables a pruebas in vivo, con base en estos resultados se podría pensar que una 

vez formado el conjugado dendrimérico, con o sin AF, existirá una discriminación hacia 

las células sanas. 

 

Tabla 6.3. % de inhibición del crecimiento en líneas celulares humanas cancerígenas y 
linfocitos humanos (MT2) a 50 µM ± el error estándar 

Muestra  MT-2 U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 

4 +12.7±±±±5.7 +6.7±±±±7.7 +26.5±±±±2.9 +3.1±±±±0.8 26.9±7.2 +18.9±±±±8.5 22.0±8.6 

MTX 
86.34 61.8±3.3 

27.9±5.6 44.0±4.1 55.1±2.4 50.6±2.9 54.1±1.9 

F3 16.47±±±±5.1 87.7±6.0 18.4±1.1 47.0±4.2 94.4±6.5 89.5±10.6 67.2±7.6 

F4 +3.5±3.8 88.8±1.7 7.1±0.1 41.7±5.4 96.1±1.8 87.9±5.5 64.7±3.8 

Concentración de MTX en todas las pruebas 50 µM en agua excepto el MTX que se solubilizo en DMSO. 
U251= glía de sistema nervioso central, PC-3= próstata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= 
mama, SKLU= pulmón. SA=sin actividad. *Este resultado es preliminar y se esta repitiendo debió ala 
sospecha de contaminación de la línea celular. 
 

 

6.2.2 Estudio con Taxol 

Como se menciona anteriormente, el taxol al igual que el MTX es un fármaco de gran 

actividad anticancerígena, sin embargo, su aplicación se ve mermada por la 

insolubilidad en medios acuosos y se recurre a poner aditivos en su fórmula, los cuales 

resultan ser altamente tóxicos como el aceite de castor. En este apartado se presentan los 

resultados de la formación del conjugado dendrímero 4-taxol, con base en los trabajos 

de Luo y colaboradores102 y Majoros y col.103, quienes publicaron la funcionalización 

del taxol de forma que nos permite unirlo covalentemente a la superficie de algún 

dendrímero. La funcionalización del taxol consta de dos pasos: 1) formación del 2´-

hemisuccinato de taxol (15) y 2) formación del taxol N-hidroxisuccinimidil éster (taxol-

NHS, 17), para el cual es necesaria la formación previa del N-succinimidil difenil 

fosfato (SDPP, 16). Las condiciones de reacción fueron las reportadas por los autores 

antes mencionados y se encuentran en la sección experimental. 

La funcionalización del taxol se llevó acabo siguiendo la ruta de síntesis mostrada en el 

esquema 6.1.  
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Esquema 6.1. Ruta de síntesis para la obtención del taxol activado vía NHS. 

La formación del 2´-hemisuccinato de taxol se corrobora mediante RMN 1H, por el 

desplazamiento que sufren las señales de diferentes protones. Los portones 10 y 11 del 

taxol, ambas se mueven a menores campos, la señal del H10 se mueve de 5.65 ppm a 

5.85 ppm y la del H11 se mueve de 4.75 ppm a 5.49ppm debido al nuevo ambiente 

químico, y obviamente a la aparición de las señales triples correspondientes al succínico 

en 2.65 ppm y 2.75 ppm, como se aprecia por comparación de los espectros entre el del 

taxol (fig. 6.19) y del hemisuccinato (figura 6.20). Sin embargo, para tener la seguridad 

que solo un alcohol se había esterificado, se hizo un espectro de masas por FAB+, 

donde se corrobora por el pico más alto con un valor de m/z=954 (valor teórico) que 

sólo una molécula de anhídrido succínico se esterificó con el taxol (figura 6.21) 
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Figura 6.19. Espectro RMN 1H del taxol, adquirido con Aldrich 
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Figura 6.20. Espectro RMN 1H del 2´-hemisuccinato de taxol 
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Para realizar la activación de la terminal ácida del succínico, se formo el N-Succinimidil 

Difenil Fosfato (SDPP),89 bajo las condiciones establecidas, cabe mencionar que este 

compuesto es altamente sensible a la humedad y en solo cuestión de horas puede tomar 

una coloración rosa, que es indicativo de su descomposición, por lo que no se garantiza 

su eficiencia días después de haberse sintetizado. Una vez obtenido el SDPP, se hace 

reaccionar con el 2´-hemisuccinato de taxol en acetonitrilo y trietilamina por 5 días, el 

producto (compuesto 17) se caracterizó por RMN de 1H, donde se ve la formación del 

taxol-N-hidroxisuccinimidil éster por que nuevamente la señal del H11 se desplaza, esta 

vez a campos altos (de 5.49 ppm a 4.31 ppm), y los tripletes asociados al succínico 

también se desplazan, formando una señal múltiple en 2.88 ppm y finalmente por la 

señal simple en 2.73 ppm correspondiente al anillo de la NHS. El espectro se muestra en 

la figura 6.22. 

 

 

Figura 6.22. Espectro 1H RMN del taxol N-hidroxisuccinimidil éster 

 

Finalmente, una vez obtenido el taxol-N-hidroxisuccinimidil éster (17), la reacción de 

acoplamiento al dendrímero se realizó bajo las condiciones descritas por Majoros y 
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col.103, para el anclaje de MTX con algunas modificaciones. En el esquema 6.2 se 

muestra la ruta de síntesis. 

N

O
NH

N

O
O

NH

N
NH

O

O

NH

NH

OH

OH

OH

OH

OH

N

O
O

N
HN

H

OH

OH OHOH

OH

O

NH

N

O

O

NH

N

NH

O

O N
H

N
H

OH

OH
OH

OH
O

N

O

O
NH

NH

OH
OH
OH

OH

OH
N

O
NH

N

O
O

NH

N NH

O

O

NH

NH

OH

OH

OH

OH
OH

N

O
O

N
H

N
H

OH

OHOH
OH

OH

O

NH

N

O

O

NH

N

NH

O

ON
H

N
H

OH
OH

OH

OH
OH

N

O

O

NH

NH

OH

OH

OH

OH

OH

HO

OH

HO

OH

OH

OH

HO

O

O

NH

O

O

O

O

O

O
O

O

HO

OH

O

O

O

O

Dendrímero 4

OH

Taxol-NHS
EDC.HCl

DMF/DMSO
t.a. 5 días

 

Esquema 6.2. Acoplamiento del taxol al dendrímero 4 vía enlace éster 

 

Esta reacción se lleva a cabo en una mezcla de disolventes anhidros (DMF:DMSO) por 

la casi nula solubilidad del taxol en casi cualquier disolvente. La formación del enlace 

éster es mediada por el agente acoplante EDC-HCl y procede durante 5 días a 

temperatura ambiente, posteriormente el disolvente se evapora a presión reducida y el 

material viscoso obtenido se redisuelve en 1 mL de metanol y 5 gotas de agua, se filtra 

con filtro de jeringa de 200 nm (NALGENE) y se inyecta a una columna de Sephadex-

LH20 que se eluye con MeOH. De la columna se separan dos fracciones etiquetadas 

como D4-Tax1 y D4-Tax2, de la primera se obtuvieron 12 mg y 32mg de la segunda. 

Ambas fracciones se caracterizaron por RMN 1H en agua, primer indicio de la 

conjugación del taxol con el dendrímero 4, los espectros se muestran en las figuras 6.23 

y 6.24. En la región de los protones aromáticos y alrededor de 1.15 ppm se observan las 

señales correspondientes al taxol, para ambas fracciones, por lo que se puede decir que 

la formación del conjugado se llevó a cabo. Sin embargo, la baja intensidad de estas 

señales no es posible cuantificarlo, además de que existe un traslape total con las 

señales del dendrímero. La diferencia entre ambas fracciones es la concentración de 

taxol; se observa (por un estimado de proporciones) que la segunda fracción contiene 

taxol en mucho menor proporción que la fracción 1. Si bien se logró formar el 

conjugado dendrimérico con el taxol, no fue posible cuantificar su concentración, lo que 

nos impidió realizar pruebas de citotoxicidad in vitro y en bajo estas condiciones solo es 
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posible decir que el dendrímero de PAMAM G2.5 con TRIS como grupo terminal tiene 

la capacidad de formar conjugados dendriméricos con el taxol, tomando como prueba la 

solubilidad de éste en el agua deuterada en que fue preparada la muestra de resonancia. 

 

Figura 6.23. Espectro RMN 1H de D4-Tax1 

 

Figura 6.24. Espectro RMN1H de D4-Tax2. 
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6.3 Dendrímeros como potenciadores de la solubilidad 

6.3.1. Estudio con MTX 

El MTX como se describe en los antecedentes, es un fármaco ampliamente usado en 

terapia contra el cáncer, aunque es prácticamente insoluble en agua a pH neutro, su 

solubilidad cambia en función del pH, a pH ácido decrece mientras que a pH básico 

aumenta104. Por los grupos funcionales presentes en su estructura, el MTX puede 

interaccionar adecuadamente con las estructuras dendriméricas a base de amino-éster 

sintetizadas, como se observa en las figuras 6.25 y 6.26 obtenidas mediante una 

búsqueda conformacional en medio acuoso con el programa Macromodel. En las figuras 

6.25 a) y 6.26 a) se puede ver que efectivamente pueden existir interacciones 

intermoleculares tipo puente de hidrógeno e interacciones electrostáticas que favorecen 

la interacción Dendrímero-MTX y las b) muestran el balance hidrofóbico-hidrofílico 

con lo que se puede presuponer que los complejos formados seguirán siendo solubles en 

medios acuosos, dada la superficie mayoritariamente hidrofílica (superficie mostrada en 

azul).  

 

  

Figura 6.25. a) Dendrímero9- MTX;             b) Superficie hidrofóbica-hidrofílica 
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Figura 6.26. a) 5Dendrímero13-3MTX;                   b) Superficie hidrofóbica-hidrofílica 

 

La formación de los complejos dendrímero-MTX fue realizada en dos medios: agua 

desionizada y solución buffer salina de fosfatos (PBS) a pH 7.4, de acuerdo al protocolo 

descrito en la sección experimental. Con la finalidad de determinar las concentraciones 

del MTX en los diferentes medios y determinar el incremento en la solubilidad, también 

se determinó la solubilidad máxima del MTX por si sólo en ambos medios. La técnica 

empleada para estas determinaciones fue espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis).  

6.3.1.1 Formación de complejos en agua 

Con el objetivo de evitar posibles interacciones repulsivas por la disociación de los 

ácidos carboxílicos presentes en ambas entidades, dendrímero y fármaco, la formación 

de los complejos se realizó en ausencia de agua, inicialmente se molió en mortero de 

ágata el dendrímero y una cantidad equimolar de NaOH para formar la sal, acto seguido 

se adicionó en MTX y se molió hasta formar una pasta, ésta fue disuelta en agua 

desionizada en un matraz volumétrico de 5 mL (ver sección experimental). Los 

complejos solubles en agua se obtuvieron después de sonicar, centrifugar y filtrar el 

MTX precipitado. Los complejos formados permaneces estables por varios días si se 

almacenan en la obscuridad y a bajas temperaturas. 

Debido a que la solubilidad del MTX resultó ser muy pobre en agua desionizada, no fue 

posible construir una curva de calibración confiable por UV-Vis; en consecuencia, los 

valores de concentración de MTX en los complejos no fueron obtenidos, sin embargo, a 

partir de los valores de absorbancia medidos de las soluciones de complejos a una 

dilución conocida, y teniendo en cuenta la ley de Lambert-Beer, fue posible establecer 

una relación de concentraciones para mostrar claramente que, tanto el dendrímero 9 
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como el 13 mejoran notablemente la solubilidad del MTX en agua a pH neutro. Previa 

determinación de la absorbancia del MTX en agua. 

Una vez formados los complejos en agua y para el MTX libre en agua, se realizaron las 

diluciones pertinentes para medir las absorbancias, los resultados así como las 

relaciones de volúmenes (V0/V1), donde V0 es el volumen de la alícuota y V1 es el 

volumen final de aforo (en este caso 5mL), se muestran en la tabla 6.4.  

 

Tabla 6.4. Datos de los complejos en agua 

Entidad A302 V0/Vf C
0
[mol/L] C

0
MTX-den/C

0
MTX 

MTX 0.457 0.3/5 7.61/k 1 

Dendrímero 9-MTX 1.261 0.2/5 31.52/k 4.14 

Dendrímero 13-MTX 0.827 0.2/5 20.67/k 2.71 

 

Usando los valores de la tabla 6.4, y aplicando la ley de Lambert-Beer, se determinan 

las concentraciones de MTX (C0) en las soluciones iniciales (solución madre) en 

función de una constante k, valor con el cual es posible determinar un radio de 

concentraciones entre el complejo y el fármaco libre (C0
MTX-den/C

0
MTX). Este último valor 

nos refleja el incremento en la solubilidad del MTX por la presencia del dendrímero a 

una concentración de 1.7 mM.  

Por lo tanto, la presencia de dendrímero 9 aumenta 4.14 veces la concentración de MTX 

en el agua, mientras que el dendrímero 13 la aumenta 2.71 veces. El mayor incremento 

por el dendrímero 9 puede tener su origen en la mayor flexibilidad que éste presenta al 

tener un núcleo más largo, lo que incrementa la posibilidad de interaccionar con el 

MTX o acortar las distancias de interacción. La figura 6.27 muestra los espectros UV-

Vis del MTX en agua y de los complejos dendrímero-MTX. Los espectros muestran un 

ligero cambio y mejor definición del máximo de MTX a λ=372nm en presencia de los 

dendrímeros, presumiblemente debido a que las interacciones del MTX con el 

dendrímero favorecen las transiciones π-π*. 
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Figura 6.27. Espectros de UV-Vis de los complejos dendrímero9-MTX y 

dendrímero13-MTX y del MTX en agua desionizada. Las concentraciones relativas al 

MTX son 4.14, 2.71 y 1 respectivamente. 

 

6.3.1.2. Formación de complejos en PBS 

Como se mencionó, la solubilidad del MTX es directamente proporcional al cambio de 

pH, por ello al usar como disolvente una solución buffer a pH 7.4, la solubilidad del 

MTX se incrementa, haciendo factible la realización de una curva de calibración, para 

ello se prepararon 8 soluciones de diferentes concentraciones y se determinó su 

absorbancia. Los valores de los máximos fueron leídos por triplicado y las curvas de 

calibración con los valores promedio se realizaron a λ=302 y λ=370nm, ambas se 

muestran en la figura 6.18 (en la sección 6.2.1). 

Siguiendo los protocolos establecidos se determino la solubilidad máxima del MTX en 

PBS y se formaron los complejos, que se disolvieron en solución buffer. Las 

absorbancias medidas para los complejos y para el MTX libre en PBS se muestran en la 

tabla 6.5, aunadas a las relaciones de volúmenes (V0/V1) donde V0 es el volumen de la 

alícuota y V1 es el volumen final de aforo (en este caso 5mL).  

Tabla 6.5. Datos de los complejos en solución de PBS a pH 7.4 

Entidad A304 V0/Vf C
0
[mmol/L] C

0
MTX-den/C

0
MTX 

MTX 0.716 0.06/5 1.85 1 

Dendrímero9-MTX 1.265 0.06/5 3.29 1.8 

Dendrímero13-MTX 1.138 0.06/5 2.94 1.6 

___Dendrímero9-MTX 
___Dendrímero13-MTX 
___MTX 
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Nuevamente usando los valores de la tabla 6.5 y la curva de calibración a 304nm, las 

concentraciones de MTX (C0) en las soluciones iniciales (solución madre) fueron 

determinadas, así como la relación de concentraciones C0
MTX-den/C

0
MTX. Este último 

valor nos refleja el incremento en la solubilidad del MTX por la presencia del 

dendrímero a una concentración de 2.5 mM.  

Si bien la solubilidad del MTX en agua no fue cuantificada, un considerable aumento de 

solubilidad en PBS respecto al agua se aprecia por la intensidad del color en la solución. 

Este hecho se debe al aumento del pH, de 7 a 7.4, con lo cual es posible ionizar algunos 

de los grupos presentes en la molécula y por lo tanto hacerlo más soluble. El cambio de 

disolvente, como era de esperarse, también produce un cambio en el espectro de 

absorbancia, generando un corrimiento batocrómico (de λ=302 nm a λ=304 nm). 

Ambos dendrímeros, a una concentración de 2.5 mM, incrementan la solubilidad del 

MTX en solución buffer de fosfatos. Por un lado, la solubilidad del MTX se incrementó 

de 1.85 mM a 3.29 mM (∼180%) por la presencia del dendrímero 9, mientras que la 

presencia del dendrímero13 permite un incremento de 1.85 mM a 2.94 mM (∼160%). 

Nuevamente se ve una superioridad del dendrímero 9 sobre el 13, lo que sustenta la 

hipótesis de que la mayor flexibilidad favorece mejores interacciones. La figura 6.28 

muestra los espectros UV-Vis de los complejos dendrímero-MTX, donde es posible 

apreciar gráficamente la superioridad del dendríemro9 sobre el 13 en el incremento de 

solubilidad. 
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Figura 6.28. Espectros de UV-Vis de los complejos dendrímero 9-MTX y dendrímero 

13-MTX y del MTX en PBS a una dilución de 6µM a 5mL 

___Dendrímero9-MTX 
___Dendrímero13-MTX 
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Por otro lado, al comparar los resultados en agua y PBS es notable el mayor incremento 

de solubilidad producido en agua por la presencia de los dendrímeros, probablemente 

debido a que las sales de fosfatos presentes interfirieren bloqueando las interacciones 

entre ambas sustancias y además, como se menciona anteriormente, al aumentar el pH 

los grupos ácido en la molécula de MTX se ionizan, lo que los limita para interaccionar 

mediante interacciones iónicas con las aminas terciarias presentes en los dendrímeros. 

Como ya se sabe (ver antecedentes), por los grupos funcionales presentes en los 

dendrímeros, un cambio en el pH generará un cambio en su conformación (estructura 

extendida debido a la protonación de las aminas presentes), por ello es posible plantear 

la hipótesis de una liberación del fármaco controlada por un descenso en el pH del 

medio, lo que resultaría en la protonación de todas las aminas en la estructura 

dendrimérica, inhibiendo por lo tanto la posibilidad de las aminas de interaccionar 

mediante interacciones iónicas (que son las de mayor fuerza) con el MTX, produciendo 

así su liberación. 

Bajo esa hipótesis, se llevó a cabo el experimento adicionando a las soluciones de 

complejo en PBS HCl al 10% hasta pH 4, luego de sonicar, equilibrar, centrifugar y 

filtrar las soluciones se tomaron las alícuotas pertinentes y se midió la absorbancia. Los 

resultados para ambos complejos después del tratamiento mencionado se resumen en la 

tabla 6.6. 

 

Tabla 6.6. Datos de los complejos a pH 4 

Entidad A304 V0/Vf C
0
[mmol/L] 

Dendrímero 9-MTX 0.871 0.15/5 0.899 

Dendrímero 13-MTX 1.056 0.15/5 1.090 

 

Como puede verse en los resultados de la tabla 6.6, efectivamente la concentración de 

MTX decrece en más del 65% para ambos dendrímeros, lo que corrobora la hipótesis de 

que el cambio en el pH puede promover la liberación del fármaco. 
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6.3.1.3 Evaluación del porcentaje de inhibición de los complejos 

dendrímero-MTX 

Debido a que el objetivo del presente trabajo es proponer un nuevo material que pueda 

fungir como acarreador de fármacos, este material debe cumplir con una serie de 

características como se menciona en los antecedentes. Entre estas propiedades, además 

de la solubilidad en medios acuosos y su inocuidad en sistemas biológicos, no deben 

inhibir la actividad del fármaco, al respecto, una vez formados los complejos entre 

dendrímero-MTX se realizaron pruebas de porcentaje de inhibición in vitro en 

diferentes líneas celulares cancerígenas y en la línea de linfocitos humanos MT2, tanto 

del MTX libre como de los complejos formados. Todos los experimentos fueron 

realizados a una concentración máxima de 50 µM en agua para los complejos y en 

DMSO para el MTX, dados los problemas de solubilidad. Los resultados se muestran en 

la tabla 6.7. 

 

Tabla 6.7. Porcentaje de inhibición del crecimiento en líneas celulares humanas cancerígenas y 
linfocitos humanos (MT2) a 50 µM ± el error estándar 

Compuesto MT2* U251 PC-3 K-563 HCT-15 MCF7 SKLU-1 

9-MTX 1.22 93.8±4.7 10.0±6.0 47.1±7.3 93.9±3.0 91.6±7.2 78.8±10.6 

13-MTX 11.63 87.0±2.0 +4.7±4.5 45.9±1.8 96.1±2.3 94.2±2.8 69.1±3.9 

MTX 86.34 61.8±3.3 27.9±5.6 44.0±4.1 55.1±2.4 50.6±2.9 54.1±1.9 

*Los valores no pudieron hacerse por triplicado debido a la muerte de toda la línea 

celular. 

 

De la tabla 6.7 puede verse que los dendrímeros, no sólo no inhiben la actividad del 

fármaco sino que generan un efecto sinérgico, mejorando la actividad citotóxica contra 

las líneas celulares cancerígenas. Además, otro punto muy importante es que al 

comparar la actividad en los linfocitos se observa que la toxicidad hacia esta línea 

decrece drásticamente, lo que resulta muy satisfactorio. 

Resumiendo, por los resultados anteriormente presentados, se puede decir que los 

dendrímeros 9, con núcleo de ácido adípico, y 13 de etiléndiamina, son buenos 

candidatos para actuar como acarreadores de fármacos, ya que son solubles en agua, no 

presentan citotoxicidad hacia líneas celulares sanas (MT2), poseen la capacidad de 

mejorar hasta en un 180% la solubilidad del MTX en PBS y en más de un 400% en 
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agua y presentan un efecto sinérgico en la actividad del MTX hacia líneas celulares 

cancerígenas, respetando la línea de células sanas. Además, se puede contemplar una 

posible libración controlada al bajar el pH, de acuerdo al estudio realizado. 

 

6.3.2. Estudio con Taxol 

Al igual que el MTX, el taxol es altamente hidrofóbico y en consecuencia presenta una 

casi nula solubilidad en agua. Con la finalidad de mejorarla, se llevó a cabo el mismo 

protocolo de formación de complejos que para el MTX, probando nuevamente los 

dendrímeros 9 y 13. Sin embargo, en este caso los resultados mostraron la incapacidad 

de estos dendrímeros de interaccionar favorablemente con el taxol en medios acuosos. 

Se probaron diferentes estequiometrias dendrímero-taxol, 1:1, 2:1, 4:1, pero en todos los 

casos resultó infructuoso el esfuerzo; tras centrifugar y filtrar, el taxol se recuperaba en 

su totalidad. Se concluye entonces que estos dendrímeros no poseen el tamaño y grupos 

funcionales adecuados para mejorar la solubilidad del taxol ni en agua ni en PBS. 
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CAPÍTULO VII. CO�CLUSIO�ES 

 

El trabajo realizado se divide claramente en dos partes, una referente a la síntesis del 

PAMAM y la formación de conjugados dendriméricos y otra que consta de la síntesis 

de dos nuevos dendrímeros amino-éster y su evaluación como potenciadores de la 

solubilidad. 

Respecto al PAMAM se derivan las siguientes conclusiones: 

• La síntesis del dendrímero de PAMAM con núcleo de etiléndiamina se llevó 

acabo con altos rendimientos hasta la generación 2.5. 

•  La reacción de sustitución con el grupo TRIS sobre las terminales metiléster 

permite obtener grupos hidroxilo en la periferia y triplicar el número de grupos 

terminales.  

• Debido a la alta solubilidad en agua y su inocuidad hacia la línea celular sana de 

linfocitos humanos se probó como plataforma para el acarreo y liberación del 

MTX y del Taxol mediante la formación de conjugados dendriméricos.  

• De la formación de conjugados dendriméricos con el MTX y el AF se 

obtuvieron dos fracciones de interés. La primera conteniendo únicamente 

moléculas de MTX y la segunda con AF y MTX en una proporción 5:1 

AF:MTX, ambas fracciones fueron completamente solubles en medios acuosos 

y mantienen el porcentaje de inhibición del MTX hacia líneas celulares 

cancerígenas en estudios in vitro.  

• El conjugado al cual se incorporó tanto AF como MTX abate por completo el % 

de inhibición en el crecimiento en linfocitos humanos, es decir, favorece el 

crecimiento de ésta línea celular, lo que nos indica que estos nuevos conjugados 

presentan cierta selectividad hacia líneas cancerígenas. 

• Del conjugado con el Taxol se corrobora que la formación de conjugados con el 

dendrímero 13 sí aumenta su solubilidad en medios acuosos. 
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En cuanto a los dendrímeros amino-éster, se concluye lo siguientes: 

• La síntesis de los dos nuevos dendrímeros de amino-éster con terminales COOH, 

se obtuvieron de la esterificación entre el 3-amino-1-propanol, previamente N-

alquilado con terbutil acrilato, y dos núcleos; uno de ácido adípico hasta G2 (8) 

y otro con núcleo de etiléndiamina de G1.5 (12).  

• Estos dendrímeros son monodispersos, completamente solubles en agua y 

ambos, así como sus posibles metabolitos, demostraron ser inocuos en la línea 

celular sana de linfocitos humanos MT-2. Todas estas características deseables 

para un acarreador de fármacos.  

• Ambos dendrímeros poseen la capacidad de mejorar la solubilidad del MTX en 

agua hasta en un 400% y en solución buffer de fosfatos (pH 7.4) hasta en un 

180%, mediante interacciones no covalentes formando estructuras 

supramoleculares. 

• La disminución en pH del medio sugieren una posible liberación mediada por el 

decremento en el pH.  

• La formación de estas estructuras aumenta por efecto sinérgico la citotoxicidad 

del fármaco hacia líneas celulares cancerígenas y la abaten en la línea sana MT-

2, lo cual los coloca como potenciales candidatos para el acarreamiento del 

MTX. 

• Los resultados fallidos para la formación de estructuras supramoleculares con el 

taxol, ponen de manifiesto la incapacidad de estos nuevos dendrímeros de estas 

generaciones de interaccionar adecuadamente con fármacos de pesos 

moleculares similares a los de los dendrímeros. 

En resumen, por las características mostradas, los nuevos dendrímeros sintetizados y el 

PAMAM modificado, pueden ser sugeridos como potenciales acarreadores de fármacos. 
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PERSPECTIVAS 

Si bien los objetivos planteados en el presente trabajo se alcanzaron satisfactoriamente, 

existen una serie de pruebas biológicas que precisan un estudio más profundo para 

determinar los alcances y limitaciones que puedan llegara tener los dendrímeros aquí 

descritos. 

Planteando una potencial aplicación de los dendrímeros como acarreadores de fármacos 

por vía intravenosa, se deben realizar pruebas in vitro de hemolisis y agregación en 

sangre, son también necesarias pruebas de liberación a diferentes pH, marcaje de los 

dendrímeros para evaluar in vivo la biodistribución. Además otro factor de gran 

importancia en los acarreadores es el tiempo de circulación en el organismo, por lo que 

también sería pertinente evaluarlo. Todos esos parámetros determinarían la pertinencia 

de los dendrímeros propuestos o la necesidad de continuar creciendo generacionalmente 

o realizar alguna otra modificación superficial. 

Específicamente en el área de síntesis queda aún mucho por hacer; por ejemplo, 

optimizar condiciones de reacción para aumentar los rendimientos en las reacciones de 

esterificación y encontrar alternativas de purificación más factibles, entre otras. 
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Anexo 1 . Efecto del disolvente en experimento de RMN dendrímero 12 
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Como se mencionó, el cambio de disolvente para realizar la caracterización mediante 

RMN pueden cambiar el espectro, puede verse que cuando se realiza en MeOD, en 

lugar de CDCl3, se aprecia mejor la separación en los dos conjuntos de señales triples 

asignadas a los protones anteriores a la amina exterior (protones 4) y los protones 

adyacentes al carbonilo del éster interno, ambas señales triples tienen una J de 7.05Hz. 
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Anexo 2. Presencia de DCU en el DA G2. 
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Anexo 3. Caracterización espectroscópica complementaria de los compuestos 

sintetizados. 
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Espectro de 1H RMN del PAMAM G1.5 (dendrímero 2) 
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Espectro de 1H RMN del PAMAM G2.5 (dendrímero 3) 
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Compuesto 4 

 

Espectro de 13C RMN del PAMAM G2.5 funcionalizado con TRIS (4) 

 

Compuesto 5 

 
Espectro de infrarrojo del dendrón (5) 
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Compuesto 6 

Espectro de infrarrojo del DA G1 (6) 
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Espectro de 1H RMN del DA G1 (6) 

 

252550507575100100125125150150175175200200

13C de Adipico 1 1/2 en Acetona-d6
D. Soto / Dra. P. Guadarrama

Bruker Avance 400
GCV IIM-UNAM

a

b

c

d

e

f

g

h

i

J

k

acetona

acetona

O
O

O

N

O

O

OO

O

N O

O

O

O

a b
c

d

e
f g

h i

j k

 

Espectro de 13C RMN del DA G1 (6) 



1
2
5 

  

 

B
   

 

O

O
O

N

O
O

OO

O

N O
O

O
O

M= 773

Espectro de masas FAB+ del DA G1 (6)



126 
 

Compuesto 7 
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Compuesto 8 
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Espectro de 1H RMN del DA G2 (8). 
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Espectro de 13C RMN DA G2 (8) 
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.Espectro de ESI (+MS) del DA G2 terminales COOH (9) 
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Compuesto 10 

 

Espectro de infrarrojo del híper-núcleo de etiléndiamina (10) 
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Espectro de 1H RMN del híper-núcleo de etiléndiamina (10) 
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Espectro de 1H RMN del híper-núcleo de etiléndiamina (10) 

 
 

Compuesto 11 

Espectro de infrarrojo del híper-núcleo de etiléndiamina con terminales COOH (11) 
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Espectro de 1H RMN del híper-núcleo de etiléndiamina con terminales COOH (11) 
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Espectro de 13C RMN del híper-núcleo de etiléndiamina con terminales COOH (11) 
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Compuesto 12 

 

Espectro de infrarrojo del DE G1.5 (12) 
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Espectro de 1H RMN del DE G1.5 (12) 
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Espectro de 13C RMN del DE G1.5 (12) 
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Compuesto 13 

 

Espectro de infrarrojo del DE G1.5 terminales COOH (13) 
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Espectro de 13C RMN del DE G1.5 terminales COOH (13) 
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Espectro de ESI(+MS) del DE G1.5 terminales COOH (13) 
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Compuesto 16 

 

Espectro RMN 1H del compuesto 16 N-Succinimidil Difenil Fosfato (SDPP) 
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Anexo 4. Hidrólisis del dendrón interno para pruebas in vitro. 

Se plantea, que en condiciones ácidas los dendrímeros pueden llegar a hidrolizarse en 

las uniones éster, por ello, con la finalidad de evaluar la citotoxicidad de las posibles 

partes en que pueden descomponerse, se realizó la hidrólisis del dendrón 4 en TFA 

siguiendo la metodología descrita para las hidrólisis (seccion 4.5.3) 

 

OH

N

O O

O

O

F3CCOOH

3h RT

OH

N

O OH

O

OH

 

1.41.41.61.61.81.82.02.02.22.22.42.42.62.62.82.83.03.03.23.23.43.43.63.63.83.84.04.04.24.24.44.44.64.64.84.85.05.05.25.25.45.4

 2.0 
 1.9 

 4.1 

 2.1 

 3.9 

1H de Dinth en MeOD
Dra. Guadarrama

Bruker Avance 400
GCV IIM-UNAM

MeOD

H2O

1

2

3

4

5

12

3

4
5
OH

N

O OH

O

OH

H

Cl

 
 

Espectro 1H RMN del dendrón terminales COOH 
 



145 
 

2030405060708090100110120130140150160170

13C de DintH en MeOD
Dra. Guadarrama

Bruker Avance 400
GCV IIM-UNAM

1

23

4

5
6

100102104106108110112114116118120

No hay F3CCOOH

6

1
23

4

5

OH

N

O OH

O

OH

H

Cl

 
 

Espectro 13C RMN del dendrón terminales COOH 
 

 



146 
 

200 300 400 500

0.0

0.8

1.6

A

λ(nm )

Anexo 5. Curva de calibración del ácido fólico 

 

Con la finalidad de determinar las concentraciones de MTX y AF en las fracciones, se 

hizo una curva de calibración del AF disuelto en PBS. Si bien esta curva no se puede 

usar directamente, ya que la fracción 4 contiene tanto al MTX como al AF y los 

máximos se traspalan, nos muestra que para las concentraciones especificadas cumple 

con la ley de Lambert-Beer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectros de absorción del AF en PBS pH 7.4 y curva de calibración a 282 y 

348nm en un rango de concentraciones de 1.2x10-5 a 5.5x10-5 M. 
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