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2. Resumen

Los sistemas supramoleculares se pueden definir como estructuras bien definidas de moléculas
unidas mediante enlaces no covalentes. Los sistemas supramoleculares abarcan una serie de
estructuras de diversa naturaleza. Una de las mas estudiadas es la ciclodextrina (CD). Las CDs
son oligosacaridos ciclicos formados por varias unidades de glucopiranosa unidas por enlaces a-
1,4-glicosidicos que presentan una estructura de cono truncado. Los grupos hidroxilo de las CDs,
que se encuentran localizados en la superficie externa de la molécula, hacen que estos
macrociclos sean solubles en agua, pero al mismo tiempo, generen una cavidad interna poco
polar. Asi, las CDs son reconocidas por su habilidad de formar complejos de inclusion (Cl) con

moléculas hidrofébicas por medio de interacciones huésped-anfitridn.

Por otro lado, la modificacién y funcionalizacion de las CDs ha expandido los horizontes sobre las
posibles aplicaciones de estas moléculas. La sintesis de conjugados polimero-CD, por ejemplo,
ha dado origen a sistemas con diversas propiedades y caracteristicas que pueden funcionar
como vectores para transportar farmacos, péptidos e incluso, acidos nucleicos, ya que se utiliza
la funcionalidad del polimero y se aprovecha la cavidad hidrofobica de la CD. El polietilenglicol
(PEG) es un polimero hidrofilico ampliamente utilizado en el desarrollo de sistemas de liberacion
de farmacos, ya que, ademas de conferir estabilidad coloidal a nanoestructuras, puede ser
conjugado con moléculas de diversa naturaleza, con lo cual se pueden construir sistemas
dirigidos (targeted drug delivery systems) o bien, marcarlos para rastrearlos en modelos in vivo o

realizar técnicas de imagen.

En este trabajo se presenta la sintesis de BCDs funcionalizadas con PEG (BCD-PEG) de distintos
tamarnos (550, 2000 y 5000 Da) por medio de Quimica Click, la cual consiste en una clicloadicion
1,3-dipolar entre un grupo azida y un grupo alquino, reaccion que es cuantitativa y se lleva a
cabo en condiciones suaves. La funcionalizacion de la 3-CD es selectiva para la cara primaria de
manera que la cavidad quede disponible para formar Cl. Posteriormente se presenta la
preparacion de Cl con dos moléculas modelo, adamantano y fenolftaleina (Ad y FF) y se
determina el efecto de la conjugacién de las cadenas de PEG con la 3-CD en el fendmeno de
complejacién. Finalmente, se discuten las condiciones en las que se obtienen los Cl, de manera
que esta informacion contribuya a la utilizacién de los sistemas supramoleculares BCD-PEG

como acarreadores por si mismos o como bloques de construccion de plataformas complejas.




3. Antecedentes

3.1 Quimica Supramolecular

El concepto moderno de "quimica supramolecular" se introdujo por Lehn en 1978. Sin
embargo, el término "supramolecular" ya habia aparecido en el diccionario Webster en 1903
y la palabra "Ubermolekule" comenzd a circular en 1937 para describir a las especies de
organizacion superior derivadas de la asociacion de moléculas mas pequenas (Bazzicalupi,
Bianchi, Garcia-Espafa, & Delgado-Pinar, 2014). La quimica supramolecular ha
evolucionado durante las ultimas tres décadas en un campo muy dinamico e interdisciplinario
de la investigacion, lo que ha impulsado las investigaciones en areas como la quimica, la

biologia, la fisica, ciencias e ingenieria de los materiales (Pastor & Martinez-Viviente, 2008).

La quimica supramolecular se define como la quimica del enlace no covalente, lo cual implica
un conjunto de entidades organizadas, por medio de la asociacion de dos o mas moléculas a
través de enlaces no covalentes, fuerzas electrostaticas o fuerzas débiles de van der waals.
Centra su atencién en el reconocimiento, la fijacion y coordinacién de especies moleculares o
idnicas, gracias a las interacciones intermoleculares, asi como en las propiedades de las
entidades complejas y organizadas que se forman (El-Bindary, EI-Sonbati, Diab, Ghoneim, &
Serag, 2016).

Las funciones basicas de tales entidades son los procesos de reconocimiento,
autoensamblaje, catalisis y transporte. Se han construido una gran variedad de ensamblajes
supramoleculares, especialmente los de tipo macrociclo, incluyendo éter corona,
ciclodextrinas, calixarenos, porfirinas, polipéptidos ciclicos, entre otros. Las ciclodextrinas
(CDs) tienen excelentes propiedades en términos de interaccion molecular y
autoensamblaje. Muchas moléculas huésped con tamafos adecuados son capaces de
formar complejos de inclusion (CI) con estas entidades (Liu, Zhou, Zhou, & Yuan, 2015). Este
proceso de reconocimiento molecular hace que la Quimica Supramolecular incluya entre sus
intereses a los procesos de ensamblaje espontaneo de moléculas individuales en estructuras
mas grandes las cuales presentan un cierto orden, con propiedades distintas a las de los
componentes por separado. Las ciclodextrinas son de particular importancia ya que no solo
han demostrado gran potencial en distintas areas como la catalisis, la biotecnologia, la
quimica analitica, el medio ambiente, la industria alimenticia, la industria textil; sino también

en el area de sistemas de liberacién de farmacos (Singh, Sharma, & Banerjee, 2002).




3.2 Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos unidos a través de enlaces a-1,4
glucosidicos. La nomenclatura de las CDs se basa en las unidades de glucosa contenidas en
su estructura, de forma que las CDs que contienen seis unidades se llaman alfa-CD (a-CD),
siete unidades beta-CD (B-CD) y ocho unidades gamma-CD (y-CD) (Figura 1) (Gémez-
Galvan et al., 2016). Como resultado de la rotacion restringida de los enlaces de las unidades
de glucopiranosa debido a la conformacion de silla, las CDs son moléculas en forma de cono
truncado con una cavidad de volumen determinado, en las que los grupos hidroxilos unidos a
los carbonos 3 y 4 se encuentran en la cara secundaria o cara mas amplia y los grupos
hidroxilos unidos al carbono 6 estan localizados en la cara primaria o cara mas estrecha de la
CD, estos grupos hidroxilo tiene una reactividad diferente debido a que estan unidos a
carbonos secundarios y primarios respectivamente. El exterior de la cavidad esta revestido
por estos grupos hidréfilos y la superficie interna esta revestida por grupos éter, de atomos
de oxigeno unidos a carbonos anomeéricos. Por lo tanto, las CD tienen una cavidad interna
hidrofébica y una superficie externa hidréfila (Zafar, Fessi, & Elaissari, 2014b). La cavidad
interna de las CDs proporciona la capacidad especial para atrapar huéspedes hidrofobos y
formar complejos de inclusién; sin embargo, estas moléculas deben tener un tamafio
compatible con la cavidad interna de la CD, con el fin de formar un complejo de inclusion

estable (Suarez-Cerda, Nuiez, Espinoza-Gémez, & Flores-Lépez, 2014).

Los estudios toxicolégicos han demostrado que las CDs que son administradas por via oral
practicamente no son téxicas debido a su baja absorcion, incluso cuando se administran via
parenteral, las ciclodextrinas hidréfilas se eliminan sin cambios por el cuerpo a través de la
excrecion renal con un aclaramiento plasmatico total que esta cerca de las tasas de filtracidon
glomerular. En pacientes con funcion renal normal, aproximadamente el 90% de las CDs se
excretan dentro de las 6 h y aproximadamente 99% dentro de 12 h después de la
administracién intravenosa. Por lo que estos estudios dieron la pauta para considerar el uso
farmacéutico de la CDs (Loftsson & Brewster, 2012). La situacion reglamentaria de las CDs
se encuentra en continuo cambio, la B-CD se encuentra en una serie de formulaciones de
productos farmacéuticos en muchos paises del mundo. En ciertas condiciones se reconoce

generalmente como segura por la FDA y se enumera en la Farmacopea Europea y la




Farmacopea de Estados Unidos, asi como en el Codex Farmacéutico Japonés (Loftsson &
Duchene, 2007).

Figura 1. q, B y y ciclodextrinas, estructura quimica, tridimensional y tamafio.

3.2.1 Cl con CDs

En solucion acuosa, la cavidad de las CDs esta ocupada por moléculas de agua. Por lo tanto,
la principal fuerza impulsora de la formacién del complejo es la liberacion de moléculas de
agua de esta cavidad, con un valor alto de entalpia. Las moléculas de agua se desplazan por
moléculas huésped mas hidrofdbicas, presentes en la solucion para favorecer una asociacion
apolar-apolar y una disminucion de la tension del anillo de las CDs, dando lugar a un estado
de menor energia y mas estable. La unién de moléculas huésped dentro de la CD anfitriona
no es fija o permanente, sino mas bien un equilibrio dinamico. Por lo tanto, la formacion de
un complejo de inclusion es el resultado de un equilibrio entre las moléculas huésped y las
moléculas de CD y el Cl (Figura 2). En general, existen cuatro interacciones energéticamente
favorables que ayudan a desplazar el equilibrio para formar el complejo de inclusién: (i)
sustitucion de las moléculas de agua de la cavidad de la CD, (ii) un aumento del numero de
interacciones hidrofobas y de enlaces de hidrogeno formados, (iii) la liberacion de la tension

del anillo, y (iv) fuerzas de van der Waals.




Por lo tanto, otros factores pueden influir en la formacién de complejos de inclusion, tales
como tipo de CD, tamafo de la cavidad, el pH y el estado de ionizacion de la molécula
huésped, la temperatura y el método de preparacion (Abarca, Rodriguez, Guarda, Galotto, &
Bruna, 2016).

Figura 2. Esquema de la formacion de los Cl con ciclodextrina y una molécula huésped.

Cualquier metodologia que pueda ser utilizada para observar los cambios en las propiedades
fisicoquimicas de las moléculas huésped y/o de las moléculas anfitrionas (CDs), en teoria, se
utilizara para determinar la estequiometria de los Cl formados y los valores numéricos de sus
constantes de formacion (Messner, Kurkov, Jansook, & Loftsson, 2010). Las técnicas mas

utilizadas para demostrar la formacion del Cl se nombran a continuacion:
En fase sélida

v' Microscopia electrénica de barrido (SEM). Se evalia un cambio en la morfologia de

las entidades individuales comparada con la del CI (D. Zhang et al., 2016).

v/ Calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se evalia un cambio en la estabilidad
térmica de las entidades individuales comparada con la del Cl, ya sea que los puntos
de fusién, ebullicién y de sublimacién se desplazan o desaparecen (D. Zhang et al.,
2016).

v" Analisis termogravimétrico (TGA). Es una técnica eficaz para estudiar los cambios
en las propiedades fisicas y quimicas de las entidades individuales, ya que se evalua
la pérdida de peso en funcion de la temperatura; las entidades individuales tendran
patrones diferentes que los Cl (Abarca et al., 2016).
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v Difracciéon de rayos X (RXD). Se informa de la formacion de patrones de difraccién
difusos, la aparicion de nuevos picos, y la desaparicion de los picos caracteristicos de
las entidades individuales son todas las pruebas de la formacion de Cl (D. Zhang et
al., 2016).

v' Espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier (FT-IR). Se utiliza para
estimar la interaccién entre la CD y las moléculas huésped en el estado sélido. De
esta manera, los Cl se demuestran mediante el estudio de la modificacién de la forma

del pico, la posicion y la intensidad (Abarca et al., 2016).
En disolucién

v' Espectroscopia ultravioleta (UV). Se evalua un cambio en el desplazamiento del

pico maximo de absorcién de las entidades individuales (Cannava et al., 2008).

v' Dispersion de luz dinamica (DLS).Es una técnica que se utiliza para estudiar los
cambios en los indices de tamafo de particula y la polidispersion promedio de las

CDs, antes y después de la formacion de los CI (Li et al., 2015).

v' Espectroscopia de masas (lonizacion por Electrospray). Esta técnica se utiliza
para encontrar posibles correlaciones de la estabilidad de los Cl en solucion y gas

(Jian-giang Zhang et al., 2015).

v' Resonancia magnética nuclear de protén y bidimensional (ROESY) (RMN 'H y
2D). La técnica de RMN 'H se utiliza para investigar los grupos funcionales que
participan en la interaccion y el mecanismo de la formaciéon de Cl. Después de la
formacion de los Cl, los cambios en el entorno electronico de los protones de las CDs
y de la molécula huésped son reflejados por los cambios en el desplazamiento de los
picos de sefial RMN (Bulani et al., 2016). Los espectros de RMN 'H se encuentran
entre la evidencia mas directa para la formacién de los Cl. Cuando una molécula
huésped se incorpora en una cavidad de CD, los desplazamientos quimicos de los
protones de CDs dentro de la cavidad (H-3 y H-5) son sensibles al nhuevo entorno. En
contraste, los protones (H-1, H-2 y H-4) fuera de la cavidad no se ven influenciados
(Jian-giang Zhang et al., 2015). Los espectros de dos dimensiones (RMN
2D) proporcionan la evidencia mas directa de la proximidad espacial entre los atomos
del anfitrién y del huésped a partir de la observacion de correlaciones intermoleculares

dipolares cruzadas. Dos protones que estan estrechamente ubicados en el espacio
7




pueden producir un Efecto Nuclear Overhauser (NOE) y la correlacidon cruzada en la
espectroscopia del NOE es NOESY para moléculas pequefas o ROESY para
moléculas grandes. La presencia del NOE genera picos cruzados entre protones a
partir de dos especies e indica contactos espaciales dentro de 0,4 nm, por lo que es
una evidencia clara de que existe interaccién entre el anfitrién y el huésped (Yang et
al., 2013).

Existen muchas ventajas que se le otorgan a las moléculas huésped en la formacion de Cl,
entre las cuales se pueden considerar, una proteccion contra el agua, el oxigeno, la radiacion
y por lo tanto la degradacién, control de volatilidad y sublimacion, el aislamiento fisico de
compuestos incompatibles, modificacién de los sabores, olores desagradables y liberacion
controlada de farmacos y sabores. La formacion de CIl ha recibido gran atencion en los
ultimos afos y se utiliza para formar Cl con una variedad de farmacos, agentes
antibacterianos, en diferentes campos como la quimica analitica, de catalisis, las industrias
alimentarias y el tratamiento de aguas residuales (Abarca et al., 2016). La formacion de Cl en
el area de farmacia, proporciona propiedades distintas a los farmacos que cuando se

encuentran solos, las cuales son (Tiwari, Tiwari, & Rai, 2010):

1. Mejora de la solubilidad: Las CDs aumentan la solubilidad acuosa de muchos
farmacos poco solubles mediante la formacion de Cl con sus moléculas o grupos
funcionales apolares. EI complejo resultante oculta la mayor parte de la funcionalidad
hidrofébica en la cavidad interior de la CD, mientras que los grupos hidroxilo hidréfilos
en la superficie externa permanecen expuestos al medio ambiente. El efecto neto es
que se forma un complejo CD/farmaco soluble en agua.

2. Mejora de la biodisponibilidad: Cuando la pobre biodisponibilidad es debido a la
baja solubilidad, las CDs son muy importantes. Las condiciones previas para la
absorcién de un farmaco administrado por via oral es su liberacion de la formulacion
en forma disuelta. Cuando el farmaco forma un complejo con la CD, la velocidad de
disolucion y, en consecuencia, la absorcién mejora. La reduccion de la hidrofobicidad
de los farmacos por la formacién de complejos con CD también mejora su absorcion
percutanea o rectal. Ademas de mejorar la solubilidad, la complejacién con CDs
también evita la cristalizacién de los principios activos de manera que ya no pueden

autoensamblarse en una red cristalina.




Mejora de la estabilidad: La complejacion con CDs es de gran aplicacion en la
mejora de la estabilidad quimica, fisica y térmica de los farmacos; cuando un farmaco
se expone al oxigeno, el agua, la radiacion o calor, y suceden reacciones quimicas se
degrada. Cuando una molécula esta incluida dentro de la cavidad de la CD, es dificil
que los reactivos se difundan en la cavidad y reaccionen con el huésped protegido.
Reduccién de la irritaciéon: Los farmacos que irritan el estbmago, piel u ojos pueden
ser encapsulados dentro de una cavidad de CD para reducir su irritacion. La formacién
de CI con CDs reduce la concentracion local del farmaco libre, por debajo del umbral
de irritacién. A medida que el complejo gradualmente se disocia y el farmaco se libera,
se absorbe en el cuerpo y su concentracion libre local, siempre permanece por debajo
de los niveles que podrian ser irritantes para la mucosa.

Prevencién de la incompatibilidad: Los farmacos pueden ser incompatibles entre si
o con los excipientes presentes en una formulacion. La encapsulaciéon de los farmacos
incompatibles dentro de una molécula de CD estabiliza la formulacién por la
separacion fisica de los componentes con el fin de evitar interacciones farmaco —
farmaco o farmaco — excipiente.

Enmascaramiento de olor y sabor: El desagradable olor y sabor amargo de los
farmacos se pueden enmascarar por la formacion de complejos con las CD. Las
moléculas o grupos funcionales que causan sabores u olores desagradables se
ocultan de los receptores sensoriales encapsulandolos dentro de la cavidad de
CD. Los complejos resultantes tienen poco o ningun sabor u olor y son mucho mas
aceptables para el paciente.

Mejora de la manipulaciéon de los farmacos: Los farmacos que son liquidos a
temperatura ambiente son dificiles de manejar y formular en formas de dosificacion
sélidas. La complejacion con CDs convierte dichas sustancias en polvos
microcristalinos o amorfos que son manejados convenientemente y formulados en

formas de dosificacion sélidas.




3.2.1.1 Métodos para preparar Cl con CDs

Existen diversos métodos para preparar complejos de inclusion, dependiendo de las

propiedades de la molécula huésped es el método que se utiliza:

e Co-evaporacion o evaporacion del disolvente. Se mezcla con agitacion, la fase
organica que contiene el farmaco y una solucién acuosa de CD para conseguir una
dispersion molecular. La suspension resultante se centrifuga o se filtra para eliminar el
farmaco no disuelto y se evapora el disolvente a presion reducida hasta que se seca el
producto obtenido (Figura 3) (Gharib, Greige-Gerges, Fourmentin, Charcosset, &
Auezova, 2015).

e Preparacion del complejo en fase acuosa. La CD se disuelve en una fase acuosa y
luego se anade el farmaco. Los Cl solubles en agua se forman después de agitar la
mezcla durante un periodo de tiempo especifico a una temperatura especifica (Figura
3) (Gharib et al., 2015).

o Liofilizacion. El farmaco y la CD se disuelven en una relacion molar 1:1 en etanol o
agua. La solucion resultante se agita durante un tiempo especifico a una cierta
temperatura y luego se filtra, se congela y liofiliza a presion reducida (Figura 3)
(Gharib et al., 2015).

e Secado por atomizacién. Esta técnica implica la mezcla de una fase organica de
farmaco con una solucion acuosa de CD en proporcibn molar 1:1.La mezcla
resultante se agita a continuacién a temperatura ambiente para alcanzar el equilibrio,
seguido por eliminacién del disolvente mediante secado por atomizacion (Figura 3)
(Gharib et al., 2015).

e Amasado. Se mezclan la CD y una minima cantidad de agua en un mortero para
hacer una pasta homogénea; a continuacion, se afade lentamente el farmaco,
mientras se va mezclando para disolver el farmaco. Después se agrega un poco mas
de agua a la pasta y se sigue mezclando para mantener una consistencia

adecuada. La preparacion se dejar secar (Figura 3) (Gharib et al., 2015).
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Figura 3. Métodos de preparacion de Cl farmaco/CD

Imagen tomada y adaptada de (Gharib et al., 2015)

3.2.2 La modificaciéon quimica de las CDs y sus aplicaciones farmacéuticas

La CD mas utilizada en la construccion de sistemas supramoleculares, es la B-ciclodextrina
(B-CD) la cual se modifica para funcionalizarla y asi originar nuevos materiales para dar lugar
a estructuras supramoleculares con diversas aplicaciones. Recientemente, se han sintetizado
una amplia gama de CDs que contienen polimeros con arquitecturas versatiles para dar lugar
a plataformas supramoleculares multifuncionales. Estas plataformas han cobrado mucha
importancia en el disefio y desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos avanzados con
potencial aplicacion en liberacion no solo de moléculas pequefias si no de acidos nucleicos o
plataformas de diagndstico (imagenologia) (Jianxiang Zhang & Ma, 2013b). Las CDs se
modifican en los carbonos 6, y en los carbonos 2 y 3 de su cara primaria y secundaria,
respectivamente. Otra razén para modificar quimicamente a las CDs es aumentar la
interaccibn con membranas biolégicas, aumentar su biocompatibilidad y modificar la

capacidad para formar Cl (Del Valle, 2004).
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3.2.2.1 Conjugacién de CDs con polimeros

Las CDs se pueden modificar estructuralmente con diversos grupos cargados, segmentos
hidrofilos, grupos hidrofébicos, o ambas unidades hidrofilicas e hidrofébicas para poder
seguir explorando sus propiedades fisicoquimicas y su capacidad de reconocimiento
molecular. Por otra parte, las CDs se han conjugado con diferentes polimeros para ofrecer
materiales con caracteristicas unicas y una excelente biocompatibilidad. Las CDs anfifilicas
se han sintetizado para aumentar las interacciones con las membranas bioldgicas y poder
hacer el autoensamblaje en soluciones acuosas. De acuerdo con los grupos que se conjugan
con las CDs, los derivados resultantes se clasifican en neutros, catidnicos, y anfifilos
anidnicos. La modificacion hidrofobica de las CDs se ha utilizado para desarrollar sistemas
de liberacion modificada. Las modificaciones hidrofébicas que mas destacan son las
acetilaciones, ya que se observé una hidrdlisis dependiente del pH de los materiales
construidos con CDs acetiladas, dependiendo del tipo de acetal y del grado de sustitucion de
éste, se puede conseguir facilmente un control en la velocidad de degradacion. Otra
caracteristica para destacar de las CDs acetiladas es que presentan mejor biocompatibilidad
y pueden dar origen a nanoestructuras que se pueden administrar de forma sistémica.
También se pueden construir polimeros de CDs para obtener materiales con multiples sitios
de reconocimiento para el autoensamblaje molecular y para mejorar la biocompatibilidad o
para dirigir a las nanoestructuras a blancos terapéuticos. Estos polimeros poseen diferentes
estructuras, ya que van desde lineales, injertados, en bloques o ramificados, y las unidades
de CD se pueden unir covalentemente en las cadenas principales o conjugarse como grupos
laterales (Figura 4) (Jianxiang Zhang & Ma, 2013b). La combinaciéon de CDs con polimeros
otorga propiedades unicas en el producto final, las cuales incluyen baja toxicidad, mayor

especificidad, tolerancia y proteccion de la degradacion en sistemas bioldgicos.
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Figura 4. Ejemplos de sistemas autoensamblados de CDs anfifilicas, hidrofébicas, polimeros de CDs, e
hidrogeles de CDs

Imagen tomada y adaptada de (Jianxiang Zhang & Ma, 2013a)

Los polimeros solubles en agua, tales como el polietilenglicol (PEG),
hidroxipropilmetilcelulosa, y polivinilpirrolidona, han adquirido recientemente mayor atencion
en el disefio de sistemas para liberar farmacos. Los PEGs se utilizan ampliamente debido a

sus propiedades favorables en solucién, baja toxicidad, estabilidad, entre otros.
3.2.3 Polietilenglicol (PEG)

El polietilenglicol (PEG), esta formado por unidades repetitivas de etilenglicol para dar lugar a
polimeros con formas lineales o ramificadas de diferentes pesos moleculares que se utiliza
en aplicaciones médicas y la FDA (Food and Drug Administration) lo reconoce como seguro
para usarse como un vehiculo o base en los alimentos, cosméticos y productos
farmaceéuticos, incluyendo formulaciones inyectables, topicas, rectales y nasales. El PEG es
biocompatible y se elimina del cuerpo intacto por los rifiones (PEGs <30 kDa) o en las heces
(por PEGs> 20 kDa). A finales de 1970, Frank Davis y sus colegas de la Universidad de
Rutgers fueron pioneros en las primeras etapas quimicas de pegilacion que permitieron
proteger a las proteinas de la destruccion durante su administracion en el cuerpo. Ellos
demostraron que también mejoraba las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de
los farmacos mediante el aumento de la solubilidad en agua y reducia su aclaramiento renal

aumentando el tiempo en circulacion sistémica (Harris & Chess, 2003).

Ademas de brindar propiedades fisicoquimicas, el PEG también permite funcionalizar a los

sistemas de liberacién y dirigirlos a moléculas diana especificas. Existen diversas estrategias
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para conjugar el PEG a los sistemas de liberacion, es por eso que tiene distintos grupos
terminales, si se tiene un grupo terminal para funcionalizarlo, el PEG se llama
monofuncionalizado. Si contiene dos grupos iguales para funcionalizarlo, se Illama
homobifuncional y finalmente si contiene dos grupos diferentes para funcionalizarlo, se llama
heterobifuncional (Figura 5) (CreativePEGWorks). Estos grupos funcionales permitiran,
mediante reacciones de conjugacion, “pegilar” farmacos, proteinas u otros bloques

copoliméricos.

Figura 5. Tipos de PEG funcionalizados

3.2.4 Quimica Click

Una de las estrategias para conjugar PEG a otras moléculas es la llamada Quimica Click. La
reaccion de Quimica Click es una reaccidén catalizada por Cu (I) la cual produce 1,2,3-
triazoles 1,4-disustituidos a partir de un grupo azido y un grupo alquino; es modular,
especifica y regioselectiva (Figura 6) y se considera de "quimica verde" ya que se puede
llevar a cabo en un medio acuoso y ofrece altos rendimientos. (Le, Jeon, Lim, & Kim, 2014).
A pesar del gran contenido energético que presentan los alquinos y las azidas, estos grupos
funcionales son de los menos reactivos en quimica organica. Esta estabilidad cinética a
temperatura ambiente es la responsable de la buena tolerancia frente a biomoléculas,
oxigeno molecular, agua y a la mayoria de las condiciones experimentales encontradas en
medio organico o bilégico (Diaz, Finn, Sharpless, Fokin, & Hawker, 2008). Los triazoles son

anillos heterociclicos biocompatibles con propiedades importantes como grandes momentos
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dipolares, buen caracter aromatico, excelente capacidad de formar enlaces de hidrégeno y
con gran estabilidad quimica (ser inerte a condiciones acidas y basicas, asi como oxidantes y
reductoras) de manera que se pueden utilizar como “linkers” en el disefio de nanosistemas

de liberacion de farmacos y quimica farmacéutica (Xu, Li, & Li, 2014).

Figura 6. Mecanismo de reaccién de la cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen

3.3 Nanomedicina y sistemas autoensamblables

El uso de nanosistemas para suministrar farmacos ofrece posibilidades para mejorar la
eficacia y reducir los efectos secundarios de diversos tratamientos. En este enfoque, cuando
un farmaco insoluble o sensible al agua, se carga dentro de un nanoacarreador este aumenta
su solubilidad y estabilidad, se prolonga el tiempo en circulacion, y aumenta la acumulacion
en las células blanco. Con la proteccion de los nanoacarreadores, los farmacos
encapsulados no interactuan con los entornos biolégicos antes de su liberacidon en sus
dianas moleculares. Por lo tanto, la manipulacion del tamano, la forma y la superficie de los
nanoacarreadores puede permitir el aumento del indice terapéutico del farmaco. Estos
nanosistemas contienen multiples componentes con estructuras bien definidas ademas de
que pueden encapsular, uno o mas principios activos. En algunos casos cada componente
se desarrolla de forma individual, y después se combina para formar un nanosistema a través

de una serie de métodos de conjugacion y autoensamblaje (Su, Koo, & Cui, 2015).
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La nanomedicina se refiere a la aplicacion médica de la nanotecnologia. Es un campo
interdisciplinario que explota las caracteristicas distintivas de los nanosistemas para
satisfacer las necesidades de las investigaciones y futuras aplicaciones con fines
clinicos. Hoy en dia, se busca la integracion de los nanosistemas con la biologia para
desarrollar nuevos dispositivos de diagnostico, agentes de contraste, herramientas analiticas,

y sistemas de liberacion de farmacos (Wang & Huang, 2014).

Los nanosistemas de liberacién de farmacos estan cambiando gradualmente el paradigma de
la industria farmacéutica tradicional a través de la administracion dirigida y la liberacion de
agentes terapeéuticos a células especificas con el fin de minimizar los efectos adversos no
deseados. Ademas, algunos farmacos muy potentes con una baja biodisponibilidad debido a
sus propiedades desfavorables fisicas o quimicas se pueden formular en nanosistemas,

manifestandose su eficacia terapéutica real (Wang & Huang, 2014).

El uso médico de los nanosistemas esta ganando terreno rapidamente en oncologia, con
diversos nanofarmacos ya en el mercado y muchos progresando a través de las diferentes
etapas del descubrimiento de nuevos medicamentos. Los nanosistemas que se han disefado
para la terapia contra el cancer pueden ser muy diversos tales como micelas, liposomas,
dendrimeros, nanoparticulas inorganicas, nanoparticulas y nanotubos de carbono, los
nanodiamantes, nanoemulsiones, nanoportadores virales, nanoparticulas poliméricas o de
péptidos, y nanoparticulas lipidicas solidas; que se pueden autoensamblar o sintetizarse
directamente en los sistemas de componentes multiples y multifuncionales (Bregoli et al.,
2016).

Una de las aplicaciones mas frecuentes de nanomateriales en oncologia es para mejorar la
biodisponibilidad, seguridad y especificidad, mediante el aprovechamiento de las
propiedades de materiales en nanoescala. Los medicamentos quimioterapéuticos se cargan
en los nanomateriales mediante atrapamiento fisico, adsorcién a través de interacciones no
covalentes, o mediante unién covalente a la superficie del nanomaterial a través de enlaces
degradables o no degradables. El tamafo, la forma y las caracteristicas de la superficie de
los nanomateriales permiten la produccidon de nanomedicamentos con alta estabilidad,
solubilidad, y compatibilidad en fluidos bioldgicos, y la incorporacion de ambas sustancias
hidrofilas e hidrofobas (Bregoli et al., 2016).
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Los ensamblajes supramoleculares basados en CDs constituyen plataformas importantes
para el desarrollo de nanosistemas multifuncionales a través de las interacciones
hospedador-huésped y pueden ser empleadas en el transporte de farmacos y genes.
Recientemente, las CDs se han utilizado como componentes funcionales para la fabricacion
de nanosistemas que responden a estimulos biolégicos para lograr el comportamiento
deseado de liberacion del farmaco en las células del cancer y mejorar la eficacia terapéutica.
Debido a que la formacion de Cl es un equilibrio dinamico, se han utilizado moléculas que
permiten “anclar” al huésped a la cavidad de la CD, una de ellas es el adamantano (Ad) (Dan
et al., 2015).

3.4 Adamantano

El Ad, es un alcano en forma de jaula con estructura simétrica y alta estabilidad. Su diametro
es de aproximadamente 7 A y su volumen es de aproximadamente 180 A3, propiedades que
son muy parecidas a las de la cavidad hidrofébica de la BCD (d = 7.8 A, v = 270 A3), por lo
tanto, se puede formar un complejo de inclusion (1:1) entre Ad y BCD con una constante de
estabilidad de 4x10% M- (Figura 7). Debido a la formacién de Cl tan estables entre la B-CD y
el Ad se han construido nuevas macromoléculas funcionales con diferentes topologias y

altamente sofisticadas utilizando estos componentes (Liu et al., 2015).

Figura 7. Ejemplos de sistema supramolecular 3-CD/Ad
Imagen tomada y editada de (Osman, Brandl, Zayed, Telmar, & Gopferich, 2011)
Sistemas cada vez mas complejos y con multiples componentes se han disefiado para

entregar agentes quimioterapéuticos (Figura 8). Sin embargo, este tipo de sistemas dista de
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llegar a la clinica y a producirse a nivel industrial debido a su complejidad. De manera que
para que los nanosistemas puedan tener éxito es necesario realizar estudios sistematicos de
cada componente y de las interacciones supramoleculares que determinan su estructura y
aplicaciones. Bajo este contexto, este trabajo consiste en la sintesis de B-CDs modificadas
con cadenas de PEGs de distintos tamafos por la cara primaria de manera que la cara
secundaria quede disponible para formar CI. Posteriormente se prepararan Cl con moléculas
modelo y se determinara si el tamafio del PEG influye en las interacciones huésped-anfitrion,
de manera que estas estructuras se puedan aplicar de manera racional como acarreadores o

como bloques de construccion de plataformas complejas.

Figura 8. Sistemas con multiples componentes

Imagen tomada y adaptada de (Zafar, Fessi, & Elaissari, 2014a).
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Hipotesis y
Objetivos




Hipoétesis

Mediante la estrategia de Quimica Click, se funcionalizaran con PEG las 7 posiciones de la
cara primaria de la B-CD, quedando disponible la cara secundaria para la formacion de Cl. El
fendbmeno de complejacién no se vera afectado por la conjugacion de las cadenas de PEG a
la 3-CD.

Objetivo general

Sintetizar conjugados B-CD-PEG, utilizando PEG de distintos tamanos y formar Cl de los

conjugados B-CD-PEG con moléculas Ad y fenolftaleina (FF) como moléculas modelo.
Objetivos particulares

1. Sintetizar y caracterizar los derivados de 3-CD que permitan la conjugaciéon con PEG

1.1 Sintesis de per-yodo-3-CD

1.2 Sintesis de per-azido- 3-CD

2. Sintetizar y caracterizar los derivados de PEG (550, 2000 y 5000 Da) que permitan la
conjugacion con B-CD

2.1 Sintesis de Alquinil-PEG (550, 2000 y 5000 Da)

3. Conjugar las 7 posiciones de la cara primaria de la 3-CD con cadenas de PEG (550,
2000 y 5000 Da) mediante la estrategia de Quimica Click

4. Formar los Cl B-CD/FF, B-CD-PEGss0o/FF, B-CD-PEGz000/FF, B-CD-PEGso000/FF y
caracterizarlos por RMN H

5. Formar los Cl B-CD/Ad B-CD-PEGsso/Ad, B-CD-PEGz2000/Ad, B-CD-PEGso00/Ad vy
caracterizarlos por RMN H

6. Evaluar la influencia del tamano de PEG (550, 2000 y 5000 Da) en la formacién de CI
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4. Parte experimental

La B-ciclodextrina (B-CD), el poli(etilen)glicol metileter 550, 2000 y 5000 Da, la trifenilfosfina
(PPhs), la N, N-Dimetilformamida (DMF), el metéxido de sodio (NaOMe), el acido 4-
pentinoico, la N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), la 4-dimetilaminopiridina (DMAP), la
fenolftaleina (FF), el acido 1-adamantancarboxilico (Ad), el dimetilsulfoxido (DMSO), se
adquirieron de Sigma-Aldrich; el yodo (l2), la azida de sodio (NaNs), el sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4+5H20), el acido ascorbico (H2Asc), fueron donacion del Dr. Eugene
Bratoefft; el sodio metalico (Na) de HCR, el hidréxido de sodio (NaOH) de Merck Millipore; el
etanol (EtOH) de Analytyka; el diclorometano (CH2Cl2) de Honeywell; el metanol (MeOH) de

Fermont; todos los disolventes y reactivos utilizados son de grado analitico.

Para la evaporacion de los disolventes empleados, se utilizd un rotaevaporador marca
Heidolph. En la destilacion a presion reducida se emple6 una bomba para vacio marca
Vacuubrand modelo PC 3001 VARIO PRO con capacidad maxima de 0.1 mm Hg.

Los espectros de RMN 'H y la preparacion de las muestras para el analisis de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) en solucion, el ajuste del equipo y la adquisicion del nuacleo de
Hidrégeno, se realizé en un aparato Varian VxR-300S (400 MHz), en el laboratorio de
Resonancia Magnética Nuclear en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion
(USAI), de la Facultad de Quimica, UNAM. Los desplazamientos quimicos se reportan en
ppm (3) y las constantes de acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de
las senales se expresa como: s = sefal simple; sa = sefial amplia; ¢ = sefal cuadruple; d =
sefal doble; dd = sefial doble de doble; t = sefial triple y m = sefal multiple. Se utilizd
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y como disolventes dimetilsulféxido deuterado
(DMSO-ds) y cloroformo deuterado (CDCls).

Los espectros de infrarrojo (IR), se determinaron en un espectrofotometro de FT-IR/FT-FIR
Spectrum 400 de Perkin Elmer mediante la técnica de Reflectancia totalmente atenuada
(ATR) con un accesorio universal ATR Sampling de Perkin Elmer; las unidades se reportan

encm™.
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4.1 Sintesis quimica

El Esquema 1 muestra la ruta general de sintesis donde se aplica la estrategia de Quimica

Click, en donde se hace reaccionar una fuente de azida y una fuente de alquino.

0
N_NJ/\)LO/\/{OAO/
N n-1

OH | N
o] i 0 ii 0 i 0
HO®=0RT) |~ 2% |[IHOZZ0) |~ 94w~ |IHOMG) | — | tHOT54
0 0 0 0

Esquema 1. Condiciones de reaccion: (i) PPhs, I2/DMF, 24 h 80°c (ii) NaN3/DMF, 24 h 70°C (iii) Alquinil-PEG
(550, 2000 y 5000 Da), CuSO45H20, H2Asc/ DMSO: H20, 24 h 70°C

4.1.1 Sintesis de per-6-yodo-3-CD (B-CDI)

La sintesis de B-CDI se llevé a cabo de acuerdo al Esquema 2, en un matraz de fondo
redondo de dos bocas, en condiciones anhidras y atmodsfera de nitrégeno se disolvieron 14
mmol (3.45 g) de PPhs en 5 mL de DMF anhidra, a continuacion, se transfirié por goteo a la
solucion anterior 3.55 g de iodo (14 mmol) en 10 mL de DMF anhidra, manteniendo la
agitaciéon durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al término de este tiempo, a la
solucion color marrén oscuro se le adicionaron 1.0 g de B-CD (0.9 mmol). La mezcla formada
se calenté a 80 °C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion se retird del
calentamiento y se concentré a presion reducida hasta un tercio del volumen inicial, a este
residuo se le anadi6é de una solucion 3 M de NaOMe/MeOH manteniéndolo en bano de hielo
y se dejo en agitacion constante durante 30 minutos, a continuacién, se adicionaron 200 mL
de MeOH frio, formandose un precipitado, el cual se separd por filtracion y se lavé con
MeOH. El soélido naranja resultante se purificdé mediante un equipo Soxhlet usando MeOH

durante 24 horas, se retird el producto del extractor Soxhlet y se secé al vacio.
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Esquema 2. Obtencién de per-yodo-6-B-CD
4.1.2 Sintesis de per-6-azido-B-CD (B-CDN,)

La sintesis de B-CDNs se llevé a cabo de acuerdo al Esquema 3, en un matraz de fondo
redondo de una boca, en condiciones anhidras y atmédsfera de nitrogeno se disolvieron 890
mg de B-CDI (0.47 mmol) en 6 mL de DMF anhidra, a continuacién, se agregaron 298 mg de
NaNs (4.6 mmol) y la mezcla de reaccion se calentd a 70°C durante 24 horas. Transcurrido el
tiempo de reaccion, la mezcla se retiré del calentamiento y se concentré a presién reducida
hasta un tercio del volumen inicial (2 mL aprox.), a este residuo se le agregaron 100 mL de
agua destilada, hasta observar la formacién de un sélido color café, el cual se lavoé con agua

destilada y se seco al vacio.
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Esquema 3. Obtencién de per-azido-6-p-CD

4.1.3 Método general para la sintesis de Alquinil-PEG

La sintesis de los Alquinil-PEG (550, 2000 y 5000 Da) se llevé a cabo de acuerdo al
Esquema 4, en un matraz de fondo redondo de una boca, en condiciones anhidras y
atmosfera de nitrégeno se disolvieron 0.5 mmol de poli(etilen)glicol metileter (PEG) en 5 mL
de CH2Cl2 seco, a continuacion, se adicionaron 0.9 mmol de Acido 4-pentinoico y 0.5 mmol
de DMAP manteniendo la agitacion durante 5 minutos a temperatura ambiente. Al término de
este tiempo, a la solucién anterior se le adiciond por goteo una solucién de 0.9 mmol de DCC
en 2 mL de CH2Cl2. La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 24
horas. Transcurrido el tiempo de reaccion se filtré el solido blanco formado y el residuo

liquido se traté por triplicado con 50 mL de dietileter frio.
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Alquinil-PEG

Esquema 4. Obtencién de Alquinil-PEG (Esterificacion de Steglich)
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4.1.4 Sintesis de Alquinil-PEGsso0

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.1.3, se utilizaron 0.98 mL (1.8 mmol) de PEGsso,
transcurrido el tiempo de reaccion, se filtré el solido blanco formado y el residuo liquido se
extrajo por triplicado con CH2CI2/H20, se separo la fase organica y se concentrd a presion

reducida.

4.1.5 Sintesis de Alquinil-PEGz2000

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.1.3, se utilizé 1g (0.5 mmol) de PEG2o00.
4.1.6 Sintesis de Alquinil-PEGso00

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.1.3, se utilizé 1g (0.2 mmol) de PEGsoo0.
4.1.7 Formacioén de B-CD-PEG

La conjugacién de las cadenas de PEG con la cara primaria de la 3-CD se llevo a cabo por
Quimica Click de acuerdo con el Esquema 5. En un matraz de fondo redondo de una boca,
en condiciones anhidras y atmadsfera de nitrégeno se disolvieron 0.24 mmol de Alquinil-PEG
y 0.03 mmol de B-CDN3s en 5 mL de DMSO, a continuacion, se adicioné un 10% de
CuS04+5H20 y 30% de H2Asc en 2 mL, manteniendo la agitacion durante 24 horas a 70°C.
Transcurrido el tiempo de reaccidén se concentré la mezcla a sequedad a presidn reducida y

el residuo se traté con dietileter frio.
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Esquema 5. Obtencién del conjugado 3-CD-PEG a través de Quimica C|ICk
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4.1.8 Sintesis del conjugado B-CD-PEGsso

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.1.7, se utilizaron 1.84 mL de Alquinil-PEGsso,
transcurrido el tiempo de reaccion, se concentré la mezcla a sequedad a presion reducida y
el residuo se extrajo por triplicado con CH2Cl2/H20, se separo la fase organica y se concentré

a presion reducida.

4.1.9 Sintesis del conjugado B-CD-PEG:2000

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.1.7, se utiliz6 0.792 g de Alquinil-PEGz2oo0.
4.1.10 Sintesis del conjugado B-CD-PEGso00

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.1.7, se utilizd 1.060 g de Alquinil-PEGsoo0.
4.2 Preparacion de ClI

La preparacién de los Cl B-CD/FF, B-CD-PEG/FF, B-CD/Ada y B-CD-PEG/Ad se realizaron

por el método de Co-evaporacién o evaporacion del disolvente.
4.2.1 Método general para la preparacion de Cl B-CD/FF y B-CD-PEG/FF

En un matraz Erlenmeyer, se disolvieron 0.00314 mmol del conjugado -CD-PEG en 10 mL
de agua destilada en agitacion a temperatura ambiente. A continuacion, se agregd una
solucién de 0.00314 mmol de FF a pH>9, manteniendo la agitacion durante 48 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se concentré la mezcla a presion reducida y

se dejo secar el producto al vacio.
4.2.2 Preparacion de Cl B-CD/FF (1:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.2.1, se utilizaron 0.250 g (0.220 mmol) de B-CD y
0.070 g de FF (0.220 mmol), obteniéndose 0.320 g de un semisdlido café.

4.2.3 Preparacion de Cl B-CD-PEGsso/FF (1:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.2.1, se utilizaron 0.090 g (0.016 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.005 g de FF (0.016 mmol), obteniéndose 0.093 g de un sdlido blanco.
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4.2.4 Preparacion de Cl B-CD-PEGzo00/FF (1:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.2.1, se utilizaron 0.050 g (0.003 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.001 g de FF (0.003 mmol), obteniéndose 0.050 g de un sdlido color café.

4.2.5 Preparacion de Cl B-CD-PEGso00/FF (1:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.2.1, se utilizaron 0.116 g (0.003 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.001 g de FF (0.003 mmol), obteniéndose 0.050 g de un solido color gris.

4.2.6 Método general para la preparacion de Cl 3-CD/Ad y B-CD-PEG/Ad

En un matraz Erlenmeyer, se disolvieron 0.016 mmol del conjugado B-CD-PEG en 5 mL de
DMSO en agitacion a temperatura ambiente. A continuacion, se agregé una solucion de
0.016 mmol de Ad en metanol, manteniendo la agitacion durante 48 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, se concentré la mezcla a presion reducida y se dejo

secar el producto al vacio.
4.2.7 Preparacion de Cl B-CD/Ad (1:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.2.6, se utilizaron 0.250 g (0.220 mmol) de B-CD y
0.040 g de Ad (0.220 mmol), obteniéndose 0.290 g de un semisolido café.

4.2.8 Preparacion de Cl B-CD-PEGss0/Ad (0.5:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.2.6, se utilizaron 0.314 g (0.056 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.005 g de Ad (0.028 mmol), obteniéndose 0.319 g de un semisolido café.

4.2.9 Preparacion de Cl B-CD-PEGss0/Ad (1:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.2.6, se utilizaron 0.157 g (0.028 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.005 g de Ad (0.028 mmol), obteniéndose 0.160 g de un semisolido café.

4.2.10 Preparacion de Cl B-CD-PEGsso/Ad (2:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.2.6, se utilizaron 0.079 g (0.014 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.005 g de Ad (0.028 mmol), obteniéndose 0.160 g de un semisolido café.
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4.2.11 Preparacion de Cl B-CD-PEGz2000/Ad (0.5:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.2.6, se utilizaron 0.180 g (0.034 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.001 g de Ad (0.017 mmol), obteniéndose 0.180 g de un sdlido café claro.

4.2.12 Preparacion de Cl 3-CD-PEGz2000/Ad (1:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccidn 4.2.6, se utilizaron 0.90 g (0.017 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.001 g de Ad (0.017 mmol), obteniéndose 0.90 g de un sdlido café claro.

4.2.13 Preparacion de Cl B-CD-PEG:2000/Ad (2:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.2.6, se utilizaron 0.45 g (0.009 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.001 g de Ad (0.017 mmol), obteniéndose 0.45 g de un solido café claro.

4.2.14 Preparacion de Cl B-CD-PEGso000/Ad (0.5:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccién 4.2.6, se utilizaron 0.416 g (0.034 mmol) de 3-CD-
PEGss0y 0.001 g de Ad (0.017 mmol), obteniéndose 0.416 g de un sdlido gris.

4.2.15 Preparacion de Cl B-CD-PEGso000/Ad (1:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.2.6, se utilizaron 0.208 g (0.017 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.001 g de Ad (0.017 mmol), obteniéndose 0.416 g de un sdlido gris.

4.2.15 Preparacion de Cl B-CD-PEGso000/Ad (2:1)

Siguiendo el procedimiento en la seccion 4.2.6, se utilizaron 0.104 g (0.009 mmol) de B-CD-
PEGss0y 0.001 g de Ad (0.017 mmol), obteniéndose 0.104 g de un sdlido gris.

29




Resultados y
discusion




5. Resultados y discusion

5.1 Sintesis de B-CDI

Para la modificacion de la B-CD se realizé una sustitucion de los hidroxilos primarios por
atomos de yodo, por medio de una reaccidon de Vilsmeier-Haack modificada; en la cual, el
mecanismo consiste en hacer reaccionar primeramente los hidroxilos de la cara primaria con
un complejo de PhsP, el cual cumple con dos funciones, activar a los hidroxilos para que
sean sustituidos en un ataque nucleofilico y por otra parte formar una especie activada de
yodo que realice la modificacion sobre los hidroxilos ya mencionados. Posteriormente, la
mezcla de reaccion se trata con una base, paso necesario para la destruccion de las sales de
fosfonio. La base que se utiliza de acuerdo a lo reportado en la literatura es NaOMe/MeOH
3M (Ashton, Koniger, Stoddart, Alker, & Harding, 1996). Es importante que la base tenga la
concentracion mencionada, ya que si se modifica habra que modificar también el volumen
que se adiciona de ella, pues es preciso que el numero de moles de NaOMe reaccionen con
el numero de moles de las sales de fosfonio. Lo anterior se comprobd cuando se utilizé el
mismo volumen de base, pero a diferentes concentraciones, que se traduce en rendimientos
bajos (<20%) de reaccidén. Se obtuvo un rendimiento de 52% (0.47 mmol, 900 mg) de un

solido color beige.
5.2 Sintesis de B-CDN3s

Una vez obtenida la B-CDI, se procedié a realizar una reaccion SN2 para sustituir el atomo
de yodo por un grupo azido. El producto obtenido tiene un trabajo de reaccion sencillo ya que
consistido en la evaporacion a presion reducida y después la precipitacion del producto en
medio acuoso. El mecanismo por el que sucede esta reaccion es por la sustitucion del atomo
de yodo, un buen grupo saliente que permite la modificacion de la B-CD, por un grupo azido,
para formar el intermediario de la Quimica Click. El rendimiento de esta reaccién fue de 94%

(0.44 mmol, 572 mg) de un sdlido color café.
5.2.1 Caracterizacion de B-CD, B-CDI y B-CDN;

Los espectros de IRy '"H RMN de B-CD, B-CDI y B-CDN; se muestran en las Figuras 9y 10

respectivamente.
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Figura 9. Espectros de IR de p-CD (A), f-CDI (B) y B-CDN; (C)
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Figura 10. Espectros de 'H de 3-CD (A), B-CDI (B) y B-CDN; (C)

En la Figura 9A se observa la sefial a 3306 cm™' correspondiente a los hidroxilos de la cara
primaria y secundaria, en la Figura 9B se observa que esta misma sefal, a 3327 cm™'
disminuye su intensidad debido a que los hidroxilos de la cara primaria son sustituidos por
atomos yodo; en la Figura 9C se observa que la sefial en 3331 cm™ sigue disminuida en
intensidad y aparece una sefial a 2099 cm™' que corresponde al grupo azido. En la Figura
10A, la cual corresponde al espectro de 'H RMN de la B-CD, se observan las sefiales

correspondientes a los atomos de hidrégeno de la molécula de glucopiranosa y de los
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hidroxilos. Debido a su estructura tridimensional que adopta, los atomos de hidrogeno de los
hidroxilos que se encuentran unidos a los atomos de carbono 2 y 3 (OH2 y OH3) quedan en
la cara secundaria y se encuentran interactuando es por eso que tienen un mayor
desplazamiento. Los atomos de hidrogeno del hidroxilo que se encuentra unido al atomo de
carbono 6 (OH6) quedan en la cara primaria mientras que los atomos de hidrogeno del
carbono 1 (H1) se encuentran a campo bajo debido a que estan interactuando con 3 atomos
de oxigeno. Los atomos de hidrogeno que se encuentran unidos a los carbonos 3y 5 (H3 y
H5) quedan en el interior de la estructura tridimensional y son los responsables de interactuar
con las moléculas huésped en la formacién de CIl. En la Figura 10B, se observa que la sefal
que corresponde a OH6 desaparece debido a la sustitucién de estos por atomos de yodo,
también se observa que los atomos de hidrogeno que estan unidos al carbono 6 (H6) se
desplazan a campo bajo, este fendmeno se debe a que el atomo de yodo ejerce sobre ellos
un efecto resonante protegiendo asi a los protones vecinos. En la Figura 10C se observa
que la sefal que corresponde a los H6 se desplaza a campo alto debido a que el grupo azido
dona densidad electronica a los protones vecinos quedando desprotegidos, en comparacion
con las sefales de los atomos de la Figura 10A, los protones de la Figura 10C se encuentran

desplazados a campo alto por el grupo azido.
5.3 Sintesis de Alquinil-PEG (550, 2000 y 5000 Da)

Antes de proceder a la conjugacién de la B-CD por Quimica Click, se preparo la fuente de
alquino a partir de PEG monofuncional para funcionalizarlo solo de un extremo de la cadena.
Para ello, PEG se hizo reaccionar con acido 4-pentinoico. La formacion del alquino se llevé a
cabo por una reaccion conocida como esterificacién de Steglich, la cual consiste en activar
un acido carboxilico con DCC, utilizando condiciones cataliticas de DMAP para la formacién
de diciclohexilurea (DCU). En la reaccion de Alquinil-PEG, la formacion de DCU se observa
al inicio de la reaccion y es un indicio de que se esta llevando a cabo. La reaccion es muy
cuantitativa ya que se obtienen rendimientos de 99.43% (1.176 g, 1.807 mmol), 70% (0.734
g, 0.350 mmol,) y 94% (0.960 g, 0.188 mmol,) para PEG 550, 2000 y 5000, respectivamente.
La apariencia de los productos depende del tipo de PEG conjugado, siendo un semisolido
incoloro para Alquinil-PEGsso, un sélido blanco fino para Alquinil-PEGzo000 ¥ un sélido blanco

para Alquinil-PEGsooo.
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5.3.1 Caracterizaciéon de PEG y calculo del peso molecular

Antes de las esterificaciones se caracterizaron los PEG por RMN 'H para determinar el peso
molecular promedio. Los espectros muestran las sefiales correspondientes a los protones del
grupo etilenglicol y del grupo metilo del polimero. Se muestran en la Figura 12, 13 y 14 los

espectros del PEGsso, PEG2000 y PEGso00, respectivamente.

Figura 11. Espectro de RMN 'H de PEGsso

Figura 12. Espectro de RMN 'H de PEGz2000
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Figura 13. Espectro de RMN 'H de PEGso00

Se calculd el peso promedio del polimero utilizando la técnica de RMN 'H, ya que el area
bajos los picos del espectro de resonancia es proporcional a la concentracion molar de la
molécula que se analiza. Para el calculo del peso molecular de un polimero lineal, se debe
comenzar por determinar el valor de n, que describe el numero de repeticiones que
componen a la molécula. De manera general para un polimero compuesto por X cantidad de
protones en las unidades repetidas y considerando Y cantidad de protones en los extremos
se deben tomar los siguientes parametros y realizar el cociente (Figura 11), el cual da
informacion exacta del numero de repeticiones que componen a un polimero lineal (Izunobi &
Higginbotham, 2011).

nx_axmyny
- aymx

Figura 14. Ecuacion general para determinar el peso molecular de un polimero

ax= integral en '"H NMR de x

my= numero de protones de y

ny= numero de unidades repetidas de y
ay= integral en '"H NMR de y

mx= numero de protones de x
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. PEGss0

(=CH3) = 15— (~OH) = 17—, (CH;CH,0) = 44%
48.04H g
= 12.01H x 44 = 528.44 + 32 = 560.44 —2—
4H mol
. PEG2000
(~CH3) = 15—, (~0H) = 17—, (CH,CH,0) = 44%
180.51H g
= 45.13H x 44 = 1985.72 + 32 = 2017.7 ——
4H mol
« PEGs000
(—CH,) = 15— (—OH) = 17—, (CH,CH,0) = 44%
453.25H g
T —113.31H x 44 = 4985.64 + 32 = 5017.6 ——
4H mol

En todos los casos se obtuvieron resultados muy cercanos al peso tedrico (~550, ~2000 y
~5000). Se considera peso tedrico el reportado en la etiqueta del producto (Sigma-Aldrich).
El que no se obtenga exactamente el mismo valor esperado es por la polidispersion del
polimero. En este sentido, cabe recordar que el peso de los polimeros es una distribucion
gausiana de pesos moleculares de moléculas de varios pesos moleculares que comprenden
una determinada muestra de polimero. Asi la polidispersion es la variaciéon de pesos de un

polimero en funcién de su distribucion.

5.3.2 Caracterizacion de Alquinil-PEG y calculo del peso molecular

Una vez que se realiz6 la esterificacion para la formacion del Alquinil-PEG (550, 2000 y 5000
Da), se caracterizaron los productos por RMN 'H. La Figura 13 muestra el espectro de RMN
H de Alquinil-PEG 550. Aqui se observan las sefiales de la esterificacion del PEG con el
acido 4-pentinoico, una sefal triple que corresponde al atomo de hidrogeno del grupo alquino
terminal, dos sefiales multiples que corresponden a los atomos de hidrogeno de los etilenos
vecinos al carbonilo, dos sefales triples a campo bajo correspondientes a los protones de los

etilenos vecinos al éster, ademas de las correspondientes sefiales del PEG. Los espectros
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del Alquinil-PEGsso, Alquinil-PEGz2000 y Alquinil-PEGso00, se muestran en las Figuras 15, 16 y
17. También se calcul6 el peso molecular de los polimeros con la técnica y el fundamento
mencionado anteriormente. Se obtuvieron resultados muy cercanos al tedrico, en este caso
el peso molecular tedrico es el que se calculé por RMN 'H del PEG mas el residuo que se le
agrega en la esterificacion, sin embargo, cabe recordar que, en este caso, el resultado
también se ve influenciado por la polidispersion que se arrastra del PEG. A partir de estos
resultados concluimos que se obtiene un porcentaje de funcionalizacién cercano a 1, esto

indica que la mayoria de las cadenas de PEG se esterificaron.

Figura 15. Espectro de RMN 'H de Alquinil-PEGsso
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Figura 16. Espectro de RMN "H de PEG2000

Figura 17. Espectro de RMN 'H de PEGso00

e Alquinil-PEGss0

(—CH,0) = 31-9—, (CH,CH,0) = 44%, (CH,CH,0COCH,CH,CCH) = 125 g/mol

mol’
47.74H g
= 11.93H x 44 = 525.14 + 156 = 681.14 —
4H mol

0.3
% funcionalizacion = 48.04 — 47.74 = 7= 0.075; 100 — 0.075 = 99.925
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e Alquinil-PEG2000
(—CH;0) =31 %,(CHZCHZO) = 44miol,(CH2CH20COCH2CH2CCH) =125 g/mol

177.46H g
—— =44.37H x 44 = 1952 4+ 156 = 2108 —
4H mol

.05
% funcionalizacion = 180.51 — 177.46 = e = 0.7625;100 — 0.7625 = 99.2375
e Alquinil-PEGs000

(—CH30) = 31— (CH,CH,0) = 44%, (CH,CH,0COCH,CH,CCH) = 125 g /mol

mol’
452.92H g
———=113.23H x 44 = 4982.12 + 156 = 5138.12—
4H mol

0.33
% funcionalizacion = 453.25 — 452.92 = 7 = 0.0825;100 — 0.0825 = 99.9175
5.4 Formacion de los conjugados 3-CD-PEG

La reaccion click prototipo consiste en la formacion de un 1,2,3-triazol 1,4-disustituido a partir
de una fuente de azido y una fuente de alquino. Esta cicloadicién se da a través de un ciclo
catalitico en donde el acido ascorbico reduce el Cu (lI) a Cu (I); el ciclo comienza con la
insercion del Cu en el alquino terminal, posteriormente un atomo de nitrégeno del grupo
azido se coordina con el Cu formando un complejo de acetiluro de cobre-azida, dejando la
triple ligadura disponible para un ataque nucleofilico intramolecular, esto da como resultado
un metalociclo de 6 miembros el cual sufre una contraccion anular favorecida
energéticamente al formar un anillo de cinco miembros, el cual sufre una reaccion acido base
para generar el 1,2,3-triazol 1,4-disustituido. Asi mismo, la reaccion se da en condiciones
suaves, en medio acuoso y a temperaturas menores a 70°C. Por todo esto, se otorgd el
premio nobel a K. Barry Sharpless en el afio 2001 (Nobelprize). Sin embargo, no siempre se
puede utilizar un medio acuoso, pues dependera de la solubilidad de los reactivos, en
nuestro caso, la reaccion se llevdé a cabo en una mezcla de DMSO:H20 debido a la baja

solubilidad acuosa de la per-6-azido-3-CD.

La Quimica Click es una reaccién muy robusta que se da entre cualquier tipo de molécula
mientras contenga grupos funcionales azida y alquino. En nuestro caso la 3-CD fue la fuente
de azida y el PEG fue la fuente de alquino. Una particularidad del sistema obtenido es que

dados los 7 grupos azida, se tiene que realizar 7 reacciones “clicks” para lograr la
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conjugacion de todas las posiciones, esto se puede lograr a través del control de la
estequiometria de la reaccion, la temperatura y el volumen del disolvente pues de esto

depende la conjugacion de todos los grupos de la 3-CD.

La reaccion click se esta convirtiendo hoy en dia en una de las estrategias de conjugacién
mas utilizadas, debido a la facilidad, bajo costo, y poca generacion de residuos, etc; en el
area de quimica medicinal y liberacion de farmacos no es la excepcién. Ademas, el triazol
tiene ciertas caracteristicas favorables como las mencionadas anteriormente y una excrecion

rapida.

En este trabajo se logrd la conjugacién de manera selectiva de la cara primaria de la 3-CD
con tres distintos tamanos de PEG. Los productos se caracterizaron por espectrometria de
masas por el método de MALDI-TOF, (desorcién/ionizacion mediante laser asistida por una
matriz) acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo), es una técnica de ionizacion suave
que permite el analisis de biomoléculas (biopolimeros, proteinas, péptidos y azucares) y
moléculas con alto peso molecular (como polimeros, dendrimeros y otras macromoléculas).
En esta técnica la muestra se mezcla con la matriz en exceso sobre una superficie de metal
de tal forma que ambas cocristalizan cuando se evapora el disolvente. Esta preparacion es
sometida a pulsos cortos de laser en alto vacio lo que provoca que la absorcion de energia
por parte de la matriz sea convertida en energia de excitacién y en transferencia de H* a la
muestra (ionizacién) dando lugar, normalmente, a especies monocargadas que son
analizadas mediante TOF. Este analizador permite la determinacion de la masa en una
region de alto vacio mediante una medida muy precisa del periodo de tiempo desde la
aceleracion de los iones en la fuente hasta que impactan con el detector (Servicios Técnicos
de Investigacion, Universidad de Alicante). El producto B-CD-PEGsso se obtuvo como un
semisolido color café (2.5 g), la Figura 18 muestra el espectro que indica que la reaccion se
dio con gran eficiencia ya que se funcionalizaron las siete posiciones de la -CD y se obtiene
un solo producto. El producto B-CD-PEG2000 se obtuvo como un sélido color café claro (0.820
g), su espectro muestra (Figura 19) que se obtienen dos productos, el producto mayoritario
es el que contiene las siete posiciones funcionalizadas y un producto minoritario que contiene
seis posiciones funcionalizadas, aun asi, se considera que la reaccion se dio con gran
eficiencia. Finalmente, el producto B-CD-PEGso00 €s un solido gris (0.878 g), su espectro

muestra (Figura 20) que se obtiene un solo producto el cual tiene las siete posiciones
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funcionalizadas. Con esto confirmamos que la conjugacién de PEG a B-CD por medio de
Quimica Click es una estrategia adecuada que permite funcionalizar selectivamente las siete
posiciones de la B-CD. Del mismo modo, esperamos que esta modificacion selectiva deje la
cavidad disponible para la formacion de ClI.

Figura 18. Espectro de MALDI-TOF del conjugado 3-CD-PEGsso
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Figura 19. Espectro de MALDI-TOF del conjugado B-CD-PEGz2000

Figura 20. Espectro de MALDI-TOF del conjugado B-CD-PEGso00
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5.5 Formacion de Cl y caracterizacion

La B-CDs “pegiladas” constituyen un bloque de construccién importante en nanoplataformas
de liberacion de farmacos. Sistemas cada vez mas complejos aparecen en la literatura, pero
para lograr la sofisticacion y el éxito de estos sistemas es necesario hacer estudios
sistematicos. Muy pocos nanosistemas han entrado con éxito a los ensayos clinicos debido a
que no se realizan estudios sistematicos de cada uno de sus componentes, por lo tanto, este
factor es importante para hacer frente a los retos en el desarrollo de nanosistemas para uso
clinico (Wicki, Witzigmann, Balasubramanian, & Huwyler, 2014). Bajo este contexto, fue de
gran interés determinar la influencia de las cadenas de PEG en la formacién de complejos de
inclusion, de manera que se puedan aplicar para sistemas supramoleculares de liberacidon de
farmacos. Para estudiar el fendmeno de complejacion se utilizaron FF y Ad como moléculas

modelo.

Los complejos de inclusion B-CD/FF (1:1) y B-CD-PEG/FF (1:1) se autoensamblaron en una
mezcla de disolventes (EtOH:H20). La FF es un indicador acido/base tipico, que se utiliza
como un indicador de pH el cual cambia de incoloro a rosa cuando una solucién de caracter
neutro cambia a caracter basico. La FF forma un complejo de inclusién estable con la 3-CD
en una relacién molar 1:1; cuando se da la formacién del complejo B-CD/FF la solucién rosa
de FF cambia a incolora, esto es debido a la estructura de la FF (Figura 21) (Abbehausen,
Formiga, Sabadini, & Yoshida, 2010). El complejo de inclusiéon B-CD/FF se puede utilizar
para la determinaciéon de la formacién de complejos de inclusién con otros compuestos a

través de una reaccidén de complejacion competitiva (Cadena et al., 2009).
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Figura 21. Equilibrio de la FF dependiente del pH y formacion del complejo de inclusién 3-CD/FF.

En el caso particular de la FF, una de las pruebas para confirmar la formacion de complejos
de inclusion es por la pérdida de color de una solucién de FF a pH>9 cuando se agrega a
una solucién de B-CD o de B-CD-PEG, esto es debido a que la FF a pH basico se encuentra
con el grupo carboxilico ionizado y cuando se incluye en la 3-CD se favorece la formacion de
la lactona debido a las interacciones huésped-anfitrion perdiendo asi la conjugaciéon del
sistema electrénico que se manifiesta fisicamente por la pérdida de color. En los tres casos
se observd la formacién de los CI, por una disminucién del color de la solucion rosa) y se
comprobd a través de la solucion por RMN 'H, se determind la diferencia de desplazamiento
(Ad) de los atomos de hidrogeno de la FF. Otra manera de determinar la formacion de Cl es
a través del calculo Ad de H3 y H5, sin embargo, en este sistema no fue posible

determinarlos ya que estas sefales se encuentran traslapadas con las sefales del PEG.

La caracterizacion por RMN '"H muestra, primeramente, el espectro de FF (Figura 22) en
donde se observa a campo alto la sefial del atomo de hidrogeno correspondiente al hidroxilo
de los fenoles y a campo bajo las sefiales de los atomos de hidrogeno correspondientes a los
fenilos para-sustituidos, también las sefales correspondientes a los protones del anillo vecino

a la lactona.
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Figura 22. Espectro de 'H de la FF

Figura 23. Espectro de 'H B-CD/FF
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En la Figura 23 se muestra el espectro del Cl B-CD/FF (1:1). En este caso se observa un
cambio considerable en las senales de los atomos de hidrogeno correspondientes a Hb, He,
Hg y Ha, por lo que se puede decir que la forma en la que se incluye la FF es como se ilustra
en la imagen de la Figura 23, lo que concuerda con la literatura (Taguchi, 1986). Para

conocer el grado de desplazamiento, se calcularon los Ad de los atomos de hidrogeno de la

FF se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Ad de los Cl -CD/FF, B-CD-PEGsso/FF, B-CD-PEGz2000/FF y B-CD-PEGso00/FF

Hidrégeno Ad (ppm) Ad (ppm) Ad (ppm) AS (ppm)
B-CD/FF (1:1) B-CD-PEGsso/FF | B-CD-PEG2000/FF | B-CD-PEGsoo0/FF

(1:1) (1:1) (1:1)

a 0.08 0.09 0.02 0.03

b 0.12 0.07 0.00 0.03

c 0.04 0.04 0.00 0.01

d 0.05 0.05 0.00 0.07

e 0.14 0.06 0.05 0.00

f 0.06 0.04 0.04 0.01

g 0.08 - - -

A continuacion, en los espectros de los conjugados B-CD-PEGsso, 3-CD-PEGz2000 y B-CD-
PEGso00 (Figura 24, 25 y 26), se calcularon los Ad de los Cl de las B-CDs “pegiladas” (1:1).
El modo de inclusion de la FF en el conjugado B-CD-PEGsso es de la misma manera que en
el caso de la B-CD, donde los atomos de hidrogeno que mas se desplazan son Ha, Hb y He.
En el caso de los conjugados B-CD-PEG2o00 y B-CD-PEGso000, €l AS de los atomos de
hidrogeno no es contundente para afirmar que los Cl se estén formando ya que el
desplazamiento es pequefo respecto al observado en el caso de B-CD/FF. Esto se puede
deber a que la FF se queda atrapada en las cadenas de PEG y estén interactuando
provocando un pequefio cambio en el ambiente electronico con el subsecuente
desplazamiento de algunos atomos de hidrogeno; por lo que se puede decir que en este
caso si esta influyendo el tamafio de cadena de PEG para la formacién de los Cl. Esto se
podria corroborar con un estudio en RMN de dos dimensiones para comprobar las

interacciones de la FF a larga distancia.
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Figura 24. Espectro de RMN 'H 3-CD-PEGsso/FF

Figura 25. Espectro de RMN 'H B-CD-PEGz000/FF
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Figura 26. Espectro de RMN 'H 3-CD-PEGso00/FF

En el caso particular del anillo de Ad, este es una molécula muy afin a la cavidad de la B-CD,
con una constante de 4x10° M-! lo que indica que el Ad queda “anclado” fuertemente a la
cavidad. En este caso la mezcla de disolventes que se utilizé para que los Cl se
autoensamblaran fue DMSO:MeOH. Debido a que el ensamble B-CD/Ad es comun en las
plataformas, se determiné la formacion de Cl a tres distintas estequiometrias (0.5:1, 1:1 y
2:1). Los diez Cl que se prepararon se caracterizaron en soluciéon por RMN 'H y se
determiné el Ad de los atomos de hidrogeno del Ad, igual que en los Cl de FF, las sefales de
los desplazamientos de H3 y H5 se encuentran traslapadas con las sefiales del PEG y por lo

tanto no se utilizaron para determinar la complejacién.

La caracterizacion por '"H RMN muestra, primeramente, el espectro de Ad en donde se
observa a campo alto la sefal de los atomos de hidrogeno correspondientes a los grupos

metilenos a 'y y y a los grupos metinos B del anillo.
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Figura 27. Espectro de RMN 'H Ad

Figura 28. Espectro de RMN 'H B-CD/Ad

En la Figura 28 se muestra el espectro del Cl B-CD/Ad. En este caso se observa un cambio
considerable en las sefiales de tres diferentes tipos de atomos de hidrogeno, los hidrogenos
B son los que presentan mayor AJ, y estos son los que interactiuan con los H3 y H5 de la B-

CD (Tabla 2).

A continuacion, se muestran los espectros de RMN 'H de los complejos B-CD-PEGsso/Ad, B-

CD-PEG2000/Ad y 3-CD-PEGs000/Ad en relacion (1:1).
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Tabla 2. Ad de los Cl -CD/Ad, B-CD-PEGsso/Ad, B-CD-PEG2000/Ad y B-CD-PEGso00/Ad

Hidrégeno Ad A3 (ppm) | AS (ppm) | AS(ppm) | A3 (ppm) A3 (ppm) A3 (ppm) A3 (ppm) A3 (ppm) A3 (ppm)
(Ppm) B-CD- B-CD- B-CD- B-CD- B-CD- B-CD- B-CD- B-CD- B-CD-
B- PEGsso/Ad | PEGsso/Ad | PEGsso/Ad | PEG2000/Ad | PEG2000/Ad | PEG2000/Ad | PEGsooo/Ad | PEGsooo/Ad | PEGsooo/Ad
CD/Ad (0.5:1) (1:1) (2:1) (0.5:1) (1:1) (2:1) (0.5:1) (1:1) (2:1)
0.04 0.30 0.30 0.30 0.12 0.03 0.03 0.05 0.03 0.17
0.05 0.08 0.08 0.08 0.11 0.00 0.00 0.01 0.00 0.18
0.04 0.14 0.14 0.14 0.04 0.07 0.07 0.04 0.04 0.07

Figura 29. Espectro de RMN "H B-CD-PEGss0/Ad (1:1)

Figura 30. Espectro de RMN 'H 3-CD-PEGz2000/Ad (1:1)
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Figura 31. Espectro de RMN 'H 3-CD-PEGso00/Ad (1:1)
Para poder comparar los Ad en funcion del tamafio del PEG y relacion molar, se
construyeron las Tablas 3, 4 y 5. En la Tabla 3 se observa que en la relacion molar (0.5:1)
(Ad:B-CD-PEG) existe un Ad mayor en el caso del conjugado B-CD-PEGsso y va
disminuyendo conforme aumenta el tamafio de PEG, por lo que podemos decir que en este
caso se esta relacion molar si existe una interferencia de las cadenas de PEG para que se dé

la formacion de CI.

Tabla 3. Ad de los Cl 3-CD-PEGss0/Ad, B-CD-PEG2000/Ad y B-CD-PEGso000/Ad (0.5:1)

Hidrogeno A (ppm) Ad (ppm) Ad (ppm)
B-CD-PEGsso/Ad B-CD- PEG2000/Ad | B-CD- PEGsooo/Ad
(0.5:1) (0.5:1) (0.5:1)
o 0.30 0.12 0.05
B 0.08 0.11 0.01
Y 0.14 0.04 0.04

En la Tabla 4 se observa que en la relacion molar (1:1) (Ad:B-CD-PEG) existe un Ad mayor
en el caso del conjugado B-CD-PEGsso, en el resto de los conjugados existe un Ad similar que
se presento en los Cl con 3-CD, esto puede ser debido a que, muy similar como el caso de la
FF, el Ad se quede atrapado en las cadenas de PEG que al interactuar con este, modifica su

ambiente electrénico provocando un cambio en el desplazamiento.
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Tabla 4. AS de los Cl B-CD/Ad y B-CD-PEGsso/Ad, B-CD-PEG2000/Ad y B-CD-PEGsooo/Ad (1:1)

Hidrogeno Ad (ppm) Ad (ppm) Ad (ppm) AS (ppm)
B-CD/Ad (1:1) B-CD-PEGsso/Ad B-CD- PEG2000/Ad | B-CD- PEGsp00/Ad
(1:1) (1:1) (1:1)
a 0.04 0.30 0.03 0.03
B 0.05 0.08 0.00 0.00
Y 0.04 0.14 0.07 0.04

En la Tabla 5 se observa que en la relacion molar (2:1) (Ad:B-CD-PEG) existe un Ad mayor
en el caso del conjugado B-CD-PEGss0 seguido por el conjugado B-CD-PEGsooo y al final el
conjugado B-CD-PE. Como se mencion6 anteriormente, la formacién de Cl es un equilibrio
dinamico en el que la molécula entra y sale de la cavidad de la B-CD, lo que esta ocurriendo
en esta relacidbn molar es que estamos “saturando al sistema” provocando que algunas

moléculas de Ad queden atrapadas y otras si entren a la cavidad, favoreciendo el

desplazamiento hacia la formacion de los ClI.

Tabla 5. A5 de los Cl B-CD-PEGsso/Ad, B-CD-PEG2000/Ad y B-CD-PEGsooo/Ad (2:1)

Hidrogeno Ad (ppm) AS (ppm) AS (ppm)
B-CD-PEGss¢/Ad B-CD- PEG2000/Ad B-CD- PEGso00/Ad
(2:1) (2:1) (2:1)
o 0.30 0.03 0.17
B 0.08 0.00 0.18
Y 0.14 0.07 0.07
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Conclusiones




6.Conclusiones

Se funcionalizaron las 7 posiciones de la cara primaria de la B-CD con cadenas de PEG de
tres diferentes tamanos (550, 2000 y 5000 Da) por medio de Quimica Click. En donde las -
CDs quedan con la cavidad disponible para formar Cl. Se prepararon Cl con dos moléculas
modelo, FF y Ad; En el caso de la FF, los espectros de RMN 'H revelaron que la FF se
acomoda de diversas formas en la cavidad de la B-CD, y la formacion de los Cl se da con
mayor claridad con el conjugado B-CD-PEGss0. Sin embargo, con los otros dos conjugados
se necesitan realizar mas estudios para corroborar si hay interacciones de FF con H3 y H5.
En el caso del Ad, aunque es una molécula muy afin a la cavidad, si se observé influencia
del tamafio de la cadena de PEG en la formacion de complejos de inclusién, el tamafio ideal
es PEGsso obteniendo los mejores resultados. Para los complejos con el conjugado B-CD-
PEGso00 sera favorable modificar la proporcion molar a 2:1 y asi favorecer el equilibrio a la

complejacion.
Perspectivas

Caracterizar por RMN 2D los CI para verificar las interacciones anfitrion/huésped de los
sistemas supramoleculares, ya que los cambios en el entorno electrénico de los protones de
las CDs y de la molécula huésped son reflejados por los cambios en los picos de sefial RMN,
ademas de que se aprovecha el efecto NOE de las moléculas para verificar con quien estan

interactuando a una distancia establecida.

Utilizar a los conjugados BCD-PEG como acarreadores por si mismos o como bloques de

construccion para plataformas supramoleculares de liberacion de farmacos.
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8.Apéndice |

Se muestran los espectros de los complejos de inclusion BCD-PEGsso/Ad, BCD-PEGz2000/Ad y
BCD-PEGs000/Ad, en las proporciones molares (0.5:1) y (2:1).

Figura 32. Espectro de RMN 'H B-CD-PEGss0/Ad (0.5:1)

Figura 33. Espectro de RMN 'H B-CD-PEGss0/Ad (2:1)
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Figura 34. Espectro de RMN 'H B-CD-PEGz2000/Ad (0.5:1)

Figura 35. Espectro de RMN 'H 3-CD-PEGz2000/Ad (2:1)
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Figura 36. Espectro de RMN 'H B-CD-PEGso00/Ad (0.5:1)

Figura 37. Espectro de RMN 'H 3-CD-PEGso00/Ad (2:1)
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