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Introduccion

Los acarreadores de farmacos son un campo de estudio muy amplio dentro de la
quimioterapia para el tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas y mas
especificamente contra el cancer. El uso de farmacos altamente agresivos e
inespecificos en la quimioterapia hace que se requieran formas novedosas para llevar el
farmaco a la zona u 6rgano donde es requerida sin que éste interaccione con tejido y
organos sanos. Partiendo de esto, se entiende la necesidad de los acarreadores de

farmacos.

Desde finales del siglo pasado se han ideado varios tipos de acarreadores de
farmacos como los liposomas o polimeros de bajo peso molecular. Sin embargo, dentro
del uso de los polimeros, comenz6 a crecer el uso de dendrimeros dentro de estas
aplicaciones. El uso de dendrimeros como acarreadores de farmacos ha tenido como
consecuencia el aumento de la eficacia farmacolégica de los anticancerigenos y la
disminucion de efectos colaterales debido al farmaco en su forma libre.

Dentro de los dendrimeros usados para el acarreo de farmacos estan los
dendrimeros tipo PAMAM ya que sus caracteristicas fisicoquimicas permiten la obtencion
de varios tipos de acarreadores de farmacos con una amplia variedad de farmacos con

la ventaja de ser poco citotdéxicos a bajas concentraciones.

Por otro lado, en afios recientes se ha descubierto que los antiinflamatorios no
esteroideos son excelentes candidatos para su uso como anticancerigenos, esto debido

a su mecanismo de accién sobre las enzimas COX.

Por todo esto, es que en el presente trabajo se decidio realizar la sintesis de
conjugados dendriméricos tipo PAMAM con naproxeno para su posible aplicacién como

acarreadores de farmacos.
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1. Dendrimeros

Los dendrimeros son polimeros globulares altamente ramificados. EI nombre de
dichas moléculas proviene de la raiz griega “devépov” (dendrén) que significa rama o
arbol. La estructura dendritica tiene una de las topologias més atrayentes en el mundo
ya que dicha estructura puede ser encontrada en sistemas tanto biéticos como abidticos.
Algunos ejemplos de sistemas abioticos son: Relampagos y los patrones dejados por

éstos, afluentes acuaticos y copos de nievel. Ejemplos de sistemas bioticos son: Arboles,

raices, sistemas vasculares, redes neuronales?. (Figura 1).

Figura 1. Ejemplos de estructuras dendriticas en diferentes sistemas naturales.

1.1. Historiade los dendrimeros

proceso de sintesis de macromoléculas con estructura ramificada puede
dividirse en tres etapas: La primera puede establecerse aproximadamente desde 1860
hasta inicios de 1940. Esto debido a que las macroestructuras se consideraban las
responsables de la insolubilidad y dificil manipulacion de los productos obtenidos de

procesos de polimerizacion; aunado a esto, los métodos de purificacidbn no estaban
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disefiados para este tipo de moléculas y las técnicas de caracterizacion eran primitivas.
Durante la segunda guerra mundial se incremento la demanda de insumos materiales,

derivando en la necesidad de substituir los materiales naturales por sintéticos?.

A partir de los anos 40’s y hasta la década de los 70’s se comprende el segundo
periodo. Donde la estructura ramificada fue concebida desde un punto de vista clasico
que estd basado en reacciones simples de polimerizacion entre monoémeros
diferenciados. Sin embargo, la imposibilidad en controlar el crecimiento y la obtencién de
pesos molares definidos en los polimeros hizo que dicho acercamiento fuera impractico

para el estudio detallado del proceso de ramificacién.

Finalmente, entre los afios 70’s y 80’s se inicid exitosamente el proceso de
ensamble molecular basado en una metodologia iterativa, la cual fue el punto de partida
de la quimica dendritica. Derivado de este nuevo método, se propone dar mayor prioridad
al control del crecimiento que al ensamblaje mismo. Los avances en métodos de
separacion y purificacion, asi como la introduccion de métodos de caracterizaciéon
espectroscopica permitieron alcanzar la sofisticacion necesaria para sustentar esta
nueva rama de sintesis de macromoléculas con composicion determinada usando la

precision sintética tradicional®.

Los primeros reportes acerca de conectividad no lineal o polimerizacién ramificada
fueron hechos por Zincke en 1869 y Friedel y Crafts en 1885 con reacciones entre el
cloruro de benzoilo y cobre o cloruro de aluminio respectivamente® °. En 1922, Ingold y
Nickolls reportaron la sintesis de la molécula pequefa ramificada y simétrica: el acido

metanotetraacético (Figura 2)°.

HO

Figura 2. Primera molécula ramificada simétrica; el acido metanotetraacético.
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En 1978, Vogtle es el primero en introducir el concepto de “cascada” que es, el
gue da como tal lugar a la quimica de dendrimeros. En dicho trabajo va mas alla de una
de una metodologia iterativa para la construccion de la molécula pues su metodologia se
basa en dos pasos iterativos los cuales son: una alquilacion y una reduccion. El primer
dendrimero tipo cascada se hizo por el tratamiento de una diamina con acrilonitrilo
obteniendo un tetranitrilo, la cual fue seguida de una reduccion para dar una tetraamina,
la cual fue seguida por una alquilacion dando un octanitrilo con su posterior reduccion

para dar una octaamina (Esquema 1)”:8

HN NH,

NC CN \’\ /J
=N
H,N = CN \’\ /J N
Nk, — NN —>c:n("z:aBH4 /J\/\N\\\
e
/J \\\ H,N

NH
NC EN 2
AcOH 4\CN
NH, P‘ CN NC
/\/N N
H,N \/\ NC/\/ \’\ /J \/\CN
Co(ll)/NaBH,
P — N\/\N

/J \\\ /\/2 MeoH e /J \\\N/\/CN
PR H p

NH, NH, CN CN

Esgquema 1. Sintesis de un dendrimero tipo cascada con sus dos pasos principales.

A partir de estos primeros trabajos, se empez0 a desarrollar una amplia gama de
trabajos para crecer dendrimeros con el método de cascada, por ejemplo: Los trabajos
de Maciejewski en 1982°, De Genes en 198319, Tomalia en 1985'!, Newkome en 1988'2,
Fretchet y Miller en 199013 14,
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Hoy en dia los polimeros dendriticos son reconocidos como una familia dentro de
las arquitecturas macromoleculares; de la cual se pueden nombrar 3 subarquitecturas
segun su grado de control estructural: a) hiperramificacion aleatoria, b) dendroinjertos y
c) dendrimeros. Las otras tres familias de arquitecturas macromoleculares son:
Polimeros lineales como el Nylon, polimeros reticulados como el caucho y polimeros
ramificados como el HDPE y LDPE. (Figura 3)%°

Principales Aquitecturas macromoleculares

l. Il. . V.
Lineal Reticulados Ramificados Dendriticos

(a) (b)

"H.EN—UUVE&U

Hiperramificacion . )
Nylon caucho LDPE y HDPE aleatoria Dendroinjertos Dendrimeros

Figura 3. Arquitecturas Macromoleculares y ejemplos.

1.2. Tipos de Dendrimeros

Hasta el dia de hoy se han sintetizado una amplia variedad de dendrimeros
usando como mondémeros moléculas con diferentes grupos funcionales. Algunos
ejemplos de los tipos de dendrimeros desarrollados hasta ahora son: poliamidas?®?,
poliaminas'#,  poliaramidas'®, poliésteres'’, poliésteres-amidas!®, poliéteres?®,
poliétercetonas?’, sulfuros de polifenilenos??, polisiloxanos??, poliuretanos?® y polimeros
liguido-cristalinos 24. Sin embargo, histéricamente algunos tienen mayor relevancia que

otros.
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1.2.1. Dendrimeros tipo cascada

Como ya se comento anteriormente, Vogtle fue el primero en introducir el concepto
de dendrimeros cascada, cuya sintesis consiste en una secuencia repetida de
reacciones donde el grupo funcional es capaz de reaccionar de tal forma que aparezca
el mismo grupo funcional, pero en doble cantidad (Esquema 2)8.

i ) | )
PN | o a | /\CN o a N
II2 =~ TCN N Co(ll)/N BHi N = N Co(ll)/N BHi
NH, AcOH /// \\\ MeOH AcOH MeOH N
N
NC CN HoN NH2IN _\——CNIN _\_NHZ
NC H,N
CN NC NH,H,N

Esgquema 2. Sintesis cascada de Vogtle.

1.2.2. Dendrimeros tipo Arboroles

La sintesis de arboroles fue desarrollada por Newkome et al. en 1985 en su intento
por desarrollar una nueva estructura micelar que poseyera un microambiente
tridimensional y con grupos terminales polares en la superficie. Este modelo de
arquitectura esta basado en el modelo de Leeuwenberg. Newkome usé un modo de

crecimiento divergente (del centro hacia afuera) con un tipo de ramificacién AB3?5.

La sintesis inicié usando como punto de partida al 1,1,1-tris(hidroximetil)pentano,
el cual fue tratado con &cido cloroacético en t-butanol y t-butéxido de potasio.
Posteriormente se agregd metanol para la esterificacion de los acidos. Posteriormente
fue reducido con LiAlHs4 y se protegié con cloruro de tosilo y finalmente con
trietiimetanocarboxilato de sodio. (Esquema 3)%°. Newkome llegé hasta la tercera

generacion del arborol soluble en agua.
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O

HsCO 1. CICH,CO.H HO
HsCD}_\ 0 t+BuOK / t-BUOH  HO
0 o 2. MeOH i H* HO
HSCOT—‘O
O
1. LiALH,
OH
OH
2. TsCl NaC({CQOsEt)4 HQN’E\
Piridina OTS Bencenc/DMF G{C:DgEt}g OH
OHQOH
OH OH
HO OH
NH
Ho o NH

OH
Q OH CH
0
NH
NH O OH
HO% NH OH
HO Lo

Esquema 3. Sintesis de un arborol de Newkome.
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1.2.3. Dendrimeros tipo Fretchet

En 1990, Fretchet y col. fueron los primeros en describir la sintesis de un
dendrimero pero usando una ruta de sintesis convergente (de fuera hacia dentro), por lo
gue primero inicié con la construccion de la perfieria y brazos dendriticos de la molécula,
todas estas reacciones estaban limitadas a dos centros reaccionantes (C) del monémero,
y en cada etapa de acoplamiento se aumentaba el nimero de grupos funcionales en la
periferia (S), de igual manera se tiene solo un grupo funcional Fp y después de la
activacion se transforma en un grupo reaccionante fr. Finalmente, este grupo
reaccionante fr es empleado para acoplarlo al centro de la molécula. El uso de este tipo

de ramificacion es un sistema AB2 (Esquema 4)25.

¢ S ] 1p °
- Y ¢ S
o ¢ fp s}'p S>_fr S fp
S

¢
¢-Nicleo ¢

L]

[

i ————

Esquema 4. Método de sintesis desarrollado por Frétchet.

Un ejemplo de este tipo de reacciones es el reportado por Frétchet?®. En el que
inici6 con el acoplamiento de un haluro bencilico al 3,5-dihidroxibencilalcohol,

posteriormente se hizo la activacion del alcohol transformandolo en el bromuro
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correspondiente y su posterior acoplamiento al 3,5-dihidroxibencilalcohol. Se repitieron
ambos casos hasta llegar al tamafio deseado y finalmente el dendrén fue acoplado al

centro obteniéndose el dendrimero completo. (Esquemas 5)2°.
O, O,
o - D«m-————@“pﬁbm CBre /PPy @“pﬁba
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° 2 kco; 186 e O~y ro o
o 9’\ ?Aa\[?/ @g :)Q'— °
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Esguema 5. Ruta de obtencion de los dendrones de poliéteres.
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1.2.4. Dendrimeros tipo PAMAM

Los intereses de Tomalia con respecto a macromoléculas con simetria radial lo
lleva a reportar en 1985 un dendrimero con arquitectura “starburst”. Tomalia es el primero
en dar la primera descripcion de como es que se conforma un dendrimero, enlistando:
nacleo, capas interiores o generaciones y exterior o grupos terminales. A los dendrimeros

starburst también se les llama tipo poliamidoamida (PAMAM).2’

Para la obtencion de los dendrimeros Starburst us6 amoniaco como nucleo del
dendrimero. Acrilato de metilo y etilendiamina para los brazos dendriticos por medio de
dos reacciones: Adicion exhaustiva de Michael seguido de una amindlisis. Las capas
internas o generaciones contienen unidades repetitivas de N-(2-aminoetil)acrilamida. La
etapa de la adicion de Michael lleva a una generacion intermedia por lo que hasta

después de la amindlisis es que se obtiene la generacién completa (Esquema 6)2’.

En ambas etapas de crecimiento de la generacién del dendrimero, se usé un gran
exceso de ambos reactivos, esto con el objetivo de que no quedara algun sitio sin

reaccionar, pues esto seria un error de crecimiento y no se obtendria el dendrimero

completo?’.
HN NH,
NH2 NH2 iﬂvNH2 E
N N«wNH2
A) COZMG H2N
=/ H,N NH
NH3 —_— A 2 ’\’V‘N "@f‘ %NJ\N 2
B) H,N(CH,),NH,
R ""'N«wNHz
N

:’JJ %NHz

K
HzN ‘?ZNHZ NH2

Esquema 6. Ruta de sintesis usada por Tomalia para un dendrimero PAMAM.
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1.3. Estructura de los dendrimeros

Los polimeros dendriticos tienen un arreglo simétrico bien definido y cuyo
crecimiento es bastante controlado. Todos los dendrimeros pueden verse como
dispositivos a nano escala, cada componente de la arquitectura dendrimérica tiene una
funcién especifica y van definiendo las propiedades de la macromolécula conforme ésta
va aumentando de generacién. La estructura general de un dendrimero es: Un centro
(&tomo, molécula ciclo o macrociclo), las ramificaciones, brazos dendriticos o dendrones

y al final un grupo funcional (Figura 4)28.

Figura 4. Estructura de un dendrimero.

El nucleo del dendrimero puede ser visto como el centro de la informacién
molecular desde el cual se van a definir: tamafio, forma, direccionalidad y multiplicidad;
dichas caracteristicas dadas por la unioén covalente de los brazos dendriticos al nucleo

del dendrimero.

En el interior del dendrimero se encuentran los brazos dendriticos o regién de

amplificacion, los cuales definen el tipo y la cantidad de espacio vacio interno que puede
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ser encapsulado por los grupos terminales. Por otro lado, la multiplicidad de celda de
ramificacion (Nb) determinan la densidad y el grado de amplificacion como una funcién
exponencial de generacion (G). La composicion interna y la cantidad de espacio vacio
interno son las que determinan la naturaleza y propiedades del dendrimero para su

capacidad de ser un endo-receptor?®.

Finalmente, la superficie consiste en los grupos terminales del dendrimero,
pudiendo estar activados o desactivados, los cuales pueden desempefiar varias
funciones como: Regién plantilla de polimerizacidn o precursor de la siguiente generacion

0, como controlador de liberacién o atrapamiento de moléculas huésped?*® 2°,

Estos tres componentes de la arquitectura dendrimérica determinan las
propiedades fisicoquimicas del dendrimero, asi como la forma y flexibilidad de los
dendrimeros. Es importante hacer notar que el diametro del dendrimero aumenta
linealmente conforme aumenta la generacion del dendrimero; ademas, el niumero de
grupos terminales incrementa de manera exponencial. Uno de los problemas que hay en
el crecimiento de los dendrimeros es el impedimento estérico y lo apretado de la
molécula. Por esto es por lo que los dendrimeros de bajas generaciones son
generalmente abiertas y flexibles, mientras que los dendrimeros de generaciones altas

son robustos y con formas menos deformables?® 2°,

En el caso concreto de los dendrimeros tipo PAMAM, los cuales son sintetizados
mediante un método convergente, se usa una metodologia por pasos secuenciales e
iterativos alrededor del nucleo deseado. Lo usual es usar amoniaco o etilendiamina como
centros (3 0 4 puntos de ramificacion respectivamente). Seguido de una alquilacion
exhaustiva con acrilato de metilo y finalmente una amindlisis con etilendiamina. La
reaccion de alquilacién produce ramificacion y da las generaciones intermedias. La
amindlisis da las generaciones completas. Repitiendo estos pasos se producen capas o
generaciones adicionales las cuales amplifican la masa y aumentan el nUmero de grupos

terminales en la periferia®® 1529,
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1.4. Métodos de sintesis de dendrimeros

Los dendrimeros son sintetizados siguiendo secuencias de pasos iterativos3!, es
decir, un paso de activacion y otro de acoplamiento. Cada repeticion del ciclo crea una
nueva generacion adicional. La multiplicidad de ramificacion depende de la valencia de
la unidad monomérica usada, sin embargo, dicha multiplicidad puede ser generada
durante lo pasos de ramificacion?’.

Por ejemplo, usando un nucleo tetravalente, el nimero de grupos funcionales en
la perfieria seran: 4, 8, 16, 32 siempre y cuando se use un extensor de cadena tipo AB:2
(Esquema 7), por otro lado, pueden ser: 4, 12, 36, 108 grupos funcionales en la periferia
si se usa un extensor de cadena tipo AB3¥.

B. B
: T
X A= 5. Y 85 (B -X
X I X - - >—o—|—o—< -
X Tipo AB> B ® B
Nucleo * (2) A_<B
B” B
[G-1] B B
B
\, S
B Y B
B& ! B

8 5 [G-2]

Esgquema 7. Crecimiento de dendrimero usando un extensor de cadena tipo
AB:2.

Este crecimiento de dendrimero es verdadero si se supone un proceso de

ramificacion perfecto, los defectos en la ramificacion se van acumulando por cada
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iteracion acumulada. El problema no radica en cada paso de reaccion si no en la cantidad

de reacciones exitosas que deben ser hechas en la misma molécula®°.

Existen dos métodos generales de sintesis de dendrimeros: el método divergente
y el método convergente. La diferencia principal entre ambos métodos esta en la forma
en la que se hacen crecer a los dendrones. Ambos métodos necesitan de los dos pasos
basicos de crecimiento que son la activacion del dendrimero y el acoplamiento del nuevo
monomero. Se dice que los dendrimeros preparados por el método divergente son mas
polidispersos que los preparados por el método convergente; sin embargo, no se tiene
informacién concluyente ya que ambos son vendidos comercialmente y ambos tienden

a tener mas errores estructurales conforme la generacion es mayor3 2°,

1.4.1. Método Divergente

En el afio de 1985, Tomalia y Newkome desarrollaron como tal el método de
sintesis divergente para dendrimeros. Dicho método consiste en empezar la construccion
del dendrimero desde el centro hacia a la periferia. Esto consiste en funcionalizar el
centro dendrimérico para acoplar la molécula que daréa la primera generacion y de esta
forma proseguir hasta alcanzar la generacién deseada (Esquema 8)%8 32,

3x 6x
Nucl
Heleo ler Generacion

2da Generacion

Esquema 8. Representacidon del método Divergente. “del centro hacia afuera”.
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El inconveniente de este método estriba en que, con cada aumento de generacion,
aumenta, en al menos el doble la cantidad de sitios que tienen que ser funcionalizados,
lo cual requiere el uso de grandes excesos de reactivos y grandes tiempos de reaccion
para que el dendrimero quede completamente funcionalizado o acoplado (segun sea el
paso del crecimiento). Ademas, se puede tener el problema de obtencién de mezclas, en
los cuales quedan sitios sin reaccionar y si el dendrimero es de alta generacion, su

separacion puede volverse muy dificil y costosa?® 32,

1.4.2. Método Convergente

En el afio de 1990, Fréchet con Hawker y Miller con Neeman desarrollan el
llamado método convergente, el cual consiste en empezar la construccion del
dendrimero desde la periferia hacia el centro. Esto es, Se comienza sintetizando los
dendrones a partir de una molécula ya funcionalizada y se hace el acoplamiento. Este
proceso se repite tantas veces sea necesario para llegar a la generacion deseada. Una

vez llegada a la generacién se acopla el grupo funcional final®,

Una vez que el dendrén esta construido en su totalidad, se procede a acoplar los
dendrones a la molécula centro del dendrimero. Este método tiene la caracteristica de
no requerir un exceso de reactivos para aumentar la generacion pues soélo se esta

construyendo una parte de la molécula y los sitios activos son menos (Esquema 9).

El inconveniente de dicho método es que el dendron puede ser tan ramificado,
qgue el impedimento estérico entre los dendrones sea lo suficientemente grande y dicho
impedimento no permita la formacion del dendrimero o soOlo se conecten algunos

dendrones33: 34,
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Nucleo
Dendrimero

Esquema 9. Representacion del método convergente, “De afuera hacia

adentro”.

Una de las limitantes en la obtencién de dendrimeros es la gran cantidad de
tiempo que se consume en su sintesis. Por lo cual, se han desarrollado metodologias

alternativas para acelerar el crecimiento de dendrimeros en menor cantidad de pasos.

1.4.3. Aproximacioén por reactividad mixta

Desarrollado por Bo Petterson en 1996. Este método es muy similar al método
divergente con la diferencia en el uso del extensor de cadena, pues se usa un extensor
del tipo CD2 en vez de usar un AB:. La diferencia con este tipo de extensores es que C
s6lo puede reaccionar con B y D, no reacciona ni con B o con C. La principal ventaja de
este método es que se puede prescindir completamente de las reacciones de proteccion
(Esquema 10)%.
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Esquema 10. Método de reactividad mixta.

1.4.4. Crecimiento convergente en etapa doble

Desarrollado por Fréchet en 1991 en el cual se trata de llegar a un dendrimero hiper
ramificado en la menor cantidad de pasos posibles, se basa en el método convergente.
La primera etapa de este método es la preparacion del hipernicleo flexible; la sintesis
comienza con los grupos que van a ser la periferia del dendrimero o, con las cadenas
finales del hiper nucleo a través del acoplamiento de la periferia del ndcleo con uno de
los monémeros que tenga al menos dos sitios reactivos y un grupo funcional protegido.
Estos brazos dendriticos se acoplan al nacleo para asi formar el hiperndcleo ramificado.
Debido que el hiperndcleo aun tiene sitios reactivos, se tiene la posibilidad de agregar
mas brazos dendriticos a cada sitio dando como resultado un dendrimero hiperramificado

(Esquema 11)36 37,
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Esquema 11. Método de crecimiento convergente en etapa doble.

1.4.5. Método de crecimiento doble exponencial

Desarrollado en 1994, con este método se busca tener un crecimiento
convergente acelerado, pero siendo regido por una ecuacién doble exponencial en

términos de la generacion de la macromolécula usando un monomero del tipo Ap(Bp)2.

El proceso inicia con una doble desproteccion selectiva del monomero e involucra
tres reacciones iterativas: desproteccion selectiva de Ap obteniendo A y por otro lado la
desproteccion de Bp dando B; finalmente se hace el acoplamiento entre A y B quedando
el dendrén ramificado (Esquema 12). Este proceso puede ser extendido a monémeros

con mayor funcionalidad38 2.
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Esquema 12. Método de crecimiento doble exponencial.

1.4.6. Método de aproximacién por monémero ramificado

Método desarrollado por el grupo de Fréchet en 1994. Basicamente es el método
de crecimiento convergente con la diferencia de que en vez de usar extensores de
cadena tipo AB2, se usan extensores de cadena tipo ABa4. Por lo que la ramificacion a la
hora de crecer el dendrimero es del doble, permitiendo tener un dendrimero

hiperramificado en una menor cantidad de pasos*® 4! (Esquema 13).
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En comparacion, los métodos de crecimiento exponencial y monémero ramificado
son extensiones del método convergente donde se usan extensores de cadena del tipo
ABx donde x=4, obteniendo dendrimeros de alta generacion, pero en los que se necesitan

menos pasos de reaccién y un proceso de purificacion mas simple.

Esquema 13. Dendrimero de 5ta generacion usando un extensor de cadena tipo
ABa.

1.4.7. Método de acoplamiento ortogonal

Este método fue desarrollado por Spindler y Fréchet en 1993. Es un método
derivado del método convergente en que se usan extensores de cadena tipo AB2, pero
escogiendo los monémeros adecuados de tal manera que se pueda obtener un dendrén
de tercera generacion en un solo paso a partir de monémeros de primera generacion.
Esto significa una reduccion de 4 pasos de purificacion y dos reacciones de

desproteccion.
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Algunas necesidades de este método son: todas las reacciones deben ser libres

de reacciones secundarias y los grupos funcionales formados durante las reacciones

deben ser estables en las condiciones de reaccion. Las primeras reacciones usadas en

este método fueron la eterificacion de Williamson y la formacion de uretanos partiendo

de isocianatos. El uso de estas dos reacciones cumple con las dos condiciones ya

mencionadas. Los dos reactivos que se usaron al desarrollar el método fueron el 3,5-

dihidroxibencilalcohol y el cloruro de 3,5-diisocianilbencilo (Esquema 14)%2 43,

Gy

(E @ m"?,uco a‘\“’iﬁu?ﬁ%’/

HO HO OH
[G-1}-OH @ G2l
1 2 3

CO,Me
[G-3]-COzMa

[G-3]-0H

Esquema 14. Ruta de acoplamiento ortogonal seguida por Spindler y Fréchet.
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Mas alld de los métodos ya mencionados, que son modificaciones de los dos
principales, se han desarrollado metodologias donde se combinan tanto el crecimiento
divergente como el convergente. Estos nuevos métodos demuestran que los dendrones
funcionalizados pueden ser usados como reactivos en la sintesis de nuevos compuestos
del tipo dendriméricos. Uno de los ejemplos mas importantes de este tipo de nuevos
dendrimeros son los dendrimeros construidos por blogues o dendrimeros
multifuncionales. La forma de obtener estos dendrimeros multifuncionales es construir
los brazos o bloques dendriticos mediante una metodologia divergente y al final unirlos

al nticleo centro como si fuera un método convergente®°,

En 1997 se informd de un dendrimero bifuncional anfifilo tipo AB. Uno de los
bloques se disefo para usarlo como marcador de reconocimiento celular, el otro bloque
para aplicaciones secundarias. El bloque A con aplicaciones de reconocimiento celular
fue funcionalizado con disacaridos que es lo que da la caracteristica hidrofilica. Por otro
lado, el bloque B es un bloque hidrofébico tipo PAMAM que fue usado como protector

del nucleo dendritico (Esquema 15)*4.

Derivado de esto, Vogtle ha introducido nuevos términos tales como “{n}dendril”
para referirse a sustituyentes dendriticos de generacién ny “dendreactivos” para referirse

a reactivos dendriticos.
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Esquema 15. Ruta de obtencion de un dendrimero bifuncional tipo AB.
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1.5. Aplicaciones de los Dendrimeros

Debido a que los dendrimeros tienen un arreglo simétrico con ramas dendriticas
desde un nucleo, se tiene un numero definido de grupos funcionales en la periferia. Por
tanto, se tienen macromoléculas cuasi-monodispersas con estructura globular
tridimensional que tienen gran capacidad de encapsulacibn de moléculas o

reconocimiento molecular39°,

Las propiedades fisicoquimicas de los dendrimeros como: alta reactividad,
baja viscosidad, alta solubilidad y miscibilidad, les permiten ser herramientas para
ser usadas en varios campos de trabajo como adhesivos, agroquimicos, sensores,
biosensores, lubricantes, membranas, micelas, reconocimiento molecular, nano
dispositivos, termoplasticos, modificadores de viscosidad, acarreadores de

farmacos, dispositivos en 6ptica no lineal, etc3% 15,

1.5.1. Dendrimeros funcionales en capas delgadas

En afos recientes se ha hecho especial énfasis en el uso de dendrimeros
para el desarrollo de superficies funcionales tales como: biosensores, materiales

de foto respuesta, y fabricacion de Diodos Emisores de Luz Organicos (OLED’s)*®.

Un precedente de uso de dendrimeros en la fabricacion de OLED’s es el
uso de polimeros pi-conjugados. Ya que una de las caracteristicas para esta
aplicacion son las ramificaciones y la organizacion macromolecular, los
dendrimeros son excelentes candidatos esta aplicacion6. Se han reportado usos
de dendrimeros con brazos dendriticos tipo polimeros m-conjugados como:

polifenilvinilenos o politiofenos y porfirinas como nucleos (Figura 5)*’.
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Figura 5. Dendrimero con nucleo de porfirina y ramificaciones tipo PPV.

Ademas del uso de porfirinas y brazos tipo PPV, se han reportado dendrimeros

con ramificaciones de carbazoles para su uso en LED’s azules debido a gran energia de

estado triplete de 2.86 eV. Algunos ejemplos son: uso de dendrimeros con nudcleo de

2,2’-dimetil-4,4’-diyodo-bifenilo y brazos dendriticos de carbazoles. (Esquema 16)%.
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Esquema 16. Dendrimeros con ramificaciones de carbazoles.

1.5.2. Dendrimeros como catalizadores

Derivado de la multifuncionalidad que tienen los dendrimeros y de la sintesis de
metalodendrimeros, se ha desarrollado el estudio de su uso dentro de la catalisis
homogénea. A pesar de su gran tamafio, se piensa que los dendrimeros combinan las
ventajas de ambas catélisis. Ya que, por su forma semiesférica y sus conformaciones,
debe haber facilidad para que entren los sustratos a los centros metalicos dando cierta

especificidad y solubilidad®®.

El primer metalodendrimero usado como catalizador fue un carbosilano dendritico
sintetizado por Van Leeuwen®. En dicha molécula la periferia fue hecha con 1,4-
butanodiol para mantener los centros metéalicos lejos de los carbosilanos. El centro
metalico fue niquel, el cual fue introducido por medio de una adicién oxidativa partiendo
de una fuente de Ni(0) (Figura 6)%°
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Figura 6. Metalodendrimero de carbosilanos.

1.5.3. Quimica Huésped-Hospedero en dendrimeros

La encapsulacion de moléculas huésped en hospederos dendriticos fue propuesta
por Maciejewski en 1982%. En 1990 Tomalia presentd evidencia de encapsulamiento
molecular en dendrimeros tipo PAMAM®!. Finalmente, Jansen fue quien demostré que
era posible fisicamente el alojamiento dentro de un dendrimero en lo que él llamo “la caja
dendritica”. Su caja dendritica fue hecha con un dendrimero de 5ta generacion tipo PPI

(Poli(propilenimina)) con 64 grupos amina terminales (Figura 7)°2.
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Figura 7. Caja dendritica de Jansen.

Finalmente, otra de las aplicaciones de la quimica huésped-hospedero es la de
los dendrimeros como acarreadores de farmacos. El uso de estos dendrimeros tiene

multiples aplicaciones como: actividad antiviral, actividad antiparasitaria y actividad

antitumoral®s.

1.6. Dendrimeros como acarreadores de farmacos

Los dendrimeros mas comunes para las aplicaciones en acarreo de farmacos son:

PAMAM, PPI, Poliamidas(polipéptidos)®*, poli(ariléteres), carbohidratos® y ADN®®. Sin
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embargo, los PAMAM son lo que mayor cobertura y aplicaciones tienen, probablemente
debido a que son moléculas comerciales con una amplia gama de generaciones y

superficies funcionalizadas.

Con el objetivo de aumentar la eficacia farmacologica de los farmacos
anticancerigenos se ha hecho un gran desarrollo en herramientas de liberacion de
farmacos. La unién de farmacos a acarreadores apropiados permite una mejora en la
solubilidad acuosa, la extension de la vida media del farmaco dentro del organismo y
aumento en la especificidad a ciertos tejidos. En estas aplicaciones, los dendrimeros han
sobrepasado a los acarreadores poliméricos lineales gracias a su versatilidad y

multivalencia a la hora de hacer conjugados dendriméricos con farmacos.

La interaccion farmaco-dendrimero o la carga del farmaco en el dendrimero se

puede dar medio tres formas®’:

e Encapsulacion en el interior del dendrimero (caja dendritica).
e Encapsulacién electrostética.

e Conjugacion por formacién de enlaces covalentes.

Algunos ejemplos de farmacos acarreados por dendrimeros han sido como
anticancerigenos. Se report6 el acoplamiento del farmaco cis-platino (20-25% en peso)
a la periferia de un dendrimero PAMAM-carboxilato G4 con el objetivo de aumentar (al
menos 10 veces) la solubilidad del farmaco. Derivado de este uso, se observé que la
liberacidon del farmaco fue mas lenta, que hubo mayor concentracién de farmaco en el

tumor y que disminuyd la citotoxicidad®8.

Los dendrimeros PAMAM también se han usado en el acarreo de metotrexato
(MTX) en el tratamiento de carcinoma cervical en ratones. Con su uso se observé una

notable disminucién de la expansion del tumor®®.

Por otro lado, dentro de las aplicaciones del acarreo de farmacos, se encuentra el
acarreo de antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) por dendrimeros tipo PAMAM con

el objetivo de usarlos contra células de carcinoma epitelial en pulmén®°,
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El uso de AINE’s en terapias anticancerigenas se ha expandido en los ultimos
afos. Principalmente en su uso como farmacos modelo por su evaluacion de actividad

celular bien conocida y definida. Debido a esto se abordara con mas detalle su uso.

Dentro del grupo de trabajo se han realizado exitosamente la sintesis de
dendrimeros tipo PAMAM con diferentes tipos de centros dendriticos tales como
porfirinas y resorcinarenos; asi como con diferentes farmacos tales como

benzodiacepinas®!, melfalam®?, Flutamida® e ibuprofeno® ©°.

2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s)

Son farmacos que no pertenecen a un grupo quimico en especifico que tienen
propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas, por lo que reducen los
sintomas de inflamacién, dolor y fiebre®®. El origen de estas propiedades terapéuticas en
los AINE’s esta dado por su efecto sobre las enzimas ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1y
COX-2).

En contraste, existen antiinflamatorios que son producidos por seres vivos y que
son derivados de los corticoides (antiinflamatorios esteroideos), de ahi la necesidad de
recalcar el término “no esteroideo” para diferenciar la estructura quimica de los farmacos.
Aungue la accién antiinflamatoria de los esteroideos es grande, los efectos secundarios
derivados de ellos los vuelven peligrosos para su uso comun. El término AINE fue

acufiado por Michael W. Whitehouse en 1960°%”.

La via de accién de los AINE’s esta definida, principalmente por la inhibicion de la
enzima ciclooxigenasa (COX-1) y en parte por la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa-
2 (COX-2). La inhibicion de ambas enzimas previene la conversion del &cido
araquiddnico en endoperoxidos ciclicos evitando asi la sintesis de prostaglandinas y

tromboxanos. Estos ultimos son los mediadores de la inflamacion®8.
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Se ha observado que la inhibicion de la enzima COX-2 es la que conlleva la accion
antiinflamatoria, analgésica y antipirética, por lo que si el AINE inhibe tanto COX-1 como
COX-2, tienen capacidad de causar hemorragias digestivas y Ulceras. De esto que se

enfatice la inhibicion selectiva de la COX-2%7,

La enzima COX-1 estd presente en la mayoria de los tejidos que sintetizan
prostaglandinas como: rifibn, mucosa del estdbmago, duodeno, etc. La COX-2 esta
presente en los tejidos donde se da la respuesta inflamatoria tales como: el cerebro,
pulmén, pancreas, etc. Al inhibir la sintesis de prostaglandinas se da el efecto

antiinflamatorio junto con varios de los efectos toxicos asociados a los AINE’s®°.

2.1. Clasificacion de los AINE’s

Los AINE’s son clasificables segun su mecanismo de accion; es decir, como actuan
sobre las COX:

e Porcentaje de inhibicion de COX-2 vs COX-1.
e Porcentaje de inhibicion de COX-1 al inhibir 80% de COX-2.

La forma mas comun de clasificacion por su estructura quimica principal (Figura 8):

e Salicilatos: Acido acetilsalicilico, Clonixina, Benorilato y Salicilamida.
e Indol-acéticos: Acemetacina, indometacina, Sulindaco y Tolmetin.
e Arilo-Acéticos: Diclofenaco, Ketorolaco y Etodolaco
e Acidos Endlicos
o Oxicanes: Meloxicam y Piroxicam
o Pirazolonas: Oxifenbutazona y Metamizol
e Arilpropidnicos: Ibuprofeno, Ketoprofeno, Naproxeno e indoprofeno
e Fenematos: Etofenemato, Ac. Meclofendmico y Ac. Flufendmico.
e Coxibes: Celecoxib, Rofecoxib y Etoricoxib

e Otros: Nimesulida, Glucosamina y Benzidamina
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Figura 8. Algunos AINE’s de uso comun (Aspirina, Diclofenaco y Naproxeno).

2.2. Uso de AINE’s en terapia anticancerigena

Ademas de su uso como antiinflamatorios, antipiréticos y analgésicos, en afos
recientes se ha desarrollado su uso como agentes quimiopreventivos y en quimioterapia
contra el cancer. La idea de prevenir el cancer se dio en la década de los 50’s y fue hasta
los 70’s que Michael Sporn™ acufia el término “Quimioprevencion” para referirse a
compuestos, tanto naturales como sintéticos, que inhibieran la carcinogénesis. Dichos
compuestos deben prevenir la ocurrencia de lesiones preneoplasicas o, retrasar o revertir

la progresion metastatica’.

Como ya se habia mencionado, las enzimas ciclooxigenasas (COX) son de las
principales responsables en los procesos inflamatorios y de la produccion de
eicosanoides como prostaciclina y el tromboxano y, aunque no se tiene clara la relacion
entre los eicosanoides con la carcinogénesis, los niveles de eicosanoides siempre son
altos en muchos tipos de tumores humanos’? Las ciclooxigenasas, principalmente la
COX-2, estan sobre expresadas en varios tumores, de aqui que se haya hecho
investigacion sobre el uso de inhibidores de COX en los tratamientos de estos

canceres’s.

De los primeros reportes que se tienen del uso de inhibidores de COX del tipo

AINE’s es uno en el que se usa Celecoxib, que es selectivo a la inhibicion de COX-2,
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inhibe la apoptosis en células cancerigenas de préstata; ademas, bloquea la fosforilacion
y activa una cinasa antiapoptoica’.

También, se ha reportado el uso de piroxicam para el tratamiento de neoplasia
intestinal. En dicho estudio se administra 200 ppm de piroxicam a ratones por 100 y 200
dias; observandose al término de los 100 o 200 dias el tumor tuvo una regresion

significativa en ambos casos’®.

Siguiendo este modelo de estudio con AINE’s, se han estudiado la aspirina,
ibuprofeno y naproxeno. El problema es que, debido a las grandes y prolongadas dosis
de AINE’s suministradas, los sujetos de estudio presentan efectos adversos
gastrointestinales. Estos efectos pueden ir desde dispepsias moderadas hasta

perforaciones intestinales’®.

A pesar de que el uso de AINE’s puede ayudar a disminuir y prevenir ciertos
tumores cancerigenos, sus efectos adversos son lo suficientemente visibles que se tiene
gue buscar una alternativa para disminuir la cantidad de farmaco suministrado o hacer
gue su efecto quimioterapéutico aumente sin que aumente la toxicidad. Un buen

candidato para esta aplicacion son los conjugados dendriméricos con AINE’s.

2.3. Conjugados dendriméricos con AINE’s para quimioterapia

Las caracteristicas de los dendrimeros, cuando son comparadas con la de los
polimeros lineales, hacen de los dendrimeros un excelente candidato para el acarreo de
AINE’s y otros sistemas de acarreo de farmacos.

Se han reportado estudios de dendrimeros tipo PAMAM complejados con
ibuprofeno para su uso como acarreador’’. En dicho estudio se observé que el uso del
dendrimero aumenta considerablemente la solubilidad del farmaco con respecto a su

forma libre y con el uso de tensoactivos como el laurilsulfato de sodio. Ademas, los
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resultados mostraron que la liberacion del ibuprofeno del complejo ibuprofeno-
dendrimero fue mucho mas lenta que en la forma libre del farmaco. Por el contrario,
cuando se usaron los mismos complejos en células cancerigenas, se observo que la
liberacién era mucha mas rapida con respecto a la formulacion del farmaco libre por lo
que se sugiere que los dendrimeros tipo PAMAM fueron capaces de aumentar la
proporcion de farmaco dentro de la célula’”

De esta manera se han reportado estudios de conjugado o complejos

dendriméricos con indometacina, flurbiprofeno, naproxeno y Acido Salicilico” (Figura 9).

GO R:H

gl 7o
GO-lact-NAP Rz mag” OO
A
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Figura 9. Conjugados dendriméricos tipo PAMAM.
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Como la mayoria de los farmacos, la encapsulacién o la unién por interacciones
electrostaticas mantiene su estructura sin alteraciones, mientras que la union covalente

a la periferia del dendrimero ofrece un mayor control sobre la liberacién del farmaco.

Ademas, la conjugacion covalente permite el uso en tejidos objetivo. En la Figura
10 se puede observar la concentracion del farmaco con respecto al tiempo, donde se
observa que la concentraciéon mayor la tiene el farmaco libre, pero se tiene que dar dosis
seguidas. Con respecto a los complejos y conjugados, los complejos alcanzan mayor
concentracion, pero decaen drasticamente; cosa que con los conjugados no sucede: la

concentracion es menor, pero se mantiene constante por mucho mayor tiempo?’8.

-

Concentracion

Nivel de efecto minimo

Tiempo ———
Figura 10. Grafica de potencial farmacocinético de A) dosis tradicional, B)

complejos farmaco dendrimero y C) conjugados dendriméricos.

Se han sintentizado varios ejemplos de conjugados dendriméricos con naproxeno con

aplicaciones en acarreo de farmacos:

Li Guo et al. reportaron la obtencion de conugados dendriméricos con naproxeno

hechos con péptidos y caracteristicas anfifilas para formacion de micelas acarreadores
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de curcumina (Esquema 17). Estos, con el objetivo de usarse contra de células de

osteosarcoma’®.
0 OH

DJJ\,//,+HNN o OEI\/\NNDH
SRS SRS

OH 1 OH

Naproxeno ©/\0)J\/\NN
EDCI, DMAP \\

0
H,, Pd-C HO)J\/\NN
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tee ;HDPdi - /’_/D\n/\/ o
y M2, MN\\ P

Esquema 17. Conjugados dendriméricos micelares con naproxeno.
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De igual manera, se tienen reportes de complejos farmaco-dendrimero entre
dendrimeros tipo PAMAM, usando como nudcleo un poliéteramina (JEFFAMINE T-3000)
y naproxeno. En dicho estudio usan diferentes grupos terminales (éster, acido y amina)
para la periferia del dendrimero y asi determinar que grupos funcionales permiten una
mayor carga de farmaco dendro del dendrimero y a su vez, cual es el de menor toxicidad
(Figura 11)%0.

Figura 11. Dendrimeros con nucleo de JEFFAMINE usados en formacion de

complejos dendrimero-naproxeno.

Por todo lo expuesto anteriormente se espera que los dendrimeros sigan jugando
un papel importante en las bioaplicaciones para el presente siglo. Los dendrimeros y la
formacion de complejos/conjugados parecen ser de las mejores opciones que se tienen
para quimioterapia y quimioprevencion en el area del cancer. Lo Unico que aun falta es
mejorar la biocompatibilidad de los dendrimeros al cuerpo humano.
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3. Naproxeno

El naproxeno o (S)-naproxeno es un farmaco perteneciente a la familia de los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y fue introducido al mercado por Syntex en 1976.

Es un farmaco que se vende de forma épticamente pura (Isémero S) (Figura 12)32,

O
L

O
\O

Figura 12. Estructura del (S)-Naproxeno.

3.1. Aplicaciones del Naproxeno

El naproxeno tiene propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas.
Como los otros AINE’s su modo de accidon no es entendido completamente; sin embargo,
su habilidad para inhibir la produccion de prostaglandinas puede estar relacionado con

sus propiedades®?.

El uso de Naproxeno esta indicado para las siguientes enfermedades:

e Artritis reumatoide.

e Osteoartritis.

e Espondilitis anquilosante
e Tendinitis

e Bursitis
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Asi como en el tratamiento de dolores leves, medios y el tratamiento de

dismenorrea primaria®.

Con base en lo mencionado sobre los dendrimeros y capacidad para acarrear
farmacos y el uso del naproxeno por sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias y
antipiréticas es que. En el presente proyecto de investigacion se propone la obtencion

de conjugados dendriméricos tipo PAMAM.

Para dicho fin, se usara una aproximacion de sintesis divergente para la obtencién
de los dendrones vy, la activacion del naproxeno por medio de una reaccion de formacién
de cloruro de acilo para finalizar con el acoplamiento del farmaco activado a los

dendrones.

La obtencién los conjugados permitir4 el posterior estudio del uso de dendrimeros
conjugados tipo PAMAM con naproxeno en terapia anticancerigena y, el farmaco al ser
acarreado aumente su actividad farmacolégica sin necesidad de usar cantidades téxicas

del farmaco en su forma libre.




OBJETIVOS




Objetivos

Objetivo

Sintetizar y determinar la actividad bioldgica de conjugados dendriméricos tipo
PAMAM usando como farmaco Naproxeno. Ademas, que puedan ser acoplados a
diferentes tipos de ndcleos dendriticos para dar diferentes propiedades

fisicoquimicas.

Objetivos Particulares

e Sintetizar dendrones tipo PAMAM de G1.0 y G2.0 partiendo de etanolamina y

usando una aproximacion divergente.

e Sintetizar dendrones tipo PAMAM de G1.0 y G2.0 partiendo de propargilamina

y usando una aproximacion divergente.

e Obtener los conjugados dendriméricos entre los dendrones de G1.0y G2.0 de

etanolamina y propargilamina con naproxeno.

e Caracterizar por técnicas espectroscopicas todos y cada uno de los productos

obtenidos.

e Una vez caracterizados cada uno de los compuestos, hacer pruebas de
actividad bioldgica de los conjugados para hacer una determinacion primaria

de su uso como anticancerigenos en células tumorales comunes.




EQUIPO,
REACTIVOS Y
DISOLVENTES

USADOS




Equipo, Reactivos y Disolventes

EQuiPOs

e Resonancia Magnética Nuclear

BRUKER AVANCE 300 MHz
JEOL Eclipse 300 300 MHz
BRUKER AVANCE Il 400 MHz
BRUKER Ascend 500 MHz
Referencia 'H Tetrametilsilano (Me4Si, 0.00 ppm).

Disolventes: Cloroformo deuterado (CDCI3), Metanol deuterado (CD3OD),
Dimetilsulféxido deuterado (C2DeSO).

e Espectrofotometria de UV-Vis y Emision
Espectrofotometro SHIMADZU UV 160 U.

e Espectrofotometria de FT-IR
Espectrofotometro FT-IR MAGNA.700

e Espectrometria de Masas
Espectrometro de masas JEOL, JMS AX505 HA.

Espectrometro de masas The MStation JMS-700
Espectrometro de masas Bruker MicroFlex con MALDI-TOF

e Anadlisis Elemental

Analizador elemental Thermo Scientific, Flash 2000.
Referencia: Sulfanilamida.
Valores obtenidos: N= 16.31%, C=41.83%, H=4.69% y S=18.64%

Valores tedricos: N= 16.27%, C=41.81%, H=4.65% y S=18.57%




. Reactivos y Disolventes.

e Reactivos.

e Propargilamina (Aldrich)

e Etilendiamina (Aldrich)

e Acrilato de metilo (Aldrich)
e Trietilamina (Aldrich)

e Cloruro de tionilo (Aldrich)

e Disolventes
Acetato de Etilo (G.1.)
Acetona (G.1.)
Diclorometano (G.l.)

Equipo, Reactivos y Disolventes

¢ N,N-dimetilformamida
(DMF) (Aldrich)

e Silica gel para
cromatografia en columna
MERK SILICA GEL 60 A
(MALLA 70-230)

Hexano (G.l.)
Metanol (G.I.)

El acetato de etilo, acetona, diclorometano y hexano, fueron purificados por medio de

destilacion simple empleando como agente desecante hidroxido de potasio (acetato de

etilo), cloruro de calcio (acetona y diclorometano).




DESARROLLO
EXPERIMENTAL
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1. Sintesis de los dendrones

1.1. Sintesis del dendron GO0.5 de propargilamina 3

En un matraz se disolvieron 0.5 ml (7.81 mmol) de propargilamina en 30 ml de MeOH en
atmosfera de nitrogeno. Posteriormente se agregaron 7.0 ml (78.1 mmol) de acrilato de
metilo y se dejé la mezcla en agitacién por 3 dias. La reaccion fue monitoreada por
cromatografia en capa fina (CCF) y cuando se observé la ausencia de propargilamina se
par6 la reaccion. El disolvente y el acrilato de metilo excedente fueron evaporados a
presion reducida. Obteniéndose un liquido viscoso de color amarillo-naranja (1.660 g,

7.30 mmol) con un rendimiento de 94 % crudo. (Esquema 1).

MeOH, N,, 3d, T.A.
1 \’>’
\

Esquema 1. Sintesis del dendrén GO0.5 de propargilamina 3.

o)
200 /\}\0/
///\NH2 20 >\\\/N
3
o)

Rendimiento: 94% (1.660 g, 7.30 mmol). Liquido amarillo-naranja. P.E.: >180°C. UV-
Vis, MeOH, A (nm): 209, 287. FT-IR (Pelicula, cm™): 3271, 2953, 2845, 1731, 1436,
1360, 1328, 1257, 1195, 1172, 1122, 1043, 997, 842, 654, 492. RMN H (300 MHz,
CDCIl3), 84 (ppm): 3.67 (s, 6H, OCH3s), 3.43 (d, 2H, CH2, J= 2.4 Hz), 2.84 (t, 4H, N-CHz,
J= 7.1 Hz), 2.47 (t, 4H, O=C-CHz, J= 7.1 Hz), 2.22 (t, 1H, CH=C, J= 2.4 Hz). RMN 13C
(75 MHz, CDCI3), & (ppm): 172.7 (C=0), 78.1 (-C=), 73.4 (CH=), 51.7 (OCHs), 49.0 (N-
CH2), 41.9 (EC-CHy2), 33.0 (O=C-CHz>). IE MS (m/z): 227. AE: Calculado para C11H17NOa:
C, 58.14; N, 6.16; H, 7.54 %. Encontrado: C, 57.42; N, 6.07; H, 7.64 %.
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1.2. Sintesis del dendron G1.0 de propargilamina 5

En un matraz se disolvieron 5.0 ml (74.80 mmol) de etilendiamina (EN) en 20.0 ml de
MeOH seco y se enfrié a 0°C en bafio de hielo por 30 min. Por otro lado, se disolvieron
1.341 g (5.90 mmol) de dendron G0.5 3 en 10.0 ml de MeOH. La disolucién de dendron
3 se adiciond gota a gota a la mezcla de reaccién bajo atmdsfera de nitrégeno y agitacion
constante por 3 dias. La reaccion se monitoreo por CCF y cuando se observo la ausencia
del dendrén GO.5 3, la reaccion fue parada, el disolvente y EN excedente se evaporaron
a presion reducida. Posteriormente se hicieron lavados con una mezcla de MeOH-
tolueno (1:3) para arrastrar la EN remanente, obteniéndose un liquido viscoso naranja
(1.656 g, 5.84 mmol) con un rendimiento del 99 % (Esquema 2).

(o)
MeOH, N, 3d, T.A.

O, N

\ 5 ",

o
/
\\\/N/\}\ HZN\4/\NH2 >\\\/N/\>~H
f}//

Esquema 2. Sintesis del dendrén G1.0 de propargilamina 5.

Rendimiento: 99% (1.656 g, 5.84 mmol). Liquido amarillo-naranja. P.E.: >250°C. UV-
Vis, MeOH, A (nm): 207, 300. FT-IR (Pelicula, cm™): 3277, 3072, 2928, 2847, 1637,
1546, 1434, 1434, 1359, 1330, 1268, 1192, 1122, 1029, 900, 649, 588, 514. RMN H
(300 MHz, CDCl3), &1 (ppm): 7.46 (t, 2H, NH, J= 5.2 Hz), 3.43 (d, 2H, =C-CHz, J= 2.4
Hz), 3.28 (c, 4H, CH2-NH, J= 5.8 Hz), 2.84 (t, 4H, N-CH2, J= 6.3 Hz), 2.81 (t, 4H, O=C-
CH2, J= 5.9 Hz), 2.38 (t, 4H, NH2-CH2, J= 6.1 Hz), 2.26 (t, 1H, CH=C, J= 2.3 Hz). RMN
13C (75 MHz, CDClzs), &¢ (ppm): 172.3 (C=0), 77.5 (-C=), 73.5 (CH=), 49.4 (N-CH>), 42.0
(CH2-NH) 41.4 (=C-CH2), 41.3 (O=C-CHgy), 33.8 (CH2-NH2). IE MS (m/z): 284.
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1.3. Sintesis del dendron G1.5 de propargilamina 6

En un matraz se disolvieron 8.6 ml (104.51 mmol) de acrilato de metilo en 30.0 ml de
MeOH seco bajo atmdésfera de nitrégeno. Por otro lado, se disolvieron 2.202 g (7.76
mmol) de dendron G1.0 5 en 20 ml de MeOH seco. La segunda disolucion fue adicionada
gota a gota a la primera y se dejé en agitacion constante por 3.5 dias a temperatura
ambiente. La reaccién fue monitoreada por CCF y cuando se observo la ausencia del
dendron G1.0 5 la reaccion se paré. El disolvente y el acrilato de metilo excedente fueron
evaporados a presion reducida. Posteriormente se hicieron lavados con hexano para
arrastrar el acrilato de metilo ocluido en la molécula. Obteniéndose un liquido de alta
viscosidad de color amarillo obscuro (4.802 g, 7.65 mmol) con un rendimiento de 98 %

(Esquema 3).

o
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Esquema 3. Sintesis del dendrén G1.5 de propargilamina 6.

Rendimiento: 98% (4.802 g, 7.65 mmol). Liquido amarillo obscuro. P.E.: >300°C. UV-
Vis, MeOH, A (nm): 244, 262, 281. FT-IR (Pelicula, cmt): 3385, 3290, 2953, 2846, 1734,
1648, 1545, 1438, 1660, 1333, 1262, 1201, 1179, 1127, 1045, 842. RMN 'H (400 MHz,
CDCls + MeOD), & (ppm): 7.27 (t, 2H, NH, J= 3.6 Hz), 3.68 (s, 12H, OCHz3), 3.46 (d, 2H,
=C-CH2, J= 2.4 Hz), 3.28 (t, 4H, CH2-NH, J= 6.0 Hz), 2.85 (t, 4H, N-CH2, J= 6.8 Hz), 2.77
(t, 8H, N-CHz, J= 6.7 Hz) 2.55 (t, 4H, CH2-N, J= 6.0 Hz), 2.44 (t, 8H, O=C-CHz, J= 6.7
Hz), 2.38 (t, 4H, CH2-C=0, J=6.1 Hz), 2.23 (t, 1H, CH=C, J= 2.4 Hz). RMN *3C (100 MHz,
CDClsz + MeOD), &¢ (ppm): 173.3 (O=C-0) 172.3 (O=C-N), 77.9 (-C=), 73.5 (CH=), 52.8




Desarrollo Experimental

(CH2-N), 51.7 (CHs0), 49.4 (N-CH2), 49.2 (CH2-C=0), 41.3 (EC-CH2), 37.1 (NH-CHy),
33.8 (CH2-N), 32.7 (CH2-C=0). IE MS (m/z): 627.

1.4. Sintesis del dendrén G2.0 de propargilamina 7

En un matraz se disolvieron 5.21 ml (96.24 mmol) de etilendiamina en 15.0 ml de MeOH
seco bajo atmésfera de nitrdgeno. Por otro lado, se disolvieron 3.260 g (5.2 mmol) de
dendron G1.5 6 en 30 ml de MeOH seco. La segunda disolucion fue agregada gota a
gota a la primera y se dejo en agitacion por 3.5 dias a T. A. La reaccion fue monitoreada
por CCF hasta la ausencia del dendron G1.5 6. La mezcla de reaccion fue evaporada a
presion reducida para quitar el MeOH vy la etilendiamina remanente. Posteriormente se
hicieron lavados con una mezcla de MeOH-tolueno (1:3) para arrastrar la etilendiamina
ocluida en la molécula. Obteniéndose un liquido de alta viscosidad de color amarillo

obscuro (3.890 g, 5.26 mmol) con un rendimiento de 99 % (Esquema 4).

2 BLs

/\>~ /\/ \/ﬁr \/\NH2
HzN\/\NH
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/ MeOH, N, 3.5d, T.A.
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Esquema 4. Sintesis del dendrén G2.0 de propargilamina 7.
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Rendimiento: 99% (3.890 g, 5.26 mmol). Liquido amarillo obscuro. P.E.: >350°C. UV-
Vis, MeOH, A (nm): 209, 253, 280. FT-IR (Pelicula, cmt): 3284, 3082, 2940, 2850, 2102,
1644, 1556, 1463, 1360, 1293, 1250, 1199, 1152, 1127, 1036, 959. RMN 'H (500 MHz,
MeQOD), &u (ppm): 8.09 (sa, 4H, NH), 7.91 (sa, 2H, NH), 3.46 (sa, 2H, =C-CH), 3.25 (sa,
16H, CH2-NH), 2.82 (sa, 12H, CH2), 2.72 (sa, 8H, CH2), 2.58 (sa, 4H, CH2), 2.38 (sa, 8H,
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CH2), 2.21 (t, 1H, CH=C, J= 2.4 Hz). RMN 13C (125 MHz, MeOD), &¢ (ppm): 175.2 (O=C-
N) 174.8 (O=C-N), 78.3 (-C=), 75.3 (CH=Z), 51.1 (CH2), 50.6 (CH2), 49.4 (CH2) 46.2 (CH>),
43.0 (CH2), 42.2 (CH2), 42.0 (CHz), 38.6 (CH2), 34.7 (CH2). FAB* MS (m/z): 740.

1.5. Sintesis del dendrén GO0.5 de etanolamina 9

En un matraz se disolvieron 1.0 ml (16.6 mmol) de etanolamina en 40 ml de MeOH bajo
atmosfera de nitrégeno. Posteriormente se adicionaron 10.0 ml (111.6) mmol) de acrilato
de metilo y se dejé la mezcla en agitacién por 3 dias. La reaccion fue monitoreada por
CCF y cuando se observé la ausencia de propargilamina se paroé la reaccion. La mezcla
de reaccion fue evaporada a presion reducida para quitar el MeOH y el acrilato de metilo
excedente. Obteniéndose un liquido viscoso de color amarillo (3.795 g, 16.3 mmol) con

un rendimiento de 97% crudo. (Esquema 5).
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Esquema 5. Sintesis del dendréon GO0.5 de etanolamina 9.

Rendimiento: 97% (3.795 g, 16.3 mmol). Liquido amarillo. P.E.: >180°C. UV-Vis, MeOH,
A (nm): 212, 280. FT-IR (Pelicula, cmt): 3486, 2953, 2834, 1729, 1437, 1360, 1326,
1254, 1196, 1173, 1033, 868, 841, 783, 698. RMN 'H (300 MHz, CDCI3), &1 (ppm): 3.61
(s, 6H, OCHgs), 3.51 (t, 2H, CH2-O, J= 5.1 Hz), 2.87 (s, 1H, OH), 2.73 (t, 4H, CH2-N, J=
6.7 Hz), 2.53 (t, 4H, CH2-N, J= 5.1 Hz), 2.40 (t, 4H, O=C-CHz, J= 6.7 Hz). RMN 13C (75
MHz, CDCls), &¢ (ppm): 176.0 (C=0), 59.1 (CH2-0), 55.9 (CH2-N), 51.8 (OCHs), 49.2
(N-CH2), 32.5 (O=C-CHy). IE MS (m/z): 233.
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1.6. Sintesis del dendrén G1.0 de etanolamina 10

En un matraz se disolvieron 6.0 ml (74.8 mmol) de etilendiamina (EN) en 30.0 ml de
MeOH seco y se enfrié a 0°C en bafio de hielo por 30 min. Por otro lado, se disolvieron
2.015 g de dendrén G0.5 9 en 10.0 ml de MeOH. La disolucion de dendrén 9 se adiciond
gota a gota a mezcla de reaccion bajo atmosfera de nitrégeno. La reaccion mantuvo por
3 dias, la reaccién fue monitoreada por de CCF hasta que se observé la ausencia del
dendron GO0.5 9. La reaccion se pard y la mezcla de reaccion fue evaporada a presion
reducida para quitar el MeOH y EN excedente. Posteriormente se hicieron lavados con
una mezcla de MeOH-tolueno (1:3) para arrastrar la EN remanente en el producto de
reaccion. Obteniéndose un liquido viscoso naranja (3.380 g, 8.65 mmol) con un

rendimiento del 95 % (Esquema 6).
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Esquema 6. Sintesis del dendrén G1.0 de etanolamina 10.

Rendimiento: 95% (3.380 g, 8.65 mmol). Liquido amarillo. P.E.: >250°C. UV-Vis, MeOH,
A (nm): 205. FT-IR (Pelicula, cm™t): 3228, 3077, 2928, 2865, 1635, 1549, 1436, 1357,
1285, 1245, 1193, 1129, 1030, 947, 865, 584, 521. RMN H (300 MHz, CDCl3), &+ (ppm):
7.79 (t, 2H, NH, J= 5.4 Hz), 3.61 (t, 2H, O-CH2, J= 4.8 Hz), 3.27 (c, 4H, CH2-NH, J=5.6
Hz), 2.81 (t, 4H, O=C-CH2, J= 6.2 Hz), 2.75 (t, 4H, N-CHz, J= 6.2 Hz), 2.62 (s, 4H, NH2),
2.56 (t, 2H, N-CH2, J= 4.8 Hz), 2.38 (t, 4H, CH2-NH2, J= 5.6 Hz). RMN 3C (75 MHz,
CDCl3), 8¢ (ppm): 173.0 (C=0), 58.9 (CH2-0), 56.47 (CH2-N), 50.4 (N-CH2), 41.8 (CHo-
NH) 41.3 (O=C-CHy2), 41.3 (O=C-CHz2), 34.0 (CH2-NH2). IE MS (m/z): 290.
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1.7. Sintesis del dendrén G1.5 de etanolamina 11

En un matraz se disolvieron 17.0 ml (182.42 mmol) de acrilato de metilo en 25.0 ml de
MeOH seco bajo atmdsfera de nitrdgeno. Por otro lado, se disolvieron 3.826 g (13.22
mmol) de dendrén G1.0 10 en 30 ml de MeOH seco. La segunda disolucion fue agregada
gota a gota a la primera y se dej6é en agitacion por 3.5 dias a T. A. La reaccion fue
monitoreada por CCF hasta que se dej6 de observar el dendrén G1.0 10. La mezcla de
reaccion fue evaporada a presion reducida para quitar el MeOH vy el acrilato de metilo
remanente. Posteriormente se hicieron lavados con hexano para arrastrar el acrilato de
metilo ocluido en la molécula. Obteniéndose un liquido de alta viscosidad de color

amarillo claro (7.005 g, 11.05 mmol) con un rendimiento de 98 % (Esquema 7).
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Esquema 7. Sintesis del dendrén G1.5 de etanolamina 11.

Rendimiento: 98% (7.005 g, 11.05 mmol). Liquido amarillo obscuro. P.E.: >300°C. UV-
Vis, MeOH, A (nm): 245, 300, 363. FT-IR (Pelicula, cmt): 3384, 3090, 2953, 2847, 1732,
1644, 1553, 1439, 1362, 1261, 1200, 1129, 1045, 842. RMN 'H (400 MHz, CDCls +
MeOD), &+ (ppm): 3.64 (s, 12H, OCHs), 3.58 (sa, 2H, OCHz2), 3.26 (sa, 8H, CH2-N), 2.72
(sa, 12H, CH2), 2.55 (sa, 2H, N-CH), 2.51 (sa, 4H, CH2-N), 2.4 (sa, 4H, O=C-CH>), 2.34
(sa, 4H, CH2-N). RMN 13C (100 MHz, CDCls + MeOD), &¢ (ppm): 173.9 (O=C-N) 173.3
(0O=C-0), 59.3 (O-CHy), 55.8 (CH2-N), 52.9 (CH2-NH), 51.7 (CHs0), 49.7 (N-CH), 49.3
(CH2-C=0), 37.2 (N-CH2), 33.9 (CH2-N), 32.6 (CH2-C=0). IE MS (m/z): 634.
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1.8. Sintesis del dendrén G2.0 de etanolamina 12

En un matraz se disolvieron 11.0 ml (164.54 mmol) de etilendiamina en 15.0 ml de MeOH
seco bajo atmosfera de nitrogeno. Por otro lado, se disolvieron 6.546 g (10.33 mmol) de
dendron G1.5 11 en 40.0 ml de MeOH seco. La segunda disolucion fue agregada gota a
gota a la primera y se dejé en agitacion por 3.5 dias a T. A. La reaccion fue monitoreada
por CCF hasta que se dejo de observar el dendrén G1.5 11. La mezcla de reaccion fue
evaporada a presion reducida para quitar el MeOH vy la etilendiamina remanente.
Posteriormente se hicieron lavados con una mezcla de MeOH-tolueno (1:3) para arrastrar
la etilendiamina ocluida en la molécula. Obteniéndose un liquido de alta viscosidad de
color amarillo obscuro (7.688 g, 10.31 mmol) con un rendimiento de 99 % (Esquema 8).
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Esquema 8. Sintesis del dendrén G2.0 de etanolamina 12.

Rendimiento: 99% (7.688 g, 10.31 mmol). Liquido amarillo obscuro. P.E.: >350°C. UV-
Vis, MeOH, A (nm): 244, 308, 369. FT-IR (Pelicula, cm): 3383, 3300, 3099, 2944, 2870,
1639, 1562, 1462, 1440, 1362, 1293, 1199, 1121, 1055, 1038, 931. RMN *'H (500 MHz,
MeOD), &1 (ppm): 8.09 (sa, 4H, NH), 3.64 (sa, 2H, OCHz), 3.29 (sa, 4H, CH2-N), 3.25
(sa, 8H, CH2-N), 2.85 (sa, 4H, CH2-N), 2.79 (sa, 8H, N-CHz), 2.72 (sa, 8H, NH-CHz), 2.62
(sa, 2H, CH2-N), 2.58 (sa, 4H, O=C-CH2, J= 2.4 Hz), 2.37 (sa, 12H, O=CH2, NH-CHy).
RMN 13C (125 MHz, MeOD), & (ppm): 175.1 (O=C-N) 174.8 (O=C-N), 60.5 (OCH>), 56.6
(CH2-N), 53.4(N-CH2), 51.1 (N-CH2), 46.3 (O=C-CH2), 43.0 (CH2-NH2) 42.0 (NH-CH>),
36.5 (CH2-N), 34.8 (NH-CH2), 42.0 (CH2), 34.5 (O=C-CH2). FAB* MS (m/z): 746.
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2. Sintesis de los conjugados dendriméricos con Naproxeno

2.1. Reaccidon de formacion del cloruro de acido del naproxeno 14
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Se inicio con la extraccion del Naproxeno de tabletas comerciales (marca Farmacias del
ahorro) de 500 mg. Las tabletas fueron trituradas y se hizo una extraccién liquido-sélido
usando metanol. Se filtré y evaporé el metanol obteniéndose el Naproxeno libre. En un
matraz se colocaron 2.001 g de Naproxeno en 3.0 ml de diclorometano seco.
Posteriormente se adicionaron 4.0 ml de Cloruro de tionilo; la reaccion se dej6 en
agitacion a reflujo por 3 horas. La reaccién se monitoreé por CCF hasta que se observo
la ausencia del naproxeno. La reaccion fue parada adicionando 10.0 ml de
diclorometano. La mezcla de reaccién fue lavada y evaporada a presion reducida con
diclorometano para asi sacar todo el exceso de cloruro de tionilo y el cloruro de hidrogeno
procedente de la reaccion. Obteniéndose un sélido amarillo claro en altos rendimientos
(Esquema 9). Tan pronto como el derivado clorado fue obtenido se us6 en las siguientes

reacciones.

OH Cl

socCl,

o O  CH,CI,, 3h, Ref g
13 14

Esquema 9. Reaccion de formacion del cloruro de acido del naproxeno 14.

e Naproxeno acido

RMN *H (400 MHz, MeOD), &+ (ppm): 7.69 (m, 3H, Ar), 7.40 (dd, 1H, Ar, J= 8.55, 1.84
Hz), 7.18 (d, 1H, Ar, J= 2.52 Hz), 7.10 (dd, 1H, Ar, J= 8.97, 2.54 Hz), 3.87 (S, 3H, CH3),
3.83 (¢, 1H, CH, J= 7.14 Hz), 1.52 (d, 3H, O-CHs, J= 7.14 Hz ). RMN 13C (100 MHz,
MeOD), & (ppm): 178.5 (O=C) 159.1 (Aripso-O), 137.5 (Aripso), 133.9 (Aripso), 130.4
(Aripso), 130.1 (Ar), 128.9 (Ar), 127.2 (Ar), 126.9 (Ar), 119.9 (Ar), 106.6 (Ar), 55.6 (CHs-
0), 46.5 (CH), 19.3 (CHa).

e Cloruro de acido del naproxeno
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RMN !H (400 MHz, CDCl3), &n (ppm): 7.74 (m, 3H, Ar), 7.34 (dd, 1H, Ar, J= 8.46, 1.91
Hz), 7.16 (d, 1H, Ar, J= 2.56 Hz), 7.11 (dd, 1H, Ar, J= 11.6, 2.53 Hz), 4.24 (c, 1H, CH,J=
7.05Hz) 3.92, (S, 3H, O-CHs), 1.67 (d, 3H, CHs, J= 7.05 Hz ). RMN 3C (100 MHz, CDCl3),
¢ (ppm): 177.2 (O=C) 157.8 (Afipso-O), 136.2 (Aripso), 133.9 (Afipso), 129.1 (Aripso), 128.9
(Ar), 126.9 (Ar), 125.9 (Ar), 125.6 (Ar), 54.4 (CH3-0), 45.3 (CH), 18.7 (CHa).

2.2. Sintesis del conjugado dendrimérico G1.0 de propargilamina con naproxeno
15

En un matraz se disolvieron 1.252 g (4.42 mmol) del dendron G1.0 de propargilamina 5
en 15.0 ml de DMF anhidra con 1.66 ml (11.90 mmol) de trietilamina. Se coloc6 en
agitacion y en bafio de hielo por 30 min. Por otra parte, el cloruro del naproxeno 2.740 g
(11.90 mmol) disuelto en 10.0 ml de DMF se adicioné lentamente a la mezcla de reaccion.
Se dejo en agitacion a T.A. por 15 h. La reaccion fue monitoreada por CCF y se par6
cuando se observd la ausencia del cloruro de naproxeno. La mezcla fue filtrada.
Posteriormente el disolvente DMF vy la trietilamina remanente se evaporaron a presion
reducida. Se prosiguié haciendo lavados con agua para quitar sales ocluidas y dendron
sin reaccionar; finalmente, se hicieron lavados con acetato de etilo para quitar el exceso
de naproxeno no reaccionante. Obteniéndose un solido café claro (3.120 g, 4.40 mmol)

con un rendimiento de 99 % (Esquema 10).
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Esquema 10. Sintesis del conjugado dendrimérico G1.0 de propargilamina con

naproxeno 15.

Rendimiento: 99% (3.120 g, 4.40 mmol). Solido café claro. P.F.: 160°C. UV-Vis, MeOH,
A (nm): 232, 263, 273, 317, 331. FT-IR (Pastilla KBr, cm™): 3289, 3062, 2937, 2838,
1918, 1648, 1606, 1550, 1450, 1389, 1369, 1264, 1235, 1213, 1163, 1122, 1029, 926,
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892, 856, 813, 744, 690, 662, 474. RMN H (500 MHz, MeOD), &1 (ppm): 7.68 (m,
2H+6H, Ar+NH), 7.40 (dd, 2H, Ar, J= 8.49 y 1.75 Hz), 7.15 (d, 2H, Ar, J= 2.30 Hz), 7.08
(dd, 2H, Ar, J= 8.98 y 2.50 Hz), 3.85 (s, 6H, OCHa), 3.73 (c, 2H, CHnex, J= 7.06), 3.28
(sa, 2H, =C-CHy), 3.25 (m, 8H,NH-CHz), 2.62 (m, 5H, ZCH+CH2-NH), 2.17 (t, 4H, O=C-
CHz, J= 6.51 Hz), 1.49 (d, 6H, CHa npx, J= 7.10 Hz). RMN 13C (125 MHz, MeOD), &c
(ppm): 177.6 (C=0), 174.6 (C=0), 159.0 (Ar), 138.0 (Aripso), 135.1 (Aripso), 130.34 (Aripso),
130.22 (Ar), 128.2 (Ar), 127.2 (Ar), 126.4 (Ar), 119.9 (Ar), 77.7 (-C=), 75.7 (CH=), 55.7
(OCH3), 50.3 (O=C-CHyz), 49.8 (NH-CH2), 47.5 (CHnpx) 41.6 (C-CHy2), 40.0 (NH-CHy2),
39.8 (CH2-NH), 18.2 (CHsnex). FAB* MS (m/z): 708.

2.3. Sintesis del conjugado dendrimérico G2.0 de propargilamina con naproxeno
16

En un matraz se disolvieron 0.384 g (0.52 mmol) del dendron G2.0 de propargilamina 7
en 15.0 ml de DMF anhidra con 0.3 ml (2.15 mmol) de trietilamina. Se colocé en agitacion
en bafio de hielo por 30 min. Por otra parte, el cloruro del naproxeno 0.560 g (2.43 mmol)
disuelto en 10.0 ml de DMF se adicioné lentamente a la mezcla de reaccion. Pasado el
tiempo de reaccién se lavo con diclorometano y se disolvieron en 10.0 ml de DMF para
ser afadido, lentamente a la mezcla de reaccion. Se dejo en agitacion a T.A. por 15 h.
La reaccion fue monitoreada por CCF y cuando se observé la ausencia del cloruro de
naproxeno se pard la reacciéon. La mezcla se filtr6. Posteriormente se evaporaron el
disolvente DMF y la trietilamina remanente. Se prosiguio haciendo lavados con agua para
quitar sales ocluidas y dendron sin reaccionar. Finalmente, se hicieron lavados con
acetato de etilo para quitar el exceso de naproxeno no reaccionante. Obteniéndose un

sélido café (0.624 g, 0.39 mmol) con un rendimiento de 96 % (Esquema 11)
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Esquema 11. Sintesis del conjugado dendrimérico G2.0 de propargilamina con

naproxeno 16.

Rendimiento: 96% (0.624 g, 0.39 mmol). Sélido café. P.F.: >250°C. UV-Vis, MeOH, A
(nm): 234, 273, 332. FT-IR (Pastilla KBr, cm-?): 3280, 3068, 2970, 2935, 2851, 1650,
1549, 1458, 1389, 1370, 1255, 1214, 1122, 1036, 986, 962, 925, 891, 855, 812, 673, 632,
591, 563, 520, 477, 444. RMN H (500 MHz, DMSO-Ds), 81 (ppm): 8.26 (sa, 8H, NH),
7.73 (m, 12H, Ar), 7.46 (d, 4H, Ar, J= 8.02 Hz), 7.26 (s, 4H, Ar), 7.12 (d, 4H, Ar, J= 6.33
Hz), 3.83 (s, 12H, OCHs) 3.75 (c, 4H, CHnpx, J= 7.0 Hz), 3.38 (sa, 12H, CH2), 3.09 (sa,
20H, CH2), 2.65 (sa, 8H, CH2), 2.24 (sa, 7H, CH2), 1.39 (d, 12H, CHs nex), J= 5.7 Hz).
RMN 13C (125 MHz, DMSO-Ds), 8¢ (ppm): 173.6 (O=C-N), 171.3 (O=C-N), 170.4 (O=C-
N), 156.9 (Aripso), 137.4 (Aripso), 133.1 (Aripso), 129.1 (Aripso), 128.4 (Ar), 126.6 (Ar), 125.3
(Ar), 118.5 (Ar), 105.7 (Ar), 78.8 (-C=), 75.9 (CH=), 55.2 (OCHs), 49.4 (CH2), 49.2 (CH>)
45.1 (CHnpx), 42.5 (CH2), 41.1 (CH2), 38.4 (CH2), 33.5 (CH2), 18.5 (CH3z nPx). MALDI-TOF
MS (m/z): 1588.6.
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2.4. Sintesis del conjugado dendrimérico G1.0 de etanolamina con naproxeno 17

En un matraz se disolvieron 0.615 g (2.12 mmol) del dendron G1.0 de etanolamina 10 en
12.0 ml de DMF anhidra con 1.2 ml (8.60 mmol) de trietilamina. Se puso en agitacion en
bafio de hielo por 30 min. Por otra parte, el cloruro del naproxeno 1.601 g (6.95 mmol)
disuelto en 10.0 ml de DMF se adicioné lentamente a la mezcla de reacciéon. Se dej6é en
agitacion a T.A. por 16 h. La reaccion fue monitoreada por CCF y se pard cuando se
observo la ausencia del cloruro de naproxeno. La mezcla fue filtrada. Posteriormente se
evaporaron el disolvente DMF y la trietilamina remanente. Se prosiguié haciendo lavados
con agua para quitar sales ocluidas y dendrén sin reaccionar; finalmente, se hicieron
lavados con acetato de etilo para quitar el exceso de naproxeno no reaccionante.
Obteniéndose un sdlido café claro (1.962 g, 2.12 mmol) con un rendimiento de 99 %

(Esquema 12).
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Esquema 12. Sintesis del conjugado dendrimérico G1.0 de etanolamina con naproxeno
17.
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Rendimiento: 99% (1.962 g, 2.12 mmol). Sélido café claro. P.F.: >200°C. UV-Vis,
CHCIs, A (nm): 245, 274, 319, 333. FT-IR (Pastilla KBr, cm-1): 3282, 3063, 2937, 2840,
1725, 1652, 1605, 1546, 1458, 1391, 1368, 1267, 1218. 1065, 1029, 294, 890, 856, 811,
681, 624, 583, 477. RMN 'H (500 MHz, CDClIs), &1 (ppm): 7.60 (sa, 12H, Ar+NH), 7.37
(sa, 4H, Ar), 7.06 (sa, 8H, Ar), 3.85 (m, 12H, OCH3+CH), 3.70 (sa, 2H, OCH2), 3.16 (sa,
14H, CH2) 2.97 (m, 2H, NCH?2), 1.46 (sa, 9H, CHzs). RMN 13C (125 MHz, CDCls), &c (ppm):
177.10 (O=C-N), 175.57 (O=C-0), 175.49 (O=C-0), 157.53 (OAripso), 157.53 (OAripso),
136.89 (Aripso), 136.96 (Aripso), 135.84 (Aripso), 133.70 (Aripso), 133.65 (Aripso), 129.26 (Ar),
129.22 (Ar), 128.85 (Ar), 128.81 (Ar), 127.11 (Ar), 127.00 (Ar), 126.36 (Ar), 126.18 (Ar),
126.01 (Ar), 125.92 (Ar), 118.99 (Ar), 118.93 (Ar), 105.58 (Ar), 56.92 (OCH2), 55.31
(OCHs3), 55.28 (OCHgs), 50.18 (CH2N), 46.29 (CH2), 45.89 (CHnrx), 45.89 (CHnpx), 39.73
(CH2-N), 38.99 (CH2-C=0), 18.47 (CHs npx), 18.47 (CHs npx). MALDI-TOF MS (m/z):
926.4.

2.5. Sintesis del conjugado dendrimérico G2.0 de etanolamina con naproxeno 18

En un matraz se disolvieron 0.300 g (0.40 mmol) del dendron G2.0 de etanolamina 12 en
16.0 ml de DMF anhidra con 0.42 ml (3.01 mmol) de trietilamina. Se puso en agitacién
en bafio de hielo por 30 min. Por otra parte, el cloruro del naproxeno 0.690 g (3.00 mmol)
disuelto en 10.0 ml de DMF se adicion6 lentamente a la mezcla de reaccion. Se dej6é en
agitacion a T.A. por 18 h. La reaccion fue monitoreada por CCF y cuando se observo la
ausencia del cloruro de naproxeno se pard la reaccion. La mezcla fue filtrada.
Posteriormente a presion reducida se evaporaron el disolvente DMF y la trietilamina
remanente. Se prosiguié haciendo lavados con agua para quitar sales ocluidas y dendrén
sin reaccionar; finalmente, se hicieron lavados con acetato de etilo para quitar el exceso
de naproxeno no reaccionante. Obteniéndose un solido café (0.678 g, 0.38 mmol) con

un rendimiento de 94 % (Esquema 13).
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Esquema 13. Sintesis del conjugado dendrimérico G2.0 de etanolamina con naproxeno
18.

Rendimiento: 94% (0.678 g, 0.38 mmol). Sdlido café. P.F.: >300°C. UV-Vis, CHCIls, A
(nm): 246, 274, 319, 333. FT-IR (Pastilla KBr, cm™): 3285, 3065, 2969, 2937, 2842,
1650, 1607, 1546, 1458, 1387, 1266, 1220, 1123, 1065, 1030, 925, 889, 856, 812, 638,
479. RMN !H (500 MHz, CDCls), 81 (ppm): 7.99 (sa, 4H, NH), 7.62 (sa, 15H, Ar), 7.37
(sa, 5H, Ar), 7.03 (sa, 10H, Ar), 4.07 (sa, 2H, OCHy), 3.8 (sa, 15H, OCHs), 3.69 (sa, 5H,
CHnpx), 3.20 (sa, 30H, CH2) 2.97 (sa, 12H, CH), 2.28 (sa, 8H, CH2), 1.48 (sa, 15H, CH3).
RMN 13C (125 MHz, CDCls), 8¢ (ppm): 177.01 (O=C-N), 175.99 (O=C-0), 175.51 (O=C-
0), 157.71 (OAripso), 157.57 (OAripso), 136.81 (Aripso), 133.72 (Aripso), 133.56 (Aripso),
129.21 (Aripso), 128.94 (Ar), 128.84 (Ar), 127.26 (Ar), 127.09 (Ar), 126.39 (Ar), 126.32
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(Ar), 126.29 (Ar), 125.89 (Ar), 119.12 (Ar), 119.00 (Ar), 105.59 (Ar), 62.019 (OCHz2), 55.30
(OCHgs), 59.47 (CH2), 56.89 (CHz), 55.286 (OCHs), 56.89 (CH2), 50.16 (CH2), 46.67
(CHnpx), 46.39 (CHnpx), 45.17 (CH2), 39.17 (CH2), 18.52 (CHs npx), 18.31 (CHs npx).
MALDI-TOF MS (m/z): 1809.8.
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1. Sintesis de Dendrones

La sintesis de dendrimeros consiste en una secuencia repetida de reacciones
donde el grupo funcional es capaz de reaccionar de tal forma que aparezca el mismo
grupo funcional, pero en doble cantidad mediante una secuencia de reacciones de
activacion y acoplamiento. Las capas internas o generaciones contienen unidades
repetitivas de N-(2-aminoetil)acrilamida. La etapa de la adicién de Michael lleva a una
generacion intermedia por lo que hasta después de la amindlisis es que se obtiene la
generacion completa. Siguiendo esta misma secuencia es que en presente trabajo de

investigacion se inicié con la sintesis de los dendrones tipos PAMAM.

Sintesis de los dendrones de G1.0 y G2.0 tipo PAMAM a partir de la

propargilamina.

1.1. Sintesis del dendrén GO0.5 de propargilamina 3 (Reaccién de Adicién de
Michael)

El compuesto 3 fue obtenido mediante una reaccion de adicion de Michael, en la
cual la propargilamina 1 y el acrilato de metilo 2 se disolvieron en metanol bajo atmosfera

de nitrégeno con agitacion constante por 3 dias. (Esquema 1).

o

— : °< /\)\0/
o .\
///\ NH2  Sreom, N,, 3d, A N
3 \’>’O\
0

1 99%
Esquema 1. Sintesis del dendrén GO0.5 de propargilamina 3.
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El compuesto 3 fue caracterizado por RMN de *H (figura 1), en donde se observa:
un singulete a 3.67 ppm correspondiente a los O-metilos del éster (7); un doblete a 3.43
ppm con constante de acoplamiento J= 2.4 Hz correspondiente al proton del CH2 unido
al alquino terminal (3); un triplete a 2.84 ppm con constante de acoplamiento J= 7.1 Hz
correspondiente a los protones de los CH2 unidos a nitrégeno (4); un triplete a 2.47 ppm
con constante de acoplamiento J= 7.1 Hz correspondiente a los protones de los CH:2
unidos a los carbonilos de éster (5), y un triplete a 2.22 ppm con constante de

acoplamiento J= 2.4 Hz correspondiente al proton del CH del alquino terminal (1).

o 7
o
\Xs/w :

o

\

—p

[N

N o
° °
< ¢

5

38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 2.
ppm

Figura 1. Espectro de RMN de H del compuesto 3.

Ademas, el compuesto 3 fue caracterizado por espectrometria de masas de
impacto electrénico, IE (figura 2). En el espectro se observa el iobn molecular [M+1]* con
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una relacion masa/carga de 228 m/z correspondiente al peso molecular del compuesto

mas un hidrégeno 3.

154

188 o
39 4 \ 0/
89 - \\/N
70 -

] [M+1]*= 228 m/z °\
50 o
59
49 4

’199 ’252 226 228
. . — L B E— Nl : —
) 28 40 60 82 128 128 148 168 180 200 220 240 260

m/z

Figura 2. Espectro de masas de IE del compuesto 3.

Una vez obtenido y purificado el dendrén de generacion 0.5 se procedi6 a realizar la

sintesis del dendrén de generacién 1.0

1.1.1. Mecanismo de lareaccion de adicion de Michael

El mecanismo de la adicion de Michael sigue la ruta de una adicién 1,4. Comienza
con el ataque nucleofilico de la amina al Cg del acrilato de metilo desplazando el par de
electrones hasta el oxigeno del grupo carbonilo. Posteriormente, el par de electrones
regresa haciendo que el Cq, mediante una reaccién intramolecular, tome un hidrogeno
de la amina protonada. La amina secundaria resultante es capaz de efectuar un segundo

ataque nucleofilico dando como resultado una doble adicion de Michael (Esquema 2).
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Esquema 2. Mecanismo de la adicion de Michael para la formacién del compuesto 3.

1.2. Sintesis del dendrén G1.0 de propargilamina 5 (Reaccion de Amindlisis)

El compuesto 5 fue obtenido mediante una reaccién de amindlisis entre el
dendron GO.5 de propargilamina 3 y etilendiamina. Ambos fueron disueltos en
metanol bajo atmosfera de nitrdgeno con agitacion constante por 3 dias (Esquema
3).

4 \
-
\/>7 MeOH, N,, 3d, T.A.
H
o 99% H
3 \ 5 \/\ NH,

Esquema 3. Sintesis del dendrén G1.0 de propargilamina 5.
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Inicialmente, el compuesto 5 fue caracterizado por RMN de 3C (figura 3), en
donde se observa: una sefial a 172.3 ppm correspondiente al carbonilo de la amida
(6); una sefial a 77.5 ppm correspondiente al carbono cuaternario del alquino terminal
(2); una sefal a 73.5 ppm correspondiente al CH del alquino terminal (1); una sefial a
49.4 ppm correspondiente a los CH2 unidos a nitrégeno (4); una sefial a 42.0 ppm
correspondiente a los CHz unidos a NH de amida (7); una sefial a 41.4 ppm
correspondiente al CHz unido a alquino (3); una sefial a 41.3 ppm correspondiente a
los CH2 unidos al carbonilo de amida (5), y una sefial a 33.8 correspondiente a los

CH2 unidos a las aminas terminales (8).

o 7
NH
1 4 . H/\8/ 2
\\\/N 5
’ 3 53
H
N
5 \/\NHZ
o 7 8

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 1
ppm

Figura 3. Espectro de RMN de 3C del compuesto 5.
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Finalmente, el compuesto 5 fue caracterizado por espectrometria de masas de
impacto electrénico, IE (figura 4). En el espectro se observa el ibn molecular [M+1]* con
una relacién masa/carga de 284 correspondiente al peso molecular del compuesto mas

un hidrégeno 5.
18

108 — 1
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N '44 o
80
NH
i N/\/ 2
70 \\ H
] \/N
60 | H
50— 94 \/\NH2
i €8 0
[M+1]"= 284 m/z
40 - 198 284
30 4 184
1 12 1es 139
20 ]
| 166
18 224 241 253

%] 2e 40 60 =]%] % ]%] 128 14@ 168 188 288 220 248 268 280 3%@
msz

Figura 4. Espectro de masas de IE del compuesto 5.

1.2.1. Mecanismo de lareaccién de amindélisis

El mecanismo de reaccién comienza con el ataque nucleofilico de una de las
aminas a uno de los carbonilos de éster formando el intermediario tetraédrico;
posteriormente, otra amina abstrae uno de los hidrogenos de la amina cuaternaria
seguido por el regreso del par de electrones para restituir el carbonilo, y expulsando un
i6n metoxido, quedando formada la amida. Este proceso se repite para el otro éster de

la molécula con otra molécula de etilendiamina (Esquema 4).
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. o
¢ 3l
/\k’ N ’gﬁ HZN\/\ \\ /\)TN0
\ / \/\NH2 \\/N H/g\/\NH NH2 \/ \/\NHZ

Esquema 4. Mecanismo de la amindlisis para la formacion del compuesto 5.

Una vez obtenido y purificado el dendréon de generacion 1.0 se procedi6 a realizar la

sintesis del dendrén de generacion 1.5

1.3. Sintesis del dendrén G1.5 de propargilamina 6 (Reaccién de adicion de
Michael).

El compuesto 6 fue obtenido mediante una reaccion de adicion de Michael, en la cual
el dendron G1.0 5 y el acrilato de metilo 2 se disolvieron en metanol bajo atmédsfera de

nitrégeno con agitacién constante por 3 dias. (Esquema 5).

(o)
e
(o)
/} /\/NHZ /\/ \/\n/ ~
~
\\\/N /\n/ /}
\/>’“\/\ MeOH, N,, 3.5d, TA /
98%
5 4 NH, \/\N
\/Y \
o
Esquema 5. Sintesis del dendron G1.5 de propargilamina 6
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Inicialmente, el compuesto 6 fue caracterizado por RMN de 'H (figura 5), en donde
se observa: un triplete a 7.27 ppm con constante de acoplamiento J= 3.59 Hz
correspondiente a los protones de amida (13); un singulete a 3.68 ppm correspondiente
a los O-metilos de los ésteres terminales (12); un doblete a 3.46 ppm con constante de
acoplamiento J= 2.36 Hz correspondiente al CHz unido al alquino terminal (3); un triplete
a 3.28 ppm con constante de acoplamiento J= 6.00 Hz correspondiente a los CH2 unidos
a la amida (7); un triplete a 2.85 ppm con constante de acoplamiento J= 6.78 Hz
correspondiente a los CHz unidos a nitrégeno (4); un triplete a 2.77 ppm con constante
de acoplamiento J= 6.72 Hz correspondiente a los CH2 unidos a nitrdgeno (9); un triplete
a 2.55 ppm con constante de acoplamiento J= 6.00 Hz correspondiente a los CH2 unidos
a nitrogeno (8); un triplete a 2.44 ppm con constante de acoplamiento J= 6.72 Hz
correspondiente a los CHz unidos a carbonilo de éster (10); un triplete a 2.38 ppm con
constante de acoplamiento J= 6.78 Hz correspondiente a los CH2 unidos a carbonilo de
amida (5); un triplete a 2.23 ppm con constante de acoplamiento J= 2.36 Hz

correspondiente al CH del alquino terminal (1).
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Figura 5. Espectro de RMN de 'H del compuesto 6.
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Finalmente, el compuesto 6 fue caracterizado por espectrometria de masas de
impacto electrénico, IE (figura 6). En el espectro se observa el iobn molecular [M]* con

una relacion masa/carga de 627 correspondiente al peso molecular del compuesto.

0

2@2 /
198 — 1 o
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808
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\/N
_ N /\)\ o’
68 | N\/\N
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B I51%] 108 158 2ee 2508 3@0 350 408 450 Sea 550 680 658

Figura 6. Espectro de masas de IE del compuesto 6.

Una vez obtenido y purificado el dendrén de generacion 1.5 se procedi6 a realizar la

sintesis del dendrén de generacion 2.0.

1.4. Sintesis del dendron G2.0 de propargilamina 7 (Reaccion de amindlisis).

El compuesto 7 fue obtenido mediante 4 reacciones de amindlisis entre el
dendron G1.5 de propargilamina 6 y etilendiamina. Ambos fueron disueltos en
metanol bajo atmdsfera de nitrdgeno con agitacion constante por 3.5 dias (Esquema
6).
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Esquema 6. Sintesis del dendrén G2.0 de propargilamina 7.

NH,

/\/NHz

ZT IZ

Inicialmente, el compuesto 7 fue caracterizado por espectroscopia infrarroja
(FTIR) (Figura 7), en donde se observa: una banda ancha a 3284 cm
correspondientes a las vibraciones de: alquino terminal, hidrégenos de amidas e
hidrogenos de aminas; una banda a 3082 cm correspondiente a la vibracién de un
enlace saturado; dos bandas a 2940 y 2850 cm que corresponden a las vibraciones
de los CHz; una banda a 1644 correspondiente a la vibracion de los carbonilos de
amida y una banda a 1556 cm correspondiente al estiramientos simétricos de los

enlaces N-C=0.
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Figura 7. Espectro de FT-IR del compuesto 7.
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De igual manera, el compuesto 7 fue caracterizado por espectrometria de masas
FAB* (Figura 8). En el espectro se observa el ion molecular [M]* con una relacién

masa/carga de 740 correspondiente al peso molecular del compuesto.
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Figura 8. Espectro de masas FAB™* del compuesto 7.

Para poder corroborar la asignacion de los hidrégenos en cada una de las
posiciones de la estructura el compuesto 7 fue caracterizado por resonancia magnética
nuclear en dos dimensiones HSQC H 13C en el espectro (Figura 9) se puede observar
la correlacién entre los hidrégenos de cada grupo con los carbonos correspondientes de

la estructura.
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Figura 9. RMN 2D HSQC *H 13C del compuesto 7.

De los datos de resonancia magnética nuclear de 'H, 13C RMN enl1Dy 2D, asi como por
espectrometria de masas se puede afirmar que se obtuvieron los dendrones de primera
y segunda generacion tipo PAMAM partiendo de la propargilamina con rendimientos
mayores al 90%. Ademas, se afirma que ninguno de los dendrones tiene algun defecto
en su estructura, esto debido al método de crecimiento usado en el que se necesitan

grandes excesos de reactivos para asegurar la sustitucion completa de los sitios activos.

Una vez obtenidos los dendrimeros de primera y segunda generacién se procedié a

realizar la sintesis de los dendrones tipo PAMAM a patrtir de la etanolamina.
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1.5. Sintesis del dendrén GO0.5 de etanolamina 9 (Reaccién de Adicién de
Michael)

El compuesto 9 fue obtenido mediante una reaccién de adicién de Michael, en la
cual la etanolamina 8 y el acrilato de metilo 2 se disolvieron en metanol bajo atmosfera

de nitrdgeno con agitacion constante por 3 dias. (Esquema 7).

o
2_o0
/\"/ ~ 0/
MO~ nH = > HO™ \_~N
2 MeOH, N,, 3d, T.A.
8 97% o 0\
(o)

Esquema 7. Sintesis del dendrén GO0.5 de etanolamina 9.

Inicialmente, el compuesto 9 fue caracterizado por RMN de 3C (figura 10), en
donde se observa: una sefal a 176.0 ppm correspondiente al carbono del carbonilo tipo
éster (5); una sefial a 59.1 ppm correspondiente al CHz unido al OH (1); una sefial a 55.9
ppm correspondiente al CHz unido a nitrogeno (2); una sefial a 51.83 correspondiente a
los O-metilos de los ésteres terminales (6); una sefial a 49.2 ppm correspondiente a los

CH2 unidos a nitrégeno (3); una sefal a 32.6 ppm correspondiente a los CH2 unidos a
carbonilo (4).
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Figura 10. Espectro de RMN de 3C del compuesto 9.

Finalmente, el compuesto 9 fue caracterizado por espectrometria de masas de
impacto electrénico (IE) (Figura 11). En el espectro se observa el ibn molecular [M]* con

una relacion masa/carga de 233 correspondiente al peso molecular del compuesto 9.
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Figura 11. Espectro de masas de IE del compuesto 9.
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1.6. Sintesis del dendrén G1.0 de etanolamina 10 (Reaccion de Amindlisis)

El compuesto 10 fue obtenido mediante una reaccion de amindlisis entre el
dendron GO0.5 de propargilamina 9 y etilendiamina 4. Ambos fueron disueltos en

metanol bajo atmosfera de nitrdgeno con agitacion constante por 3 dias (Esquema

8).
/\>\0/ ! P}\H/\/NHZ
HZN\/\NHZ

o)
—_— HO™ N\ N
o MeOH, N,, 3d, T.A. H
9 \ 95% N\/\NH2
o)

Esquema 8. Sintesis del dendron G1.0 de etanolamina 10.

HO/\/N

Inicialmente, el compuesto 10 fue caracterizado por RMN de *H (Figura 12), en
donde se observa: un triplete a 7.79 ppm con constante de acoplamiento J= 5.4 Hz
correspondiente a los protones de amida (7); un triplete a 3.61 ppm con constante de
acoplamiento J= 4.8 Hz correspondiente al CH2 unido al OH (2); un cuadruplete a 3.27
ppm con constante de acoplamiento J= 5.6 Hz correspondiente a los CH2 unidos a amida
(8); un triplete a 2.81 ppm con constante de acoplamiento J= 6.1 Hz correspondiente a
los CH2unidos a carbonilo; un triplete a 2.75 ppm con constante de acoplamiento J=6.15
Hz correspondiente a los CH2 unidos a nitrogeno (4); un singulete a 2.62 ppm
correspondiente a las aminas terminales (10); un triplete a 2.56 ppm con constante de
acoplamiento J= 4.8 Hz correspondiente a los CH2 unidos a nitrogeno (3) y un triplete a
2.38 ppm con constante de acoplamiento J= 5.6 Hz correspondiente a los CHz unidos a
amida (9).
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H del compuesto 10.

Finalmente, el compuesto 10 fue caracterizado por espectrometria de masas de
impacto electrénico (IE) (Figura 13). En el espectro se observa el ibn molecular [M+1]*
con una relacion masa/carga de 290 correspondiente al peso molecular del compuesto

més un hidrégeno 10.
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Figura 13. Espectro de masas de IE del compuesto 10
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Una vez obtenido y purificado el dendrén de generacion 1.0 se procedi6 a realizar la

sintesis del dendron de generacion 1.5

1.7. Sintesis del dendrén G1.5 de etilendiamina 11 (Reacciéon de adicion de
Michael).

El compuesto 11 fue obtenido mediante una reaccién de adicion de Michael, en la
cual el dendrén G1.0 10y el acrilato de metilo 2 se disolvieron en metanol bajo atmosfera

de nitrégeno con agitacion constante por 3.5 dias. (Esquema 9).

Esquema 9. Sintesis del dendrén G1.5 de etanolamina 11.

Inicialmente, el compuesto 9 fue caracterizado por RMN de 3C (Figura 14), en
donde se observa: una sefal a 173.9 ppm correspondiente al carbono del carbonilo de
éster (5); una sefal a 173.3 ppm correspondiente al carbono del carbonilo de amida (10);
una sefal a 59.3 ppm correspondiente al CH2 unido al OH (1); una sefal a 55.9 ppm
correspondiente al CHz unido a nitrégeno (2); una sefial a 52.9 ppm correspondiente a
los CH2 unidos a la amida (6); una sefial a 51.7 ppm correspondiente a los CHs de los
esteres terminales (11); una sefial a 49.7 ppm correspondiente a los CH2 unidos a
nitrégeno (3); una sefal a 49.3 ppm correspondiente a los CH2 unidos a nitrogeno (7);
una sefal a 37.2 ppm correspondiente a los CHz unidos a nitrégeno (8); una sefial a 33.9
ppm correspondiente a los CH2 unidos a carbonilo (9); una sefial a 32.6 ppm

correspondiente a los CHz unidos a carbonilo (4).
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Figura 14. Espectro de RMN de 3C del compuesto 11.

Finalmente, el compuesto 11 fue caracterizado por espectrometria de masas de
impacto electrénico (IE) (Figura 15). En el espectro se observa el ibn molecular [M+1]*
con una relacion masa/carga de 634 correspondiente al peso molecular del compuesto

mas un hidrégeno 11. N/
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Figura 15. Espectro de masas de IE del compuesto 11.
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Una vez obtenido y purificado el dendrén de generacion 1.5 se procedi6 a realizar la

sintesis del dendron de generacion 2.0.

1.8. Sintesis del dendron G2.0 de etanolamina 12 (Reaccion de amindlisis).

El compuesto 12 fue obtenido mediante 4 reacciones de amindlisis entre el
dendron G1.5 de etanolamina 11 y etilendiamina. Ambos fueron disueltos en metanol

bajo atmdsfera de nitrégeno con agitacion constante por 3.5 dias (Esquema 10).

4
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HO/\/N (o) 2 \/\NHz HO/\/N

X NH,
H /\)\\o/ MeOH, Ny, 3.5d, T.A. H /\)\‘ N~
N 999, ~NN

Esquema 10. Sintesis del dendron G2.0 de etanolamina 12.

El compuesto 12 fue caracterizado por RMN de *H (Figura 16) en donde se observa: una
sefal ancha a 3.64 ppm correspondiente a los CH2 unidos a OH (1), una sefal ancha a
3.29 ppm correspondiente a los CH2 unidos a nitrégeno (7), una sefial ancha a 3.25 ppm
correspondiente a los CH2 unidos a aminas primarias (12), una sefial ancha a 2.85 ppm
correspondiente a los CH2 unidos a nitrogeno (3), una sefial ancha a 2.79 ppm
correspondiente a los CHz unidos a nitrégeno (8), una sefial ancha a 2.72 ppm
correspondiente a los CH2 unidos a NH de amida (11), una sefial ancha a 2.62 ppm
correspondiente al CHz unido a nitrégeno (2), una sefial ancha a 2.58 ppm
correspondiente a los CH2 unidos a carbonilo (4), una sefal ancha a 2.37 ppm

correspondiente a los CHz unidos a carbonilo (9) y a NH de amida (6).
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H del compuesto 12.

Posteriormente se caracterizé por espectroscopia infrarroja (FTIR) (Figura 17),
en donde se observa: una banda ancha a 3383 y 3300 cm™! correspondientes a las
vibraciones de: hidrégenos de amidas, hidrogenos de aminas y al OH terminal; dos
bandas a 2944 y 2870 cm que corresponden a las vibraciones de los CH2; una banda
a 1639 correspondiente a la vibracion de los carbonilos de amida y una banda a 1562

cm? correspondiente a los estiramientos simétricos de los enlaces N-C=0.
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Figura 17. Espectro de FT-IR del compuesto 12.

Finalmente, el compuesto 12 fue caracterizado por espectrometria de masas FAB*
(Figura 18). En el espectro se observa el ibn molecular [M]* con una relacion masa/carga

de 746 correspondiente al peso molecular del compuesto 12.
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Figura 18. Espectro de masas FAB* del compuesto 12.

De los datos de resonancia magnética nuclear de 'H, *3C RMN, asi como por
espectrometria de masas se puede afirmar que se obtuvieron los dendrones de primera
y segunda generacion tipo PAMAM partiendo de la etanolamina con rendimientos
mayores al 90%. De igual manera que con los dendrones provenientes de la
propargilamina, en el caso de los de etanolamina es afirmable que ninguno de los
dendrones tiene algun defecto en su estructura, esto debido al método de crecimiento
usado en el que se necesitan grandes excesos de reactivos para asegurar la sustitucion

completa de los sitios activos.
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Una vez obtenidos y caracterizados por las técnicas espectroscépicas los
dendrones de primera y segunda generacion a partir de la propargilamina y de la

etanolamina se procedio a realizar el acoplamiento del farmaco (Naproxeno).
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2. Sintesis de los conjugados dendriméricos con Naproxeno

Los Antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) ademas de su uso como
antiinflamatorios, antipiréticos y analgésicos, en afos recientes se ha desarrollado su
usO como agentes quimiopreventivos y en quimioterapia contra el cancer. La idea de
prevenir o tratar el cancer se inicia en los afos 70’s con Michael Sporn; dichos
compuestos deben prevenir la ocurrencia de lesiones preneoplasicas o, retrasar o revertir
la progresién metastatica. Con el objetivo de tratar algun tipo de cancer en los ultimos
afios se han empleado conjugados dendriméricos con farmacos antiinflamatorios
nosotros sintetizaremos conjugados dendriméricos con naproxeno en su estructura para

lo cual iniciamos con la extraccion del naproxeno.

2.1. Extraccion del Naproxeno 13

Se hizo la extraccién del Naproxeno de tabletas comerciales (Farmacias del
ahorro) de 500 mg. Las tabletas fueron trituradas y se hizo una extraccion liquido-sélido

usando metanol. Se filtré y evaporo6 el metanol obteniéndose el Naproxeno libre.

Inicialmente, el naproxeno 13 extraido fue caracterizado por RMN de *H (Figura
19), en donde se observa: a 7.69 ppm un multiplete correspondiente a protones
aromaticos (13, 7 y 5); a 7.40 ppm un doble de dobles con constantes de acoplamiento
J=8.55Hz y J=1.84 Hz correspondiente a un protén aromatico (6); a 7.18 ppm un doblete
con constante de acoplamiento J= 2.54 Hz correspondiente a un proton aromatico (9); a
7.10 ppm un doble de dobles con constantes de acoplamiento J=8.97 Hz y J= 2.54 Hz
correspondiente a un protén aromatico (12); un singulete a 3.87 ppm correspondiente al
O-CHs (11); a 3.83 ppm un cuadruplete con constante de acoplamiento J= 7.14 Hz
correspondiente al CH quiral (3); a 1.52 ppm un doblete con constante de acoplamiento
J=7.15 Hz correspondiente al CHs (2).
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Figura 19. Espectro de RMN H del compuesto 13.

De igual manera, el naproxeno 13 fue caracterizado por RMN de 13C (Figura 20),
en donde se observa: una sefial a 178.5 ppm del carbono del carbonilo de acido (1); en
la region de los aromaticos una sefal a 159.1 ppm correspondiente al carbono base
oxigeno aromético (10); tres sefiales correspondientes a los carbonos de unién a 137.5
ppm Aripso (4),135.1 ppm Aripso (8) y @ 130.3 ppm Aripso (14). Para los carbonos con
hidrogenos se observaron 130.16 ppm una sefial para el carbono (13), tres sefiales a
128.12,127.19y 126.8 ppm para los carbonos en las posiciones (6,7,5) respectivamente.
Sefales de igual intensidad se observaron a 119.8 y 106.6 pp para los carbonos (12 y 9)
respectivamente. Ademas, una sefal a 55.6 ppm correspondiente al O-CHs (11); una
seflal a 46.5 ppm asignada al CH del estereocentro (3) y una seflal a 19.3 ppm

correspondiente al CHs (2).
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Figura 20. Espectro de RMN *3C del compuesto 13.

Se sabe que comercialmente el naproxeno se vende como el estereoisémero S
de manera pura. Con los espectros de RMN se afirma que sélo se tiene dicho isémero
ya que los espectros no muestran multiplicidad andmala o excesiva en las sefales. De

tener mezcla de estereoisémeros, deberian observarse todas las senales dobleteadas.
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2.2. Formacion de cloruro de acido del naproxeno 14 (Reaccion de formacion

del cloruro de acido)

El cloruro del naproxeno 14 se obtuvo por medio de una reaccion de cloracion
entre el naproxeno acido y cloruro de tionilo en diclorometano en agitacion constante por

3 horas (Esquema 11).

_soc,

CH2C12, 3h, Ref.
99%

Esgquema 11. Reaccion de formacion del cloruro de acido del naproxeno 14.

Inicialmente, el compuesto 14 fue caracterizado por RMN de 'H y *3C en donde
se observan desplazamientos de sefales caracteristicas que indican la transformacion

de acido en cloruro de acido.

e En RMN !H se observa el desplazamiento del cuadruplete del CH quiral de 3.87
ppm a 4.24 ppm; también, se observa un ligero desplazamiento del doblete del
CHs de 1.59 ppm a 1.67 ppm Esto debido al diferente ambiente magnético

generado por la presencia del cloro (Figura 21).

e En RMN 3C se observa el desplazamiento de la sefial del carbonilo de 179.8 ppm
a 175.7 ppm; se observa el desplazamiento de la sefial del CH quiral de 45.1 ppm
a 57.4 ppm y se observa el desplazamiento de la sefal del CHs de 18.1 ppm a
18.7 ppm (Figura 22).
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Figura 21. Espectro de RMN *H del compuesto 14.
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Figura 22. Espectro de RMN *3C del compuesto 14.
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Con base en las sefiales de los espectros de 'H y 13C tanto del naproxeno acido como el
cloruro del naproxeno, especificamente el desplazamiento del cuadruplete del metino de
3.87 a 4.24 ppm, se confirmé la formacion del cloruro de &cido; ademas, que la

estereoquimica del farmaco se mantuvo (estereoisémero S).

2.2.1. Mecanismo de reaccion de formacién de cloruro de acido

El mecanismo de reaccion de la cloracion inicia con el ataque nucleofilico del acido
al azufre del cloruro de tionilo dando como resultado la formacion de un clorosulfito de
acilo protonado y la salida de un cloruro. Posteriormente se da el ataque nucleofilico del
cloruro al carbonilo del &cido -carboxilico para formar el cloruro de acilo

correspondientedxido de azufre y cloruro de hidrogeno. (Esquema 12).

H
@/ @o/ cl
‘0 0 ) I
L. cl | (o I =0
S—=0: —m— R ~0—S=-Q: ———>»
R t (o} (W . (| /=)
| (o Cl
H P
)
/HA\
:0: Cl
[~ ST
SO,+HCl + )I\ R ._0/
R Cl Cl
Esquema 12. Mecanismo de reaccién para formacion del cloruro del naproxeno
14.

Con base en el andlisis de los espectros de RMN de 'H, 13C se puede concluir que

se realizé la formacion del cloruro del naproxeno con buenos rendimientos.

Una vez realizada la formacién del cloruro de acido del naproxeno y de los
dendrones de primera y segunda generacion con la propargilamina y la etanolamina es

gue nos propusimos obtener los conjugados.
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2.3. Sintesis del conjugado dendrimérico G1.0 de propargilamina con

naproxeno 15 (formacion de amida)

El compuesto 15 fue obtenido mediante una reaccion de formacion de amida entre
el cloruro de &cido del naproxeno 14 y las aminas terminales del dendron G1.0 de
propargilamina 5. Primero el dendron fue disuelto en DMF junto con trietilamina y
posteriormente se adicion6 el cloruro del acido, dejandose la reaccién en agitacion

constante por 16 horas (Esquema 13).

A N NHz 1 14 Q OO ~
\\\/N/\}H/\/ CIo, \\\//\»—N/\—‘NH

“ Et;N, DMF, 16h, T.A.
5 N NH, 99% \’>— \/—NH

° OO

Esquema 13. Sintesis del conjugado dendrimérico G1.0 de propargilamina con
naproxeno. 15

Inicialmente, el conjugado dendrimérico 15 fue caracterizado por RMN de 'H
(Figura 23), en donde se observa: a 7.68 ppm un multiplete correspondiente a protones
aromaticos y protones de amida; a 7.40 ppm un doble de dobles con constantes de
acoplamiento J= 8.49 Hz y J= 1.75 Hz correspondiente a un protéon aromatico ; a 7.15
ppm un doblete con constante de acoplamiento J= 2.30 Hz correspondiente a un proton
aromatico; a 7.08 ppm un doble de dobles con constantes de acoplamiento J=8.98 Hz y
J= 2.50 Hz correspondiente a un proton aromatico; un singulete a 3.85 ppm
correspondiente al O-CHs (12); a 3.73 ppm un cuadruplete con constante de
acoplamiento J=7.06 Hz correspondiente al CH del estereocisomero (10); a 3.28 ppm una
sefial ancha correspondiente al CH2 unido a alquino (3); a 3.25 ppm un multiplete
correspondiente a los CH2 unidos a amida (7 y 8); a 2.62 ppm un multiplete
correspondiente a los CH2 unidos a nitrogeno y al CH del alquino terminal (4 y 1); a 2.17

ppm un triplete con constante de acoplamiento J= 6.51 Hz correspondiente a los CH:2
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unidos a carbonilo (5) y, a 1.49 ppm un doblete con constante de acoplamiento J= 7.10
Hz correspondiente al CH3 (10).

(o]

12

LA I

91
13.971
@ 16.05=

2 68 64 60 56 52 48 4.4 4. 2 28 24 20 1.6 1.2
ppm

Figura 23. Espectro de RMN H del compuesto 15.

Finalmente, el compuesto 15 fue caracterizado por espectrometria de masas FAB*
(Figura 24). En el espectro se observa el ion molecular [M]* con una relacion masa/carga

de 708 correspondiente al peso molecular del compuesto.
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Figura 24. Espectro de masas FAB* del compuesto 15.
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2.3.1. Mecanismo de reaccién de formacion de amida

El mecanismo de reaccion de la formacion de la amida inicia con el ataque nucleofilico
de una de las aminas terminales del dendron al carbonilo del cloruro de acido del
naproxeno para formar el intermediario tetraédrico. El par de electrones regresa para
sacar al cloruro y dejar formada la amida. Finalmente, la trietilamina funciona como
base para abstraer el proton de la amina cuaternaria del dendron y formar una sal

cuaternaria de amonio (Esquema 14).
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Esquema 14. Mecanismo de reaccion para la formacion de la amida en el conjugado
dendrimérico 15.
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2.4. Sintesis del conjugado dendrimérico G2.0 de propargilamina con

naproxeno 16 (formacion de amida)

El compuesto 16 fue obtenido mediante una reaccion de formacion de amida entre
el cloruro de &cido del naproxeno 14 y las aminas terminales del dendron G2.0 de
propargilamina 7. Primero el dendron fue disuelto en DMF junto con trietilamina y
posteriormente se adicion6 el cloruro del acido, dejandose la reaccién en agitacion
constante por 16 horas (Esquema 15).

Cl I Et;N, DMF, 16h, T.A.
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Esquema 15. Sintesis del conjugado dendrimérico G2.0 de propargilamina con

naproxeno 16.

Inicialmente, el compuesto 16 fue caracterizado por espectroscopia infrarroja
(FTIR) (Figura 25), en donde se observa: una banda ancha a 3280 cm* correspondientes

a las vibraciones de: alquino terminal, hidrégenos de amidas; una banda a 3368 cm™
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correspondiente a la vibracion de enlaces saturados; cuatro bandas a (2970 y 2935) y
(2877 y 2851) cm™* que corresponden a las vibraciones de los CHz2y CHz3; una banda a
1639 correspondiente a la vibracién de los carbonilos de amida con el farmaco; una
banda a 1606 correspondiente a las amidas internas del dendrén y una banda a 1562

cm! correspondiente al estiramientos simétricos de los enlaces N-C=0.
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Figura 25. Espectro de FT-IR del compuesto 16.
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El conjugado de segunda generacion también fue caracterizado por RMN en dos
dimensiones en la Figura 26 se presenta el espectro 2D HSQC de 'H y 3C solo en un
area seleccionada, en donde se puede observar la correlacion entre los grupos CHs, O-
CHs y CH del naproxeno con su carbono (en rojo) y la correlacion entre los grupos CH2
de los brazos dendriticos unidos a amidas y a carboxilos (en azul).
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Figura 26. 2D HSQC RMN de 'H y 3C del conjugado 16.

Finalmente, el compuesto 16 fue caracterizado por espectrometria de masas MALDI-
TOF (Figura 27). En el espectro se observa el ion molecular [M]* con una relacion

masa/carga de 1589.60 correspondiente al peso molecular del compuesto.
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Figura 27. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 16.

Con base a los resultados obtenidos por RMN en 1D y 2D, FTIR y espectrometria
de masas se puede concluir que se obtuvieron los conjugados dendriméricos de primera
y segunda generacion a partir de la propargilamina con 2 y 4 moléculas de naproxeno en
la periferia en buenos rendimientos. Sin embargo, el conjugado dendrimérico de primera
generacion se obtuvo en mejores rendimientos que la segunda. Esto debido a que en la
primera generacion solo se tienen dos sitios de acoplamiento mientras que en la segunda
generacion se tienen cuatro; de tal forma que, a mayor niumero de sitios activos, se
dificulta la el acoplamiento completo en la molécula dando como resultado posibles

productos incompletos.
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2.5. Sintesis del conjugado dendrimérico G1.0 de etanolamina con naproxeno

17 (formacion de amida y éster)

El compuesto 17 fue obtenido mediante una reaccion de formacion de amida entre
el cloruro de &cido del naproxeno 14 y las aminas terminales del dendrén G1.0 de
etanolamina 10. Primero el dendréon fue disuelto en DMF junto con trietilamina y
posteriormente se adicion6 el cloruro del acido, dejandose la reaccién en agitacion

constante por 16 horas (Esquema 16).

10 N\/\NH2
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Esquema 16. Sintesis del conjugado dendrimérico G1.0 de etanolamina con naproxeno
17.

Inicialmente, el compuesto 17 fue caracterizado por RMN de 3C (Figura 28), en
donde se observa: una sefial a 177.10 ppm correspondiente al carbono del carbonilo de
éster (8’); una sefal a 175.57 ppm correspondiente al carbono del carbonilo de amida
con el farmaco (8); una sefial a 175.49 ppm correspondiente al carbono del carbonilo de
amida del dendrén (5); un grupo de sefales pares correspondientes a los carbonos de
los anillos aromaticos: (157.35y 157.53), (136.89 y 136.69), 135.84, (133.70 y 133.65),
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(129.26, 129.22), (128.85 y 128.81), (127.11 y 127.00), (126.36 y 126.18), (126.01 y
125.92), (118.99 y 118.93) y 105.58 ppm; una sefial a 56.92 ppm correspondiente al O-
CHz2 (1); un par sefales (55.31 y 55.28) ppm correspondientes a los O-CHs de naproxeno
(11 y 11’); una senal a 50.18 ppm correspondiente al N-CHz (2); una sefal a 46.29 ppm
correspondiente a los CH2 unidos a amidas (5 y 6); un par de sefales (45.89 y 48.89)
ppm correspondiente a los CH de naproxeno (9 y 9’); una sefal a 39.73 ppm
correspondiente a los CH2z unidos a nitrogeno (3); una sefial a 38.99 ppm correspondiente
a los CHz unidos a carbonilo (4) y un par de sefiales (18.47 y 18.47) ppm correspondiente

a los CHs de naproxeno (10y 10’).

Como se puede observar en el espectro de RMN de °C la presencia de 3
moléculas de naproxeno en la estructura no simétricos, las sefales del naproxeno dan
por pares y es porque de un lado el naproxeno esta unido con enlace tipo amida y del
otro lado con un enlace tipo éster por lo que existe una ligera diferencia haciendo que las

sefales resulten como pares en vez de sefiales Unicas.
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Figura 28. Espectro de RMN *3C del compuesto 17.
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También, el compuesto 17 fue caracterizado por espectrometria de masas MALDI-
TOF (Figura 29). En el espectro se observa el ion molecular [M-2]* con una relacion

masa/carga de 926.47 correspondiente al peso molecular del compuesto menos dos
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Figura 29. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 17.

Se obtuvo el conjugado de primera generacion con tres moléculas de naproxeno
en su estructura, observandose que RMN de H y 13C que las sefales caracteristicas del
naproxeno aparecen por pares. Ademas, se observé que la reaccion de amidacion y de
eterificacion ocurren al mismo tiempo cuando se usa un cloruro de acido con DMF y

trietilamina como disolventes.

Una vez realizada la sintesis del conjugado de primera generacién con la
etanolamina PAMAM es que nos propusimos obtener el conjugado de segunda

generacion.
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2.6. Sintesis del conjugado dendrimérico G2.0 de etanolamina con naproxeno

18 (formacion de amida y éster)

El compuesto 18 fue obtenido mediante una reaccion de formacion de amida entre
el cloruro de acido del naproxeno 14 y las aminas terminales del dendrén G2.0 de
etanolamina 12. Primero el dendrén fue disuelto en DMF junto con trietilamina y
posteriormente se adiciond el cloruro del &cido, dejandose la reaccion en agitacion

constante por 18 horas (Esquema 17).
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Esquema 17. Sintesis del conjugado dendrimérico G2.0 de etanolamina con naproxeno
18.
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Inicialmente, el compuesto 18 fue caracterizado por espectroscopia infrarroja
(FTIR) (Figura 30), en donde se observa: una banda ancha a 3285 cm
correspondientes a las vibraciones de: hidrogenos de amidas y al OH terminal; una
banda a 3065 cm correspondiente a la vibraciéon de enlaces saturados; tres bandas
a 2969, 2937 y 2842 cm! que corresponden a las vibraciones de los CHs y CHz; una
hombro a aproximadamente 1720 cm™ que corresponde a la vibracién del carbonilo
de éster; una banda a 1650 cm* correspondiente a la vibraciéon de los carbonilos de
amida con naproxeno; un hombro a 1607 cm™ que corresponde a la vibracién de los
carbonilos de amida internos del dendrén y una banda a 1562 cm-* correspondiente

al estiramientos simétricos de los enlaces N-C=0.
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Figura 30. Espectro de FT-IR del compuesto 18.
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Finalmente, el compuesto 18 fue caracterizado por espectrometria de masas
MALDI-TOF (Figura 31). En el espectro se observa el ion molecular [M+3]* con una
relacion masa/carga de 1810.82 correspondiente al peso molecular del compuesto mas

tres protones.
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Figura 31. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 18.

Con base a los resultados obtenidos por RMN en 1D, FTIR y espectrometria de
masas se puede concluir que se obtuvieron los conjugados dendriméricos de primera y
segunda generacion a partir de la etanolamina con 3 y 5 moléculas de naproxeno en la
periferia en buenos rendimientos. Sin embargo, de la misma manera que sucedi6 con los
conjugados derivado de la propargilamina, el conjugado dendrimérico de primera
generacion se obtuvo en mejores rendimientos que la segunda. También, esto debido a
gue en la primera generacion sdlo se tienen tres sitios de acoplamiento mientras que en
la segunda generacion se tienen cinco; de tal forma que, a mayor numero de sitios
activos, se dificulta la el acoplamiento completo en la molécula dando como resultado

posibles productos incompletos.
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Finalmente, se confirma la formacion de tanto los enlaces amida como el enlace
éster cuando se acopla el farmaco. Esto debido a que el los cloruros de acido reaccionan
inespecificamente tanto con aminas como con alcoholes. Aun asi, se necesitd usar un
pequefio exceso de cloruro de acilo para evitar competencia entre las aminas y el alcohol

y evitar defectos en los conjugados dendriméricos.

Una vez obtenidos y caracterizados los 4 conjugados dendriméricos con
naproxeno se procedié a hacer pruebas de actividad biol6gica para determinar si son

candidatos para su utilizacion como anticancerigenos.
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3.1. Pruebas de actividad biolégica de los conjugados dendriméricos

Desde finales del siglo pasado se han encontrado aplicaciones al naproxeno
ademas de las conocidas como antiinflamatorio y como antipirético. Una de ellas es su
utilizacién en terapia anticancerigena y, de manera mas reciente, el uso sinérgico del

naproxeno con dendrimeros de varios tipos.

Algunos ejemplos del uso de dendrimeros con naproxeno son: dendrimeros
micelares 7°, dendrimeros PAMAM con JEFFAMINE T-30008° y dendrimeros mixtos83 84,
En todos estos desarrollos de conjugados dendriméricos se ha observado que la
actividad anticancerigena aumenta sustancialmente con respecto al uso del naproxeno

en su forma libre.

Con base en esta informacion se decidié hacer pruebas de actividad biologica de
los conjugados dendriméricos sintetizados.

3.1.1. Ensayos de citotoxicidad en células cancerigenas humanas

Los conjugados dendriméricos 15-18 (Figuras 32 y 33) fueron probados en un
estudio de citotoxicidad en lineas celulares cancerigenas humanas a una concentracion

de: 10 uM (Screening primario) usando como vehiculo DMSO (Tabla 1).

Figura 32. Estructuras de los compuestos 15y 16.
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Figura 33. Estructuras de los compuestos 17 y 18.

Tabla 1. Inhibicién de crecimiento (%) en lineas celulares cancerosas humanas de los
compuestos 15, 16, 17 y 18 a una concentracion de 10 uM.

Linea celular/ inhibicién del crecimiento (%)

Compuesto U251 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COSs7
17 NC NC NC NC
18 NC NC NC NC NC

16 NC L e 1.90
Naproxeno NC 1.76 0.23 2.43 NC NC

cis-platino 87.49 79.15 32.42 32.42 82.35 49.39

U251 (Glia de sistema nervioso central), K562 (Leucemia), HCT-15 (Colon), MCF-7 (Mama),
SKLU (Pulmén). COS-7 (Linea celular de rifion de mono; no cancerosa). NC: no citotoxica

Con base en los resultados obtenidos del screening primario a 10 uM se observa
gue los conjugados dendriméricos tienen actividad sdlo contra tres tipos de cancer de los

5 probados. En el caso de los conjugados derivados de la propargilamina, se observa
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actividad contra leucemia, cancer de colon y cancer de mama. En caso de los conjugados

derivados de etanolamina se observa que su actividad es selectiva contra leucemia.

De los conjugados derivados de la propargilamina, para las tres lineas celulares
donde se vio actividad, se observa que él % de inhibicion aumenta con respecto al
aumento de la generacion de los conjugados; esto, debido a que la segunda generacion
tiene 4 moléculas de naproxeno en su estructura mientras que la primera generacion
solo tiene 2 moléculas de naproxeno. La mayor diferencia de actividad entre primera y
segunda generacion se observa contra el cancer de mama; sin embargo, la mayor

actividad la tiene la segunda generacién contra leucemia.

Comparando las actividades de los conjugados con respecto a la actividad del cis-
platino (farmaco de referencia) se observa que la actividad de los conjugados no es tan
alta. Por otro lado, la actividad de conjugados con respecto al naproxeno en su forma
libre aumenta de manera considerable, como en el caso de la segunda generacion contra
cancer de colon que la actividad es casi 80 veces mayor. Cabe destacar que a pesar de
gue la actividad anticancerigena de los conjugados no es mayor que la del cis-platino, la
citotoxicidad en células sanas de los conjugados es muchisimo menor que la del cis-
platino, pues para la segunda generacion solo se observa 1.9% de inhibicién y la primera

generacion no muestra citotoxicidad.

Continuando, para los conjugados derivados de la etanolamina, se observa la alta
selectividad de los compuestos contra la leucemia; de igual forma que los compuestos
15y 16, se observa que la actividad anticancerigena aumenta con respecto al aumento
de la generacion lo cual se debe al aumento de moléculas de naproxeno presentes en la
molécula; pasando de 3 a 5 moléculas entre primera y segunda generaciéon. En este caso
se observa un aumento de actividad del casi 10% entre la primera y la segunda
generacion. Ademas, se observa que los conjugados de etanolamina tiene mayor
actividad que los de propargilamina, esto debido a mayor cantidad de moléculas de

naproxeno.

Con respecto al cis-platino, al igual que con los derivados de la propargilamina, el
cis-platino tiene una mayor actividad contra leucemia que los conjugados; sin embargo,

la actividad con respecto al naproxeno libre si es considerablemente alta (15 y 34 veces
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para primera y segunda generacion respectivamente); ademas, ninguno de estos
conjugados presenta citotoxicidad en células sanas.

La concentracion de 10 uM fue la elegida con base en estudios previos de
dendrones con actividad anticanrerigena®-%. Posteriormente se decidié hacer otro

screening a 25 uM para ver como aumentaba la actividad anticancerigena (Tabla 2).

Tabla 2. Inhibicion de crecimiento (%) en lineas celulares cancerosas humanas de los
compuestos 15, 16, 17 y 18 a una concentracion de 25 uM.
Linea celular/ inhibicién del crecimiento

(%)
Compuesto K562 HCT-15 MCF-7

17 48.37 NC NC
18 47.68 NC NC
15 44.30 16.70 38.80
16 49.76 15.80 27.70

K562 (Leucemia), HCT-15 (Colon), MCF-7 (Mama). NC: no citotoxica

De los datos obtenidos del screening a 25 uM se observa un aumento en la
actividad de los conjugados. El aumento mas pequefio se dio entre los conjugados de
propargilamina contra cancer de colon; mientras que, los aumentos mas grandes se
dieron contra cancer de mama y leucemia. En el caso de los conjugados de etanolamina
también se observa aumento de actividad con respecto al aumento de concentracion de

los compuestos.

Se debe destacar que para todos los conjugados, a excepcion de 15y 16 contra
leucemia, la primera generacién resulté ser mas activa que la segunda; un
comportamiento contrario al observado en el screening a 10 uM. Este tipo de
comportamiento es tipico en dendrimeros de altas generaciones® y, en este caso
particular puede deberse a que el tamafio de la molécula es tan grande que a mayores

concentraciones mas que ayudar, sea perjudicial para la actividad anticancerigena.

Finalmente, ain de que las actividades son menores a las mostradas por el cis-
platino, debe destacarse su baja toxicidad en células sanas. Por lo que los conjugados

dendriméricos son excelentes candidatos para posible quimioterapia.
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Se sintetizaron los dendrones tipo PAMAM G1.0 y G2.0 partiendo de la
propargilamina en buenos rendimientos. La estructura de los dendrones se
confirmé a partir de los datos de resonancia magnética nuclear de *H, 3C en una

y en dos dimensiones, asi como por espectrometria de masas.

Se sintetizaron los dendrones tipo PAMAM G1.0 y G2.0 partiendo de la
etanolamina en buenos rendimientos muy similares a los de propargilamina. La
estructura de los dendrones, de igual manera, se confirmo a partir de los datos de

resonancia magnética nuclear de 'H, *3C, asi como por espectrometria de masas.

Se realiz6 la formacion del cloruro de acido del naproxeno y su estructura se
confirmé por RMN. Ademas, con base en las sefiales de los espectros de 1Hy 13C
tanto del naproxeno acido como el cloruro de &cido del naproxeno se confirmé

gue solo se tiene el estereoisémero S.

Se sintetizaron por primera vez los conjugados dendriméricos de primera y
segunda generacion entres los dendrones tipo PAMAM partiendo de la
propargilamina con el naproxeno con dos y cuatro moléculas de naproxeno en su
estructura observandose que los rendimientos fueron ligeramente menores en la
segunda generacion. La formacién de los conjugados se confirmé por RMN de *H

y 13C en una y dos dimensiones, asi como por espectrometria de masas.

Se sintetizaron por primera vez los conjugados dendriméricos G1.0 y G2.0 tipo
PAMAM de etanolamina con 3 y 5 moléculas de naproxeno; de igual manera se
observo gue el rendimiento disminuyo para la segunda generacion. La formacion
de los conjugados se confirmé por RMN de *H y *3C asi como por espectrometria
de masas. Ademas se observo que la reaccion de amidacion y de esterificacion
ocurren al mismo tiempo cuando se usa un cloruro de &cido con DMF y trietilamina
como disolventes, obteniéndose los conjugados con tres y cinco moléculas de

naproxeno en la periferia.
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Por RMN de !H y 3C de los conjugados a partir de la etanolamina, se observé
gue al no ser una estructura simétrica las sefiales caracteristicas del naproxeno
aparecen por pares.

Se hizo el estudio de actividad biolégica para los conjugados dendriméricos
observandose que los derivados de la propargilamina son activos contra leucemia,
cancer de color y cAncer de mama; mientras que los derivados de etanolamina
son especificos contra leucemia.

Ademas, se observo que a bajas concentraciones la actividad aumenta conforme
aumenta la generacion de los conjugados, pero a concentraciones mayores la

actividad puede verse disminuida por generaciones mayores.
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