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1. RESUMEN

El cancer es una enfermedad multifactorial resultado de la interaccion de factores
genéticos y externos (fisicos y quimicos), caracterizada por el crecimiento anormal de
células. Su tratamiento consiste en cirugia y radioterapia, recayendo siempre en el uso de
guimioterapéuticos, sin embargo, estos carecen de selectividad. Asi, el tratamiento se vuelve
agresivo dando como resultado dafio a nivel celular que se traduce en deterioros en tejidos
sanos. Uno de los anticancerigenos mas utilizados es la Doxorrubicina (Dox), que se emplea
practicamente en el tratamiento de todos los tipos de cancer como leucemia, cancer de
mama, estomago, pulmon, ovario, tiroides, entre otros. Una de las mayores desventajas del
uso de Dox es su cardiotoxicidad dosis-dependiente que provoca cardiomiopatias meses o

afos después de terminado el tratamiento.

En comparacion con las terapias convencionales, los sistemas de liberacion
controlada de farmacos (DDS, por sus siglas en inglés) permiten liberar selectivamente la
carga terapéutica en el blanco deseado. Dada la complejidad del microambiente que se
genera en un tejido o célula tumoral. Estas condiciones anormales se pueden explotar para
desencadenar reacciones que liberen el farmaco desde un sistema sensible a las mismas.
Dentro de los DDS basados en fendmenos de difusion, hinchazon, erosién etc. destacan los
DDS basados en afinidad (DDS-A). Estos utilizan interacciones supramoleculares para
controlar la carga y liberacién de una o mas cargas terapéuticas. Este tipo de DDS-A ofrecen
propiedades Unicas para adaptar la tasa de liberacion del farmaco a través de mecanismos
que dependen menos de las propiedades de la matriz polimérica i.e, tamafio de poro, tasa de
degradacion, temperatura y concentracion del polimero. Actualmente, se construyen DDS en
donde la palabra "drug" no solo abarca farmacos, sino también otros agentes terapéuticos
tales como factores de crecimiento, proteinas y acidos nucléicos, generando sistemas cada
vez mas complejos que al parecer carecen de reproducibilidad, ya que resulta practicamente
imposible disefiar un DDS-A capaz de entregarlo todo.

Bajo este contexto, el presente proyecto consiste en el disefio racional de cinco
sistemas poliméricos ensamblados con un profarmaco pH-sensible para la liberacion

intracelular de Dox, como parte de estos nuevos sistemas se selecciond a la B-ciclodextrina
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(BCD), ya que esta aprobada por la FDA para su uso como excipiente. Quimicamente es un
oligosacarido ciclico compuesto de siete unidades de glucosa, al no tener una forma
cilindrica perfecta su estructura tridimensional se presenta como un cono truncado con una
cavidad interna hidrofobica capaz de formar complejos de inclusion (CI) con moléculas de

diversa naturaleza.

Con base en esto, se sintetizaron y caracterizaron dos mono modificaciones de la
BCD, un dimero y un trimero de la misma. Por otra parte se realizd la modificacion quimica
de la superficie del dendrimero PAMAM-GO con cuatro unidades de BCD. Estas mono y multi
modificaciones se realizaron mediante quimica "Click", una poderosa herramienta en la
fabricacion de nuevos materiales. Utilizando esta estrategia sintética se lograron obtener
sistemas neutros que no interactian con el entorno biolégico y por lo tanto biocompatibles.
Una de las moléculas huésped mas utilizadas en sistemas de ensamblaje supramolecular es
el anillo de adamantano (Ad), ya que tiene gran afinidad por la cavidad de la BCD.
Aprovechando la alta afinidad del Ad, como carga terapéutica de los sistemas, se sintetizaron
tres profarmacos Ad-Dox mediante enlaces sensibles a pH acido (hidrazona, amida y éster).
El profarmaco con enlace hidrazona (Ad-h-Dox) mostré el mejor comportamiento in vitro, ya
gue permiti6é controlar la liberaciéon de la Dox soOlo de manera intracelular en células
tumorales, por lo que se seleccioné como carga terapéutica para el dendrimero PAMAM GO-
BCD y para el trimero de BCD.

Los CI PAMAM GO-BCD vy el trimero de BCD cargados con Ad-h-Dox se caracterizaron
en solucion por RMN 2D vy dispersion dinamica de la luz (DLS), ademas en estado solido por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA). Todos los
compuestos obtenidos y los Cl se probaron en lineas celulares carcinogénicas de mama
(MCF-7 y MDA-MB-231) y no carcinogénicas (VERO, LLCPK y NRK). Estos sistemas
construidos racionalmente, no sélo favorecen mayor carga de farmaco por una sola molécula
de acarreador, también liberan la Dox de manera controlada en el sitio de accion,
disminuyendo asi los efectos toxicos en células sanas. Estos sistemas de liberacion

controlada de Dox tienen potencial aplicacion en el tratamiento del cancer de mama.

e
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2. ANTECEDENTES
2.1 CANCER.

Bajo la denominacién de cancer se engloban, en realidad, distintas enfermedades
(aproximadamente 200) que varian en sus manifestaciones clinicas y en su respuesta a las
medidas terapéuticas, pero que comparten mecanismos desencadenantes comunes.! En
tanto que su nombre, cancer, se inspird en la observacién de los tumores de mama, que, al
crecer, toman la forma de un cangrejo, segun explica Galeno (131-203 d.C.) en su tratado
Definitiones Medicae.

El proceso por el cual se inicia la formacion de tumores o tumorigénesis no esta
totalmente esclarecido. Sin embargo, se sabe que la iniciacion del tumor es un proceso en el
que ceélulas normales adquieren una primer mutacién que las envia al indicio tumorogénico
proporcionando crecimiento y supervivencia, ya que desde el punto de vista evolutivo, esta
mutacion favorece el crecimiento de las células mutantes sobre sus vecinas.? En la mayoria
de los casos, una Unica mutacion es insuficiente y muchos tipos de cancer requieren por lo
menos cuatro o cinco mutaciones.®

Es también imperativo que cada mutacidn se transmita a la progenie, y el cancer surge
en células epiteliales (canceres intestinales y de la piel), mismas que se reproducen
rapidamente, las mutaciones oncogénicas afectan tanto a las células de larga vida y a las
células transitorias, como las células diferenciadas, que se eliminan rapidamente antes que
la proxima mutacion pueda atacar. Alternativamente, las mutaciones oncogénicas pueden
ocurrir dentro de las células epiteliales diferenciadas, tales como hepatocitos, que son
capaces de proliferar y éstas tienen suficiente duracion para permitir mutaciones posteriores
imparables.

Cuatro caracteristicas describen el comportamiento de las células cancerosas, en

comparaci()n consus contrapartes normales:

1) Clonalidad: en la mayoria de los casos, el cancer se origina de una sola célula

gue prolifera en copias de células malignas.

2) Autonomia: el crecimiento no es regulado correctamente por las influencias

bioquimicas y fisicas normales en el ambiente.

3) Anaplasia: desdiferenciacién celular.
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4) Metastasis: las células cancerosas desarrollan la capacidad para el

crecimiento y la difusion a otras partes del cuerpo (invasién a otros tejidos).

Hoy se sabe que el cancer es un fendbmeno que se lleva a cabo en dos tiempos, la
conversion y el desarrollo neoplasico(Figura 1), mismos que a su vez abarcan tres etapas:

iniciacion, promocion y progresion.

iy Promocidn Progresion
Exposicidén

Xenobioticos

* Defectos en la diferenciacién terminal
* Defectos en el control del crecimiento
* Resistencia a la citotoxicidad.

.E Destoxificacion Excresion
_E — Cambio Heterogeneidad
=} genético celular
(]
x
/A Inhibicién
2/|T  célulanormal celula Lesion Tumor 4
E | g mutada preneoplésica maligno Céancer
- |2
]
(=] k
Q2
% * Activacion de proto-oncogenes.
2 * Inactivacion de genes supresores.
a

Figura 1. Etapas de la carcinogénesis

2.2 CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea clasificada en subgrupos
moleculares con diferente pronéstico por su perfil de expresién genética.* Existen dos tipos
de cancer de mama; el que se produce en los conductos que estan encargados de
transportar la leche de la mama hacia el pezon, denominado cancer ductal infiltrante. Este
tipo de cancer suele ser el mas comun y del que mas casos se tienen registrados. En
segundo lugar, esta el cancer que se produce en los I6bulos, los cuales llevan a cabo la

produccién de leche y se denomina cancer lobulillar infiltrante.

2.2.1 Clasificacion molecular del cancer de mama

El cancer de mama es una compleja enfermedad que incluye distintas entidades

morfologicas, clinicas y moleculares. Dada la heterogeneidad del cancer de mama, la cual no
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puede ser explicada solo por pardmetros clinicos, anatdmicos y patoldgicos clasicos, como el
tamafio tumoral, la invasion ganglionar o el subtipo histolégico; se necesitan factores
pronosticos mas precisos para diferenciar a las pacientes segun el grupo de riesgo.

Utilizando técnicas de biologia molecular se han identificado series de carcinomas
mamarios y perfiles moleculares de cada tumor, proporcionando un perfil mas preciso de la
enfermedad. Hoy en dia se sabe que influye la presencia de receptores a estrégenos (ER),
receptores a progesterona (PR) y receptores del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER-2).
Esta clasificacion molecular, se agrupa en la Tabla 1 y es un factor poderoso para predecir
los diferentes tratamientos.>®

Tabla 1. Clasificacion del cAncer de mama en funcion de su perfil molecular

Receptores

, hormonales para indice de A

Subtipo estrogenos y AlEReZ proliferacion FONESIEe
progesterona
Luminal A ER y PR positivos Negativo Bajo (<14%) Bueno
Luminal B ER positivos y PR Negativo _/,baja Alto (>14%) Bueno
negativos expresion
HER-2 positivo ER y PR negativos Alta expresion Alto Malo

Triple negativo ER y PR negativos Negativo Alto El de peor
P 9 y 9 9 pronostico

2.3 TRATAMIENTO DEL CANCER

A menudo el tratamiento para el cancer abarca mas de un camino, ya que la estrategia
adoptada depende en gran medida de la naturaleza del cancer y de qué tan avanzado se
encuentre éste, asi como también del estado fisico del paciente. Todos los tratamientos
existentes estan abocados a matar o remover directamente a las células cancerosas, por
medio de la supresion de sefiales necesarias para la division celular o bien para estimular

sus defensas.

Partiendo de ese concepto, se sabe que los principales tratamientos siguen siendo la
cirugia, la radioterapia y la quimioterapia; por lo regular se ejecutan de manera afiadida y/o

combinada brindando asi un mayor beneficio terapéutico.
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2.3.1 Quimioterapia convencional

La quimioterapia se refiere al uso de moléculas pequefias como agentes citotéxicos
para destruir las células cancerosas. Como se ha mencionado, la principal caracteristica de
esta enfermedad, es la rapida proliferacion de los tejidos afectados, esta caracteristica juega
un rol importante en el tratamiento, dado que la mayoria de los agentes quimioterapéuticos
no basan su accién en mecanismos farmacologicos precisos, sino en provocar un fallo
general en el ciclo de divisién celular, implicando que no sélo se afecte a las células
cancerosas sino de igual modo al resto de la poblacion celular sana. Existen tejidos celulares
normales, que poseen esta caracteristica de gran proliferacion. Asi pues, casi todos los
agentes quimioterapéuticos disponibles en la actualidad tienen serios efectos colaterales.
Esto debido a que afectan directamente a las células normales de crecimiento rapido, por lo

que los efectos adversos graves limitan su uso.”®

2.4 TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA
2.4.1 Tumores con receptores hormonales para estrogenos y progesterona positivos

Este grupo de tumores comprende los tumores luminales; los cuales poseen un patrén
inmunofenotipico similar al componente epitelial luminal de la glandula mamaria. Expresan
citoqueratinas luminales, receptores de estrogeno y los genes asociados a su activacion
(LIV1 y CCND1).° Habitualmente son de bajo grado histolégico y tienen mutacién de p53 en
menos del 20%.Existen varios subtipos, sin embargo los mas considerados por su frecuencia
sonelLuminal A yB.

Subtipos luminales A y B: El luminal A tiene alta expresidn de genes relacionados con
el receptor de estrégenos y baja expresion de genes relacionados con la proliferacion celular
comparado con el luminal B. Los dos subtipos son de buen prondstico, aunque el B tiene
peor prondstico que el A. El luminal A se trata solo con hormonas, y el luminal B se trata con

quimioterapia y hormonas.®

2.4.2 Tumores con receptores hormonales para estrégenos y progesterona negativos

Subtipo HER-2: Se refiere a un gran grupo de tumores que son negativos a receptores
hormonales para estrogenos y progesterona. Estos se caracterizan por la sobreexpresion de

otros genes Yy tienen alta proporcion de mutaciones en p53. El tratamiento para este subtipo

At 6
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es quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos, también se trata con terapia monoclonal
de trastuzumab. Este subtipo representa un prondstico malo, pues su alto riesgo se origina

en una recaida temprana.>®

2.4.3 Subtipo triple negativo

También es llamado subtipo basal por su patron de expresion parecido al de las
células epiteliales basales y a las células mioepiteliales normales del tejido mamario, las
cuales no expresan receptores a estrégenos, progesterona, ni a HER-2; y por eso es
nombrado triple negativo. Este tipo de tumores tienen la tendencia a ser muy agresivos,
demuestran la mayor frecuencia de respuesta patoldégica completa, pero presentan un peor
pronostico. El tratamiento para este subtipo de cancer de mama es la quimioterapia;
particularmente se utiliza la terapia con antraciclinas dentro de las cuales la de primera

eleccion es la Doxorrubicina.*

2.5 DOXORRUBICINA

La doxorrubicina (Dox, Figura 2) es un metabolito secundario de la bacteria
Streptomyces peucetius var. Caesius, que pertenece a la familia de las antraciclinas.® Estas
son agentes antineoplasicos que se utilizan ampliamente en clinica a través de inyeccion
intravenosa contra una amplia gama de tipos de cancer tales como tumores sélidos,
leucemia, linfomas y cancer de mama.'® El uso exitoso de la Dox se ha visto obstaculizado
por la alta toxicidad causada por el rapido aumento de la concentracion plasmética inicial del
farmaco. Esta toxicidad incluye la supresiéon hematopoyética, nauseas, vOmitos,

extravasacion y alopecia, aunque el efecto secundario mas temido es la cardiotoxicidad.®

O OH O

NH,

Figura 2. Estructura quimica de la Dox
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El inicio de esta cardiotoxicidad puede retrasarse hasta 10 a 15 afios después de la
interrupcién del tratamiento quimioterapéutico.’’ Si bien la probabilidad de desarrollar
cardiomiopatia depende en gran medida de la dosis, la cardiotoxicidad puede ocurrir en dosis

bajas debido al aumento de la susceptibilidad individual.*?

Se sabe que la Dox se intercala entre los pares de bases, ademas se dirige a multiples
dianas moleculares para producir un rango de efectos citotdxicos generando lesiones
mediadas por Topo Il en el ADN nuclear que conducen a la apoptosis.*® Sin embargo, la Dox
también induce apoptosis y necrosis en tejidos sanos que causan toxicidad en el cerebro,
higado, rifidn y corazén. A lo largo de los afios, se han realizado muchos estudios para

disefar sistemas de liberacion de farmacos que eliminen estos efectos adversos.

2.6 EFECTO DE PERMEABILIDAD Y RETENCION AUMENTADA (EPR)

El efecto EPR fue reportado por primera vez por Matsumura y Maeda en 1986 y fue
validado por Maeda y col.*>!" Sus investigaciones demostraron que en la mayoria de los
tumores solidos para que las células crezcan rapida y descontroladamente, debe haber una
estimulacién de la angiogénesis, lo cual da lugar a una arquitectura defectuosa con
fenestraciones que van de los 10 a los 800 nm. Esta patofisiologia Unica, combinada con un
pobre drenaje linfatico se conoce como efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR
por sus siglas en inglés, enhanced permeability and retention effect). El efecto EPR
considera esta naturaleza anatomica-fisiopatoldégica Unica de los vasos sanguineos
tumorales para facilitar el transporte de macromoléculas a los tejidos tumorales. Las
macromoléculas de mas de 40kDa se filtran selectivamente a los vasos y se acumulan en los
tejidos tumorales. Por el contrario, el suministro de este tipo de moléculas impulsado por el
efecto EPR no se produce en tejidos normales.’®'° Este fenémeno Unico en los tumores
sélidos se ha convertido ahora en el "estdndar de oro" en el disefio de terapias
anticancerosas que utilizan agentes macromoleculares y hoy en dia es un paradigma cada
vez mas prometedor para el desarrollo de terapias mas eficaces para el tratamiento del

cancer.

2.7 TERAPIA MACROMOLECULAR

Como se describe en la seccion 2.3.1, los agentes quimioterapéuticos convencionales

siempre exhiben limitaciones inherentes, como la distribucion no especifica, la
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biodisponibilidad deficiente, la eliminacion rapida de la sangre y la solubilidad deficiente en
entornos fisiolégicos. El enfoque para abordar estos problemas se relaciona con la terapia
macromolecular, la cual se puede definir como un grupo de compuestos que se caracterizan
por su alto peso molecular. En primer lugar, estan las macromoléculas que cuentan con
actividad bioldgica per se, como proteinas o péptidos, en segundo lugar, se encuentran las
macromoléculas basadas en ADN y que pertenecen a la terapia génica; finalmente,
ubicamos a las macromoléculas compuestas de polimeros sintéticos o naturales que portan
multiples moléculas pequefias de farmacos. Dado su alto peso molecular estos sistemas
superan la excrecion renal y en consecuencia pueden alcanzar vidas medias en plasma o
locales prolongadas que les permite utilizar las anomalias vasculares de los tejidos tumorales
sélidos (efecto EPR), facilitando asila extravasacién de este tipo de moléculas de forma mas
selectiva en los tejidos tumorales. Esta orientacion a los tejidos tumorales sélidos puede

conducir a beneficios terapéuticos superiores con menos efectos adversos sistémicos.

En los ultimos afios, se realizaron muchos esfuerzos para disefiar farmacos
macromoleculares a partir de farmacos anticancerosos de bajo peso molecular y polimeros
solubles en agua, ya sea por conjugacion quimica o por quimica supramolecular (Figura 3).
Dichos farmacos poliméricos biocompatibles adquieren nuevas caracteristicas fisicoquimicas,

bioguimicas y farmacoldgicas. Una caracteristica comun de todas estas macromoléculas es
su tamafio ubicado en la regién nanométrica®? que facilita la explotacién del efecto EPR.%
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Figura 3. Ejemplos de estructuras macromoleculares

Por otra parte Matsumura y Maeda'* demostraron que las macromoléculas en el rango
de peso molecular de 15,000 a 70,000 g/mol, con ciertas propiedades adicionales, pueden
acumularse efectivamente en un tumor soélido. Se sabe que el tamafio de particula esta
intrinsecamente relacionado con la velocidad de eliminacién de la circulacién sanguinea, yen
general las particulas mas pequefias (en el rango de 50 a 300 nm) tienen una eliminacion
mas lenta de la circulacion en comparacion con las que tienen un tamafio mayor. Debido a la

heterogeneidad de los tumores y al estado dinamico de cada tumor, seria muy dificil asumir

un valor Unico maximo para que las particulas aprovechen el efecto EPR. Sin embargo, se
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puede sugerir que sea alrededor de 400 nm. En la Tabla 2 se resumen los diferentes

tamafios de particula y sus efectos en sistemas biolégicos.?

Tabla 2. Impacto del tamafio de particula en sistemas biolégicos

Tamafo Sistemas biolégicos y observaciones
4.5nm Abundantes pequefios poros presentes en tejido endotelial normal
25nm Relativamente pocos poros grandes presentes en el tejido endotelial normal
20-50nm Tamafio medio de micelas poliméricas sin farmacos cargados
100 nm Tamafo frecuentemente probado de micelas poliméricas cargadas con
farmaco
150 nm Tamafio para la extravasacion de particulas en el higado. El higado tiene
vasos sanguineos con fenestraciones de 100 a 175 nm
Las nanoparticulas de menos de 200 nm tienen un tiempo de circulacion
200 nm significativamente mas largo debido a la baja captacion del sistema
reticuloendotelial
El tamano de los poros de un tumor varia de 200 nm a 1.2 ym, pero se
380 sabe que el tamafio de los poros de los vasos sanguineos porosos en la
nm mayoria de los tumores es de 380-780 nm. Por lo tanto, el rango para el
efecto EPR deberia ser similar.
Los liposomas estabilizados de 400 nm de didmetro pudieron penetrar en el
400 nm intersticio tumoral. Acumulacién de nanoparticulas recubiertas con acido
hialurénico (400 nm) en el tejido tumoral.
00 nm Se sabe que el tamafio maximo de las nanoparticulas para que puedan
penetrar las membranas celulares es de 500 nm
1um Las particulas de menos de 1 um fueron absorbidas por las placas de
Peyer y luego migraron a los ganglios linfaticos mesentéricos
5 um El limite superior para particulas rigidas que circulan dentro de los capilares

mas pequefios

2.8 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

Se describe a la quimica supramolecular como "la quimica del enlace no covalente", la

cual implica al disefio y construccion de bloques formados por dos o mas moléculas unidas

mediante autoensamblaje a través de interacciones no covalentes. Estas interacciones

10
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incluyen fuerzas de van der Waals, interacciones dipolo-dipolo, enlaces de hidrégeno,
interacciones TT-11, entre otras. En esta area, se describe al autoensamblaje como el proceso
mediante el cual, unidades mas pequefias con funcionalidades complementarias interactian
espontaneamente entre si para organizarse en estructuras mas complejas. Uno de los
ejemplos mas comunes es la estructura de doble hélice del ADN (Figura 4), en la cual se
encuentran entrelazadas dos hebras poliméricas que se mantienen juntas a través de

apilamientos 11-11 y de enlaces de hidrégeno entre sus pares de bases complementarias.?

Puentes de
hidrogeno entre
pares de bases

Figura 4. Modelo supramolecular de la estructura del ADN
Imagen tomada y adaptada de: http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/Organic/gencode.html

La gran variedad de interacciones supramoleculares ofrece infinitas posibilidades para
la construccion de estructuras supramoleculares, principalmente las de tipo macrociclo, que
incluyen éteres corona, ciclodextrinas, calixarenos, porfirinas, etc. con propiedades y
funcionalidades especificas, como son el reconocimiento, la catélisis y el transporte.®* La
quimica supramolecular ha evolucionado durante las Ultimas tres décadas en un campo muy
dinAmico y multidisciplinario de investigacion, lo que impulsé las investigaciones en areas
como la quimica, la biologia, la fisica, ciencia e ingenieria de materiales. Los sistemas
supramoleculares han encontrado aplicaciones en sensores, materiales luminiscentes, geles,

sondas biolégicas, entre otros campos y principalmente en la nanomedicina.®

2.9 NANOTECNOLOGIA Y NANOMEDICINA

El término nanotecnologia hace referencia a un campo multidisciplinario que se

encarga del estudio, el disefio, la sintesis y la aplicacion de materiales y sistemas funcionales

a través del control de la materia a escala nanométrica (10° m). Mas que el gusto por
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manipular la materia a escalas de tamafio reducidas, lo interesante de la nanotecnologia es
el estudio de las propiedades fisicas y quimicas Unicas de las nanoestructuras (por ejemplo

propiedades de superficie, reologia, conductividad eléctrica y magnetismo, entre otras).?

La nanomedicina se refiere a la aplicacion de la nanotecnologia al diagnéstico, la
prevencion y el tratamiento de enfermedades y en consecuencia, al entendimiento de los
procesos fisiopatoldégicos que intervienen en el origen y curso de una enfermedad
determinada. Hoy en dia, se busca la integracion de los nanosistemas con la biologia para
desarrollar nuevos dispositivos de diagnostico, agentes de contraste, herramientas analiticas,

y sistemas de liberacion de farmacos (DDS por sus siglas en inglés, drug delivery sistems).

Los DDS estan cambiando el paradigma de la industria farmacéutica tradicional, a
través de la administracion dirigida y la liberacion de agentes terapéuticos en células
especificas, con el fin de minimizar los efectos adversos no deseados. Ademas, algunos
farmacos muy potentes con una baja biodisponibilidad, debido a sus propiedades fisicas o
quimicas desfavorables, se pueden formular en DDS, revelando asi su eficacia terapéutica
real.?’” Bajo este enfoque, cuando un farmaco insoluble se carga dentro de un DDS, éste
aumenta su solubilidad y/o estabilidad, se prolonga su tiempo en circulacién, y aumenta la
acumulacion del farmaco en las células blanco. Con la ayuda de los DDS, se espera que los
farmacos no interactien con los entornos biolégicos antes de su liberacion en sus dianas
moleculares. Por lo tanto, la manipulacion del tamafio, la forma y la superficie de los

nanosistemas puede permitir el aumento del indice terapéutico del farmaco.

El uso médico de los DDS esta ganando terreno rapidamente en diversas areas de la
medicina, con diversos ejemplos ya en el mercado y muchos progresando a través de las
diferentes etapas del desarrollo de nuevos medicamentos.?® Los DDS que se han disefiado
para la terapia son muy diversos, tales como micelas, liposomas, dendrimeros,
nanoparticulas inorganicas, nanoparticulas y nanotubos de carbono, nanoemulsiones,

nanoparticulas poliméricas o de péptidos, y nanoparticulas lipidicas sélidas (Figura 5).°
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Figura 5. Nanosistemas utilizados en nanomedicina

2.10 SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS ESTIMULO-RESPUESTA EN EL
TRATAMIENTO DE CANCER

Como se menciond en la seccién 2.9, los DDS buscan reducir los efectos adversos
gue causan los agentes quimioterapéuticos, liberando la carga en un sitio especifico y/o en
un tiempo mas apropiado para evitar toxicidad. Asi la nanomedicina propone que los
sistemas de liberacion se deben desarrollar para identificar el sitio blanco, el cual puede ser
un érgano, una célula, un compartimento celular (nucleo, citoplasma) o incluso, un organelo,
dirigirse a él y entregar selectivamente su carga terapéutica.>®* Ademas, que la entrega del
farmaco debera ser de manera controlada en respuesta a un estimulo interno (pH, presencia
de enzimas o un cambio del potencial redox) o externo (luz, temperatura, campo

)31

magnético)>* y que se podran transportar simultineamente mas de un farmaco y/o

biomacromoléculas (péptidos, proteinas y &cidos nucléicos)®® como agentes de

direccionamiento, aprovechando la sobreexpresion de receptores en las membrana de las

células cancerigenas.
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Cabe mencionar que con ayuda de estos sistemas se puede lograr la entrega de
agentes quimioterapéuticos y, en algunos casos, controlar la duracion y el grado de

liberacién del farmaco en células tumorales.

2.11 PROFARMACOS EN EL DISENO DE SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS
ESTIMULO-RESPUESTA

Los profarmacos son entidades quimicas farmacolégicamente inactivas que, después
de su administracion, se biotransforman en especies farmacoldgicamente activas.®® Una
estrategia importante para lograr la activacion local de profarmacos implica el uso de
conjugados sensibles al pH.2* Por lo tanto, la preparacién de profarmacos antineoplasicos
emerge como una de las estrategias para aumentar selectividad, mejorar los indices
terapéuticos y reducir la toxicidad en tejidos normales. La integracion de estos profarmacos
en los DDS estimulo-respuesta ha dado lugar a nanosistemas que mejoran la estabilidad del

profarmaco y por consiguiente aumentan la disponibilidad de farmacos.

En estas plataformas el profarmaco puede ser unido al nanotransportador
covalentemente o0 por interacciones supramoleculares. Actualmente, el disefio de
profarmacos de Dox es un enfoque que ha sido explorado continuamente para superar los
efectos secundarios de Ila Dox libre. Ademés, un numero considerable de
nanotransportadores que contienen profarmacos de Dox han sido reportados.®® Estos
nanosistemas de entrega incluyen desde simples liposomas y micelas hasta plataformas

multicomponente altamente sofisticadas, sin embargo, ninguno de ellos ha sido aprobado.

En las dudltimas décadas, la investigacion se ha centrado particularmente en el
desarrollo de dendrimeros, ya que tienen propiedades Unicas que los convierten en
portadores ideales para el suministro dirigido (con o sin ligando) de agentes terapéuticos y de
diagndstico.*®

2.12 DENDRIMEROS

El nombre “dendrimero” proviene de la palabra griega “dendron” que significa “arbol”,
y “meros” que significa “parte”; esto se observa en su estructura, la cual contiene varias
unidades de ramificacion. Los primeros dendrimeros fueron descritos por Vogtle en 1978.3"
Los dendrimeros son macromoléculas monodispersas con una estructura tridimensional

altamente ramificada, éstos contienen tres componentes distintivos: (a) un nucleo; (b) una
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capa interior (dendrones), compuesta de unidades repetitivas (generaciones), unidas
radialmente al ndcleo; y (c) una periferia (con grupos terminales) unida a la generacion mas

externa (Figura 6). La capacidad de adaptar las propiedades del dendrimero a las
necesidades terapéuticas los convierte en portadores de moléculas pequefias y
biomoléculas. Debido a su estructura globular, los dendrimeros presentan cavidades
internas, por ello se ha reportado que éstos presentan interacciones supramoleculares de

tipo anfitribn—huésped, por lo que se consideran portadores de farmacos prometedores.

En funcion de la estructura y las propiedades del dendrimero, el farmaco se encapsula
en las cavidades o se conjuga quimicamente con los grupos terminales de la periferia. La
encapsulacion de farmaco dentro de las cavidades hidrofébicas o en la superficie de los
dendrimeros a través de interacciones electrostaticas preserva la integridad quimica vy las
propiedades farmacolégicas del farmaco, mientras que la union covalente de las moléculas
de farmaco a los grupos de la superficie de los dendrimeros a través de enlaces quimicos
proporciona un mejor control en la liberacién y en la administracién dirigida del farmaco™®.
Las caracteristicas clave de los dendrimeros, que respaldan su uso como DDS, incluyen su
excelente absorcion por las células, su capacidad de adoptar multiples funcionalidades y su

capacidad para atrapar mayores cantidades de farmaco.*®

P = = = Niicleo
— " == == = Generacion 1 Capa
- .
— — = Generacién 2 interior
R — — — Periferia
y Punto de
I @ derivatizacion
/ . \ B Grupo terminal
| I [ I \ } ‘ Dendron

Figura 6. Estructura general de un dendrimero.

2.12.1 Propiedades de los dendrimeros

Al comparar los dendrimeros con otras estructuras a nanoescala, éstos cuentan con

propiedades especificas Unicas que les otorgan ventajas sobre ellas, las cuales son:
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2.12.2 Monodispersidad

La monodispersidad se define como la minima variacion de la masa molecular de un
polimero; es una herramienta que permite trabajar con moléculas de estructura y tamafio
bien definidos. Los dendrimeros son la clase de polimeros que, debido a sus métodos de
sintesis y purificacién, generacion por generacion alrededor del nlcleo, se puede tener un
alto nivel de control sobre su tamafio, sus puntos de ramificaciéon y funcionalidad, en
comparaciéon con los polimeros lineales, otorgandoles asi la propiedad de

monodispersidad.” 38 3%

2.12.3 Tamafio y forma nanométricos

Los dendrimeros tienen dimensiones a nanoescala, debido a su estrategia de sintesis
organizada y sus propiedades de control de tamafio, es por esto que con frecuencia son
denominados “proteinas artificiales”, ya que tienen aproximadamente el mismo tamafo y
forma que algunas proteinas.*® La forma de los dendrimeros es constante, debido a que
durante su sintesis es posible controlar las funcionalidades en el interior y en la periferia de
los mismos. Esta reportado que los dendrimeros de menor generacién (0-3) adoptan formas
lineales o elipsoides, mientras que los de mayor generacion (4-10), poseen formas esféricas
o globulares.** Los dendrimeros con un tamafio y forma uniformes son de gran interés en
nanomedicina, debido a su capacidad para atravesar las membranas celulares y reducir el
riesgo de eliminacion prematura del cuerpo. El control sobre la arquitectura dendritica los

convierte en un portador ideal de farmacos.*?

2.12.4 Solubilidad y reactividad

La solubilidad de los dendrimeros esta determinada por los grupos funcionales de la
periferia, las unidades repetitivas de cada generacion e incluso del nacleo. Ademas, su alta
solubilidad en agua garantiza la aplicacion como potenciadores de la solubilidad para
moléculas huéspedes hidr6fobas. Por otro lado, la presencia de grupos funcionales de tipo
-NH,, -COOH, -OH permite que se acoplen con moléculas bioactivas, dando origen a nuevos
dendrimeros con superficies modificadas, los cuales otorgan nuevas estrategias en el disefio
de éstos. En general, la alta solubilidad y reactividad hacen que los dendrimeros sean

adecuados como plataformas en campos biomédicos.*




o0 &
= ANTECE DENTES

2.12.5 Biocompatibilidad

Los dendrimeros pueden interactuar inespecificamente con una variedad de células y
componentes celulares, lo cual provoca consecuencias toxicas. Esta toxicidad celular se
asocia con la cantidad de grupos terminales y cargas superficiales, por ejemplo, los
dendrimeros cati6nicos muestran toxicidad dependiente de la dosis y de la generacién, a
mayor generacion son mas tdxicos.*® En cambio, los dendrimeros aniénicos o neutros no
muestran toxicidad. La citotoxicidad de dendrimeros con grupos supefficiales cationicos, es
similar a la encontrada para los liposomas que se utilizan en el area clinica, por ejemplo,
Doxil®, (la formulacién liposémica de doxorrubicina).3®

Para ser utilizables en aplicaciones de administracion de farmacos, los dendrimeros
deben cumplir ciertas demandas, ademas de ser no téxicos, deben ser no inmunogénicos,
atravesar membranas bioldgicas, circular en el cuerpo el tiempo necesario para ejercer un
efecto clinico y dirigirse a estructuras especificas. La inmunogenicidad también tiene un rol
relevante para esta aplicacion; estudios realizados en dendrimeros que tienen grupos amino
en la periferia mostraron inmunogenicidad.*® Sin embargo, después de que estos grupos
amino son modificados con polimeros como el polietilenglicol (PEG) muestran una reduccion
en la inmunogenicidad y ademas se observa la prolongacién de permanencia en el torrente

sanguineo.®” En general, los dendrimeros muestran una biocompatibilidad prometedora.

2.13 DENDRIMEROS PAMAM

Los dendrimeros de poli amidoamina (PAMAM) fueron sintetizados por primera vez
por Donald Tomalia en 1984.** Estos dendrimeros fueron sintetizados por el método
divergente hasta la generacién 10, con nulcleos como el amoniaco y la etilendiamina, y
mondmeros que se repiten de amidoamina (Figura 7). Estos cuentan con un indice de
polidispersidad menor a 1.08, lo que significa que tienen una distribucion de tamafio
uniforme.** Debido a su arquitectura funcional, los dendrimeros PAMAM presentan cavidades
internas que tienen la capacidad de incluir moléculas huéspedes, aumentando el tamafio de
la cavidad conforme aumenta la generacion del mismo. Es por esto que son ampliamente

estudiados como sistemas de administracion de farmacos.
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Figura 7. Estructura quimica de dendrimeros PAMAM (A) PAMAM G3 con nucleo de amoniaco, (B)
PAMAM G1 con nucleo de etilendiamina

2.13.1 Toxicidad de los dendrimeros PAMAM

Debido a que a pH fisiolégico (pH = 7.4) las aminas primarias de los dendrimeros
PAMAM se encuentran cargadas positivamente, éstos presentan toxicidad, debido a que
interactan con la membrana celular, la cual se encuentra cargada negativamente,
comprometiendo su integridad y filtrando componentes intracelulares, lo que finalmente
conduce a una muerte celular (Figura 8). Esta toxicidad esta asociada ademas al aumento
de generacion, debido al incremento en el nimero de grupos amino terminales.* Es por esta

razdn que la aplicacion clinica de los dendrimeros PAMAM esta limitada.

Membrana cargada
negativamente

Citoplasma

Figura 8. Interaccién del PAMAM con la membrana celular
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2.13.2 Ingenieria de superficie en los dendrimeros PAMAM

Las investigaciones mas recientes para mejorar la biocompatibilidad de los
dendrimeros PAMAM se centran en la ingenieria de superficie, es decir, en la modificacion
de la periferia, ya que es necesario neutralizar las aminas cargadas positivamente de la
periferia conservando la capacidad de administrar farmacos. Existen varias estrategias, como
el acoplamiento con carbohidratos, aminoacidos o péptidos, acetilaciones y PEGilaciones
(Figura 9). Ademas, esta modificacion en la periferia también mejorara las propiedades
fisicoquimicas del dendrimero, la capacidad para encapsular farmacos y permitira la

conjugacion con ligandos para la unién especifica a células diana.*®

Una de las modificaciones que se utilizan en la periferia de PAMAM, es el
acoplamiento con ciclodextrinas (CDs), debido a que provocan una mejora sinérgica en la
administracion de farmacos, con la suma de las propiedades de ambos y aumentando la
carga de farmaco.*’ Investigaciones anteriores reportaron la conjugacién del dendrimero
PAMAM G2 con una, dos y tres moléculas de CDs y PAMAM G5 con una molécula de [3-

ciclodextrina para aplicaciones en la transfeccion de ADN.*84°

Ingenieria de
superficie

Figura 9. Ingenieria de superficie del dendrimero PAMAM
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2.14 CICLODEXTRINAS

Quimicamente, las ciclodextrinas (CDs) son oligosacéridos ciclicos unidos a traves de
enlaces glicosidicos a-1,4. La nomenclatura de las CDs se basa en las unidades de glucosa
contenidas en su estructura, de forma que las CDs que contienen seis unidades se llaman
alfa-CD (a-CD), siete unidades beta-CD (B-CD) y ocho unidades gamma-CD (y-CD) (Figura
10).%°

Como resultado de la rotacion restringida de los enlaces de las unidades de
glucopiranosa, debido a la conformacién de silla, las CDs son moléculas en forma de cono
truncado con una cavidad de volumen determinado, en las que los grupos hidroxilos unidos a
los carbonos 3 y 4 se encuentran en la cara secundaria o cara mas amplia y los grupos
hidroxilos unidos al carbono 6 estan localizados en la cara primaria o cara mas estrecha de la
CD. Estos grupos hidroxilo tienen una reactividad diferente, debido a que estdn unidos a
carbonos secundarios y primarios respectivamente. El exterior de la cavidad esta revestido
por estos grupos hidréfilos y la superficie interna esta revestida por grupos éter, de atomos
de oxigeno anoméricos.”* Por lo tanto, las CD tienen una cavidad interna hidrofébica, que
contiene moléculas de agua, y una superficie externa hidrofila. Esta conformacién especial
permite la inclusion de moléculas apolares o partes de moléculas dentro de la cavidad de
CD, las cuales deben tener un tamafio compatible con la cavidad interna de la CD. Con esto
se forma un complejo de inclusion estable, confiriéendoles nuevas caracteristicas
fisicoquimicas, entre las que se encuentran un incremento en la solubilidad en agua de la

molécula huésped y a menudo, como consecuencia, su biodisponibilidad.

Las CDs pueden ser modificadas quimicamente para mejorar sus propiedades
fisicoquimicas y mas especfificamente su actividad farmacoldgica. La CD mas utilizada en la
construccion de DDS es la B-CD, la cual se modifica para funcionalizarla y asi originar

nuevos materiales para la liberacion de farmacos.>


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pharmacological-activity
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Figura 10. a, B y y ciclodextrinas, estructura quimica, tridimensional y tamafio de la cavidad

2.14.1 Complejos de inclusion (Cl) con CDs

En solucién acuosa, la cavidad de las CDs esta ocupada por moléculas de agua. Por
lo tanto, la principal fuerza impulsora de la formacién del complejo es la liberacion de
moléculas de agua de esta cavidad. Las moléculas de agua se desplazan por moléculas
huésped mas hidrofébicas, presentes en la solucion para favorecer una asociacion apolar-
apolar y una disminucion de la tension del anillo de las CDs, dando lugar a un estado de
menor energia, mas estable. La union de moléculas huésped dentro de la CD anfitriona no es
fija o permanente, sino mas bien un equilibrio dindmico. Por lo tanto, la formacién de un
complejo de inclusion es el resultado de un equilibrio entre las moléculas huésped y las
moléculas de CD y el complejo de inclusion (Figura 11). En general, existen cuatro
interacciones energéticamente favorables, que ayudan a desplazar el equilibrio para formar
el complejo de inclusion: (i) sustitucién de las moléculas de agua de la cavidad de la CD, (ii)
un aumento del nimero de interacciones hidrofobas y de enlaces de hidrégeno formados, (jii)
la liberacion de la tension del anillo, y (iv) fuerzas de van der Waals. Por lo tanto, otros

factores pueden influir en la formacién de complejos de inclusion, tales como tipo de CD,
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tamafo de la cavidad, el pH, el disolvente y el estado de ionizacién de la molécula huésped,

la temperatura y el método de preparacion.>®

- A

e —_—

B-CD Molécula
huésped ClI B-CD/Moléculahuésped

Figura 11. Formacion de los Cl con B-ciclodextrina y una molécula huésped.

2.14.2 Adamantano

El Adamantano(Ad), es un cicloalcano en forma de jaula con estructura simétrica y alta
estabilidad. Su didmetro es de aproximadamente 7 A y su volumen es de aproximadamente
180 A3, propiedades que son muy parecidas a las de la cavidad hidrofébica de la B-CD (d =
7.8 A, v= 270 A3), por lo tanto, puede formar un complejo de inclusién (1:1) entre el Ad y
la B-CD con una constante de afinidad, en agua, de 5x10* M. Debido a la formacién de ClI
tan estables entre la B-CD y el Ad se han construido nuevos DDS altamente sofisticados

utilizando estos componentes.>*
2.15 QUIMICA CLICK

Una de las estrategias mas exitosas para el acoplamiento entre moléculas se llama
quimica "click". La quimica "click" abarca un grupo de reacciones que reunen las siguientes
caracteristicas: reacciones simples de realizar en donde se obtienen altos rendimientos,
tolerantes a una amplia variedad de grupos funcionales y condiciones de reaccién, altamente
selectiva y regioespecifica, en donde el aislamiento del producto final sélo requiere de una
purificacion simple. De entre las muchas reacciones ensayadas, el proceso de cicloadicion
1,3-dipolar entre azidas y alquinos se ha establecido como la reaccion prototipo dentro de las
clasificadas como “Click”. EI primer 1,2,3-triazol fue sintetizado por primera vez por A.
Michael en 1893; no fue hasta 1960 que R. Huisgen y colaboradores que investigaron con
detalle la gran familia de reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares.®® Bajo este proceso se

sintetizan 1,2,3-trazoles, pero requiere de temperaturas muy elevadas y periodos de reaccion
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muy largos, comprendidos entre mas de 60 horas para finalmente obtener los dos

regioisdmeros 1,4-triazol y 1,5-triazol en proporciones practicamente equimolares.

La reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar a partir de una azida y un alquino catalizada por
cobre (I) (CUAAC, por sus siglas en inglés) fue reportada independientemente en 2001, por el
grupo de M. Meldal y por el grupo de K.B. Sharpless, V.V. Fokin y colaboradores, la cual
produce 1,2,3-triazoles 1,4-disustituidos (Figura 12). EI grupo de Meldal empelé Cul y N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) para la sintesis de péptidos 1,2,3-triazoles en disolventes
organicos a partir de aminoacidos alquinilados unidos a soportes solidos;*® mientras que el
grupo de Sharpless, Fokin y colaboradores, describieron el uso de sulfato de cobre
pentahidratado y ascorbato de sodio en sistemas acuosos y disefiaron un procedimiento
practico para la union covalente de practicamente cualquier fragmento que contenga un
grupo azida y un grupo alquino.’’*® La reacciéon de CUuAAC es modular, especifica y
regioselectiva, se obtienen subproductos inertes y ofrece altos rendimientos.>® Ademas, esta
reaccion se lleva a cabo en condiciones simples y con materias primas accesibles. A pesar
del gran contenido energético que presentan los alquinos y las azidas, estos grupos
funcionales son de los menos reactivos en quimica organica. Esta estabilidad cinética es la
responsable de la buena tolerancia frente a biomoléculas, oxigeno molecular, agua y a la
mayoria de las condiciones experimentales encontradas en medio organico o biol6gico.?° La
velocidad de reaccion de CUAAC se incrementa en un factor de 107 en relacién con el proceso
térmico, por lo que es convenientemente rapido a temperatura ambiente. La reaccion no se ve
afectada por las propiedades estéricas y electronicas de los grupos unidos a la azida y al alquino,
y las azidas primarias, secundarias e incluso terciarias, deficientes o no de electrones, alifaticas,
aromaticas y heteroaromaticas suelen reaccionar bien con alquinos terminales diversamente
sustituidos. La reaccion transcurre en muchos disolventes préticos y aproticos , incluida el agua ,

y no se ve afectada por la mayoria de los grupos funcionales organicos.%

Ademas, cabe resaltar que los triazoles son anillos heterociclicos biocompatibles con
excelente capacidad de formar enlaces de hidrogeno y con gran estabilidad quimica (ser
inerte a condiciones &cidas y basicas, asi como a oxidantes y reductoras). También se sabe
que son muy parecidos en las propiedades electronicas al enlace peptidico sin ser
susceptibles a la escision hidrolitica, de manera que se pueden utilizar como enlazantes
“linkers” en el disefio de nanosistemas para la liberacion de farmacos y quimica

farmacé utica.®?
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3. PLANTEAMIENT O DEL PROBLEMA.

a) Sintesis y caracterizacién de profarmacos de doxorrubicina con enlaces sensibles a pH

acido

La doxorrubicina (Dox) es uno de los quimioterapéuticos mas eficaces para el
tratamiento de diversos tipos de tumores solidos, sin embargo, sus efectos adversos,
especificamente la cardiotoxicidad dosis-dependiente limitan su uso. Una de las estrategias
para solucionar estos efectos adversos es la construccién de profarmacos con el fin de lograr
la activacion local en el blanco adecuado y con esto minimizar la toxicidad en células
normales. Por otra parte, la liberacién de un farmaco es un proceso bastante complejo. Es
poco realista simplificar los mecanismos de entrega para todos los nanotransportadores y
hacer que cumplan con los requisitos de identificacion, internalizacién y liberacion del
farmaco. Asi para tener una mejor comprension de los sistemas de liberacion controlada de
farmacos es crucial hacer una buena eleccion del enlazador pH sensible del profarmaco,
basandose en el mecanismo que generara el farmaco activo. El estudio de estos procesos es
fundamental para desarrollar nanoformulaciones clinicamente alcanzables. Bajo este
contexto este proyecto consiste primeramente en la sintesis de profarmacos de Dox con un
residuo de adamantano a través de enlaces sensibles a pH acido: amida (Ad-a-Dox),
hidrazona (Ad-h-Dox) y éster (Ad-e-Dox) y su estudio sistematico a nivel fisicoquimico y

bioldgico, teniendo en cuenta una sintesis sencilla y accesible.

b) Sintesis y caracterizacion de plataformas de liberacion de farmacos con beta-

ciclodextrina

Actualmente se construyen DDS en donde la palabra "drug" no sélo abarca farmacos,
sino también otros agentes terapéuticos tales como factores de crecimiento, proteinas y
acidos nucléicos, generando sistemas cada vez mas complejos que al parecer carecen de
reproducibilidad, ya que resulta practicamente imposible disefiar un DDS capaz de entregarlo
todo. Es por esto que, en este proyecto se propone el disefio racional de cinco sistemas
poliméricos. Como parte de estos nuevos sistemas se selecciono a la B-ciclodextrina (BCD),
ya que estd aprobada por la FDA para su uso como excipiente, al no tener una forma

cilindrica perfecta su estructura tridimensional se presenta como un cono truncado con una
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cavidad interna hidrofébica capaz de formar complejos de inclusion (CI) con moléculas de
naturaleza hidrofébica. Asi, se propone la construccion de dos mono modificaciones de la
BCD, un dimero y un trimero de la misma. Por otra parte, se propone la modificacién quimica
de la superficie del dendrimero PAMAM-GO con cuatro unidades de BCD. Ya que el enfoque
principal de estas moléculas es su uso in vivo, es importante utilizar condiciones de sintesis
suaves, mediante el uso tanto de disolventes como de polimeros no téxicos. Asi, para lograr
estas mono y multi modificaciones se propone el uso de la quimica "click", como una
herramienta altamente eficiente para la construccion de estas novedosas plataformas

biocompatibles.

Finalmente, una vez caracterizadas las plataformas a base de BCD, se seleccionara
como carga terapéutica el profarmaco con el enlazador que mejor comportamiento in vitro
tenga para obtener sistemas que respondan a un estimulo especffico (pH); idealmente, el
estimulo seria capaz de modular la tasa de liberacion de la Dox s6lo de manera intracelular

en las células tumorales, y evitar asi los efectos secundarios causados por la Dox libre.
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4. HIPOTESIS

La preparacion de 3 profarmacos de doxorrubicina con enlaces sensibles a pH acido
(hidrazona, amida y éster) y la determinaciéon de su cinética de hidrdlisis, permitira
seleccionar el mejor enlazador para la correcta seleccion del profarmaco que permita una

liberacién controlada en células tumorales, reduciendo asi la toxicidad en células sanas.

Ademas la construccion de plataformas a base de BCD modificada con patrones mono, di, tri
y un dendrimero PAMAM permitirA obtener derivados con mayor solubilidad en agua
comparados con la BCD nativa. Estas modificaciones no afectaran la formacion de complejos
de inclusion si se utiliza para el ensamblaje una molécula huésped con alta afinidad por la

cavidad de la BCD, como el anillo de adamantano.

Una vez ensambladas las plataformas con el profarmaco modelo, permitiran incrementar la
carga terapéutica de manera controlada. Asi, estos sistemas permitiran aumentar la
concentracion del farmaco sélo en las células blanco, promoviendo asi una menor toxicidad

en células sanas.
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5. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo general.

Disefnar y desarrollar de manera racional sistemas supramoleculares tipo estrella y
dendriticos con unidades de BCD para la liberacién intracelular de doxorrubicina.

5.2 Objetivos particulares.

v’ Sintetizar tres profarmacos con enlace sensible a pH acido (hidrazona, amida y éster)
entre la doxorrubicina y el adamantano.

v Caracterizar los profarmacos mediante sus datos espectroscépicos (IR, RMN *H, *3C,
EM).

v' Determinar la cinética de hidrélisis de los tres profarmacosapH7.4,6.5,4.5y 3.5.

v' Determinar la actividad citotoxica in vitro en un panel de tres lineas celulares
tumorales: MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano, positivo a receptores de

estrogeno), MDA-MB 231 (adenocarcinoma de mama humano, triple negativo).

v' Determinar la actividad citotdxica in vitro en una linea celular no carcinogénica: MCF-

10 (linea celular epitelial humana de mama no tumorigénica).

v' Seleccionar el profarmaco con mejor comportamiento in vitro (cinética de hidrélisis y

actividad citotéxica) para cargarlo en un sistema supramolecular.

v' Sintetizar y caracterizar 2 monoderivados de la BCD, incorporando residuos

arométicos en la cara primaria.
v' Determinar cuantitativamente la solubilidad acuosa de los 2 monoderivados de la BCD.

v' Determinar su comportamiento in vitro en dos lineas celulares tumorales: MCF-7,
MDA-MB 231 y una linea celular no carcinogénica: MCF-10.

v’ Sintetizar y caracterizar 1 dimero, 1 trimero de BCD y un dendrimero PAMAM GO con

BCD en la periferia.

v' Determinar cuantitativamente la solubilidad acuosa del dimero, trimero y dendrimero
PAMAM GO- BCD

e
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Determinar su comportamiento in vitro en tres lineas celulares tumorales: MCF-7,

MDA-MB 231 y una linea celular no carcinogénica: MCF-10.

Seleccionar 2 plataformas supramoleculares y formar los complejos de inclusién con el

profarmaco Ad-Dox con mejor comportamiento in vitro.

Caracterizar los complejos de inclusion entre la BCD vy el profarmaco Ad-Dox modelo
mediante RMN 2D ROESY y en estado solido (DSC y TGA).

Determinar la cinética de liberacion de los complejos de inclusion BCD/Ad-Dox a pH
74,65,45y35.

Determinar la eficacia de los ensamblados supramoleculares in vitro en dos lineas
celulares tumorales: MCF-7, MDA-MB 231 y una linea celular no carcinogénica : MCF-
10.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 SINTESIS

Los profarmacos Ad-Dox fueron obtenidos mediante la siguiente ruta sintética:
; O
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Esquema 1. Ruta de sintesis para la obtencién de los profarmacos Ad-Dox con diferentes enlaces
sensibles a pH: hidrazona (Ad-h-Dox), amida (Ad-a-Dox) y éster (Ad-e-Dox).
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6.1.1 Intermediarios.

6.1.1.1 Sintesis de la hidrazida del acido adamantan-1-carboxilico (Ad-NH-NH>).

(o]
_~ NH,NH,.H,0
(o}

(o) (o]
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’

N/
H

-
v

OH

CH,(Cl, TEA cat./EtOH

81 % 90 %

Esquema 2. Ruta sintética para la obtencién de la hidrazida del acido adamantan-1-carboxilico.

Para la obtencién del profarmaco Ad-h-Dox es necesaria la sintesis de 2
intermediarios. Primeramente, el 1-metoxicarbonil adamantano que se obtuvo partiendo del
acido 1l-adamantan carboxilico(AdCOOH), modificando la técnica usualmente empleada por
Guo et al,®® que consiste en hacer reaccionar el AdCOOH con MeOH mediante catélisis con
acido p-toluen solfénico. Sin embargo, bajo estas condiciones no se obtiene el producto
esperado en buen rendimiento. Asi, se realiz6 la adaptacion de la metodologia empleada por
Steglich (DCC/DMAP) adicionando DPTS para favorecer la esterificacion, con lo que se
obtuvo el éster correspondiente con un rendimiento de 81%.
Para la preparacion de Ad-NH-NH;, se siguié la metodologia original sin
modificaciones. En el Espectro 1, se muestra la caracterizacién por RMN *H en CDCl; de
los intermediarios 1-metoxicarbonil adamantano y Ad-NH-NH,, comparados con la materia
prima, donde resalta la aparicion de las sefales correspondientes a los protones unidos a los

grupos funcionales correspondientes:

=
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Espectro 1. RMN 'H en CDCl; de a) AACOOH, b) AdCOOCH; y ¢) AACONHNH, a 400 MHz.
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6.2 SINTESIS DEL PROFARMACO DOXORRUBICINA-ADAMANTANO CON UN ENLACE
HIDRAZONA (Ad-h-Dox).
(R
NH

O OH o
O A W e :
T 1 Tou

O‘O‘%
0 O OHO MeOH, TFA cat. 48 h, 50 °C
q O O OHO,
: e
OH

NH
? NH,

88 %

Esquema 3. Ruta sintética para la obtencion del profarmaco Ad-h-Dox.

Una vez obtenida la hidrazida del acido adamantan-1-carboxilico, la preparacion del
profarmaco Ad-h-Dox se realiz6 segun el protocolo reportado en la literatura® sin

modificaciones. La caracterizacién se realizé6 mediante RMN *H, 3C y punto de fusién.

6.3 SINTESIS DEL PROFARMACO DOXORRUBICINA-ADAMANTANO CON UN ENLACE
AMIDA (Ad-a-Dox).

O OH @)O‘\ O OH
OH
Q#@QW O‘O‘W

/0 O OHO. log\/ COMU/DMF, DIPEAcat. O O OHO'o
OH

24 h, T. amb.
OH

NH, NH_O

83%@

Esquema 4. Ruta sintética para la obtencion del profarmaco Ad-h-Dox.

La formacién de amidas para la conjugacion de dos moléculas es fundamentalmente
importante en sintesis organica asf como en el campo de administracion de farmacos.®*®° El
método convencional se basa en hacer reaccionar el acido carboxilico con algun agente
halogenante para obtener el cloruro del acido correspondiente. Esto implica un paso mas de
reaccion.®* Una vez obtenido el cloruro del &cido, se lleva a cabo la reaccién con la amina y

para recuperar el producto es necesario purificarlo por cromatografia en columna. Hoy en dia
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es importante desarrollar métodos sintéticos accesibles, reproducibles y cuantitativos, por lo
cual utilizamos un meétodo eficaz para lograr el acoplamiento C-N, y asi obtener el
profarmaco Ad-a-Dox. Utilizamos el acoplante COMU, Figura 14,%° el cual es uno de los
agentes de acoplamiento C-N de la familia de las sales de uronio basado en el acetato de

etil-2-ciano-2-(hidroxiimino) (Oxima) unido a un anillo de morfolina.

e
- j)/ PF/

L

NC~ COOC,H;

Figura 13. Estructura quimica del agente acoplante COMU
Al emplear este agente de acoplamiento la sintesis se realizd en un solo paso, se
obtuvo un 82.6 % de rendimiento. Dado que esta reaccién genera solo subproductos solubles
en agua, el numero de pasos de purificacion se redujo sin la necesidad de un proceso de

purificacion cromatografico.

6.4 SINTESIS DEL PROFARMACO DOXORRUBICINA-ADAMANTANO CON UN ENLACE
ESTER (Ad-e-Dox).

(o]
O OH @)\OH O OH \’K@
O‘O‘ Q‘O‘ -~

0 o OHO 1) DCC, DMAP,
DPTS/CH,Cl, 24 h, T. amb. 0 0O OHo
OH  2) TFA/MeOH, 30 min. 0 °C. OH
HN
r° NH,
o]

7( 91 %

Esquema 5. Ruta sintética para la obtencion del profarmaco Ad-e-Dox.

Para sintetizar el profarmaco Ad-e-Dox, implementamos un método novedoso para la
modificacion del grupo hidroxilo primario de la Dox. El primer paso consisti6 en una
proteccion clasica del grupo amino con diterbutil dicarbonato (Boc,O) en medio basico,
obteniendo un rendimiento del 95%. El segundo paso fue la esterificacion del alcohol

primario, nuevamente utilizando la reaccién de Steglich con DPTS, esto con base en la
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esta reaccion.

Una vez obtenido el éster, el paso final para la obtencion del profarmaco consistié en
la desproteccion del grupo amino, dado que el alcohol terciario en C9 se puede eliminar
mediante un mecanismo unimolecular (E1), se probaron al menos 3 sistemas para lograr la
desproteccion sin generar el producto de eliminacion; 1) mezcla HCl/MeOH a temperatura
ambiente; 2) TFA/CH.CIl, a 0°C y 3) acido formico a temperatura ambiente, todos estos
sistemas fueron muy eficientes para la desproteccion cuantitativa del Boc, evitando la
eliminacion del alcohol terciario y la escision del enlace éster en Ad-e-Dox.

Uno de los aspectos importantes para purificar el profarmaco Ad-e-Dox fue la correcta
seleccion del gel de silice. Durante el trabajo de purificacion notamos que el éxito en la
obtencion del producto puro dependia en gran medida del tamafio de particula de la silice. Al
usar silice comun(silica gel 60-200 um), el profarmaco Ad-e-Dox y la Dox libre residual
permanecen atrapados en la matriz y no se pueden extraer, inclusive con disolventes polares
como MeOH. Como parte de la optimizacion de la purificacion, encontramos que un tamafio

de poro de 60 A y un tamafio de particula de 5-17 ym son Optimos para la purificacion de
este tipo de sistemas, logrando un 91% de rendimiento para el profarmaco Ad-e-Dox.

6.4.1 Andlisis espectroscoépico de los profarmacos Ad-Dox

La elucidacién estructural de los 3 profarmacos Ad-Dox se realiz6 mediante el analisis
de sus espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN *H y *3C), de Infrarrojo (IR) y

Espectrometria de Masas (EM).

6.4.2 Asignacion de los espectros de RMN 'H y *C para los profarmacos Ad-Dox

Durante la interpretacién de las sefiales notamos que la asignacion de los espectros
de RMN 'H de los profarmacos previamente descritos Ad-Dox y de la Dox libre solo se
habian asignado parcialmente.®”® Particularmente, las sefiales presentes en la zona alifatica
y de los grupos OH (alcoholes primarios, secundarios y terciarios). Identificar estas sefiales
es de valiosa importancia, ya que si el farmaco se modifica para generar una nueva entidad,
deben rastrearse correctamente la aparicion-desaparicion de las sefiales correspondientes a
los productos obtenidos, con el fin de obtener resultados reproducibles. Por esto realizamos
experimentos bidimensionales de RMN *H (COSY y NOESY) y heteronuclear (HMQC, ‘H-

13C) para correlacionar las sefiales de los protones con sus carbonos correspondientes.
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La asignacion a los protones de la estructura de la Dox se muestran a continuacion
(Figura 14):

Figura 14. Asignacion de las sefales de la Dox libre.

Para la correcta asignacion de las sefales, ademas de tomar en cuanta el
desplazamiento quimico y las constantes de acoplamiento, se comparé con datos de
reportes previos usando DMSO-ds como disolvente.®® El orden de aparicién de las sefiales en
RMN *H de campo bajo a campo alto es: & (ppm) 13.99, 13.22 p, p', que aparecen como dos
sefiales amplias que integran para un protdn, seguido de una sefial amplia que integra para

2H que se asignd al NHz" del residuo de daunosamina.

=
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Espectro 2. RMN 2D 'H-"H COSY para la Dox en DMSO-ds a 400 MHz.

Para el caso de los protones aromaticos del anillo D de la antraciclina se pudo

establecer el siguiente patréon de sefales:

Las sefales entre &y 7.89-7.85 corresponden a los protones b y a respectivamente y
aparecen como dos sefiales traslapadas (dos sefiales doble de doble) que integran
para 2 protones. Esto se puede corroborar por las interacciones entre ambos protones
enel Espectro 2,COSY.

En el Espectro 3 HMQC, se observa que el proton b correlaciona con una sefal de
13C a 5=136.76 y el protdn a con un carbono a 5=119.54.

Por lo que la senal doble de doble a & 7.64 solo puede corresponder al protén ¢ (J =
5.87, 1.96 Hz) que a su vez correlaciona con un carbono a 6= 120.33.

En el Espectro 4, se observa una interaccion del proton ¢ (6= 7.64) con otra sefial
sigulete a = 3.98 que corresponde a los protones de metilo d(dc=57.08).

Siguiendo con el andlisis de las sefales de campo bajo a campo alto, a 6= 5.46 se

observa una sefial triple que integra para 2 protones y que en el espectro HMQC no
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correlaciona con ningun carbono por lo que fueron asignados al OH"' del anillo A de la
antraciclina y al OH" de la daunosamina. En el espectro COSY esta sefial a 6= 5.46
interacciona con una sefial doble a 8= 3.6 que corresponde al proton k (6c=66.52).

En el espectro COSY el protdn k correlaciona con una sefial doble conJ =4.89 Hz a
0= 3.36 y que integra para 1H que corresponde al proton j (dc= 47). Adicionalmente, se
observa que el proton k también interactta con otra sefial cuarteto a 6= 4.16 que integra para
1H con J = 6.8, 6.36 Hz que corresponde al proton | (dc= 66.63). Dada la multiplicidad de I, y
su interaccién con una sefial doble a 6= 1.15, que integra para 3H, se asigné a los protones
del grupo -CHsz (m) (6c=17.21).

Una vez identificado j, en el espectro COSY se observa que interactla con una sefial
multiple centrada a &= 1.77 que integra para 2H y que corresponde a los protones i (6c=
28.7, 28.66). Esta Ultima sefial correlaciona con otra sefial doble que integra para 1H con J =
2.93 Hz a 6= 5.28 que corresponde al protdn h (dc= 99.66). Dada la estereoquimica del
compuesto, el protdn h en el Espectro 4 (NOESY) interactla fuertemente con el proton g
que aparece como una sefial multiple a &= 4.87 (dc= 70.17). Esta sefial aparece traslapada

con una sefal amplia que integra para 1H a 8= 4.91 y que no correlaciona con ninguna sefial
para carbono por lo que fue asignada al grupo OH'.

En el espectro COSY se observa que el protdn g interactla con una sefial multiple que
integra para 2H a 0= 2.11 y que corresponde a los protones f (dc= 36.87). Por otra parte, en
el espectro NOESY se puede observar que la sefal asignada a OH' (6= 4.9) correlaciona con
una sefial doble con J = 5.87 Hz que integra para 2H y que corresponde a los protones n(dc=
64.26).

Finalmente, dada la conformacién del anillo A, las sefiales correspondientes a los
protones e se identificaron por su interaccion NOE con el proton del grupo OH"" (5.46-2.90

ppm), ademas de las interacciones con el proton g (4.90-2.90).
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Espectro 3. RMN 2D 'H-"*C HMQC para la Dox en DMSO-d; a 400 MHz
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Espectro 4. RMN 2D 'H-"H NOESY para la Dox en DMSO-ds a 400 MHz.

La asignacion inequivoca para las sefiales de los profarmacos Ad-Dox (Espectro 7-

34, Anexo 1) se realizé tomando como base el andlisis arriba descrito para la Dox libre, a

continuacion se describe la asignacion para todos los profarmacos obtenidos:
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6.4.3 Analisis espectroscépico por RMN para el profarmaco Ad-a-Dox

En la Figura 19, se observa el espectro de RMN *H del profarmaco Ad-a-Dox:
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Espectro 5. RMN 'H del profarmaco Ad-a-Dox en DMSO-ds a 400 MHz.

Como puede observarse en el Espectro 5, destaca la aparicion de una sefial doble a
o= 6.66 que integra para 1H con J= 8.1 Hz y que corresponde al proton unido a
heteroatomo de la amida. Ademas, es posible observar los protones pertenecientes al anillo
de adamantano; B (0x= 1.93), a (dy= 1.72) y y (0= 1.62). Uno de los cambios importantes
que se observan en el espectro de *H y que corrobora la unién covalente del Ad con la Dox
via acoplamiento C-N es el &y del grupo OH" de campo bajo (6= 5.46 en la Dox libre) a
campo alto (4= 4.84), lo que corrobora que las propiedades electronicas de los protones

circundantes se ven afectados por la presencia del anillo de Ad.

a1
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6.4.4 Analisis espectroscopico por RMN para el profarmaco Ad-h-Dox

En contraste, para el profarmaco Ad-h-Dox, la sefial N-H de la hidrazona aparece a
o= 6.38 (Espectro 7 en Anexo 1). De la misma manera, las sefal del alcohol primario y
secundario muestran un cambio a campo alto debido al cambio en el entorno electronico

causado por el anillo de Ad.

6.4.5 Andlisis espectroscopico por RMN para el profarmaco Ad-e-Dox

Respecto al profarmaco Ad-e-Dox se comenzé por la caracterizacion del intermediario
Dox-Boc (Espectro 6), en el espectro de RMN H se observa una sefial doble a 8= 6.32 que
corresponde a un proton unido a heteroatomo N-H de la amida formada con el grupo
protector Boc. Ademas aparecen las sefales de los metilos a 6= 1.33 mientras que la sefial
del grupo hidroxilo OH" se desplaza hacia campo alto, ya que esta sefal aparece como un
doblete con J=5.61 Hz a un d4= 4.66, mientras que para la Dox libre OH" aparece a un 6=
5.46, este mismo efecto de proteccion se observd para el compuesto Ad-a-Dox, donde

también se modifica este residuo, ya que el volumen del sustituyente influye en la magnitud

del cambio en el desplazamiento quimico para OH".
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Espectro 6. RMN *H del intermediario Dox-Boc en DMSO-ds a 400 MHz.

Finalmente cuando se obtiene el profarmaco Ad-e-Dox, en los espectros de RMN
(Espectros 28-34 en Anexo 1) se observa la desaparicion de la sefial correspondiente al OH'
y la aparicion de las sefales del anillo de adamantano; B (0= 2.01), a (0y= 1.91) yy (0=
1.71). Ademas se observa un fenébmeno de desproteccion, ya que el OH'"' se desplaza a
campo bajo (64= 6.12) debido a la esterificacion con el Ad, ya que esta modificacién cambia
totalmente el entorno electrénico del OH"™', lo que confirma que la esterificacion tiene lugar
exclusivamente en el OH' primario. Durante la correcta asignacion para el profarmaco Ad-e-
Dox, y para asegurarnos que no se obtenia el producto de eliminacion del OH"' para dar el
alqueno correspondiente (producto E;), realizamos el correspondiente experimento HMQC
(Espectro 31 en Anexo 1). En este experimento, encontramos que la sefial a &= 6.12 no
correlaciona con ningun carbono, lo que confirma la correcta asignacion a OH"™' y que este

desplazamiento es producto de una desproteccion. Ademas, se confirma la efectiva

eliminacion del grupo protector y por consiguiente la generacién del producto esperado.
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También se observa que las sefiales de los protones h y g se desplazan a campo bajo, tal

vez debido a un cambio conformacional causado por la presencia de Ad.
6.4.6 Asignacion de los espectros de IR paralos profarmacos Ad-Dox

El andlisis de los espectros de IR permitio la identificacion de bandas caracteristicas
de los grupos funcionales, que fueron Utiles para confirmar la formacion de los enlaces
proyectados en la construccion de los profarmacos Ad-Dox. En la Tabla 3 se resumen las

bandas caracteristicas de la Dox sin modificar:

Tabla 3. Espectroscopia IR para la Dox

Banda de ) »
_ Asignacion
absorcion IR, cm™
3560-3160 Estiramiento O-H
3160-2300 Estiramiento NH3"
1724 Cetona (C=0)
1613y 1580 Estiramiento (C=0) (puente de hidrogeno

intramolecular de la quinona)

1282 Estiramiento de eter C-O-C
1115 Vibracion C-O de alcohol terciario
1071 Vibracion C-O de alcohol secundario
1008 Vibracion C-O de alcohol primario

El espectro FTIR de Ad-h-Dox muestra la banda caracteristica de estiramiento de O-H
a 3435 cm?, ademas se observa la desaparicion de la banda de estiramiento de la cetona a
1729 cm™ por formacién de la hidrazona, cuya banda de estiramiento de enlace N-H aparece
a 3241 cm™.% También podemos observar las tipicas bandas de estiramiento de C=O con
puentes de hidrogeno intramoleculares de la quinona en la regién de 1614-1579 cm®, C-O-C
a 1281 cm 1, C-O de alcohol terciario a 1110 cm™, C-O de alcohol secundario a 1069 cm™,
C-0O de alcohol primario a 1008 cm™ y enlaces C=C de anillos aromaticos a 1407 cm™. Todas

estas sefiales demuestran la obtencidon del enlace hidrazona para el profarmaco Ad-h-Dox.
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Respecto al profarmaco Ad-a-dox, ademas de las bandas comunes descritas
anteriormente, destaca la aparicién de una banda de estiramiento a 3431 cm™ que
corresponde a un enlace N-H. Finalmente, para el derivado Ad-e-Dox, se observa que la
banda de estiramiento C=0 de la cetona aparece a mayor frecuencia (1727 cm™) debido al

efecto inductivo que ejerce el grupo funcional éster.”*
6.4.7 Espectrometria de masas de los profarmacos Ad-Dox:

Todos los espectros fueron obtenidos por ionizacién por electroespray (ESI, por sus
siglas en inglés) ya que por impacto electronico y por bombardeo de atomos rapidos no se
logré la ionizacién de las moléculas. En todos los casos por la técnica de ESI, se identifico el
ion molecular M* 6 [M+Na®] que para todos los casos estuvo en concordancia con el peso

molecular de la estructura propuesta (Espectros 13, 20, 27y 34 en Anexo 1).
En la Espectro 7 se observa el espectro ESI del profarmaco Ad-a-Dox (C3gHs3NO12,

PM esperado 705.7 uma) en donde se observa el ibn molecular mas un atomo de sodio [M +

Na'], 728.2 m/z y que corresponde a la formula molecular C3gHs3NO12Na.

AMIDA (0.031) 15 (1.00,1.00) C38H43NO12Na 1. TOF MS ES+
1004 728.2683 6.40e12

O OH

O‘O‘ o
O O OH O,
[gfoH

NH_O

|
l::i.(o

729.2717

7302745

731.2772

0 L N VL L D U D U U L L L I L B IR B L DL m/z
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Espectro 7. ESI del profarmaco Ad-a-Dox
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SINTESIS DE MONO-TOSIL-BCD (mOTs-BCD)
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Esquema 6. Ruta sintética para la obtencion de mOTs-CD

Uno de los pasos clave para la construccion de las nuevas plataformas con BCD
consiste en funcionalizar solo un grupo hidroxilo de la cara primaria de la BCD. Para lograr
este objetivo partimos del intermediario por excelencia, el mOTs-BCD, el cual es sumamente
versatil ya que a través de este intermediario se pueden introducir otras funcionalidades. Este

compuesto se obtiene a través de la metodologfa propuesta por Zhong et al.”?

gue consiste
en hacer reaccionar la BCD con el anhidrido del p-toluensulfonilo en medio acuoso seguida
de la adicion de base a un tiempo controlado, utilizando este procedimiento se consigue
tosilar un solo grupo OH de la cara primaria de la BCD con un rendimiento de 69 %, sin la

obtencion de mezclas de polisustitucion y con un trabajo de purificacion sencillo.

6.5.1 Caracterizacion espectroscopica y espectrométrica de la mono-tosil-BCD
(mOTs-BCD)

Una vez obtenido el mOTs-BCD se caracteriz6 por RMN 'H en DMSO-ds. En el
Espectro 8 se observan a campo bajo dos sefiales dobles a 6= 7.77, 7.45 con J= 8.2 Hz
gue corresponden a los protones a y b del anillo aromatico con sustitucién para del grupo
tosilo, a 5.83 ppm aparecen las sefales de los protones de los grupos OH de la cara
secundaria de la BCD. Dada la modificacion de un sélo anillo de glucopiranosa, es posible
identificar el proton del hidroxilo 2 (OH2") como una sefal doble a &= 5.83, después se
observan un conjunto de sefiales que integran para 13H que corresponden a los hidroxilos 2
y 3 (OH2 y OH3) de la BCD. A continuacion 6= 4.84 aparece una sefial multiple que integra

para 6H y que corresponde a los protones del carbono anomérico (H1) de las moléculas de

=
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glucopiranosa sin modificar, asi a dy= 4.77 aparece la sefial del proton H1' de la
glucopiranosa modificada. Inmediatamente después, a &y= 4.52-4-43 aparecen sefiales
multiples que integran para 6H y que corresponden a los protones de los hidroxilos unidos al
carbono 6 (OH6). Después entre 4= 4.37-4.32 aparece una sefial multiple que integra para
2H y que corresponde a los protones en C6 (H6’) del anillo modificado, seguida de otra sefial
centrada a 04= 4.20 del proton H5' en C5 también de la glucopiranosa modificada. Este
cambio en el desplazamiento quimico puede explicarse por el efecto desprotector del grupo
tosilo. Finalmente, entre 6= 3.66-3.22 se observa un conjunto de sefiales que se asigné a
los protones de los carbonos 6 (H6), C5 (H5) de las moléculas de glucopiranosa de la BCD
gue no fueron modificadas. También se encuentran los protones de los carbonos 3, 2 y 4
(H3), (H2) y (H4) de la BCD, los cuales no sufren cambios en el desplazamiento quimico,
comparados con la BCD nativa. Finalmente, a 6= 2.43 se encuentra una sefal singulete que

integra para 3H y que corresponde a los protones del metilo del grupo tosilo.
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Espectro 8. RMN 'H del intermediario mOTs-BCD en DMSO-ds a 400 MHz.
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Para continuar con la caracterizacion del mOTs-BCD, se adquirié también el espectro
de ¥C (Espectro 9), y como puede observarse a 5c= 14525 y 133.11 aparecen los
carbonos cuaternarios del anillo aromatico del grupo p-toluensulfonilo, seguidos por los
carbonos orto y meta al sulfonilo 6¢c= 130.33 y 128.03 respectivamente. Después a dc=
102.37 y 101.73 aparecen los carbonos C1 y C1' del anillo modificado, entre 6 c= 81.95-81.62
se encuentran los carbonos C4 y C4'. A 6= 73.51-72.29 se observa un conjunto de sefales
que corresponden a los carbonos C2, C2', C3, C3'y C5, C&', seguidos de una sefal a dc=
69.35 que corresponde a C6' modificado. Finalmente, a dc= 60.36 y 21.66 aparecen las

sefiales de C6 y del grupo metilo del sustituyente p-toluen sulfonilo respectivamente.
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Espectro 9. RMN **C del intermediario mOTs-BCD en DMSO-ds a 400 MHz.

En el espectro de
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IR (Espectro 37 del Anexo 1) se observan las bandas

caracteristicas del compuesto mOTs-BCD; en 3281 cm™ la vibracién O-H, a 2925 cm™el

48
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estiramiento C-H y las bandas propias del sustituyente, a 1361 cm™ el estiramiento S=0,
1155 cm™ S-O. Finalmente, el intermediario mOTs-BCD se caracterizé por espectrometria de
desorcién/ionizacion mediante laser asistida por matriz (MALDI-TOF), ya que es una técnica
que permite detectar con precision masas moleculares mayores a 1000 Da. Para este tipo de
moléculas se utilizé acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB, por sus siglas en inglés) como matriz.
En el Espectro 38 del Anexo 1, se observa una sefial a 1311.73 m/z que corresponde al i6n

molecular mas un atomo de sodio [M+Na]*, y confirma la masa del compuesto.

6.6 SINTESIS DE MONO-AZIDO-BCD (mN3-BCD)
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Esquema 7. Ruta sintética para la obtencion de mN3-CD

Una vez obtenido el intermediario mOTs-BCD, el grupo tosilo se sustituyé por un grupo
azida, mediante una reacciéon SN, en DMF anhidra a 80 °C durante 48h, catalizada por KI.
Utilizando esta metodologia previamente descrita por Liu et al.”® se obtuvo un rendimiento de

95 %, y el trabajo de purificacion consistio en una recristalizacion en acetona.

6.6.1 Caracterizacion espectroscoOpica y espectrométrica de la mono-azido-BCD
(mN3-BCD)

Una vez obtenida la mNs-BCD se caracteriz6 por RMN *H en DMSO-dg (Espectro 10).
Destaca la desaparicidon de las sefales del anillo aromatico del grupo p-toluensulfonilo y en
concordancia con el intermediario anterior. Entre dy= 5.78-5.62 aparece un conjunto de
sefales multiple que integra para 14H y que corresponde a los protones de los hidroxilos
OH2, OH3 y OH3’, los cuales no sufren cambio en su desplazamiento quimico en
comparacioén con la BCD nativa. A continuacién, a &= 4.88 aparecen otra sefial multiple que
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integra para 1H y que se asigné al proton H1' del anillo de glucopiranosa modificado. Asi,
este proton sufre un efecto desprotector causado por la adicion del grupo azido.
Inmediatamente, a &4= 4.83 se encuentra una sefial multiple que integra para 6H
correspondiente a los protones H1 de las moléculas restantes de glucopiranosa. Después, se
observa una sefial multiple que integra para 6H entre 6= 4.53-4.46 de los protones de los
hidroxilos unidos a C6 (OH6) de la BCD y que corrobora la mono modificacion. A dy= 3.77 se
observa una sefal que integra para 2H y que corresponde a H6' de la molécula de
glucopiranosa que fue modificada y que sufre un efecto protector por parte del grupo azido.
Finalmente, entre 6= 3.66-3.26 aparecen las sefales correspondientes a los protones H6 de

las moléculas de glucopiranosa sin modificar; H3, H5, H4 y H2 de la BCD.
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Espectro 10. RMN *H del intermediario mN;-BCD en DMSO-ds a 400 MHz.

Para continuar con la correcta caracterizacion, se analizo el espectro de RMN de *C
del intermediario mN3-BCD y como puede observarse en el Espectro 11, las sefales de los
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carbonos del anillo aromatico del intermediario anterior desaparecen y solo se observan los

carbonos de la BCD modificada, de acuerdo al orden descrito en la seccién 6.6.1.
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Espectro 11. RMN **C del intermediario mN;-BCD en DMSO-ds; a 400 MHz.

En el espectro de IR (Espectro 41 del Anexo 1) se presentan las bandas
caracteristicas del compuesto mNs-BCD; 3294 cm™ la vibracién O-H, a 2922 cm™ el

estiramiento C-H ya 2104 cm™ la banda caracteristica del grupo azida.

Asi mismo el intermediario mN3-BCD se caracterizd por espectrometria MALDI-TOF.
En el Espectro 42 del Anexo 1 se observa una sefal a 1182.36 m/z, la cual corresponde al
ion molecular mas un atomo de sodio [M+Na]", que confirma la masa del compuesto

esperado.
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6.7 SINTESIS DE LOS INTERMEDIARIOS CON GRUPOS ALQUINO.

\l

Como fuente de alquino para la obtenciéon de los compuestos programados
seleccionamos al bromuro de propargilo el cual unimos covalentemente con los residuos
aromaticos correspondientes mediante una eterificacion de Wiliamson. Se partio de la
reaccion acido base entre el fenol correspondiente y carbonato de potasio en un disolvente
polar no protico para obtener el fendxido correspondiente, el cual por un ataque nucleofilico

SN sustituye al atomo de bromo del propargilo para obtener el éter correspondiente.
6.7.1 Sintesis del 4-(propargiloxi)fenol (I) y 1,4-bis (propargiloxi)benceno (l)

!

OH (o)
K2CO3/ Br
Acetona 60 °C/24 h +

(o) (o)

(o

58 % 20 %

Esquema 8. Ruta sintética para la obtencion de 4-(propargiloxi)fenol (I) y 1,4-
bis(propargiloxi)benceno (11)

Estos intermediarios se sintetizaron siguiendo el procedimiento descrito por Folgado et
al.”* Dado que la hidroquinona presenta dos sitios reactivos, durante el transcurso de la
reaccion se genera la mezcla de la mono vy la disustitucién. Asi encontramos que las mejores
condiciones de separacién de ambos productos por cromatografia en columna consiste en
usar una mezcla Hex/AcOEt en una proporcion 85:15 sobre gel de silice, con lo que se

obtienen ambos intermediarios.

6.7.2 Caracterizacidon espectroscoépica y espectrométrica de los intermediarios 4-

(propargiloxi)fenol (1) y 1,4-bis(propargiloxi)benceno (Il)

En el Espectro 12 de RMN *H en DMSO-dg para el intermediario (I) se observa a
campo bajo d4= 8.99 la sefial amplia de un proton unido a heteroatomo que corresponde al
fenol, después a dy= 6.82 y 6.70 aparecen dos sefiales dobles con J = 9 Hz que integran
para 2H y que corresponden a los protones a y b respectivamente. Consecutivamente, a o=

4.66 se observa un sefal doble con J = 2.4 Hz que integra para 2H y que corresponde al

52
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metileno c, finalmente a dy= 3.50 se observa un triplete que integra para 1HconJ =24 Hzy

que pertenece al protén d del alquino terminal.
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Espectro 12. RMN *H del intermediario (I) en DMSO-ds a 400 MHz.
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Asi mismo el analisis del Espectro 13 de *C muestra a 5.= 152.24 y 150.48 las
sefales correspondientes a los carbonos cuaternarios, primero el que sostiene al éter
seguido del que sostiene al OH. Después a 6c= 116.48 los carbonos a del anillo aromético y
a 0c= 116.10 los carbono b. El carbono cuaternario del alquino aparece a 6= 80.20 e

inmediatamente después a dc= 78.23 aparece el carbono d del alquino terminal. Finalmente,

a 0c= 56.46 se presenta el carbono c de los metilenos.
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Espectro 13. RMN **C del intermediario (I) en DMSO-ds a 400 MHz.

En el espectro IR de la Espectro 45 del Anexo 1 se observan las bandas

caracteristicas del compuesto (I); 3361 cm™ la vibracion O-H a 3285 cm™ el estiramiento C=C

ya 2122 cm? la banda caracteristica del grupo alquino terminal (C=C-H).

Asi mismo el intermediario (l) se caracterizd por espectrometria ES|, en el espectro 46
del Anexo 1 se observa un pico a 148.05 que corresponde a [M*] y un pico base a 149.06
que indica la presencia del i6n [M+H]"; estos resultados confirman la masa del compuesto

esperado.

Un analisis similar se realiz6 para la caracterizacion del intermediario (Il) 1,4-
bis(propargiloxi)benceno. Dada la simetria de la molécula, en el espectro de RMN *H de la
Espectro 47 en el Anexo 1 se observa a 6= 6.9 una sefal singulete que integra para 4H y
que corresponde a los protones del anillo aromético. En contraste con (I) a d4= 4.73 se
observa un sefial doble con J = 2.4 Hz que integra para 4H y que corresponde a los

metilenos c. Finalmente, a 4= 3.53 se observa un triplete que integra para 2HconJ = 2.4 Hz

y que pertenece a los protones d de ambos alquinos terminales.
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En el espectro de RMN *3C de la Espectro 48 en el Anexo 1 aparece una sefial a .=
152.17 que corresponde a los carbonos cuaternarios que sostienen a los éteres, después a
O0c= 116.27 los carbonos a y b del anillo aromatico. Asi el carbono cuaternario del alquino
aparece a 0c= 79.95 e inmediatamente después a dc= 78.47 aparece el carbono d del

alquino terminal. Finalmente, a 6c= 56.32 se presenta los carbonos de los metilenos c.

En el espectro IR de la Espectro 49 en el Anexo 1 se observa la desaparicion de la

vibracion O-H y resalta el estiramiento C=C a 3272 cm™y a 2130 cm'? la banda caracteristica

del grupo alquino terminal (C=C-H).

Finalmente, (Il) se caracteriz6 por espectrometria ESI, en el Espectro 50 del Anexo 1
se observa un pico a 186.06 que corresponde a [M*] y un pico a 187.07 que indica la

presencia del ion [M+H]", lo que confirma la masa esperada.

6.7.3 Sintesis del acetato de 2-[4-(propargiloxi)fenil] metilico (l1I).

o o
(0} ~o
K,COyBr X

~

Acetona 60 °C/24 h

OH o

97 %
Esquema 9. Ruta sintética para la obtencién del acetato de 2-[4-(propargiloxi)fenil] metilico (ll1).

El intermediario (lll) se prepard de acuerdo al principio descrito en la seccion 6.7 y de

acuerdo a la metodologfa propuesta por Rahmani & Mahani.” El compuesto (l1l) se obtiene
con un rendimiento de 97% y su purificacion consistié sélo en extracciones con mezcla agua-

disolvente organico.

6.7.4 Caracterizacion espectroscOpica y espectrométrica del intermediario

acetato de 2-[4-(propargiloxi)fenil] metilico (lll).

Para el compuesto (l11) el espectro de RMN *H en CDCl; (Espectro 51 en el Anexo 1)

se observa a campo bajo entre dy= 7.24-7.22 y 6.97-6.95 dos sefiales dobles con J = 8.8 Hz
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gue integran para 2H y que corresponden a los protones b y c respectivamente. Después a
On= 4.70 se observa un sefal doble con J = 2.3 Hz y que integra para 2H correspondiente al
metileno d, a dy= 3.71 se observa una sefal singulete que integra para 3H y que
corresponde al metilo del ester. A dy= 3.59 aparece otra sefial singulete que integra para 2H
y que se asigno al metileno a. Finalmente, entre o= 2.54-2.53 aparece un triplete que integra

para 1H con J = 2.4 Hz y que pertenece al protdn e del alquino terminal.

En el espectro de RMN *3C de la Espectro 52 en el Anexo 1 aparece una sefial a d.=
172.21 que corresponde al carbdn del carbonilo. Después, a .= 156.68 aparece el carbono
cuaternario que sostiene al éter, a 6c= 130.31 y 115 se encuentran los carbonos b y ¢ del
anillo aromatico. Asi el carbono cuaternario del acetato aparece a d.= 127.03 mientras que el
carbono cuaternario del alquino aparece a dc= 78.56 e inmediatamente después a dc= 75.53
aparece el carbono e del alquino terminal. A .= 55.83 se observa una sefial que se asigné al
carbono d y a 6.= 52.01 el carbono del grupo metilo. Finalmente, a 6c= 40.28 se presenta el

carbéna.

En el espectro IR de la Espectro 53 en el Anexo 1 se observa una banda de
estiramiento C=C a 3283 cm™?, a 2953 cm™ una banda de estiramiento C-H y a 2140 cm™ la

banda caracteristica del grupo alquino terminal (C=C-H).

El compuesto (lll) se caracterizé por ESI, en el Espectro 54 del Anexo 1 se observa
un pico a 204.08 que corresponde a [M'] y un pico a 205.09 que indica la presencia del ion

[M+H]", lo que confirma la masa esperada.

6.7.5 Sintesis del acido 2-[4-(propargiloxi)fenil]acético (IV)

o o
o HO
1) NaOH/EtOH:H,0
2) HCI g
oW 01

94 %

Esquema 10. Ruta sintética para la obtencion del &cido 2-[4-(propargiloxi)fenil]acético (1V).
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De acuerdo a la estrategia sintética propuesta para la construccién de las nuevas
plataformas, se partié de la derivatizacion del compuesto Il con el alquino, el cual una vez
obtenido, se sometié a una reaccion de saponificacion en donde se genera el carboxilato
correspondiente y en un segundo tratamiento de la reaccion el producto se recuperd con una

solucidon acida, obteniendo asi el acido carboxilico con un rendimiento de 949%.

6.7.6 Caracterizacion espectroscopica y espectrométrica del acido 2-[4-

(propargiloxi)fenillacético (IV)

En contraste con el analisis realizado para el compuesto Ill en el Espectro 14 de RMN
'H en DMSO-d¢ destaca la aparicién de una sefial singulete a 8= 12.25 que integra para 1H
y que corresponde al proton del acido carboxilico. Después a &= 7.20-7.18 y 6.94-6.92
aparecen dos sefiales dobles con J = 8.7 Hz que integran para 2H y que corresponden a los
protones b y c respectivamente. Posteriormente, a dy= 4.77 se observa un sefal doble con J
= 2.4 Hz y que integra para 2H correspondiente al metileno d, a d4= 3.55 se observa una
sefal triple con J = 2.4 Hz que integra para 1H y que pertenece al proton e del alguino

terminal. Por dltimo, a 4= 3.50 aparece una sefial singulete que integra para 2H y que se

asigno al metileno a.




uimicas

(Y ) S )
S \? asurady ANALISIS DE RESULTADOS

[Te]
N oo N ~ N~ 0 <YYo
o N 00 NN 000 o
- NN®©© <+ < NN R 32000
| ~ - ~ —~
30000
o 28000
d a
26000
a OH 24000
22000
b X
| c 20000
c e
/ - 18000
b
16000
o
d
14000
‘ 12000
e 10000
8000
_ 6000
COOH
4000
2000
JUL . U\ (W Lo
I dd g §'®
) c o ] K]
S o N o - ~-2000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 8.0 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

Espectro 14. RMN 'H del &cido 2-[4-(propargiloxi)fenillacético (1V) en DMSO-ds a 400 MHz.

El Espectro 15 de RMN *3C coincide con el andlisis arriba descrito para el compuesto

() y destaca la desaparicion de la sefial del grupo metilo como resultado de la

saponificacion.
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Espectro 15. RMN **C del 4cido 2-[4-(propargiloxi)fenilJacético (IV) en DMSO-ds a 400 MHz.

En el espectro IR de la Espectro 57 del Anexo 1, se observa una banda de
estiramiento C=C a 3280 cm, a 2950 cm™ una banda de estiramiento OH y a 2130 cm™ la

banda caracteristica del grupo alquino terminal (C=C-H).

El compuesto (V) se caracterizoé por ESI, en el Espectro 58 del Anexo 1, se observa

un pico a 190.06 que corresponde a [M*] y un pico a 191.07 que indica la presencia del ion

[M+H]", lo que confirma la masa esperada.
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6.7.7 Sintesis del 1,3,5-tris(propargiloxi)benceno (V)

= (o) (o) ——
con= | Oy
DMF 80 °C/48 h

o

OH ﬂ|

80 %

HO OH

Esquema 11. Ruta sintética para la obtencion del 1,3,5-tris(propargiloxi)benceno (V)

El compuesto V se preparé en principio de acuerdo a la metodologia descrita en la
seccién 6.7, sin embargo, para obtener el producto deseado fue necesario cambiar el medio
de reaccion, reemplazando la acetona por DMF, con lo cual se puede incrementar la
temperatura de la reaccién, ademas de ser necesario un tiempo de 48h. Esta metodologia
fue propuesta por Mallard-Favier.”® El compuesto V se obtiene con un 80% de rendimiento

después de purificarlo por cromatografia en columna.

6.7.8 Caracterizacion espectroscopica y espectrométrica del 1,3,5-

tris(propargiloxi)penceno (V)

Dada la simetria del compuesto V, en el Espectro 59 de RMN *H en el anexo 1 se
observa a dy= 6.26 una sefial singulete que integra para 3H y que corresponde a los
protones del anillo aromatico. A dy= 4.76 se observa un sefial doble con J = 2.4 Hz que
integra para 6H y que corresponde a los metilenos b; por ultimo, a 64= 3.56 se observa un
triplete que integra para 3H con J = 2.4 Hz y que pertenece a los protones c de los tres

alguinos terminales.

En el espectro de RMN *3C de la Espectro 60 en el Anexo 1, aparece una sefial a 5=
159.37 que corresponde a los carbonos cuaternarios que sostienen a los éteres, después a
0c= 95.62 los carbonos a del anillo aromatico. Asi el carbono cuaternario del alquino aparece
a d0c= 79.51 e inmediatamente después a 0c= 78.77 aparece el carbono c del alquino

terminal. Finalmente, a .= 56.07 se presentan los carbonos de los metilenos b.

En el espectro IR de la Espectro 61 en el Anexo 1, sobresale el estiramiento C=C a

3255 cm™ y a 2133 cm™ la banda caracteristica del grupo alquino terminal (C=C-H).
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Por altimo, (V) se caracterizd por espectrometria ESI, en el Espectro 62 del Anexo 1
se observa un pico a 241.1 que corresponde a [M*] y un pico a 242.1 que indica la presencia

delion [M+H]", lo que confirma la masa esperada.

6.7.9 Sintesis del dendrimero PAMAM GO-alquino (VI)

o
NH

H;N o HN?N o SN

W ﬁ)\* N ~ EDC/HOBt _ AS

N~ + N

HN( N_} HN{ PngtL

N NH_ i L
H,N @fo 1@0

___° —=

98 %

Esquema 12. Ruta sintética para la obtencion del dendrimero PAMAM GO-alquino (V1)

Otro de los pasos determinantes para la construccion de la plataforma dendrimérica
PAMAM modificada en su periferia con BCD, consisti6 en modificar las cuatro posiciones del
dendrimero PAMAM GO con grupos alquino, la cual se realiz6 a través una reaccion de
acoplamiento C-N con el &cido carboxilico del compuesto IV, para ésto se utilizo EDC y HOBt
como agentes acoplantes en medio basico. El mecanismo de esta reaccion se lleva a cabo
en tres pasos: 1) la activacion del acido carboxilico, por medio de una reaccion acido — base;
2) el atague nucleofilico del i6n carboxilato a la EDC para formar la O-acilisourea que
posteriormente es atacado por el HOBt para evitar la formacién de la N-acil urea; 3)
finalmente, el ataque nucleofilico de la amina al intermediario formado anteriormente, para
obtener la amida. Con estas condiciones se obtuvo un rendimiento de 98% del dendrimero
PAMAM con grupos alquino en las 4 posiciones.

6.7.10 Caracterizacidon espectroscopica y espectrométrica del dendrimero
PAMAM GO-alquino (V1)

El dendrimero VI se caracterizé6 por RMN *H en DMSO-ds (Espectro 16) a campo bajo
se observan dos sefales amplias 6= 8.03 y 7.96 que integran para 4H y que corresponden a
los cuatro protones de las amidas. A o= 7.18-7.15 y 6.91-6.89 aparecen dos sefiales dobles
con J = 8.7 Hz que integran para 8H y que corresponden a los protones h vy i
respectivamente. Después, a dy= 3.54 se observa una sefial triple con J = 2.39 Hz y que
integra para 4H correspondiente a los 4 grupos alquino(protones k), traslapados con el agua

aparecen los protones g a dy= 3.33 y a dy= 3.08 se observa una sefal triple con J =2.18 Hz

ff: 61
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gue integra para 16H y que pertenece al protbn e y e'. A &= 2.67 se observa una sefial triple
conJ = 7.09 Hz que integra para 8H correspondiente a los protones b, justo al lado de la
sefial del disolvente puede observarse un singulete a 6= 2.45 que integra para 4H y que se
asigno a los protones a del core de etilendiamino. Finalmente, a 6= 2.19 aparece una sefial

triple conJ = 6.79, 6.87 Hz que integra para 8H y que se asigné a los metilenos c.
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Espectro 16. RMN *H del dendrimero PAMAM G0-alquino (VI) a 400 MHz.
En el Espectro 17 de RMN *C aparece una sefial a .= 171.95 que corresponde al
carbon del carbonilo del dendrimero PAMAM, después a .= 171.02 el carbon del carbonilo
de la periferia, a .= 156.26 aparece el carbono cuaternario que sostiene al éter, asia 6c=
130.41 se encuentran los carbonos h y a 6.= 129.49 aparece el carbono cuaternario del
anillo aromatico vecino al acetato. A .= 115.03 se observan los carbonos i mientras que el
carbono cuaternario del alquino aparece a dc= 79.84 e inmediatamente después a 6c= 78.54
aparece el carbono k del alquino terminal. A .= 55.80 se observa una sefial que se asigno al

carbono j y a 6.= 51.25 los carbonos b, finalmente a 8= 50.04 se presentan los carbonos a
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del nucleo seguidos por los carbonos g a 6c= 41.92, traslapados con la sefial del disolvente

se encuentran los carbonos e y a 8= 33.60 se observan los carbonos c.
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Espectro 17. RMN **C del dendrimero PAMAM GO-alquino (V1) en DMSO-ds a 400 MHz.

En el espectro IR de la Espectro 65 en el Anexo 1 se observa una banda de
estiramiento C=C a 3284 cm™, a 3082 cm™ una banda de estiramiento N-H. El compuesto
(VI) se caracteriz6 por ESI, en el espectro 66 del Anexo 1 se observa un pico a 1205.5 que

corresponde a [M*] y un pico a 1206.5 que indica la presencia del i6n [M+H]", lo que

confirma la masa esperada.
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6.8 SINTESIS DE LOS COMPUESTOS Ay B

HO,

Q N OH
g 0/\K N o o
N
HO
OH \%’?\ ofio M=%
o} © H
o CuSO,/Ascorbato o OH
(@)

HO
(¢] DMSO 3:1 H,0 \)/kg\OH o
[e]
|| é)H OH 50°C,24 h H on
o OH o e}

HO
O HO

OH © OH
) mN;-BCD A
90 %
(0}

(o]
0 DMSO 3:1 H,0 HO~VA o
Il oy 50°C,24h H
22 OH
O—Y OH oy®HLo
H
HO 5
av) mN3-BCD B
98 %

Esquema 13. Ruta sintética para la obtencion de los compuestos Ay B.

Una de las areas de investigacion importantes en quimica de carbohidratos se centra
en la modificacion quimica controlada de la BCD, ya que da como resultado derivados mas
solubles en agua que también pueden mejorar las propiedades farmacéuticas de la BCD
nativa. Actualmente, existen derivados comerciales mas solubles de la BCD nativa como la
hidroxipropil BCD (HPBCD) vy la sulfobutil BCD (SBEBCD), sin embargo estos derivados se
usan como mezclas de moléculas de BCD con diferentes grados de sustitucion, es decir, con
diferentes pesos moleculares.”” Aunque son derivados que aumentan la solubilidad de la

BCD, la sustitucion aleatoria de los grupos OH transforma la BCD nativa en una mezcla de
derivados isoméricos. Con base en esto disefiamos dos mono-derivados A y B, pero

f‘fm? 64

pe =2
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mediante una modificacion controlada y selectiva de un OH de la cara primaria de la BCD,
modificando el grupo funcional terminal de los sustituyentes, asi estos mono-derivados son
extremadamente versatiles ya que permitirian una facil funcionalizacién con ligandos de
direccionamiento (i.e aminoacidos, péptidos, anticuerpos) y con esto se pueden obtener

plataformas supramoleculares ain mas selectivas.

Por otra parte, el concepto de quimica "click" se refiere a transformaciones quimicas
eficaces, selectivas, faciles y versatiles que conducen a un Unico producto de reaccién y
subproductos inofensivos que se puedan separar por métodos simples. La reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar entre una azida y un alquino terminal catalizada por cobre (I) para dar
origen a un 1,2,3-triazol 1,4-disustituido se considera, generalmente, el ejemplo modelo de
quimica "click" debido a su sintesis sencilla y tolerancia a una variedad de grupos funcionales
y condiciones de reacciéon. Como ya se menciond, esta reaccion se da en condiciones
suaves, en medio organico, acuoso o en mezcla de ambos y a temperaturas menores a 80

°C, obteniendo altos rendimientos.

Esta cicloadicion se da a través de un ciclo catalitico en donde el ascorbato reduce in
situ el Cu (Il) a Cu (I); el ciclo comienza con la insercion del Cu (I) en el alquino terminal.
Posteriormente, un &tomo de nitrdgeno del grupo azida se coordina con el Cu (I) formando un
complejo acetiluro cobre-azida, dejando el triple enlace disponible para un ataque nucleofilico
intramolecular, esto da como resultado un metalociclo de 6 miembros, el cual sufre una
contraccién anular favorecida energéticamente al formar un anillo de cinco miembros, el cual

sufre una reaccién acido-base para generar el 1,2,3-triazol 1,4-disustituido.

Para obtener las plataformas A y B utilizamos la reaccién de Quimica Click, en nuestro
caso la fuente de alquino fue el intermediario (I) o (Il) y como fuente de azida la mN3-BCD; se
utiliz6 CuSQ4 y ascorbato de sodio en una mezcla DMSO:H,0 que se mantuvo durante 24 h
a 50 °C. Para purificar los compuestos A y B se utilizd una columna de exclusion molecular,

utilizando agua como eluyente, con la cual fue posible remover tanto el cobre como el acido
ascorbico remanentes para obtener 90 % de rendimiento para el compuesto A y un 98 % de

rendimiento para B.
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6.8.1 Caracterizacidon espectroscopica y espectrométrica de los compuestos Ay

o

Los compuestos A y B se caracterizaron por RMN *H en DMSO-dg (Espectro 18 y 74
en Anexo 1). A continuacion se detalla el analisis espectroscépico para el compuesto A: a
campo bajo &= 8.94 se observa una sefia amplia que integra para 1H que corresponde al
protén del fenol y a dy= 8.12 una sefial singulete que integran para 1H y que se asigno al
proton del anillo de triazol. A 4= 6.86 y 6.69 aparecen dos sefiales dobles con J =9 Hz que
integran para 2H y que corresponden a los protones a y b respectivamente. Como se
describi6 en la seccién 6.8. es posible identificar el protén del hidroxilo 2 (OH2') como una
sefial singulete a 4= 5.88, después se observan un conjunto de sefiales que integran para
13H que corresponden a los hidroxilos 2 y 3 (OH2, OH3 y OH3') de la BCD. A continuacion a
o= 5.04 aparece una sefial singulete que integra para 1H que pertenece al proton H1' de la
glucopiranosa modificada, después a dy= 4.97 se observa otra sefial singulete que integra
para 2H y que se asignd a Hc, esta diferenciacion se llevé a cabo gracias a sus respectivas
correlaciones con el pico de *C (Espectro 19 HMQC), ya que Hc correlaciona con un pico a
0c=61.91 y la sefal de H1' correlaciona con el pico de carbono C1 anomérico a 6c= 102.48

del anillo de glucopiranosa modificado de la BCD.

Por otra parte se ha reportado’ la posibilidad de diferenciar por desplazamiento
guimico los protones diasterotopicos H-6' correspondientes al carbono C6' del anillo de
glucopiranosa modificado de la BCD. En nuestro caso, esta identificacion fue realizada con el
espectro HMQC (Espectro 19), ya que ambos protones diastereotdpicos correlacionan con
una sefal de carbono C6 a 6c= 50.74. La primera sefial aproximadamente a &y= 4.87 se
traslapa parcialmente con la sefial de los protones H-1 (0y= 4.84-4.77) de los anillos de
glucopiranosa sin modificar, mientras que la segunda sefial se puede identificar a
aproximadamente 8y= 4.61(sustentada por una constante de acoplamiento geminal 2J
alrededor de 14 Hz). Esta asignacion fue corroborada por las interacciones en el espectro
COSY como se muestra en el Espectro 69 en Anexo 1. Las dos sefales H-6' descritas
anteriormente correlacionan con una sefal a dy= 3.99 que corresponde a H-5' del mismo
anillo de glucopiranosa modificado. Asi las sefiales que aparecen entre o= 4.51-4.45 y que
integran para 5H, coinciden con el desplazamiento quimicos de los protones OH6 de las
unidades de glucopiranosa sin modificar. Después se observa una sefial centrada en dy=

4.29 que integra para 1H y que no correlaciona con ningun carbono, en el espectro COSY

66
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puede observarse que esta sefial correlaciona con dos sefiales a 6= 2.86 y 3.1 por lo que se
asigno al proton OH6" del anillo de glucopiranosa contiguo al azicar modificado. EI conjunto
de sefiales entre 6= 3.73-3.56 corresponde a los protones H-6 y los protones de la cavidad
H-3,3' y H-5; de acuerdo al desplazamiento quimico los protones externos H-4,4" y H-2,2'
aparecen entre 6= 3.38-3.30 (traslapados con la sefal del agua). Finalmente, aparecen dos
sefiales a do4= 3.11 y 2.90 que correlacionan con las sefiales de los carbonos C6 de las
unidades de glucopiranosa no modificadas alrededor de 6c= 60. Estas Ultimas sefiales se
asignaron a los dos protones H-6" de la misma unidad de glucopiranosa -CH,OH contigua a

la mono-funcionalizada.
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Espectro 18. RMN *H del compuesto A en DMSO-ds a 400 MHz.
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Espectro 19. RMN 2D HMQC del compuesto A en DMSO-ds a 400 MHz.

El resto de las sefiales de *C para el compuesto A se asigné a través del espectro

HMQC y se puedenrevisar en el espectro 68 del Anexo 1.

Para el compuesto A en el espectro NOESY (Espectro 71 en Anexo 1) se observan
interacciones a larga distancia entre el proton del fenol y los protones H2 de la BCD asi como
con los hidroxilos de la cara secundaria. Estas interacciones solo se pueden llevar a cabo
entre dos moléculas, ademas se observa interacciones del protdn del triazol con H-6" del
anillo de glucopiranosa contiguo a la mono-modificacion, dichas interacciones demuestran

gue el residuo aromatico no esta incluido en la cavidad de la BCD.

Para A en el espectro IR (Espectro 72 del Anexo 1) se presentan las bandas
caracteristicas; a 3294 cm™ la vibracién O-H a 2918 cm™ el estiramiento N=N y a 1509 cm™

estiramiento C=C y por ltimo a 1025 cmla vibracién de estiramiento CH,-O-C- cm™.

El compuesto A se caracterizd por espectrometria ESI-TOF que permite la

caracterizacibn de compuestos con alto peso molecular, ya que se generan especies

f1 (ppm)
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multicargadas que pueden detectarse con un analizador de tiempo de vuelo. En el Espectro

73 del Anexo 1, se observa una sefial a 1308.44 m/z, el cual corresponde al ion molecular

[M]" v un pico a 1330.42 m/z que corresponde al idbn molecular mas un atomo de sodio
[M+Na]" lo que confirma la masa del compuesto esperado.
Asi mismo se realiz6 la asignacion para el compuesto B, sus espectros se encuentran

enelAnexo 1 (Espectros 74-80 en Anexo 1).

6.8.2 Sintesis del compuesto C
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Esquema 14. Ruta sintética para la obtencion del compuestos C.

El compuesto C se obtuvo de acuerdo a las condiciones Click descritas en la seccion
6.8. De igual manera, la purificacion se realizé por SEC con agua como eluyente, obteniendo

un 97 % de rendimiento.

6.8.3 Caracterizacion espectroscopicay espectrométrica del compuesto C

Para el compuesto C se realiz6 un analisis similar que para A y B, dada la simetria de
la molécula en el espectro de RMN *H del Espectro 81 en el Anexo 1 a 8= 8.15 se observa
una sefal singulete que integra para 2H y que pertenece al proton de los dos anillo de triazol.
ox= 6.98 aparece otro singulete que integra para 4H y que corresponde a los protones del
anillo aromatico Ha y Hb. Después, el orden de aparicion de la sefiales coincide con la

descripcion realizada en la seccién 6.9.1(més detalles se describen en la parte experimental)
para la BCD y se realiz6 con la ayuda del espectro HMQC y COSY (Espectros 83 y 84

respectivamente en el Anexo 1). En el Espectro 82 de RMN 3C en el Anexo 1 aparece una

sefal a &.= 152.87 que corresponde a los carbonos cuaternarios que sostienen a los éteres,
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a 0c= 143.15 se encuentra el carbono cuaternario del triazol seguido de la sefial que
corresponde al carbono 5 del mismo anillo a dc= 125.87. A dc= 115.99 aparecen los
carbonos a y b del anillo aromatico. El resto de las sefiales correspondientes a la BCD
coincide con la descripcion de la seccién 6.8.1.

En el espectro IR de la Espectro 86 en el Anexo 1, se observan las bandas
caracteristicas; a 3288 cm™ la vibracién O-H, a 3921 cm™ el estiramiento N=N y a 1509 cm™*

el estiramiento C=C; por ultimo a 1026 cm™la vibracion de estiramiento CH,-O-C- cm™.

La caracterizacion de C por espectrometria ESI-TOF(Espectro 87 en Anexo 1)
muestra un pico a 1253.91 m/z, el cual corresponde al ion molecular [M+2H]**, lo que

confirma la masa del compuesto esperado.

6.8.4 Sintesis del compuesto D

(¢]
=_0 o_= OH HO OH
HO,
@ + " % Ho
CuSO,/Ascorbato § 0
(o) HO OO 4—> Hoﬁ)\m"o ol on
ﬂ| OH o DMSO 3:1 H,0 go ”"\%O
Q o, o
H on  50°C,24h HOJSOH 8
OH oy®ALo
OH

) mN3-BCD 97 %

Esquema 15. Ruta sintética para la obtencion del compuestos D.

El compuesto D se obtuvo de acuerdo a las condiciones Click descritas en la seccion

6.9. Para garantizar la sustitucién en las tres posiciones disponibles se utiliz6 un exceso de

mN3-CD. El crudo de la reacciéon se purific6 por SEC usando agua como eluyente,

obteniendo un 97 % de rendimiento.
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6.8.5 Caracterizacion espectroscopicay espectrométrica del compuesto D

Dada la simetria del compuesto D en el Espectro 88 de RMN H en el Anexo 1, se
observa a dy4= 8.15 una sefial singulete que integra para 3H y que pertenece a los protones
de los tres anillos de triazol, a &4= 6.35 aparece otro singulete que también integra para 3H y
que se asignd a los protones del anillo aromatico. Después el orden de aparicién de la
sefales coincide con la descripcion realizada en la seccién 6.9.1, la asignacion completa se
puede encontrar en la parte experimental y los Espectros 88, 90 y 91 del anexo 1. En el
Espectro 89 de RMN 3C en el Anexo 1 aparece una sefial a .= 160.44 que corresponde a
los carbonos cuaternarios que sostienen a los éteres, a 6= 142.69 se encuentra el carbono
cuaternario del triazol, seguido de la sefial que corresponde al carbono 5 del mismo anillo a
O0c= 126.46. A &c= 94.85 aparecen los carbonos a del anillo aromatico. El resto de las

sefiales correspondientes a la BCD coincide con la descripcion de la seccion 6.8.

Para el compuesto D en el espectro NOESY (Espectro 92 en Anexo 1) destaca la
interaccion a larga distancia entre el protdn del triazol con su vecindario solamente, dada la

conformacion de este compuesto no se observa interaccion de la parte aromatica con la
cavidad de la BCD.

Para D en el espectro IR (Espectro 93 del Anexo 1) se presentan las bandas
caracteristicas; a 3272 cm™ la vibracion O-H, a 2921 cm™ el estiramiento N=N, a 1600 cm™

estiramiento C=C y por Gltimo a 1020 cm™la vibracién de estiramiento CH,-O-C- cm™.

El compuesto D se caracterizd por espectrometria ESI-TOF. En el Espectro 94 del

Anexo 1, se observa una sefial a 1882.4 m/z que corresponde al i6n [M-2H+2Na]** y un pico

a 1263.0 que corresponde a la especie [M-3H+3Na]**, estos iones corresponden al peso

molecular esperado.
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6.8.6 Sintesis del compuesto E

N3 e H%QH %'z\
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Esquema 16. Ruta sintética para la obtencion del compuestos E.

El compuesto E se obtuvo de acuerdo a las condiciones Click descritas en la seccién
6.8 con la diferencia de un incremento en la temperatura de reaccion, ya que el intermediario
VI es parcialmente soluble a 50°C mientras que a 80°C todo se encontraba en solucion, a su
vez para garantizar la sustitucion en las cuatro posiciones disponibles se utiliz6 un exceso de
mN3-CD. El crudo de la reaccion se purifico por SEC, usando agua como eluyente,

obteniendo un 92.5 % de rendimiento.
6.8.7 Caracterizacion espectroscopicay espectrométrica del compuesto E

El dendrimero E se caracterizo por RMN *H en DMSO-dgs (Espectro 20); a campo bajo
Ox= 8.15 se observa una sefial singulete que integra para 4H y que corresponde a los cuatro
protones de los triazoles, después a o= 8.05 aparece una sefial amplia que integra para 8H
gue corresponden a los cuatro protones de las amidas. A d4= 7.18-7.16 y 6.97-6.95 aparecen
dos sefiales dobles con J = 8.1 Hz que integran para 8H y que corresponden a los protones h
e i respectivamente. Las sefiales correspondientes a la BCD coinciden con la descripcién
realizada en la seccion 6.8. Es posible diferenciar el protén Hj, y que se encuentra traslapada
con las sefiales de los protones H1'. Esta asignacion fue posible con el espectro HMQC
(Espectro 21), ya que esta sefal Hj correlaciona con un carbon a 6c=69.5 y las sefiales de
H1 correlacionan con los carbono a &c= 102.5. Por otra parte, el protdn Hg se encuentra
traslapado con las sefiales de los protones H-1de las glucopiranosas sin modificar. Esta

sefial correlaciona con un carbono a dc= 50.60 por lo que se asigné a Hg. Finalmente, a

campo alto se observan las sefiales correspondientes a los protones He, Hb, Ha y Hc.
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Espectro 20. RMN “H del compuesto E en DMSO-ds a 400 MHz.
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Espectro 21. RMN 2D HMQC del compuesto E en DMSO-ds a 400 MHz.
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El resto de las sefiales de °C para el compuesto E se asigné a través del espectro

HMQC y se puedenrevisar en la Espectro 35 y96 del Anexo 1.

En el espectro NOESY (Espectro 99 en Anexo 1) sélo se observan interacciones a
larga distancia entre el protdn del triazol con su vecindario, dada la conformacién de este
compuesto en DMSO no se observa interaccién de la parte aromatica con la cavidad de la
BCD.

En el espectro IR (Espectro 100 del Anexo 1) se presentan las bandas caracteristicas:

a 3294 cm la vibracién O-H a 2917 cm™, el estiramiento N=N y a 1643 cm™, estiramiento

C=C y por dltimo a 1024 cm™la vibracién de estiramiento CH»-O-C- cm™.

El compuesto E se caracteriz6 por espectrometria ESI-TOF. En el Espectro 101 del

Anexo 1 se observa un pico a 1478.6 , el cual corresponde al ion molecular [M-3H+3Na]**

gue confirma la masa del compuesto esperado.

6.9 DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE LAS PLATAFORMAS A-E

Aunque la BCD es de naturaleza hidrofilica y confiere esta propiedad a moléculas con
alta hidrofobicidad mediante su encapsulamiento, se ha reportado que esta solubilidad en
agua puede ser limitada por dos razones: en primer lugar, las moléculas de BCD exhiben
una fuerte unién en el estado cristalino”® y en segundo lugar, la aparicién de puentes de
hidrégeno intramoleculares entre grupos OH secundarios evita la interaccion con las
moléculas de agua.?’ La modificacién quimica controlada de la BCD da como resultado
derivados mas solubles en agua que también pueden mejorar sus propiedades
farmacéuticas.’” Con base en esto determinamos la solubilidad acuosa de los compuestos A-

E de manera cuantitativa; en la Tabla 4 se muestran los resultados:
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Tabla 4. Solubilidad cuantitativa de las plataformas A-E determinada por el método de Jozwiakowski

y Connors.*

Compuesto Peso Solubilidad
molecular (mg/mL)
(g/mol)
A 1308 375+04
B 1350 97.4+0.3
C 2506 861.4+0.2
D 3720 581.3+0.4
E 5845 > 2580
BCD 1135 18.3+0.3

Como puede observarse, el compuesto A no incrementa la solubilidad de manera
significativa mientras que B la aumenta al menos 5 veces. El dimero C y el trimero D
muestran un aumento considerable en la solubilidad respecto a los derivados A y B
monosustituidos. En particular, la plataforma C exhibe una solubilidad extremadamente alta,
en el orden de 50 veces mayor que la BCD nativa. Esta propiedad puede transferirse a
farmacos de escasa solubilidad en agua y ademas aumenta la capacidad de formacion de
complejos de inclusion, y por lo tanto la carga de farmaco. En principio esperdbamos que D
tuviera una mayor solubilidad en agua, sin embargo, la proximidad entre las unidades de
BCD limita la interaccion con las moléculas de agua y por ende disminuye su solubilidad

acuosa.®!

El compuesto E es un nuevo tipo de dendrimero PAMAM-BCD con alta solubilidad en
agua (al menos > 140 veces comparado con la BCD). Esta plataforma combina las funciones
multiples en la superficie del dendrimero con las propiedades de inclusién de BCD para
aumentar de forma racional la carga de farmaco. Esta estrategia es una alternativa novedosa
para la modificacion de los dendrimeros PAMAM con carbohidratos que ademas puede

solucionar la toxicidad que presentan los PAMAM, dado el aumento en el nUmero de cargas

positivas en la superficie conforme aumenta la generacion.®
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6.10 DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA POR EL METODO DE JOB PARA LAS
PLATAFORMAS Dy E.

La estequiometria de formacién de complejos de inclusion puede ser estudiada
mediante el método de variaciones continuas o de Job, que permite determinar la relaciéon
estequiométrica exacta en la que se combinan los reactivos de una reaccion. La base del
método consiste en realizar reacciones sucesivas con soluciones equimolares de ambos
reactivos en distintas proporciones, manteniendo constante el volumen final. Puede
demostrarse asi, que el punto maximo corresponde al punto estequiométrico para la

formacion del complejo de inclusion.

Una vez obtenidos y caracterizados los compuestos D y E, se determind la
estequiometria de inclusion en D»0O utilizando el Ad-COOH como molécula huésped, ya que
estas plataformas contienen 3 y 4 unidades de BCD en su estructura y aprovechando que el
Ad-COOH forma CI con estequiometria 1:1 dada su alta afinidad por la cavidad de la BCD.
Asi, para corroborar que todas las cavidades estuvieran disponibles se utilizé el método de

Job de acuerdo al procedimiento descrito en la parte experimental.

En la Grafica 1 se observan los resultados obtenidos para la plataforma E, donde el
punto maximo se obtiene a una r= 0.5, lo que indica que para este dendrimero las 4
cavidades estan disponibles para la formacién de complejos de inclusién, es decir, para una

carga controlada en la totalidad de las cavidades presentes en la periferia del dendrimero.
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Gréfica 1. Método de Job para el compuesto E.
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El mismo analisis se llevd a cabo para el compuesto D, los resultados se encuentran
en la Grafica 1 del Anexo 1, en donde se observa un maximo a una r= 0.5, lo que también
confirma que las 3 cavidades de la plataforma D estan disponibles para la formacion de

complejos de inclusién.

6.11 DETERMINACION DE LA CINETICA DE HIDROLISIS DE LOS PROFARMACOS Ad-
Dox

Una vez obtenidos los profarmacos Ad-Dox, se determiné su cinética de hidrélisis in
vitro a temperatura corporal (37 °C) y pH fisiolégico (pH= 7.4), y a 3 valores de pH distintos,
tomando en cuenta la naturaleza del microambiente tumoral que se sabe es acido (pH= 6.5)
y considerando el gradiente de pH al que se expondria el profarmaco si es internalizado (pH
45 y 3.5). Asi se observd que los profarmacos Ad-a-Dox y Ad-e-Dox no se hidrolizan a
ninguno de los pH analizados, inclusive aumentando la temperatura a 43 °C, lo que en
principio afecta el comportamiento biol6gico de estos derivados, ya que si los profarmacos se
mantuvieron intactos, en el caso de Ad-e-Dox el anillo de Ad interfiriere con un sitio
farmacoférico de la Dox, lo que provoca una pérdida de actividad biolégica. El
comportamiento de Ad-a-Dox podria explicarse por la estabilidad del enlace amida que bajo

las condiciones ensayadas no es susceptible a hidrélisis.

Por otra parte, el profarmaco Ad-h-Dox comienza a hidrolizarse a pH= 4.5 y se
incrementa la tasa de liberacion de Dox a pH= 3.5 (Grafica 2), mientras que permanece
intacto a pH fisiolégico e inclusive a condiciones que simulan el microambiente tumoral (pH=
6.5). Este comportamiento es ideal, ya que pensando en un administracion intravenosa, Ad-
h-Dox seria estable durante su transporte en el cuerpo (pH= 7.4) y tampoco liberaria la Dox

fuera del tumor por lo que no serian afectadas las células sanas circundantes. Por lo que Ad-

h-Dox sélo libera la Dox con el cambio apropiado de pH (dentro de las células cancerosas).
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Gréfica 2. Cinética de hidrdlisis del profarmaco Ad-h-Dox.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccion6 a Ad-h-Dox como carga ideal

para las plataformas D y E, ya que el linker hidrazona resultdé el mas adecuado para la

construccion de sistemas de liberacién controlada de farmacos.

6.12 PREPARACION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION (Cl)

Si el método de preparacion de los Cl se lleva a cabo por cosolvencia, la eleccion del
disolvente organico juega un papel relevante, ya que puede afectar las interacciones entre la
BCD vy el huésped, provocando cambios en la estabilidad del complejo e inclusive si el
disolvente compite por la cavidad evita la formacion del Cl. Se ha reportado que los alcoholes
de cadena corta, particularmente el MeOH, a menudo se utiliza como cosolvente para el
ensamblaje supramolecular, sin que éste interfiera con la formacion del Cl. Asi, se seleccion6
al AACOOH como huésped, ya que es una molécula con alta afinidad por la cavidad de la
BCD, con una constante de 4x10° M en medio acuoso, por lo que la formacion del ClI
BCD/AdCOOH es un prototipo relevante como bloque de construccién de acarreadores de
farmacos. En base a esto, se comenz6 por la preparacion del Cl BCD/AdJCOOH en una
mezcla H,O:MeOH debido a la limitada solubilidad del huésped en H,O. Se prepard
utilizando estequiometria 1:1 para obtener el sistema estandar y comprobar el fenébmeno de
complejacion con la BCD y una vez estandarizado el método continuar con en el ensamble
con las plataformas A-E.
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6.13 CARACTERIZACION DEL CIBCD/AdCOOH POR RMN 2D ROESY, DSCy TGA.

Para este ClI, se realiz6 la caracterizacién por RMN 2D, ya que la proximidad espacial
entre la molécula anfitriona y la molécula huésped genera un efecto NOE, que puede ser
evidenciado por un experimento ROESY y/o NOESY.® Dada la conformacién tridimensional
de la BCD, se sabe que los protones H3 y H5 se encuentran dentro de la cavidad y por ello,
son los que se rastrean para evidenciar que se llevd a cabo el fendbmeno de complejacién

con la molécula huésped.

En el Espectro 22, 2D ROESY se presenta el CI BCD/AdCOOH en D,0, entre &y 3.4
y 5.2 se observan las sefiales de los protones correspondientes a los anillos de
glucopiranosa, a campo alto aparecen las sefiales de los protones del anillo de ADCOOH,; S,
a 'y y. Destaca la correlacion de estas sefales con los protones H3 y H5 de la cavidad de

BCD, lo que comprueba que se llevé a cabo el fendbmeno de complejacién.
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Espectro 22. RMN 2D ROESY del CI BCD/AdCOOH en D,0.
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La calorimetria diferencial de barrido (DSC) y el andlisis termogravimétrico (TGA) son
técnicas analiticas usadas para la caracterizacion en estado soélido de sistemas de
multicomponentes, incluidos los complejos de inclusién. DSC, es una herramienta analitica
relevante, ya que proporciona informacion detallada acerca de las propiedades fisicas y
energéticas de los sistemas. TGA, se usa frecuentemente en combinacion con DSC, para
apoyar los resultados, ya que permite determinar los cambios de la muestra con respecto al
cambio en la temperatura. La comparacion de las curvas térmicas de los componentes
individuales, su mezcla fisica(MF) y el presunto C| proporciona informacion de cambios en el
perfil energético y de pérdida de peso, respectivamente, indicativo de inte racciones entre los

componentes y por lo tanto, la formacién de un verdadero complejo de inclusiéon.®

En las Figuras 15y 16 se muestra el perfil térmico de la BCD, del AACOOH, de la MF
de BCD/AJCOOH vy del CI BCD/AdCOOH, se aprecia que en el perfil téermico de DSC el Cl,
muestra dos picos endotérmicos, el primero a 81.90 °C que corresponde a la deshidratacion
y el segundo a 302.95 °C que corresponde a la descomposicion del sistema. Respecto al
perfil térmico de TGA del CI, se aprecia una pérdida de peso del 10% Ty = 288.80 °C
correspondiente a la deshidratacion, y otra pérdida de peso del 95% Tgs = 348.29 °C, la cual
corresponde a la descomposicién del sistema. Al comparar estos resultados con los perfiles
térmicos de DSC y TGA de las entidades individuales y de la MF de BCD/AdCOOH, se
observa que los picos endotérmicos de deshidratacion y de descomposicion de la BCD y de
la MF BCD/AdCOOH no aparecen a las mismas temperaturas. También destaca que, en el
perfil térmico DSC del CI BCD/AdCOOH desaparece el pico correspondiente al punto de
fusion del AACOOH, el cual si se puede observar en el DSC de la MF. Esto se considera
indicativo de la formacion del Cl, pues el AACOOH ha perdido por completo su estructura
cristalina debido a las interacciones con la cavidad de la BCD. Respecto a los perfiles
térmicos de TGA de la BCD y de la MF BCD/AdCOOH, estos presentan una Ty a diferentes

temperaturas, en comparacion con la Typ correspondiente al Cl.
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Figura 15. Perfil térmico DSC del CI BCD/AdCOOH
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En el TGA de la MF se observa la pérdida de peso que coincide con el punto de fusion
del ACOOH y que en el TGA del Cl no se presenta. Si realizamos un analisis comparativo
de los perfiles DSC y TGA a la MF BCD/AdCOOH respecto a la entidades individuales, es
posible detectar que las temperaturas de deshidratacién, descomposicién y de fusion no
concuerdan puntualmente. Esto se debe a que en estado soélido la mezcla de estos
componentes funciona como contaminante uno del otro. Este analisis comprueba que se
llevé a cabo la formacion del ClI BCD/AdCOOH.

6.14 CARACTERIZACION DE LOS Cl A-E/AdCOOH Y D-E/Ad-h-Dox POR RMN 2D
ROESY, DSCy TGA.

Una vez estudiado el ClI BCD/AACOOH como ensamblado modelo para la
comprobacién de la formacion de los correspondientes Cl, se procedié al analisis RMN 2D
ROESY Yy perfiles térmicos DSC y TGA de los Cl con las nuevas plataformas, a continuacion
se describe el Cl BCD/Ad-h-Dox y la caracterizacién con el resto de las plataformas se

encuentra en el Anexo 1.

En el Espectro 23 ROESY se presenta el CI BCD/Ad-h-Dox en D20, entre 8H 1.5y 2
aparecen las sefales de los protones del anillo de Ad; B, a yy. Se observan las interacciones
con las sefiales de los protones H3 y H5 de la cavidad de la BCD, ademas se observa que
los protones y también correlacionan con los metilenos H6a,b de la cara primaria de la BCD.
Estas interacciones explican la alta solubilidad de este sistema en medio acuoso, lo que

también comprueba que se llev a cabo el fendmeno de complejacion
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Espectro 23. RMN 2D ROESY del CI BCD/Ad-h-Dox en D,O

En la Figura 17 se muestra la curva DSC de la CD, Ad-h-Dox, la MF y su CI BCD/Ad-
h-Dox. La curva de la BCD muestra los picos endotérmicos a 125.5 °C y 319.8 °C, que
corresponden a la pérdida de agua y al punto de fusién, respectivamente. En la curva DSC
del profarmaco Ad-h-Dox, la pérdida de agua ocurre a 88.6 °C y punto de fusién a 232.5 °C.
La curva DSC de la MF BCD/Ad-h-Dox muestra un ligero cambio en la aparicion de ambas
sefales correspondientes a Ad-h-Dox a 210 °C y BCD a 129.8 °C. En el CI BCD/Ad-h-Dox, la
sefal de la curva correspondiente a la deshidratacién disminuye considerablemente, lo que
demuestra que las moléculas de agua de la cavidad del BCD se reemplazaron
completamente por la inclusion del Ad-h-Dox (T = 77.6 °C); la descomposicion del Cl ocurre
a T= 223 °C y no coincide con ninguna temperatura de descomposicién de las entidades
individuales. Estos resultados respaldados por las interacciones encontradas en el espectro
ROESY (Espectro 23) demuestran la formacién del ClIBCD/Ad-h-Dox.
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Figura 17. Perfil térmico DSC del Cl BCD/Ad-h-Dox.

La descomposicion molecular del Cl BCD/Ad-h-Dox usando TGA se muestra en la
Figura 18. En las curvas TGA para BCD, Ad-h-Dox, MF y Cl BCD/Ad-h-Dox resalta el cambio
de temperatura en el que el Cl muestra una pérdida del 10% en peso (Tip), siendo
ligeramente mas alta que en las entidades individuales, lo que confirma la pérdida de las
moléculas de agua presentes en la cavidad de la BCD. Si se compara la curva de la BCD con
el Cl BCD/Ad-h-Dox, el termograma muestra que a T = 313.56 °C, se observa que la BCD
pierde solo el 15 % en peso, mientras que el Cl BCD/Ad-h-Dox pierde el 47 %, lo que sugiere
gue es térmicamente menos estable. Este fendbmeno se puede explicar por un cambio en las
interacciones supramoleculares que posee la BCD, las cuales se modifican completamente
cuando se forma el Cl. Sin embargo, el rango de temperatura en el que el Cl mantiene su

estabilidad es adecuado para aplicaciones bioldgicas.
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Figura 18. Perfil térmico TGA del CI BCD/Ad-h-Dox

6.15 ANALISIS DEL Cl A/AdCOOH POR ESPECTROMETRIA DE MASAS ESI.

Una caracterizacién poco comun para comprobar la formacién de Cl es la que se lleva
a cabo por EM. Decidimos utilizar esta técnica para complementar la caracterizacion de los
ensamblados, primeramente se probo la técnica de MALDI, sin embargo, sélo se detecto la
plataforma. Estos resultados pueden explicarse por las severas condiciones a las que se
somete la muestra que provocan que solo se detecte el idn correspondiente a la plataforma
sin su ensamblado supramolecular. Entonces, se cambi6 el MALDI por la técnica de ESI, que
como se menciond anteriormente, permite detectar masas moleculares elevadas, gracias a

los valores de m/z de especies multicargadas.

A través de EM-ES], se lograron obtener resultados favorables para los CI A/AJCOOH
(Espectro 24) y B/AACOOH (Espectro 102 en Anexo 1) en mezcla MeOH/H»0. Para el Cl
A/AdCOOH, el pico correspondiente a la plataforma aparece en m/z= 1308.4 (MH"), junto con
su aducto de sodio en m/z =1330.4 (M+Na"). El espectro de masas también muestra la sefial
del complejo de inclusion en m/z = 1510.5 (M+AdCOOH+Na®), junto con dos sefiales

correspondientes a especies multicargadas que resultan de la formacién de Cls con peso
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molecular mas alto y que corresponden a la formacion de Cl entre 2 y 3 moléculas de A en
cascada. Para el ClI B/AACOOH, se observan los mismos tipos de especies (Espectro 102
en Anexo 1). Asi se comprobo que las plataformas A y B siempre hospedan una molécula de
AdCOOH.

M-M-M-AdCOOHNa** M-M-AdCOOH2Na2*
C164HR47N90110Na3 C113H170N6074Na2

M-AJC@POHNa"
CH2HI3N3038Na

N 151[1'53115

" |305i_:09‘1 1420.5.] 14215 :
' 13324 1391.1

13104 1337.5 1390.4., 1410.0

F422.U 15125
14225
_ 15080 [| 15136 15325
,K 4ok LEI ' W |]L [I.IL..IJ T8 ae1s o ko e 1524518594

1244.41266.1 1273 4 12849
c' T k T T ILI T T

Espectro 24. ESI-TOF del CI A/AdCOOH, en un intervalo m/z: 1240-1560.

Respecto a los Cl con las plataformas D y E no fue posible caracterizarlos mediante

espectrometria de masas, debido a la falta de sensibilidad en los experimentos ESI.

6.16 DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULA POR DISPERSION DINAMICA DE
LA LUZ (DLS) DE LAS PLATAFORMAS D-E Y SUS RESPECTIVOS CI CON Ad-h-Dox.

Con el objetivo de determinar el promedio del diametro hidrodinAmico del trimero D y
del dendrimero E previo a la formacion de los correspondientes Cl, se realizé el andlisis de
los mismos por DLS en agua. Se encontré que el promedio del tamafio de particula del
compuesto D es 156.8 + 66.75 nm (Figura 19). Este tamafio se puede explicar por la
cercania que tienen las 3 ciclodextrinas dada la trisustitucion del nicleo o core, lo que

pudiera propiciar la formacion de aglomerados entre ciclodextrinas.
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Figura 19. Tamafio de particula para el compuesto D obtenido por DLS

Para el dendrimero E el promedio del tamafio de particula es de 3.94 + 1.14
nm(Figura 20). Este tamafio coincide con los reportes previos, ya que esta descrito que las
generaciones 1-3 de los dendrimeros PAMAM tiene un tamafo en un intervalo de 2-7 nm.

Asi una vez modificada la periferia del dendrimero con BCD, el tamafio hanométrico viene
conferido por el core de PAMAM GO.

20 ................ P ARREEREREERERLRES SRR e

Intensidad (%)

01 1 10 100 1000 10000
Tamaiio (d.nm)

Figura 20. Tamario de particula para el compuesto E obtenido por DLS

También se determind el tamafio de particula para los correspondientes Cls, respecto
al C1 D/Ad-h-Dox, el promedio del diametro encontrado es de 306.5 £ 96.5 nm (Figura 21) y
para el Cl E/Ad-h-Dox el tamafio de particula es de 165.5 + 97.94 nm (Figura 22). Este
cambio en el tamafio de particula se debe al ensamblaje con 3 y 4 moléculas del profarmaco
Ad-h-Dox respectivamente, ya que ambas plataformas tienen todas las cavidades de la BCD
disponibles. Otro fendbmeno que puede explicar este aumento en el tamafio de particula para

los Cls, es la posible formacién de aglomerados favorecidos por interacciones débiles entre
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Figura 21. Tamafio de particula para el Cl D/Ad-h-Dox obtenido por DLS
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Figura 22. Tamafio de particula para el Cl E/Ad-h-Dox obtenido por DLS

6.17 DETERMINACION DE LA CINETICA DE LIBERACION DE LOS Cl BCD/Ad-h-Dox,
D/Ad-h-Dox y E/Ad-h-Dox.

Una vez conocida la cinética de hidrélisis del profarmaco Ad-h-Dox, se comenzd por
corroborar que el perfil gue mostrd el profarmaco s6lo no se modificara una vez formado el
ensamblado supramolecular con la BCD, por lo que se probé nuevamente su liberacién a 37
°C y valores de pH 7.4 y 6.5. Sin embargo, bajo estas condiciones el Cl tampoco libera el
farmaco, lo que corrobora que tanto el profarmaco s6lo como el Cl sélo liberaran la carga
terapéutica a valores de pH que so6lo se presentan de manera intracelular en las células

cancerigenas.
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Enla Gréafica 3, se muestra la cinética de liberacion del ClI BCD/Ad-h-Dox, apH 3.5y
4.5, se observa que el CI libera la mayor parte del farmaco durante las primeras 12h,
alcanzando un 82 % y 73 % respectivamente de liberacion de farmaco en un periodo de 24
h, después el 100% de liberacion se alcanza a las 90h a pH 3.5, siendo més eficiente la

liberacién en estas condiciones acidas.

110 —
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Gréfica 3. Cinética de liberacion de los Cls BCD/Ad-h-Dox, D/Ad-h-Dox y E/Ad-h-Dox.

Respecto al Cl E/Ad-h-Dox se observa un comportamiento interesante ya que durante
las primeras 24 h a pH 3.5 este ensamblado ha liberado sélo un 45 % y un 33 % del total de
la carga terapéutica a pH 4.5. Respecto al Cl D/Ad-h-Dox se observa un 29 % de liberacion a
pH 3.5 y se observa un 25 % del farmaco libre a pH 4.5 a 24h. Este comportamiento brinda
grandes ventajas pensando en futuras aplicaciones clinicas ya que no hay una liberacién
rafaga que se sabe es responsable de la toxicidad de la Dox y ademas cabe destacar que la
liberacion llega a un 80 % para el dendrimero E a las 110 h, lo que también demuestra una
liberacién prolongada, otra gran ventaja, ya que sélo se necesitaria una sola dosis del CI
E/Ad-h-Dox en al menos una semana.
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6.18 ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

6.18.1 Captacion celular y actividad citotoxica de los profarmacos Ad-Dox

Cuando se modifica la estructura del farmaco original, un disefio racional debe

corroborar si la actividad biologica se mantiene. Primeramente, se determiné
cuantitativamente la captacion celular a 24 h de exposicion de los tres profarmacos Ad-Dox
comparados con la Dox libre en células MDA-MB-231(triple negativo). En la Grafica 4 se
observa que durante las primeras 6 horas los compuestos Ad-Dox aumentan la
concentracion intracelular de Dox en al menos un 15 %, comparados con el farmaco sin
modificar. Sin embargo, después de 12 horas, este comportamiento se revierte para las
moléculas Ad-a-Dox y Ad-e-Dox, visto que muestran una concentracién equivalente a la Dox
libre. Por su parte, Ad-h-Dox mantiene el comportamiento inicial, ya que muestra una
concentracion intracelular comparable a la Dox libre al final del tiempo de estudio. Asi,
corroboramos que la adicién del anillo de Ad con un enlace hidrazona no interfiere en la
captacion celular. Por otro lado, los profarmacos Ad-a-Dox y Ad-e-Dox, muestran una

concentracion intracelular 17 % menor a la Dox al final del tiempo de estudio.
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Grafica 4. Captacion celular de Dox en linea celular MDA-MB 231.
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Una vez determinada la captacién de los tres profarmacos Ad-Dox y en el entendido
de que la captacion de una molécula no necesariamente incrementa su actividad biologica,
decidimos evaluar la actividad citotoxica in vitro a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h) mediante
el ensayo MTT. En la Tabla 5 se observa que a las 24 h de exposicion en la linea celular
MCF-7 (positivo a receptores de estrédgeno y progesterona) tanto Ad-a-Dox como Ad-h-Dox
tienen la mitad de la potencia que el farmaco libre, mientras que en la linea celular MDA-MB-
231 la Clsp es comparable con la Dox. A las 48 h de exposicion, comienza a incrementarse la
citotoxicidad tanto de Ad-a-Dox como de Ad-h-Dox, siendo esta Ultima la que mas se acerca
a los valores de Clsg de la Dox en la linea celular mas agresiva (MDA-MB-231). Finalmente, a
las 72 h, Ad-h-Dox muestra el mejor comportamiento in vitro en ambas lineas celulares, ya
gue el linker hidrazona tiene una estabilidad lo suficientemente larga como para permitir un

suministro constante de farmaco, lo que es ideal en un escenario de liberacion controlada.

Tabla 5. Valores de Clgg (UM) de los profarmacos Ad-Dox?

Compuesto Ad-a-Dox Ad-h-Dox Dox
" Tiempo (h)  MCF-7 MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-231
24 18.36 +0.46 10.76+0.83 17.94+0.60 14.21+0.60 7.23+0.63 9.23+0.58
48 9.80 £ 0.45 7.07 £ 0.46 8.32+0.32 4,61 £0.39 5.43 +0.68 3.38+£0.98
72 7.29 £ 0.56 3.78£0.37 5.18 £0.52 2.66 £ 0.52 2.84 +0.54 1.87+£0.78

“Clso= Concentracioén necesaria para inhibir el 50% de crecimiento celular,
Los datos representan el promedio + SD (n = 3)

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar que el profarmaco Ad-a-Dox
presenta menor potencia en ambas lineas celulares. Esto se puede explicar por la alta
estabilidad del enlace amida que evita la liberacion del farmaco. Es importante resaltar que el
profarmaco Ad-e-Dox fue practicamente inactivo, ya que no mostro citotoxicidad a las

concentraciones utilizadas a todos los tiempos analizados

Otro de los objetivos clave de este trabajo fue corroborar la toxicidad de los
profarmacos Ad-Dox en células no carcindégenas, por lo que determinamos la Cls en la linea
celular MCF-10A (linea celular no carcinogénica de mama, Tabla 6), conservando los

mismos tiempos de evaluacidén que en las células cancerigenas.
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Tabla 6. Valores de Clsp (UM) en linea celular MCF-10A de los profarmacos Ad-Dox®

Compuesto - 4 e pox  Ad-a-Dox  Ad-h-Dox Dox
Tiempo (h)
24 SA 20.95+046 39.38+0.60 12.82+0.63
48 SA 1485+095 31.25+0.69 8.19+0.68
72 6569  593+047 1418+052 4.12+0.54

“Los datos representan el promedio = SD (n = 3), SA: Sin Actividad

Los valores muestran un comportamiento importante, ya que el profarmaco Ad-h-Dox
resulta ser al menos 3 veces menos citotoxico que la Dox libre a todos los tiempos
analizados, seguido de Ad-a-Dox (1.5 veces menos tdxico). Estos resultados refuerzan la
importancia de la correcta eleccion del enlazador pH sensible. Asi, cuando el anillo de Ad se
une a la Dox por medio de un linker hidrazona que controla la liberacion del farmaco, también
disminuyen los efectos toxicos en células sanas. Respecto al compuesto Ad-e-Dox mantuvo
el mismo comportamiento que en las células cancerigenas analizadas, sin presentar

actividad biolégica.

Continuando con el estudio de cada parte de los sistemas propuestos, se comenzo por
corroborar que las plataformas no fueran téxicas en las lineas celulares antes mencionadas y

gue la actividad biologica que presentaran solo fuera atribuible a la carga terapéutica. Asi, se
analizaron los profarmacos Ad-Dox, las plataformas A-E y los correspondientes Cl BCD/Ad-

h-Dox, D/Ad-h-Dox y E/Ad-h-Dox en un ensayo independiente a 48 h de exposicion in vitro,

los resultados de Clsp se presentanen la Tabla 7:
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Tabla 7. Valores de Clso (UM) a 48 h de tratamiento de las plataformas A-E, de los
profarmacos Ad-Dox y de los correspondientes CI#

Compuestos MCF-7 MDMA-MB-231

A SA SA

B SA SA

C SA SA

D SA SA

E SA SA
Ad-h-Dox 8.32+0.32 4.61+0.39
BCD/Ad-h-Dox 9.33+£0.28 8.17 £ 0.46
D/Ad-h-Dox 7.06 £0.48 11.03+£0.70
E/Ad-h-Dox 444 +0.54 559+0.54
Dox 417 +0.68 1.87+0.78

®Los datos representan el promedio + SD (n = 3), SA: Sin Actividad

Los resultados de actividad citotoxica primeramente demuestran una parte clave en el
disefo de las nuevas plataformas supramoleculares, que las mismas no presentan actividad
biologica, por otra parte y bajo las mismas condiciones experimentales, el profarmaco Ad-h-
Dox presenta actividad citotoxica comparable con la Dox libre. Respecto al comportamiento
de los ensamblados con carga terapéutica, el CI BCD/Ad-h-Dox mantiene la actividad
biolégica respecto al profarmaco solo, mientras que cuando se compara contra el trimero
D/Ad-h-Dox puede observarse un cambio poco significativo al tiempo evaluado. Respecto al
dendrimero E/Ad-h-Dox el valor de Clsp es similar al farmaco soOlo, es importante
correlacionar la actividad citotdxica con la tasa de liberacién del farmaco, ya que la
determinacion de la Clsp en todas las lineas celulares probadas se realizO a 48h de
exposicion. A este tiempo el Cl con el dendrimero E sélo ha liberado un 60% de la carga total
al valor de pH mas acido y un 45 % a pH 4.5, lo que demuestra la eficacia del ensamblado,
ya que alcanza una valor de Clsp igual que el farmaco libre. Estos resultados demuestran el

éxito del disefio de las nuevas plataformas de liberacion de farmacos.
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Como parte del estudio racional de las plataformas D y E con carga terapéutica, se
decidi6 probar su toxicidad en lineas celulares no carcinogénicas distintas (linea VERO:
células epiteliales de riidn de mono, LLC-PK1: células epiteliales de rifion de cerdo y NRK:
células epiteliales de rifion de rata) con el fin de comprobar la eficacia de los ensamblados

supramoleculares. En la Tabla 8 se muestran los valores Clsg comparados con las lineas

celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.:

Tabla 8. Comparacién de Clsp (uM) a 48 h de tratamiento de las plataformas cargadas en

lineas no carcinogénicas®

Compuesto MCF-7 MDMA-MB-231 VERO LLCPK NRK
BCD/Ad-h-Dox  9.33+0.28 8.17 + 0.46 2477+0.76 10.91+0.53 10.70+0.63
D/Ad-h-Dox 8.06 £ 0.48 11.03+0.70 2465+059 537+0.99 8.02+0.30
E/Ad-h-Dox 4.44 +0.54 5.59+0.54 27.11+042 548+081 6.55%0.42
Dox 4.17 +0.68 1.87+0.78 1857+0.78 4.10+098 3.41+0.29

“Los datos representan el promedio + SD (n = 3).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede observar que el ensamblado E/Ad-
h-Dox en las lineas VERO y NRK presenta un 60 % menos de toxicidad comparada con la
Dox libre, siendo su actividad comparable en la linea LLCPK. Estos resultados sugieren que

las plataformas D y E son menos toxicas que el farmaco libre en un porcentaje adecuado

para futuras aplicaciones clinicas.
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7. CONCLUSIONES

Se optimizé la sintesis de dos profarmacos entre la doxorrubicina y el adamantano:
Ad-a-Dox (con enlace amida) y Ad-h-Dox(con enlace hidrazona), asi mismo se sintetizd el
profarmaco con enlace éster (Ad-e-Dox). Todos los profarmacos se caracterizaron mediante
técnicas espectroscopicas y espectrométricas. El profairmaco Ad-h-Dox mostré la mejor
cinética de hidrdlisis in vitro a pH acido, demostrando que su activacion solo pudiera suceder
intracelularmente en células carcinogénicas. Se determind la actividad citotoxica de los tres
profarmacos sobre dos lineas celulares tumorales y una no carcinogénica de mama,
corroborando que el profarmaco Ad-h-Dox muestra una actividad citotdxica similar a la Dox

libre en células tumorales mientras que es 3 veces menos toxico en la linea celular sana.

Se sintetizaron mediante quimica “click” 5 nuevas plataformas supramoleculares con
BCD, incluyendo la modificacion de la superficie del dendrimero PAMAM-GO con 4 unidades
de BCD, en la mayoria de los casos estas plataformas mostraron mejor solubilidad en agua
que la BCD nativa. Mediante la caracterizacion por espectrometria de masas y el método de
Job se demostr6 que todas las cavidades de las moléculas de BCD presentes en las
plataformas estan disponibles para formar Cl. Estas novedosas plataformas no son toxicas
tanto en lineas celulares carcinogénicas como no carcinogénicas, lo que demuestra su gran

potencial para aplicaciones en el acarreo de farmacos.

Se ensamblaron y caracterizaron los Cl entre las plataformas D y E con el profarmaco
Ad-h-Dox. La cinética de liberacion para ambas plataformas mostré6 que se comportan como
sistemas de liberacion prolongada, liberando el farmaco so6lo a pH< 6.5, por lo que ésta
liberacién podria ocurrir s6lo dentro de las células cancerigenas. ElI ClI E/Ad-h-Dox tiene
actividad citotoxica comparable con la Dox libre a 48 h de exposicion en células de
carcinogénicas de mama, sin embargo, la plataforma E a ese tiempo s6lo ha liberado la
mitad de la carga terapéutica, lo que demuestra la eficiencia en la liberacion controlada de
Dox. Ademas, la evaluacion en células sanas VERO y NRK, mostré que esta plataforma es
60% menos téxica que la Dox libre, lo que demuestra la eficacia del disefio de las nuevas

plataformas de liberacién controlada de farmacos.
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Perspectivas:

Realizar estudios computacionales de las moléculas estudiadas, particularmente:
» Modelado molecular de la conformacién de los profarmacos Ad-Dox.

» Modelado molecular de las plataformas con CD y del dendrimero E.
» Construccion del dendrimero PAMAM G-1 con 8 unidades de BCD.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 REACTIVOS Y EQUIPO.

Las materias primas utilizadas en la obtencion de todos los intermediarios, asi como
de los compuestos finales, se adquirieron comercialmente en grado reactivo. Las reacciones
se monitorearon mediante TLC analitica en placas de gel de silice 60 F254 pre-recubiertas
(Aldrich) y la deteccion se realizé bajo luz UV. Las purificaciones por cromatografia en
columna se realizaron sobre silica gel 60-200 um VWR CHEMICALS. La cromatografia de
exclusion molecular (SEC) se realiz6 empleando medio acuoso como eluyente en resinas:
Bio-Gel P-6 medium del laboratorio BIO-RAD y Sephadex G-15 (Aldrich). Los puntos de

fusion se determinaron mediante un aparato Fischer-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de proton (*H), carbono (**C)
y bidimensionales (2D); espectroscopia de efecto nuclear Overhauser (NOESY) vy
espectroscopia de efecto rotacional Overhauser (ROESY), de los intermediarios y los
productos finales se obtuvieron en solucion de dimetilsulféxido (DMSO-dg), cloroformo
deuterado (CDCls) y 6xido de deuterio (D-O) en un equipo Bruker Avance 400 Ultrashield ™,
en el laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear del Instituto de Investigaciones en
Materiales, UNAM. Los desplazamientos quimicos estan reportados en ppm () y las
constantes de acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefales se
expresa como: s = sefial simple; sa = sefial amplia; ¢ = sefial cuadruple; d = sefial doble; dd

= sefial doble de doble; t = sefial triple; m = sefial maultiple.

Los espectros de infrarrojo (IR), fueron determinados en un equipo Nicolet FT5SX. Las

unidades se reportan encm™.

Asi mismo, los espectros de masas de Electrospray (ESI) se adquirieron en un equipo
Mass Spectrometry Core Facility; DCI-FCH4, los experimentos de alta resolucion (HR) se
adquirieron con una GCT Premier spectrometer (Waters), los experimentos DCI-NH3 se
tomaron en un equipo DSQ Il spectrometer (Thermofisher Scientific). Los espectros de
lonizacién por desorcion con laser asistida por una matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF)

fueron obtenidos en un equipo Bruker Daltonics flexAnalysis. Se utilizO como matriz acido
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2,5-dihidroxibenzoico (DHB) y fueron procesados en el Laboratorio de Espectrometria de
Masas del Instituto de Quimica, UNAM vy en el Laboratoire de Chimie de Coordination de

Toulouse, Francia.

Los espectros de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y de Analisis
Termogravimeétrico (TGA) se registraron en un equipo universal V4.5A TA Instruments USA.
Se colocaron 5 + 0.05 mg de cada muestra en recipientes de aluminio prensados. La
velocidad de calentamiento fue de 10°C / min, en el intervalo de 20 °C a 400 °Cy de 20 °C a

600 °C, para DSC y TGA, respectivamente, bajo atmosfera inerte.

8.2 SINTESIS Y DESCRIPCION.

La sintesis de los profarmacos Ad-Dox se llevé a cabo de acuerdo al Esquema 1.

8.2.1 Sintesis del profarmaco doxorrubicina-adamantano con un enlace hidrazona(Ad-
h-Dox)

8.2.1.1 Sintesis de la hidrazida del acido adamantan-1-carboxilico (Ad-NH-NH>).

La hidrazida del acido adamantan-1-carboxilico se sintetizd6 de acuerdo al siguiente
procedimiento; 0.2 g del acido adamantan-1-carboxilico (1.109 mmol) y 0.228 g de DCC
(1.109 mmol) se disolvieron en 5 mL de CH,Cl, anhidro. La mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 1 h en atmdsfera de nitrogeno. Posteriormente, se suspendieron 0.0203 g
de DMAP (0.166 mmol) y 89 uL de metanol anhidro (2.21 mmol) en 1 mL de CH.Cl, anhidro,
la mezcla DMAP/MeOH se afiadié lentamente a la mezcla Ad-COOH/DCC y se agito a
temperatura ambiente durante 12 h en atmdsfera de N,. Transcurrido este tiempo, el
subproducto N,N'-diciclohexilurea se eliminé por filtracion. El crudo de la reaccion se disolvié
en 5 mL de CH.Cl, y se lavo con una solucién de HCI 3N. La fase organica se separd y se
secO sobre Na,SO,4 anhidro, posteriormente el producto se concentré a presién reducida y
finalmente se secé al vacio durante 24 h para obtener 0.173 g del 1-metoxicarbonil

adamantano (0.9 mmol) con un rendimiento de 81% y un punto de fusion de 35-36 °C.

'H RMN (400 MHz) (CDCls, 3): 3.58 (s, 3H)-OCHs, 1.94 (s, 3H)B, 1.82 (s, 6H) a, 1.64
(s, 6H) y. 3C RMN-DEPTQ (101 MHz, CDCls; 8, ppm): 177 COO, 51.5 CHs, 40.43 CCOO,
38.86 Ca, 36.5 Cy, 27.9 CB. FT-IR (ATR, cm™): 3433, 3298, 3005, 2928, 2850, 2660(C-H),
1728, 1626 (C=0), 1322 (C-O-C). ESI (m/z): 195 [M]*




o0 (:i\\ Y
T Quimicas PARTE EXPERIMENTAL

Posteriormente, 0.158 g del 1-metoxicarbonil adamantano previamente sintetizado
(0.813 mmol) se disolvieron en 3 mL de etanol, se agregaron 15 mL de NH;NH,.H,O (50-
60%) y 5 uL de TEA como catalizador. La mezcla de reaccién se mantuvo a 85°C durante 24
h. Transcurrido este tiempo el disolvente se elimind a presion reducida, el residuo se disolvio
en 5 mL de CH.Cl, y luego se lavo tres veces con agua. Las fases organicas se recolectaron
y se secaron sobre Na,SO, anhidro, finalmente se concentraron y se filtraron para obtener
0.140 g de la hidrazida del &cido adamantan-1-carboxilico (0.7 mmol) con un rendimiento de
90%. y un punto de fusion: 148-150 °C.

'H RMN (400 MHz) (CDCls, d): 6.9 (sa, 1H)-NH-, 3.86 (sa, 1H)-NH,, 2.07 (s, 3H)B,
1.87 (s, 6H) a, 1.74 (s, 6H) y. *C RMN-DEPTQ (101 MHz, CDCls; 8, ppm): 178.54 CO, 38.9
Ca, 36.46 Cy, 27.96 CB. FT-IR (ATR, cm™): 3538, 3479, 3333, (NH, st), 2295, 2850, 2679(C-
H), 1611 (C=0), 1523 (NH-C=0), 1451, 1307 (C-O-C). ESI (m/z): 194.8 [M]".

8.2.1.2 Sintesis del profarmaco Ad-h-Dox

Este conjugado se preparé de acuerdo al procedimiento descrito por Guo y col. Se
disolvieron 0.02144 g de hidrazida del acido adamantan-1-carboxilico (0.11 mmol) y 0.03g de
DoxsHCI (0.055 mmol) en 15 mL de metanol seco. Posteriormente, se afiadieron 15 pL de
TFA como catalizador. La mezcla se sometio a reflujo a 50 °C durante 48 h cubierto de la luz.
Luego, la solucién se concentré a presion reducida y se precipitd tres veces en acetato de
etilo. El producto se recupero por filtracion y se sec6 al vacio para dar 0.035 g (0.048 mmol)
de un sdlido rojo purpura que corresponde al profarmaco Ad-h-Dox (88% de rendimiento).
Punto de fusion: > 200 °C.

IH RMN (400 MHz) (DMSO-dg, 8): 14 (s, 1H) p, 13.5 (s, 1H) p', 7.93 (m, 2H)b,a, 7.66
(dd, J=8.31 Hz, 1H)c, 6.33 (sa, 1H)N-H, 5.43 (s, 1H)OH", 5.30 (d, J = 3.4 Hz, 1H)h, 4.96 (t, J
= 4.89 Hz, 1H)g, 4.87 (m, 2H)OH"/OH', 4.59 (d, J = 5.8 Hz, 2H)n, 4.18 (q, J = 6.8, 6.36 Hz,
1H)I, 4.01 (s, 3H)d, 3.55 (m, 1H)k, 3.40 (sa, 1H)j, 2.98 (q, J= 18.01, 2H)e, 2.15 (m, 2H)f, 1.99
(s, 3H)B, 1.88 (m, 1H)i, 1.79 (s, 6H)a, 1.67 (s, 6H)y, 1.52 (m, 1H)i, 1.12 (d, J = 6.85 Hz, 3H)m.
3¢ RMN-DEPTQ (101 MHz, DMSO-dg; 5, ppm): 219.51 C13, 191.51 C12, 180.18 C5, 161.78
NC=0, 161.49 C1, 160.78 C11, 140.26 C6, 139.46 C3, 138.15 C6a, 136.23 C10a, 123.89
Cda, 123.01 C12a, 119.96 C2,118.84 C4, 115.97 C1la, 105.77 C5a, 100.56 C1', 76.67 C8,
69.95 C10, 69.15 C4', 68.06 C3', 66.84 C5', 63.45 C14, 56.53 CHs0, 38.39 a, 35.93 C9,
36.26 y, 32.80 C7, 27.41 B, 27.50 C2', 16.39 CHs-C5'. FT-IR (ATR, cm™): 3435 O-H (st),

99



o0 (:i\\ Y
T Quimicas PARTE EXPERIMENTAL

3241 N-H (st), 1614, 1579 C=0 (st), 1407 C=C (st), 1281 C-O-C (st), 1110, 1069, 1008 C-O.
ESI: m/z 720 [M]".

8.2.1.3 Sintesis del profarmaco doxorrubicina-adamantano con un enlace
amida(Ad-a-Dox)

Este conjugado se sintetizd6 de acuerdo con el siguiente método; 0.123 g de COMU
(0.28 mmol), 0.043 g de Ad-COOH (0.23 mmol) y 66 pyL de TEA se disolvieron en 1 mL de
DMF anhidra, la mezcla de reaccion se agitdo a temperatura ambiente durante 30 minutos
cubierta de la luz bajo atmdésfera de nitrdgeno. Posteriormente, 0.1 g de Dox « HCI (0.18
mmol) se disolvieron en 1 mL DMF y se afiadio lentamente a la mezcla Ad-COOH/COMU,
después la mezcla se agitd durante 12 h bajo una atmdésfera inerte. Transcurrido este tiempo
el disolvente se evaporo6 a presion reducida y el residuo se resuspendié en 5 ml de CH,Cl, y
se realizaron dos extracciones con agua destilada para eliminar el exceso de COMU. La fase
organica se concentro y el profarmaco Ad-a-Dox se recolect6 por filtracidon al vacio y se seco
por succion. Se obtuvieron 0.105 g de un sélido rojo (0.148 mmol) que corresponde a Ad-a-

Dox (82.6% de rendimiento) y un punto de fusién >200 °C.

IH RMN (400 MHz) (DMSO-dg, 8): 14.02 (s, 1H)p, 13.3 (s, 1H)p', 7.91 (m, 2H)b,a, 7.64
(dd, J = 8.31 Hz, 1H)c, 6.64 (d, J = 8.1 Hz, 1H)N-H, 5.45 (s, 1H)OH", 5.22 (d, J = 3.4 Hz,
1H)h, 4.93 (t, J = 4.89 Hz, 1H)g, 4.84 (m, 2H)OH"/OH, 4.58 (d, J = 5.8 Hz, 2H)n, 4.16 (q, J =
6.8, 6.36 Hz, 1H)I, 3.97 (s, 3H)d, 3.54 (m, 1H)k, 3.39 (sa, 1H)j, 2.96 (q, J = 18.01, 2H)e, 2.16
(m, 2H)f, 1.92 (s, 3H)B, 1.85 (m, 1H)i, 1.71 (s, 6H)a, 1.62 (s, 6H)y, 1.45 (m, 1H)i, 1.14 (d, J =
6.85 Hz, 3H)m. 3C RMN-DEPTQ (101 MHz, DMSO-dg; 8, ppm): 218.52 C13, 191.25 C12,
180.72 C5, 165.48 NC=0, 160.80 C1, 159.20 C11, 140.92 C6, 139.37 C3, 136.17 C10a,
138.75 C6a, 124.71 Cda, 124.44 C12a, 118.90 C4, 119.74 C2, 115.35 C11la, 105.22 Cbha,
100.41 C1', 74.76 C8, 69.95 C10, 69.78 C4', 68.06 C3', 66.96 C5', 63.63 C14, 56.55 CH30,
36.85 C9,38.46 a, 36.24 y, 32.03 C7, 27.60 B, 27.58 C2', 16.91 CH3-C5". FT-IR (ATR, Cm'l):
3431 N-H (st), 1723 C=0, 1617,1578 C=0, 1410 C=C (st),1283 C-O-C (st), 1115, 1078, 1013
C-0.ESI: m/z728 [M+Na]".
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8.2.1.4 Sintesis del profarmaco doxorrubicina-adamantano con un enlace éster(Ad-
e-Dox)

8.2.1.5 Sintesis de la N-Boc Doxorrubicina (Dox-Boc)

Una solucién de 0.06 g de DoxsHCI (0.11 mmol), 28 pL de Boc,0 (0.12 mmol) y 31 pL
de TEA (0.21 mmol) en 5 mL de DMF anhidra se agité a temperatura ambiente durante 24 h.
La solucion se concentré a presion reducida y la Dox-Boc resultante se precipitdé lavandola
tres veces con TFA frio para eliminar el exceso de Boc,0. Se obtuvieron 0.062 g de un sdélido
rojo (0.096 mmol) de Dox-Boc (96% de rendimiento). Punto de fusion >200 °C,

IH RMN (400 MH2) (DMSO-ds, 8): 14.03 (s, 1H)p, 13.26 (s, 1H)p", 7.90 (m, 2H)b,a,
7.63 (dd, J = 1.96, 5.87 Hz, 1H)c, 6.32 (d, J = 8.42 Hz, 1H)N-H, 5.43 (s, 1H)OH'", 5.20 (d, J=
2.81 Hz, 1H)h, 4.93 (sa, 1H)g, 4.88 (t, 1H)OH', 4.66 (d, J= 5.61 Hz, 1H)OH", 4.58 (d, J = 5.87
Hz, 1H)n, 4.14 (q, J = 6.36, 6.85 Hz, 1H)I, 3.98 (s, 3H)d, 3.66 (d, J = 4.89 Hz 1H)k, 3.41 (m,
1H)j, 2.95 (m, 2H)e, 2.15 (m, 2H)f, 1.80 (m, 2H)i, 1.33 (s, 9H) -C(CHa)s, 1.12 (d, J = 6.85 Hz,
3H)m. 23C RMN-DEPTQ (101 MHz, DMSO-ds; 8, ppm): 214.13 C13, 186.98 C12, 186.83 C5,
161.57 C1, 156.53 C11, 155.11 NC=0 154.92 C6, 136.66 C3, 135.99 C10a, 135.11 C6a,
134.50 C4a, 120.45 C12a, 120.18 C4, 119.44 C2, 111.33 Cl1la, 111.09 Cb5a, 100.84 C1',
75.44 C8, 70.25 C10, 68.69 C4', 67.25 C5', 64.14 C14, 57.04 CH30, 46.97 C3', 37.04 C9,
32.55 C7, 30.42 C2', 28.63 CHs, 17.54CH3-C5'. FT-IR (ATR, cm-1): 3455 O-H (st), 3338 N-H
(st), 1686 C=0 (st), 1615-1579 C=0,1407 C=C (st), 1284 C-O-C (st), 1112, 1071, 1018 C-O.
ESI: m/z 666.3 [M+Na]".

8.2.1.6 Sintesis del profarmaco Ad-e-Dox

Se disolvieron 0.042 g de Ad-COOH (0.23 mmol), 0.057 g de DCC (0.28 mmol), 0.034
g de DMAP (0.28 mmol) y 0.017 g de DPTS (0.058 mmol) en 5 ml de CH,Cl, anhidro, la
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 h en atmésfera de nitrégeno.
Transcurrido este tiempo, se disolvieron 0.1 g de Dox-Boc (0.15 mmol) en CH,Cl> (2.5 mL) y
se afadio lentamente a la mezcla Ad-COOH/DCC/DMAP/DPTS. La mezcla resultante se
agitd durante 12 h bajo atmdsfera inerte. El disolvente se elimind a presion reducida vy el
crudo de la reaccién se redisolvio en 5 mL de metanol y se afiadieron 100 uL de TFA, la

reaccién se mantuvo durante 20 minutos. El producto se purific6 mediante cromatografia en
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placa preparativa, Rf = 0.6 (CH,Cl,:MeOH/98:2) para dar 0.062 g de un sdlido rojo (0.0914

mmol) del profarmaco Ad-e-Dox (91% de rendimiento). Punto de fusién > 200 °C.

'H NMR (400 MHz) (DMSO-ds, d): 13.88 (s, 1H)p, 13.11 (s, 1H)p', 7.81 (m, 2H)b,a,
7.55 (dd, J = 8.31 1H)c, 6.12 (s, 1H)OH", 5.58 (d, J = 7.82 Hz, 1H)h, 5.52(sa, 1H)OH", 5.22
(9, J =18.1,17.61 Hz, 2H)n, 5.02 (s, 1H)g, 4.13 (m, 1H)I, 3.94 (s, 3H)d, 3.77 (m, 1H)k, 3.37
(sa, 1H)j, 2.89 (g, J = 18.58, 2H)e, 2.26 (m, 1H)f, 2.01 (s, 3H)B, 1.91 (s, 6H)a, 1.69 (s, 6H)y,
1.50 (m, 1H)i, 1.22 (m,3H)m. *C RMN-DEPTQ (101 MHz, DMSO-d¢; 8, ppm): 219.04 C13,
191.31 C12, 180.72 C5, 165.48 -COO-, 160.79 C1, 159.20 C11, 140.91 C6, 140.25 C10a,
139.37 C3, 138.75 C6a, 124.70 C4da, 124.44 Cl2a, 123.69 C4, 115.50 C2, 115.35 Clla,
105.22 C5a, 79.69 C1', 74.76 C8, 74.49 C10, 72.83 C4', 71.53 C3', 68.38 C5', 61.29 C14,
53.31 CH30, 49.51 C9, 41.39 q, 40.79 vy, 36.78 C7, 34.53 B, 32.32 C2', 21.71 CH3-C5'". FT-IR
(ATR, cm™): 3453 O-H (st), 3326 N-H (st), 1727 C=0 (st), 1615-1580 C=0,1409 C=C (st),
1282 C-O-C (st), 1122, 1081, 1013 C-O. ESI: m/z 706 [M]".

8.2.2 Sintesis de mono-tosil-BCD (mOTs-BCD)

La sintesis de mOTs-BCD se llevd a cabo conforme a la metodologia descrita por
Zhong y col.”* En un matraz de fondo redondo se disolvieron 1.28 g de é&cido p-
toluensulfonico (6.72 mmol) y 5 g cloruro de p-toluensulfonilo (26.2 mmol) en 50 mL de
CH,Cl. La solucién se agitd a temperatura ambiente durante 12 hrs. Transcurrido este
tiempo, la mezcla de reaccion se filtr6 y las aguas madres se concentraron a presion
reducida. El residuo se recristalizd en hexano frio, el anhidrido del p-toluensulfonilo(Ts20) se
filtré y se dejé secar al vacio. Una vez obtenido el Ts,O, se disolvieron 5.75 g de BCD (5.1
mmol) y 2.48 g de Ts,0 (7.6 mmol) en 125 mL de H,O. La mezcla de reaccion agitdé por 2 hrs
a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se agregé una solucién de NaOH(2.5 g en 25
mL, 2.5 M), la mezcla se agité durante 10 minutos mas. Posteriormente, la solucién se filtrd
para retirar el Ts;O que no reacciond, el filtrado se ajusté a pH=8 por adicion de NH4ClI,
después la suspension se mantuvo a 4 °C durante 12 h y posteriormente el solido formado se
colect6 por filtracion. El crudo de reaccion se recristalizd en acetona para obtener un sélido
color blanco, con un rendimiento del 69% (4.5 g, 3.5 mmol) y un punto de fusién de 170-172
°C.

'H RMN (400 MHz) (DMSO-ds, & ppm): 7.75 (d, J = 8.7 Hz, 2H) Ha, 7.43 (d, J = 8.7
Hz, 2H) Hb, 5.83 (s, 1H) OH-2', 5.77-7.72 (m, 6H) OH-2, 5.71-5.69 (m, 7H) OH-3,3', 4.85-
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4.83 (m, 6H) H-1, 4.77 (s, 1H) H-1', 4.53-4.43 (m, 6H) OH-6, 4.38-4.32 (m, 2H) H-6', 4.21-
417 (m, 1H) H-5', 3.66-3.17 (m, 39H) H-6, H-3,3"; H-5, H-4,4"; H-2,2' traslapado con H;O,
2.43 (s, 3H) -CHz; *C RMN (101 MHz, DMSO-dg, 3, ppm): 145.25, 133.11, 130.33, 128.03,
102.37, 101.73, 81.96, 81.62, 73.51, 72.48, 72.28, 70.17, 69.35, 60.36, 21.66. FT-IR (ATR,
cm™): 3281 (vO-H) (st), 1644 (VPh-SOy-) (st), 1244 (vPh-SO,-R) (st), 815 (VPh-SO,-O-R) (st).
MALDI-TOF-MS m/z 1311.73 [M+Na]*, 1327.70 [M+K]*. Andlisis elemental: calculado para
C49H76037S + 4 H20: C: 43.24; H: 6.22; O: 48.19; S: 2.36; encontrado C: 43.14; H: 6.34; O:
48.12; S: 1.99.

8.2.3 Sintesis de mono-azido-BCD (mMN3-BCD)

En un matraz de fondo redondo, bajo condiciones anhidras se disolvieron 1.4 g de m-
OTs-BCD (1.086 mmol), 0.211 g de NaNs (3.26 mmol) y 0.090 g de KI(0.543 mmol) en 8 mL
de DMF anhidra. La mezcla de reaccion se agitd a 80 °C por 24 hrs. Transcurrido este
tiempo, la DMF se retird a presion reducida, el residuo se precipito en acetona y se
recristaliz6 en una mezcla H,O:acetona 1:1, el solido se separ6 y secé por filtracién al vacio.
Se obtuvo un sélido color blanco, 1.19 g (1.03 mmol, 95% rend.) de mN3-BCD y un punto de
fusion >300 °C.

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg, 6 ppm): 5.78-5.70 (m, 7H) OH-2,2', 5.67-5.62 (m, 7H)
OH-3,3',4.88 (d, 1H, J =3.29 Hz) H-1', 4.82-4.83 (m, 6H) H-1, 4.54-4.44 (m, 6H) OH-6, 3.78-
3.56 (m, 28H) H-6,6', H-3,3"; H-5,5", 3.42-3.31 (m, 18H) H-4,4', H-2,2"; traslapado con HO;
13C RMN (101 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 102.72, 102.50, 102.38, 102.04, 83.43, 82.32, 82.07,
81.99, 81.85, 73.51, 73.44, 73.33, 73.26, 72.85, 72.66, 72.48, 72.44, 70.63, 60.59, 60.38,
60.21, 51.55. FT-IR (ATR, cm™): 3294 (vO-H) (st), 2922 (vN=N) (st), 2104 (v-Na) (st), 1027
(VCH,-O-C-) (st). HR-MALDI-TOF-MS m/z 1182.3666 [M+Na]". Analisis elemental: calculado
para C4oHeoN3O34 + 2 H2O: C: 42.18; H: 6.15; N: 3.51; O: 48.16; encontrado C: 41.95; H:
6.50; N: 3.44; O: 48.09.
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8.2.4 Sintesis de los intermediarios con grupos alquino
8.2.4.1  4-(propargiloxi)fenol (I) y 1,4-bis(propargiloxi)benceno (Il)

Estos compuestos se sintetizaron siguiendo el procedimiento previamente descrito por

Folgado y col.”®

A una soluciéon de 25 g de hidroquinona (227 mmol) en 125 mL de acetona
anhidra se le afiadieron 31.8 g de K,COj3 anhidro (227 mmol), la mezcla se calenté a 65 °C
durante 45 min. Después de este tiempo, se afadieron 7.02 g (59 mmol) de bromuro de
propargilo gota a gota durante un periodo de 5 h. La mezcla resultante se sometio a reflujo
durante 24 h, transcurrido este tiempo la mezcla se enfrid, se filtré el sélido remanente y la
fraccion liquida se concentré a presion reducida. El residuo oleoso color marrdn se disolvié
en 125 mL CH,Cl, y se lavo con 2 porciones de 50 mL de agua, seguido de 50 mL de una
solucién de salmuera. La fase organica se sec6 con Na,SO, anhidro y el disolvente se
evaporo a presion reducida. El crudo obtenido consistié en una mezcla de hidroquinona sin
reaccionar, 4-(propargiloxi)fenol y 1,4-bis(propariloxi)lbenceno. Para obtener ambos
intermediarios, encontramos que las mejores condiciones de separacion mediante

cromatografia en columna de gel de silice fue usar una mezcla Hex/AcOEt (85:15).

Se obtuvieron 4.75 g de 4-(propargiloxi)fenol (I) como un aceite amarillo (32 mmol,

58% de rendimiento).

1H RMN (400 MHz, DMSO-dg, & ppm): 8.99 (sa, 1H) PhOH, 6.81 (d, J = 9 Hz, 2H)Ha,
6.69 (d, J = 9 Hz, 2H) Hb, 4.66 (d, J = 2.4 Hz, 2H) Hc, 3.50 (t, J = 2.4 Hz,1H) Hd alquino; *C
RMN (101 MHz, DMSO-dg, 6 ppm): 152.24, 150.48, 116.48, 116.10, 80.20, 78.23, 56.46. FT-
IR (ATR, cm™): 3361(vO-H) (st), 3285 (VC=C-H) (st), 2122 (VC=C). DCI-TOF-MS: m/z 148.05
[M]*, 149.06 [M+H]".

Se obtuvieron 1.75 g de 1,4-bis(propargiloxi)benceno (Il) como un sélido amarillo

palido (9.4 mmol, 17% de rendimiento).

'H RMN (400 MHz, DMSO-de, & ppm): 6.94 (s, 4H)a,b, 4.73 (d, J = 2.4 Hz, 4H)c, 3.53
(t, J = 2.4 Hz, 2H) Hd alquino; 3C RMN (101 MHz, DMSO-ds, & ppm): 152.17, 116.27, 79.95,
78.47, 56.32. FT-IR (ATR, cm-1): 3272 (VC=C-H) (st), 2130 (vC=C). HR-DCITOF-MS: m/z
186.0686 [M]+, 187.0739 [M+H[".
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8.2.4.2 Sintesis del acetato de 2-[4-(propargiloxi)fenil] metilico (lll)

El intermediario (lll) se sintetizO de acuerdo al método previamente descrito por
Rahmani & Mahani,”* se mezclaron 5 g del acetato de 2-(4-hidroxifenil) metilico (30.1 mmol)
y 5.5 g de K»,COj3 anhidro (39.71 mmol) en 100 mL de acetona anhidra, una vez preparada la
mezcla se agregaron 4 mL de bromuro de propargilo al 80% en tolueno (30.1 mmol), la
mezcla de reaccién se calento a reflujo durante 24 hrs. Después de este tiempo, la mezcla
se enfrig, el sélido resultante se filtré y la parte liqguida se concentré a presidn reducida. El
residuo se disolvio en 50 mL de CH,Cl, y se lavd con 50 mL de agua. La fase organica se
secO con Na,SO,4 anhidro y el disolvente se evapor6 a presiéon reducida obteniendo 6 g del
acetato del 2-[4-(propargiloxi)fenil] acetato de metilo en forma de un aceite color marrén (29.4

mmol, 97% de rendimiento).

'H RMN (400 MHz, CDCls, & ppm): 7.23 (d, J = 8.8 Hz, 2H)Hb, 6.96 (d, J = 8.8 Hz, 2H)
Hc, 4.69 (d, J = 2.3 Hz, 2H)Hd, 3.71 (s, 3H)-CHs, 3.59 (s, 2H)Ha, 2.54 (t, J = 2.4, 1H) He
alguino. 3C RMN (101 MHz, CDCls, 8, ppm): 172.2, 156.68, 130.31, 127.03, 115.01, 78.56,
75.53, 55.83, 52.01, 40.28. FT-IR (ATR, cm-1): 3283 (VC=C-H), 2120 (VC=C), 1730 (C=0),
1216 (vC-O). DCI-TOF-MS m/z 204.08 [M]*, 205.09 [MH]*.

8.2.4.3 Sintesis del acido 2-[4-(propargiloxi)fenil]acético (IV)

De acuerdo con el procedimiento reportado por Rahmani & Mahani,’* en un matraz de
fondo redondo de 200 mL se colocaron 2 g del 2-[4-(propargiloxi)fenil] acetato de metilo (9.8
mmol) en una mezcla EtOH:H,O 1: 1 (50 mL), posteriormente se traté con una solucion 5 M
de NaOH (60 mmol). La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 12 hrs.,
después se eliminé el EtOH a presion reducida. La fraccién acuosa se extrajo con una
porcién adicional de 10 mL de H»,O (1 x 10 mL) y 20 mL de CH.Cl,. La fraccién acuosa se
acidificé con HCI 6 M y se extrajo con CH,Cl, Las fase organica se sec6 con Na,SO,4 anhidro
y el disolvente se evapor60 a presion reducida para obtener 1.75 g del acido 2-[4-

(propargiloxi)fenillacético como sélido cristalino color blanco (9.2 mmol, 94% de rendimiento).
'H RMN (400 MHz, DMSO-ds, & ppm): 12.25 (s, 1H)COOH, 7.19 (d, J = 8.7 Hz,

2H)Hb, 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H)Hc, 4.77 (d, J = 2.4 Hz, 2H)Hd, 3.54 (t, J = 2.4 Hz, 1H)He
alquino, 3.50 (s, 2H)Ha. *C RMN (101 MHz, DMSO-dg, d ppm): 173.36, 156.40, 130.81,
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128.20, 115.07, 79.81, 78,57, 55.81. FT-IR (ATR, cm™): 3280 (VC=C), 3200 (VOH), 2130
(VC=C-H). DCI-TOF-MS m/z 190.06 [M]*, 191.07 [M+H]*.

8.2.4.4 Sintesis del 1,3,5-tris(propargiloxi)benceno (V)

La sintesis de (V) se realizo de acuerdo al protocolo reportado por Mallard-Favier”™ y
col. con ligeras modificaciones: una solucion de 1.5 g de fluoroglucinol (11.89 mmol) y 9.86 g
de K»,COj3 anhidro (71.34 mmol) en 75 mL de DMF anhidra se mantuvo a 80°C durante 45
min. A esta mezcla, se le agregaron 7.95 mL de bromuro de propargilo (80% en tolueno,
71.34 mmol) gota a gota durante un periodo de 5 h. La mezcla resultante se mantuvo a 80 °C
durante 24 hrs. Transcurrido este tiempo la mezcla se filtr6 y el disolvente se evapord a
presion reducida. El residuo oleoso se disolvié en 120 mL de CH2Cl; y se lavo con 50 mL de
agua y luego con 100 mL de una solucién de NaOH 1M. La fase organica se sec6 con
Na,SO, anhidro y el disolvente se evapord a presion reducida. El producto se purificé por
cromatografia en columna en gel de silice utilizando una mezcla hexano/acetato de etilo (7:3)
como eluyente. Se obtuvieron 2.28 g (9.5 mmol) de un sélido color crema que corresponde

al compuesto V (80 % de rendimiento).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, & ppm): 6.26 (s, 3H), 4.76 (d, J = 2.4 Hz, 6H), 3.56 (t, J=
2.4 Hz, 3H); 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds, & ppm): 159.37, 95.62, 79.51, 78.77, 56.07. FT-
IR (ATR, cm-1): 3255 (VC=C-H) (st), 2133 (VC=C). DCFMS m/z 241.1 [M+H]*.

8.2.4.5 Sintesis del dendrimero PAMAM GO-alquino (VI)

De acuerdo con el protocolo reportado por Zeng?® 'y realizando algunas
modificaciones, se mezclaron 0.515 g del &cido 2-[4-(propargiloxi)fenil]lacético (IV, 2.7 mmol),
0.727 g de EDC.HCI ( 3.79 mmol) y 0.366 g de HOBt (2.7 mmol) en 14 mL de DMF durante 4
horas a temperatura ambiente bajo atmdsfera de argén. Después, se afiadieron gota a gota
una solucion de 0.25 g del dendrimero PAMAM GO (0.483 mmol) en 2 mL de DMF. La
mezcla resultante se agitd durante 3 dias a 35 °C. Transcurrido este tiempo se evaporo el
disolvente a presion reducida, el semisélido resultante se recristalizO en metanol, para
obtener 0.571 g del dendrimero PAMAM GO-alquino en forma de un polvo blanco (0.473

mmol, 98 % de rendimiento).

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds, & ppm): 8.03 (d, J = 5 Hz, 4H) Hf, 7.96 (d, J = 5 Hz, 4H)
Hd, 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 8H) Hh, 6.89 (d, J = 8.7 Hz, 8H) Hi, 4.75 (d, J = 2.35 Hz, 8H) Hj, 3.53
(t, J = 2.39 Hz, 4H) Hk, 3.33 Hg traslapado con H,O, 3.07 (t, J = 2.18 Hz, 16H) He-He', 2.65
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(t, J = 7.09, 6.32 Hz, 8H) Hb, 2.44 (s, 4H) Ha, 2.19 (t, J = 6.79, 6.87 Hz, 8H) Hc; *C RMN
(101 MHz, DMSO-dg, 6 ppm): 171.95, 171.02, 156.26, 130.41, 129.49, 115.03, 79.84, 78.54,
55.80, 51.25, 50.04, 41.92, 33.60. FT-IR (ATR, cm™): 3284 (VC=C), 3082 (VN-H), 3090 (vC-H)
(st). ESI-TOF-MS m/z 1205.5 [M]"; 1206.5 [M+H]"; 1228.5 [M+Na]". Analisis elemental:
calculado para CegsHgoN10O12 + 1 H2O: C: 64.80; H: 6.76; N: 11.45; O: 17.00; encontrado C:
64.63; H:6.77; N: 11.72; O: 16.22.

8.2.5 Método general para la conjugacién por quimica "Click" de los alquinos (I-VI) con
la mMN3-BCD

8.2.5.1 Sintesis del compuesto A

Una mezcla de 0.0702 g de 4-(propargiloxi)fenol (0.47 mmol) y 0.5 g de mN3-BCD
(0.43 mmol) y 0.015 g de CuSO4 (0.094 mmol) se disolvieron en 5 mL de DMSO previamente
desgasificado por burbujeo de argdn durante 15 min. Por otra parte, se prepard una solucion
de 0.056 g (0.282 mmol) de ascorbato de sodio en 1 mL de H,O y se agreg6 gota a gota a la
solucion anterior. La mezcla se calenté a 50 °C con agitacion vigorosa durante 24 hrs en
atmoésfera de argon. Después de este tiempo la mezcla se precipitd en un exceso de acetona
y el sélido se recupero por filtracién al vacio para obtener un polvo color verde, el cual se
disolvio en agua y se purific6 por SEC (Sephadex-G15) usando agua como eluyente. El
producto se recuperd por liofilizacion para dar 0.507 g de un polvo amarillo palido (0.39

mmol, rendimiento del 90%) que corresponde al compuesto A.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, & ppm): 8.94 (s, 1H) H fenol, 8.12 (s, 1H), H triazol,
6.86 (d, J =9.0 Hz, 2H) Ha, 6.69 (d, J = 9.0 Hz, 2H) Hb, 5.88 (s, 1H) OH-2', 5.78 (s, 6H) OH-
2,5.73-5.65(m, 7H) OH-3,3', 5.04 (s, 1H) H-1', 4.97 (s, 2H) Hc, 4.91-4.85 (m, 1H) H-6', 4.84-
4.77 (s, 6H) H-1, 4.62-4.56 (m, 1H) H-6', 4.51-4.45 (m, 5H) OH-6, 4.29-4.26 (m, 1H) OH-6",
4.02-3.97 (m, 1H) H-5', 3.73-3.56 (m, 23H) H-6, H-3,3', H-5), 3.38-3.30 (M, 47H) H-4,4', H-2,2"
traslapado con H,0), 3.11 (d, J= 11 Hz, 1H) H-6", 2.93-2.90 (m, 1H) H-6"; *C NMR (101
MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 152.08, 151.33, 143.35, 125.68, 116.21, 116.14, 102.67, 102.49,
102.45, 102.36, 101.72, 83.90, 82.52, 81.97, 81.82, 81.45, 73.67, 73.45, 73.10, 72.95, 72.82,
72.50, 72.21, 70.42, 60.39, 60.30, 61.98, 60.61, 60.42, 59.44, 50.79. FT-IR (ATR, cm™): 3229
(vO-H), 2916 (vN=N, triazol), 1509 (vC=C), 1025 (vCH»-O-C-). HR-ESI-TOF-MS m/z
1308.4429 [M]", 1330.4265 [M+Na]". Andlisis elemental: calculado para Cs;H77N3Oz6 + 9 H,O:
C:41.66; H: 6.51; N: 2.86; O: 48.97; encontrado C: 41.55; H: 6.50; N: 2.49; O: 43.21.
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8.2.5.2. Sintesis del compuesto B

De acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 8.2.7 a partir de 0.09 g del acido 2-
[4-(propargiloxi)fenillacético (0.47 mmol) y 0.5 g de mN3-BCD (0.43 mmol). Se recuperd un
polvo color verde el cual se disolvié en agua y se purificé por SEC, utilizando agua como
eluyente. El producto se recuperdé por liofilizacién para dar 0.569 g de un polvo color amatrillo

palido (42 mmol, con un rendimiento de 98%) que corresponde al compuesto B.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, & ppm): 12.03 (s, 1H) COOH, 8.16 (s, 1H) H triazol,
7.19 (d, J =8.0 Hz, 2H) Hb, 6.99 (d, J =8.0 Hz, 2H) Hc, 5.89-5.87 (m, 1H) OH-2',5.78 (s, 6H)
OH-2, 5.72-5.64 (m, 7H) OH-3,3', 5.08 (s, 2H) Hd, 5.05 (s, 1H) H-1', 4.93-4.89 (m, 1H) H-6',
4.84-4.78 (m, 6H) H-1, 4.62- 457 (m, 1H) H-6', 4.51-4.45 (m, 5H) OH-6, 4.29 (s, 1H) OH-6",
4.00 (s, 1H) H-5', 3.72-3.50 (m, 23H) H-6, H-3,3', H-5, 3.37-3.30 (m, 26H) H-4,4', H-2,2'
traslapado con H,0O, 3.14-3.11 (m, 1H) H-6", 2.91 (s, 1H) H-6", 2.55 (s, 2H) Ha; *C NMR
(101 MHz, DMSO-dg, 6 ppm): 173.45, 157.35, 143.02, 130.85, 127.75, 125.92, 114.90,
102.66, 102.35, 101.73, 83.90, 82.51, 81.98, 81.82, 81.47, 73.66, 73.45, 73.29, 73.10, 72.87,
72.81, 72.50, 72.20, 70.44, 61.37, 60.29, 59.44, 50.82, ~40.00 (traslapado con DMSO). FT-IR
(ATR, cm™): 3272 (vO-H), 2921 (VN=N, triazol), 1511 (vC=C), 1023 (VCH,-O-C-). HR-ESI-
TOF-MS m/z 1350.4503 [M]", 1372.4316 [M+Na]’. Andlisis elemental calculado para
Cs3H79N3O37+ 10 HyO: C: 41.60; H: 6.52; N: 2.75; O: 43.14; encontrado C: 41.62; H: 5.90; N:
2.30; 0: 43.85.

8.2.5.3 Sintesis del compuesto C

De acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 8.2.7 a partir de 0.05 g de 1,4-
bis(propargiloxi)benceno (0.268 mmol) y 0.747 g de mN3-BCD (0.64 mmol). Se recuperd un
polvo amarillo que se disolvié en agua y se purificé por SEC, utilizando agua como eluyente.
El producto se recupero por liofilizacion para dar 0.652 g (0.26 mmol) de un sélido amarillo

palido con un rendimiento del 97%.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, 3 ppm): 8.15 (s, 2H) H triazol, 6.98 (s, 4H) Ha,b, 5.89
(s, 2H, OH-2"), 5.79 (s, 12H, OH-2), 5.73-5.66 (m, 14H, OH-3,3"), 5.05 (s, 4H, Hc), 5.03 (s,
2H, H-1"), 4.92-4.86 (m, 2H, H-6"), 4.84-4.78 (m, 12H, H-1), 4.63-4.58 (m, 2H, H-6"), 4.49 (s,
10H, OH-6), 4.29 (s, 2H, OH-6"), 4.00 (t, J = 9.05, 8.38 Hz, 2H, H-5"), 3.74-3.56 (m, 46H, H-6,
H-3,3', H-5), 3.40-3.33 (m, 28H, H-4,4', H2,2', traslapado con H,0), 3.15 (d, J = 8.93 Hz, 2H,
H-6"), 2.93 (d, J = 6.79 Hz 2H, H-6"); 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, & ppm): 152.87, 143.15,
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125.87, 115.99, 102.66, 102.45, 102.36, 101.74, 83.86, 82.51, 81.87, 81.46, 73.66, 73.44,
73.12, 72.81, 72.50, 72.21, 70.42, 61.87, 60.62, 60.30, 59.44, 50.79. FT-IR (ATR, cm™): 3288
(vO-H) (st), 2921 (vN=N, triazol), 1505 (vC=C), 1026 (VCH,-O-C-). HR-ESITOF-MS m/z
1253.9183 [M+2H]**. Analisis elemental calculado para CosH14gNsO70 + 10 H,O: C: 42.92: H:
6.30; N: 3.13; O: 47.65; encontrado C: 42.87; H: 6.02; N: 2.83; O: 45.73.

8.2.5.4 Sintesis del compuesto D

De acuerdo al procedimiento descrito en la seccidén 8.2.7 a partir de 0.05 g de 1,3,5-tris
(propargiloxi)benceno (0.208 mmol) y 0.870 g de mNs-BCD (0.75 mmol) se recuperd un polvo
amarillo que se purific6 mediante SEC, utilizando agua como eluyente. El producto se
recupero por liofilizacion para dar un polvo amarillo palido con un rendimiento del 95% (0.735
g, 0.197 mmol).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg, & ppm): 8.15 (s, 3H) H triazol, 6.35 (s, 3H) Ha, 5.85 (d,
J =5.99 Hz, 3H) OH-2', 5.77-5.74 (m, 18H) OH-2, 5.72-5.65 (m, 21H) OH-3,3', 5.11 (s, 6H)
Hb, 5.07 (s, 3H) H-1', 4.89 (s, 3H) H-6', 4.84 (m, 18H) H-1, 4.68-4.63 (m, 3H) H-6', 4.53-4.47
(m, 15H) OH-6, 4.34 (t, J = 4.58, 4.52 Hz, 3H) OH-6", 3.99 (s, 3H) H-5', 3.74-3.57 (m, 69H) H-
6, H-3,3', H-5, 3.37-3.31 (m, 42H) H-4,4', H-2,2' traslapado con H,0O, 3.20 (d, J = 6.97 Hz 3H)
H-6", 2.97 (s, 3H) H-6"; *C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 160.44, 142.69, 126.46,
102.63, 102.39, 101.87, 94.85, 83.68, 82.42, 81.98, 81.66, 73.62, 73.47, 73.23, 72.83, 72.50,
72.20, 70.19, 61.53, 60.43, 60.31, 59.60, 50.59. FT-IR (ATR, cm™): 3272 (vO-H), 2921
(vN=N, triazol), 1600 (VC=C), 1020 (VCH,-O-C-). ESFTOF-MS m/z: 1882.4 [M-2H+2Na]**;
1263.0 [M-3H+3Na]**. Andlisis elemental calculado para C141H219NgO105+19H,0: C: 41.69; H:
6.38; N: 3.10; O: 48.83; encontrado C: 41.69; H: 6.23; N: 3.07; O: 47.87.

8.2.5.5 Sintesis del compuesto E

De acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 8.2.7 a partir de 0.13 g de
PAMAM-GO alquino (0.107 mmol) y 0.55 g de mN3-BCD (0.474 mmol) ) se recuperd un polvo
amarillo que se purific6 mediante SEC utilizando agua como eluyente. El producto se
recuperd por liofilizacion para dar un polvo amarillo palido con un rendimiento del 92.5%
(0.579 g, 0.099 mmoal).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg, 8 ppm): 8.15 (s, 4H) H triazol, 8.05 (s, 4H) NHd, NHf,
7.18 (d, J = 8.1 Hz, 8H) Hh, 6.97 (d, J = 8.1 Hz, 8H) Hi, 5.87 (s, 4H) OH-2', 5.78 (s, 24H) OH-
2), 5.72-5.65 (M, 28H) OH-3,3', 5.07 (s, 4H) H-1', 5.05 (s, 8H) Hij, 4.92-4.89 (m, 4H) H-6', 4.84

109



o0 (:i\\ Y
T Quimicas PARTE EXPERIMENTAL

(s, 24H) H-1, 4.81-4.78 (m, 8H) Hg, 4.63- 4.58 (m, 4H) H-6', 4.50 (s, 20H) OH-6, 4.29 (s, 4H)
OH-6", 4.00 (t, J =7.78, 6.41 Hz, 4H) H-5', 3.74-3.59 (m, 72H) H-6, H-3,3', H-5, 3.40-3.34 (m,
48 H) H4,4', H-2,2', traslapado con H20), 3.14 (s, 4H) H-6", 3.10 (s, 16H) He,e', 2.92 (d, J=
10.53 Hz, 4H) H-6", 2.76 (s, 8H) Hb, 2.5 (s, 4H) Ha, traslapado con DMSO, 2.30 (s, 8H) Hc;
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 171.93, 171.14, 157.22, 143.00, 130.48, 128.98,
12597, 114.86, 102.72, 102.65, 102.38, 102.04, 101.90, 101.77, 101.71, 83.88, 83.43, 82.51,
82.32, 81.99, 81.84, 81.46, 73.67, 73.50, 73.33, 72.86, 72.21, 61.36, 60.63, 60.39, 59.42,
51.52, 50.76, 41.93. FT-IR (ATR, cm™): 3274 (vO-H), 2917 (vN=N, triazol), 1643 (vC=C),
1024 (VCH2-O-C-). ESI-TOF-MS m/z encontrado 1963.8 [M-2H+2Na]®*"; 1478.6 [M-
3H+3Na]*". Analisis elemental calculado para CassHaseN22O148+25H,0 C: 44.64; H: 6.50; N:
4.89; O: 43.96; encontrado C: 43.65; H: 6.31; N: 4.80; O: 43.30.

8.3 DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE LAS PLATAFORMAS A-E

La determinacion de la solubilidad de las plataformas A-E se realiz6 de acuerdo a una
adaptacion del método propuesto por Jozwiakowski y Connors.®> Se colocaron cantidades en
exceso de cada compuesto en tres viales independientes ambar con tapa de rosca y
capacidad de 5 mL, los cuales fueron sellados con parafilm para evitar perdida de agua. Se
agitaron en un bafo de aceite a temperatura constante de 25 + 0.01 °C durante 48 hrs. El
sélido en exceso se separ6 del sobrenadante mediante filtracion a través de una membrana
Milli-Q (tamafio de poro de 0.45 um) tras la inyeccién de cada solucion a través de jeringas
de plastico desechables de 3 ml a 25 °C. El sobrenadante de cada muestra se colocé en tres
viales diferentes. Las muestras fueron liofilizadas durante 48 hrs y el s6lido obtenido se pesé

en una balanza con una incertidumbre de £ 0.0001 g para cuantificarlo.

8.4 DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA POR EL METODO DE JOB PARA LAS
PLATAFORMAS Dy E.

Se prepard una solucién stock 8 mM de AdCOOH (Sol 1) en MeOD vy una solucion
stock 8 mM de plataforma D-E (Sol 2) en D,O de acuerdo a las cavidades de BCD. Se
preparé una serie de nueve muestras en tubos de RMN que contenian tanto AACOOH como

plataforma con una concentracion total fija a 8 mM. Esto se logré mediante la introduccion de
cantidades crecientes de 50 L hasta 450 pL de Sol 1 en el 1°7; 29 3% 4° 5° 6°, 7°,8°y 9°

tubo de RMN. Todos los tubos se colocaron al vacio durante 1 hora a 30 °C para evaporar el
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MeOD vy secar el contenido, luego se mantuvieron bajo atmdsfera de argdn. Después se
agregaron 450; 400; 350; 300, 250, 200, 150, 100 y 50 pyL de Sol 2 en el correspondiente

tubo de RMN y el volumen total de cada tubo se completdé a 0.5 mL agregando D,0. Asi, se
obtuvieron soluciones con un volumen constante en fracciones molares variables en un
rango de 0.1<r <0.9. Los tubos se colocaron en un bafio de ultrasonido a 40 °C durante 1
hora para ayudar a la disolucion del ACOOH vy favorecer el proceso de inclusion, luego cada

tubo se analizé por RMN *H en DO como patrén interno.

8.5 DETERMINACION DE LA CINETICA DE HIDROLISIS DE LOS PROFARMACOS Ad-
Dox

La cinética de hidrélisis de los profarmacos Ad-Dox se realizd por triplicado en
soluciones buffer de fosfatos a pH=7.4, 6.5 y buffer de citratos a pH=4.5y 3.5a 37 £ 1°C. Se
tomaron alicuotas de 3 mL a intervalos de tiempo de 1, 3, 5, 7, 9, 24, 48 y 72 hrs,
recuperando con el mismo volumen de medio de cada muestra extraida. La determinacion de
Dox libre se realizé por UV a 480 nm.

8.6 PREPARACION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION (CI)

La preparacion de los Cl. BCD/AdCOOH, A/AdCOOH, B/AdCOOH, C/AdCOOH,
D/AdCOOH, E/AdCOOH, BCD/Ad-h-Dox, D/Ad-h-Dox y E/Ad-h-Dox se realiz6 por el método

de cosolvencia-evaporacion.
8.6.1 Método general para la preparacion de ClI

8.6.1.1 Preparacion de Cl BCD/AdCOOH (1:1)

O

—_—
:H
+ OH MeOH: HO
40°C,24h

Esquema 17. Preparacion de CI BCD/AdCOOH (1:1).

o
T

En un matraz de fondo redondo, se disolvieron 0.157 g de BCD (0.138 mmol) en 9 mL
de agua destilada a temperatura ambiente con agitacion vigorosa. A continuacion, se agregoé
gota a gota una solucion de 0.025 g (0.138 mmol) de AdCOOH en 0.7 mL de MeOH. La
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solucién se mantuvo en agitacion durante 24 hrs a 40°C. Transcurrido este tiempo, el Cl se

recupero por liofilizacién, obteniendo 0.1802 g (0.137 mmol) de un sélido color blanco con un

rendimiento de 98% y un punto de fusién >300 °C.

8.6.1.2 Preparacion de Cl A/AdCOOH (1:1)

HO

QO ‘ r’u\l N Qo/\ﬂ,\]
A\ A\

O

1
D — .
o H
*l— OH MeOH: HO
40°C, 24 h

Esquema 18. Preparacion de Cl A/AdCOOH (1:1).

Siguiendo el procedimiento de la seccion 8.6.1, se utilizaron 0.073 g del compuesto A (
0.055 mmol) y 10 mg del AdCOOH (0.055 mmol), se recuperaron 0.081 g (0.0544 mmol) de

un sélido color blanco con un rendimiento de 99% y un punto de fusién >300 °C.

8.6.1.3 Preparacion de Cl B/AdCOOH (1:1)

o/\{ N \

O

—_—
—|_ OH MeOH : H,0O
40°C,24h

Esquema 19. Preparacion de C1 B/AdCOOH (1:1).

Siguiendo el procedimiento de la seccion 8.6.1, se utilizaron 0.075 g del compuesto B (

0.055 mmol) y 0.01 g del AACOOH (0.055 mmol), se recuperaron 0.084 g (0.0554 mmol) de

un sélido color blanco con un rendimiento de 99% y un punto de fusién >300 °C.
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: . 7

+ OH MeOH : H,0
40°C,24h

Esquema 20. Preparacion de CI C/AdCOOH (1:2).

Siguiendo el procedimiento de la seccién 8.6.1, se utilizaron 0.1391 g del compuesto C
(0.055 mmol) y 0.02 g del AdCOOH (0.111 mmol), se recuperaron 0.148 g (0.0516 mmol) de

un sélido color amarillo con un rendimiento de 94% y un punto de fusion >300 °C.

8.6.1.5 Preparacion de CI D/AdCOOH (1:3)

40°C,24h

\

/. ~

(. — "
. N Ke 3
A N\ )
\ 3 N:N N \\ .
4 vO
¥ + OH MeOH : H,0
P

\
\ ’ . -
- \ \ e

\'?;

Esquema 21. Preparacion de CI D/AdCOOH (1:3).
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Siguiendo el procedimiento de la seccion 8.6.1, se utilizaron 0.0688 g (0.0185 mmol)
del compuesto D y 0.01 g del ACOOH (0.055 mmol), se recuperaron 0.078 g (0.0183 mmol)

de un solido color amarillo con un rendimiento de 99% y un punto de fusion >300 °C.

8.6.1.6 Preparacion de ClI E/AdJCOOH (1:4)

Esquema 22. Preparacion de Cl E/AdCOOH (1:4).

Siguiendo el procedimiento de la seccion 8.6.1, se utilizaron 0.0811 g (0.0138 mmol)
del compuesto E y 0.01 g del ACOOH (0.055 mmol), se recuperaron 0.09 g (0.0137 mmol)

de un solido color amarillo con rendimiento de 99% y un punto de fusion >300 °C.

8.6.1.7 Preparacion de Cl BCD/Ad-h-Dox (1:1)

Esquema 23. Preparacion de Cl CD/Ad-h-Dox (1:1).

Siguiendo el procedimiento de la seccion 8.6.1, se utilizaron 0.0788 g (0.0694 mmol)
de BCD y 0.05 g del profarmaco Ad-h-Dox (0.0694 mmol), se recuperaron 0.128 g (0.0690

mmol) de un solido color amarillo con rendimiento de 99% y un punto de fusién >300 °C.
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Esquema 24. Preparacion de Cl D/Ad-h-Dox (1:3).

el

H
fo

\KA/HZ ;

kel
(O

Siguiendo el procedimiento de la seccion 8.6.1, se utilizaron 0.0861 g (0.0231 mmol)
del compuesto D y 0.05 g del profarmaco Ad-h-Dox (0.0694 mmol), se recuperaron 0.135 g

(0.0229 mmol) de un sélido color amarillo con rendimiento de 99% y un punto de fusion >300
°C.

8.6.1.9 Preparacion de Cl E/Ad-h-Dox (1:4)

o
N o PN . OH M « .-
o2 e e N
NH <= 1N r
| VRSO IERRL N Ll = 2€
'.% \Y\/\O—Q—)‘O _Q_O‘o\/[\'n\/ { ': %H H Q;\‘/J‘\ < 0
i\ , Y o)
‘ el
o Ty
£y

Esquema 25. Preparacion de Cl E/Ad-h-Dox (1:4).

Siguiendo el procedimiento de la seccion 8.6.1, se utilizaron 0.1258 g (0.0215 mmol)
del compuesto E y 0.062 g del profarmaco Ad-h-Dox (0.0861 mmol), se recuperaron 0.187 g

(0.0214 mmol) de un sélido color amarillo con rendimiento de 99% y un punto de fusién >300
°C.
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8.7 DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULA POR DISPERSION DINAMICA DE
LA LUZ (DLS)

El tamafio de particula de los compuestos D y E y sus correspondientes Cl se
determind por triplicado en un equipo Zetasizer NanoS en medio acuoso, con un valor de
viscosidad de 0.8872 cP a 25 °C, un indice de refraccion de 1.33 y un angulo de medida de

173°, todas las mediciones se llevaron a cabo en una celda de cuarzo.

8.8 DETERMINACION DE LA CINETICA DE LIBERACION DE LOS CI BCD/Ad-h-Dox,
D/Ad-h-Dox y E/Ad-h-Dox.

La cinética de liberacion de Dox de cada CI se realizd por triplicado en soluciones
buffer de citratos a pH= 45 y 35 a 37 + 1 °C, utilizando una membrana Spectra/Por 6
TRUMP-LABS. Se tomaron alicuotas de 3 mL a intervalos de tiempo de 1, 3, 5,7, 9, 12, 24,
48 y 72 hrs recuperando con el mismo volumen de medio de cada muestra extraida. La

determinacion de Dox libre se realizé por espectrofotometria de UV a 480 nm.

8.9 ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA
8.9.1 Actividad citotdxica.

Los datos de actividad citotoxica fueron obtenidos mediante el método MTT con lineas
celulares MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano, positivo a receptores de estrégeno),
MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama humano, triple negativo), MCF-10A (linea celular
epitelial humana de mama no tumorigénica) y LLCPK (células epiteliales de rifion de rata).
Los valores de Clsp (uM) se determinaron a 48 horas de exposicion in vitro. Los resultados
representan el promedio de 3 experimentos independientes * la desviacion estandar, fueron
obtenidos a las concentraciones analizadas (1, 10, 30, 60 y 100 uM). El valor de Clsp se
obtuvo mediante analisis de correlacion no lineal utilizando el software GraphPad Prism 5.
Estas determinaciones fueron realizadas por el M. en C. José Solano Becerra (Departamento
de Biologia, Facultad de Quimica, UNAM).

8.9.2 Captacion celular.
La captacion de los profarmacos Ad-Dox se realiz6 por fluorimetria, previa extraccion

de los compuestos. Se sembraron 5 x 10° células MDA-MB 231 en placas de 60 mm durante

24 h, posteriormente se trataron con 8 uM de Dox, Ad-h-Dox Ad-a-Dox y Ad-e-Dox en medio
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fresco a 37 °C durante 1.5, 3, 6, 12 y 24 h. Después del tratamiento, el medio se retird y las
células se lavaron tres veces con PBS, luego las células se recogieron con 1.5 mL de
tripsina-EDTA al 0.05% en solucién de PBS y se transfirieron a microtubos y se centrifugaron
a 800 rpm durante 5 minutos, luego se lavaron dos veces con PBS. Los sedimentos celulares
se recolectaron y se resuspendieron en 2 mL de Triton X-100 al 5% en medio DMEM y se
incubaron durante 5 min a 37 °C en un termobloque para microtubos, llevando a cabo la
liberacion de contenido celular. La intensidad de la fluorescencia de estas soluciones se
midié a 25 °C en medio DMEM mediante un espectrofotometro Fluorolog 3 Horiba con una
laAmpara de Xendn para los espectros de emision. Para realizar mediciones comparables,
decidimos realizar la curva de calibracion en DMEM y confirmamos que el espectro de
emision se mantuvo de acuerdo con lo informado en agua. Las longitudes de onda de
excitacion y emision Optimas fueron 485 y 590 nm, respectivamente. La intensidad de la
fluorescencia se convirtid a concentraciones de farmaco, se prepararon curvas de calibracion
en el rango de concentracion de 0.01-0.5 pyM. Los resultados se expresan en promedio +

desviacién estandar de al menos tres repeticiones para cada experimento.
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10. ANEXQOS.

(ESPECTROS RMN *H, **C, 2D; COSY,
NOESY, HMQC, IR, EM, DSC y TGA)
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Espectro 57. Espectro IR (ATR) de (IV) acido 2-[4-(propargiloxi)fenil]acético
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Espectro 58. Espectro ESI de (IV) acido 2-[4-(propargiloxi)fenil]acético

167




(1) =
24 K} ETUE T ANEXOS

uirmnicas

€& g8 8 8 8 8 8 8 8 =8
P .8 R B 7 F B 8 3 e
0
el
o
[N
n
————— F oo
Q
™
-t
95'¢E j Lo
99'9} 0 gz [
19°€E
£
ot
F¥8
z

TN 2N Q
arv-

Fe6s |

A

92’9 — © rooe |

Espectro 59. RMN *H del intermediario (V) 1,3,5-tris(propargiloxi)benceno en DMSO-d;
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a 400 MHz.
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Espectro 67. RMN "H del compuesto A en DMSO-dg a 400 MHz.
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Espectro 68. RMN *C del compuesto A en DMSO-dg a 400 MHz.
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Espectro 69. RMN 2D 'H-'H COSY del compuesto A en DMSO-dg a 400 MHz.
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Espectro 75. RMN *C del compuesto B en DMSO-dg a 400 MHz.
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Espectro 83. RMN 2D 'H-'H COSY del compuesto C en DMSO-ds a 400 MHz.
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Doxorubicin(Dox) is a potent anti-cancer drug used in the treatment of triple negative breast cancer
(TNBC), however, it causes dose-dependent cardiotoxicity once the treatment is concluded. One of the
new strategies to overcome this problem is the design of pH sensitive prodrugs, which can improve its
selectivity and reduce the toxic effects of the free drug. For that reason, the synthesis of Dox attached to
adamantane (Ad) was firstly optimized by using three different pH sensitive linkers; ester, amide and
hydrazone in order to reduce the toxicity of free Dox. To evaluate the stimulus-sensitive behavior of the
prodrugs, the Kkinetics of the in vitro hydrolysis of the three proposed linkers was determined by
simulating both, the pH of the tumor microenvironment and the intracellular pH changes that occur in
the tumor tissue. The cytotoxic activity of the hydrazone-cleavable prodrug showed a similar behavior to
the free drug as well as the best release profile, using a new promising linker in the development of Dox
prodrugs. The obtained results demonstrate the importance of choosing the appropriate linker in the
design of pH sensitive Dox prodrugs which can improve the drug efficiency and used in the design of
controlled drug delivery systems.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Dox is one of the most effective chemotherapeutics for the
treatment of leukaemia and a broad variety of solid tumors [1].
However, its adverse effects, specifically dose-dependency, mye-
losuppression and lethal cardiotoxicity limit its use and the out-
comes of the therapy [2—4]. Prodrugs are pharmacologically
inactive chemical entities that, after their administration, are bio-
transformed into pharmacologically active species [5]. Targeted
prodrug approach is one of the new trends in the treatment of
cancer. An important strategy to achieve the local activation of
prodrugs involves the use of pH sensitive conjugates [6]. Therefore,
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antineoplastic prodrugs come up as one of the strategies to increase
selectivity, improve therapeutic indexes and reduce toxicity to
normal tissues. The integration of prodrugs with nanotechnology-
based drug delivery strategies has given rise to nanosystems
improving prodrug stability and increasing drug availability.
Moreover, multifunctional platforms containing prodrugs have
been designed for targeted and smart stimuli-triggered drug
release [7,8]. In these platforms the prodrug can be covalently
attached to the nanocarrier or one of its components (building
block or polymer scaffold), or it can be simply loaded into the
system.

The design of Dox prodrugs is an approach that has been
continuously explored to overcome Dox side effects. Furthermore, a
number of nanocarriers containing Dox prodrugs have been
investigated [7]. These delivery nanosystems include from simple
liposomes and micelles to sophisticated platforms displaying
multiple functionalities i.e. theranostics, response to external or
internal stimuli and intracellular targeting [9,10].


mailto:riverage@unam.mx
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.molstruc.2018.09.044&domain=pdf
www.sciencedirect.com/science/journal/00222860
http://www.elsevier.com/locate/molstruc
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2018.09.044
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2018.09.044
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2018.09.044

144 I. Gonzalez-Méndez et al. / Journal of Molecular Structure 1177 (2019) 143—151

A considerable number of works report the in vitro and in vivo
effectiveness of Dox delivery smart platforms [11—13], however,
none of them has been approved. At their best, some have reached
Phase Il clinical studies but any has even proceeded to Phase III, due
to their structural complexity that makes very difficult to obtain
them in a reproducible manner and to scale up the synthetic pro-
cesses, which are generally expensive and involve several steps. In
addition, is very difficult to predict the interaction of the multiple
components with target and biological barriers. In summary, these
platforms are too intricate to be translational [14,15].

The release of a drug is a quite complex process. It is unrealistic
to simplify the delivery mechanisms for all the nanocarriers and
make them to fulfill the targeting, cell attachment, internalization,
and the release requirements. Therefore, a better understanding of
drug delivery systems is crucial to make a good choice of the linker
and the triggering mechanism that will generate the active drug.
Their processes are fundamental to develop clinically achievable
nanoformulations. This fact has motivated us to focus our research
on the rational design of Dox prodrugs delivery systems through
the systematic study of all their components at physicochemical
and biological levels, keeping in mind the following requirements:
a) an easy and affordable synthesis; b) feasible materials to be used
as excipients and suitable for scaling them up; c) structurally
simple systems.

To start our investigation, we selected three Dox prodrugs
formed by the conjugation of Dox to an adamantyl moiety using
different linkers: amide (Ad-a-Dox), hydrazone (Ad-h-Dox), and
ester (Ad-e-Dox). The engineering of drug delivery systems by su-
pramolecular design has gained great attention since reversible and
tunable features that characterize supramolecular materials can
afford carrier systems with controlled and predictable drug release.
Cyclodextrin (CD) is a well-known structural unit used in the design
of supramolecular host-guest drug delivery nanosystems.

Given that adamantane is a guest that fits perfectly into the CD
cavity [16—18], it has been frequently employed in prodrug design
and in the construction of CD-based supramolecular platforms. Dox
is not the exception and there are several works reporting Ad-Dox
prodrugs loaded into CD-based supramolecular platforms [19—-21].

Cancer cell

Dead cancer cell

With the aim to be sure about the potential success of CD-based
platforms, we focused the present work exclusively on the study
of Ad-Dox systems. Firstly, we report novel and simple synthetic
procedures for the obtainment of Ad-a-Dox and Ad-e-Dox. More-
over, we have optimized of the synthesis of Ad-h-Dox, and studied
whether the activation can occur under in vitro acidic conditions
(Fig. 1), acidic environment in tumor tissue) as well as their cyto-
toxicity in the estrogen receptor-positive (MCF-7) and the triple-
negative breast cancer cells (TNBC). To our knowledge, this is the
first time that these Dox prodrugs are systematically studied and
evaluated against TNBC.

2. Materials and methods
2.1. Materials

All starting materials were commercially available, reagent
grade, and were used without any further purification. Reactions
were monitored by analytical TLC on pre-coated silica gel 60 F254
plates (Aldrich). Infrared spectra were recorded on a Nicolet FT-55SX
spectrophotometer. 'H NMR spectra were recorded on a Bruker
spectrometer (400 MHz). Chemical shifts are reported in ppm (4)
and the signals are described as singlet (s), doublet (d), triplet (t),
quartet (q), broad (br), multiplet (m), and doublet of doublets (dd);
coupling constants are reported in Hz. ESI-MS were carried out on a
JEOL JMS-AX505-HA instrument. 1-Adamantanecarboxylic acid
(Ad-COOH),  1-[(1-(cyano-2-ethoxy-2-oxoethylideneaminooxy)-
dimethylamino-morpholino)]uranium-hexa-fluoro-phosphate
(COMU), triethylamine (TEA) Doxorubicin hydrochloride
(DOXeHCI), 4-dimethylaminopyridinium (DMAP) and 4-(dimethy-
lamino)pyridinium 4-toluenesulfonate (DPTS) were prepared ac-
cording to the procedures described in the literature (Moore J.S. &
Stupp S.I, 1990). Dicyclohexylcarbodiimide (DCC), hydrazine hy-
drate (NH;NH3.H,0, 50—60%), trifluoroacetic acid (TFA), formic acid
(FA) were purchased from Sigma-Aldrich. Dimethyl sulfoxide
(DMSO0), N,N'-dimethylformamide (DMF) and dichloromethane
(CH,Cly) were dried over CaH, and distilled under vacuum prior to
use. All the other reagents and solvents were purchased from J.T.

Fig. 1. Proposed model of internalization of the Ad-h-Dox prodrug and mechanism of drug release induced by pH. (single).
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Baker Reagent and used as received.

2.1.1. 'H and C NMR and FT-IR constants of dox

'H NMR (400 MHz) (DMSO-dg, 6): 14 (br, 1H)p, 13.19 (br, 1H)p',
7.89 (br, 2H)NHZ, 7.88 (m, 2H)b,a, 7.63 (dd, J = 1.96, 5.87 Hz, 1H)c,
5.46 (t,] = 2.93 Hz, TH)OH"/OH", 5.28 (d, ] = 2.93 Hz, 1H)h, 4.91 (br,
1H)OH’, 4.87 (s,1H)g, 4.59 (d, J=5.87 Hz, 1H)n, 4.19 (q, J=6.36,
6.85 Hz, TH)I, 3.98 (s, 3H)d, 3.59 (d, ] = 4.89 Hz, 1H)k, 3.37 (m, 1H)j,
2.90 (m, 2H)e, 2.11 (m, 2H)f, 1.77 (m, 2H)i, 1.15 (d, ] = 6.85 Hz, 3H)m.
13C NMR-DEPTQ (101 MHz, DMSO-dg; 6, ppm): 214.3 C13, 186.94
C12, 186.84 C5, 161.26 C1, 156.46 C11, 154.9 C6, 136.71 C3, 135.67
C10a, 135.13 C6a, 134.62 C4a, 120.41 C12a, 120.22 C4, 119.46 C2,
111.16 C11a, 111.09 C5a, 99.66 C1’, 75.21 C8, 70.17 C10, 68.66 C4’,
66.52 C5’, 64.22 C14, 57.08 CH30, 47.02 C3’, 36.89 €9, 32.51 C7,
28.65 C2’,17.20 CH3—C5". FT-IR (ATR, cm~!): 3560—3160 O—H (st),
3160-2300 NHi(st), 1723 C=0, 1613, 1580 C=0 (st), 1410 C=C (st),
1282 C—0—C, 1115, 1071, 1008 C—O.

2.2. Synthetic procedures

2.2.1. Synthesis of adamantyl-modified doxorubicin with an amide-
bond

This conjugate was synthesized according to the following
method. COMU (123 mg, 0.28 mmol) and Ad-COOH (43.11 mg,
0.23 mmol) were dissolved in DMF (1 mL), mixed with TEA (66 pL),
and then stirred at room temperature for 30 min in the dark under
nitrogen atmosphere. Dox-HCl (100 mg, 0.18 mmol) dissolved in
DMEF (1 mL), was slowly added to Ad-COOH/COMU and the mixture
was further stirred overnight under inert atmosphere. The solvent
was evaporated at reduced pressure; the crude product was sus-
pended in 5 mL of CH,Cl; and two extractions were performed with
distilled water to remove the excess of COMU. The organic phase
was concentrated and Ad-Dox was collected by vacuum filtration
and dried by suction. The product was obtained as a red solid
(105 mg, 0.148 mmol) (Yield: 82.6%). ESI: m/z 728 [M+Na]"; M.p.:
>200°C; 'H NMR (400 MHz) (DMSO-dg, §): 14.02 (br, 1H)p, 13.3 (br,
1H)p', 7.91 (m, 2H)b,a, 7.64 (dd, = 8.31 Hz, 1H)c, 6.64 (d, ] = 8.1 Hz,
1H)N=H, 5.45 (s, 1H)OH”, 522 (d, J=3.4Hz, 1H)h, 4.93 (t,
J=4.89Hz,1H)g, 4.84 (m, 2H)OH"/OH, 4.58 (d, ] = 5.8 Hz, 2H)n, 4.16
(q,J=6.8, 6.36 Hz, 1H)1, 3.97 (s, 3H)d, 3.54 (m, 1H)k, 3.39 (br, 1H)j,
2.96 (q, J=18.01, 2H)e, 2.16 (m, 2H)f, 1.92 (s, 3H)B, 1.85 (m, 1H)i,
1.71 (s, 6H)a, 1.62 (s, 6H)y, 1.45 (m, 1H)i, 1.14 (d, ] = 6.85 Hz, 3H)m.
13C NMR-DEPTQ (101 MHz, DMSO-dg; 6, ppm): 218.52 C13, 191.25
C12, 180.72 C5, 165.48 NC=O0, 160.80 C1, 159.20 C11, 140.92 C6,
139.37 €3, 136.17 C10a, 138.75 C6a, 124.71 C4a, 124.44 C12a, 118.90
C4, 119.74 €2, 115.35 C11a, 105.22 C5a, 100.41 C1’, 74.76 C8, 69.95
C10, 69.78 C4’, 68.06 C3’, 66.96 C5’, 63.63 C14, 56.55 CH30, 36.85
C€9,38.46 a, 36.24 v, 32.03 C7, 27.60 B, 27.58 €2',16.91 CH3—C5". FT-
IR (ATR, cm™!): 3431 N—H (st), 1723 C=0, 1617,1578 C=0, 1410 C=
C (st), 1283 C—0—C (st), 1115, 1078, 1013 C—O.

2.2.2. Synthesis of adamantine-1-carboxylic acid hydrazide
Adamantine-1-carboxylic acid hydrazide was synthesized ac-
cording to the following procedure. Ad-COOH (200 mg, 1.109 mmol)
was mixed with DCC (228 mg, 1.109 mmol) and then stirred at room
temperature for 1h under nitrogen atmosphere. Subsequently,
DMAP (20.3 mg, 0.166 mmol) and anhydrous methanol (89 pL,
2.21 mmol) were suspended in 1 mL of anhydrous CH,Cl,. This was
slowly added to Ad-COOH/DCC and the mixture was further stirred
overnight under nitrogen atmosphere. The crude product was
dissolved in 5 mL of CH,Cl; and washed with a 3 N HCl solution. The
organic phase was collected and dried over MgSQy, filtered, evap-
orated, and finally dried under vacuum for 24 h to obtain methyl
adamantine-1-carboxylate (173 mg, 0.9 mmol) (yield: 81%). ESI: m/

z 195 [M]*; Mp. 35—36°C, '"H NMR (400 MHz) (CDCls, 8): 3.58 (s,
3H)—OCH3, 1.94 (s, 3H)B, 1.82 (s, 6H) a, 1.64 (s, 6H) v. 13C NMR-
DEPTQ (101 MHz, CDCl3; ¢, ppm): 177 COO, 51.5 CH3, 40.43 CCOO,
38.86Cy, 36.5Cy, 27.9Cp, FI-IR (ATR, cm~1): 3433, 3298, 3005,
2928, 2850, 2660(C—H), 1728, 1626 (C=0), 1322 (C—0—C).

Furthermore, the  synthesized methyl-adamantane-1-
carboxylate (158 mg, 0.813 mmol) was dissolved in 3mL of
ethanol and then 15 mL of NH;NH3.H,0 as well as 5 pL of TEA, used
as catalyst, were added. After refluxing at 85 °C for 24 h, the solvent
was removed giving a white solid. The crude product was purified
by dissolving it in 5 mL of CH,Cl,; then it was washed three times
with water. The organic phases were collected and dried over
MgSO0,, filtered, and evaporated to give adamantine-1-carboxylic
acid hydrazide (140 mg, 0.7 mmol) (yield: 90%). ESI: m/z 194.8
[M]*; Mp. 148—150°C, 'H NMR (400 MHz) (CDCls, 6): 6.9 (br, 1H)
—NH—, 3.86 (br, 1H)—NHj>, 2.07 (s, 3H)B, 1.87 (s, 6H) o, 1.74 (s, 6H) 7.
13C NMR-DEPTQ (101 MHz, CDCls; 6, ppm): 178.54 CO, 38.9C,,
36.46 Cy, 27.96 Cp. FT-IR (ATR, cm™1): 3538, 3479, 3333, (NH, st),
2295, 2850, 2679(C—H), 1611 (C=0), 1523 (NH—C=0), 1451, 1307
(C—0-0C).

2.2.3. Synthesis of adamantyl-modified doxorubicin with a
hydrazone-bond

This conjugate was prepared according to the procedure previ-
ously described [22]. Adamantine-1-carboxylic acid hydrazide
(21.44 mg, 0.11 mmol) and Dox-HCl (30 mg, 0.055 mmol) were
dissolved in 15 mL of dry methanol. Thereafter, 15 pL of TFA was
added as catalyst. The mixture was refluxed at 50 °C for 48 h in the
dark. Then, the solution was concentrated by rotaevaporation and
precipitated three times in ethyl acetate. The product was collected
by centrifugation and dried under vacuum to give a purple-red
solid (35 mg, 0.048 mmol) (yield: 88%). ESI: m/z 720 [M]"; M.p.:
>200°C; 'H NMR (400 MHz) (DMSO-dg, 6): 14 (s, 1TH) p, 13.5 (s, 1H)
p', 7.93 (m, 2H)b,a, 7.66 (dd, J=8.31 Hz, 1H)c, 6.33 (br, 1H)N—H,
5.43 (s, 1TH)OH"”, 5.30 (d, ] = 3.4 Hz, 1H)h, 4.96 (t, ] = 4.89 Hz, 1H)g,
4.87 (m, 2H)OH"/OH’, 4.59 (d, J=5.8Hz, 2H)n, 4.18 (q, J=6.8,
6.36 Hz, 1H)I, 4.01 (s, 3H)d, 3.55 (m, 1H)k, 3.40 (br, 1H)j, 2.98 (q,
J=18.01,2H)e, 2.15 (m, 2H)f, 1.99 (s, 3H)B, 1.88 (m, 1H)i, 1.79 (s, 6H)
o, 1.67 (s, 6H)y, 1.52 (m, 1H)i, 1.12 (d, J = 6.85 Hz, 3H)m. '3C NMR-
DEPTQ (101 MHz, DMSO-dg; 6, ppm): 219.51 C13, 19151 C12,
180.18 C5,161.78 NC=0, 161.49 C1, 160.78 C11, 140.26 C6, 139.46 C3,
138.15 C6a, 136.23 C10a, 123.89 C4a, 123.01 C12a, 119.96 C2,118.84
C4, 115.97 C11a, 105.77 C5a, 100.56 C1’, 76.67 C8, 69.95 C10, 69.15
C4’, 68.06 C3’, 66.84 C5’, 63.45 C14, 56.53 CH30, 38.39 a, 35.93 €9,
36.26 v, 32.80 C7, 27.41 B, 27.50 C2’, 16.39 CH3—C5". FT-IR (ATR,
cm™1): 3435 O—H (st), 3241 N—H (st), 1614, 1579 C=0 (st), 1407 C=
C (st), 1281 C—0—C (st), 1110, 1069, 1008 C—O.

2.2.4. Synthesis of N-Boc doxorubicin (Dox-Boc)

This intermediate was synthesized according to the following
method. To a solution of Dox-HCl (60 mg, 0.11 mmol) in anhydrous
DMF (1 mL), Bocy0 (28 pL, 0.12 mmol) and TEA (31 pL, 0.21 mmol)
were added, and the reaction mixture was stirred at room tem-
perature for 24 h. The solution was evaporated and the resulting N-
Boc-Dox was precipitated by washing it three times with cold TFA
in order to remove the excess of Bocy0. A red solid was obtained
(62 mg, 0.096 mmol) (yield: 96%). ESI: m/z 666.3 [M+Na]*; M.p.:
>200°C; 'H NMR (400 MHz) (DMSO-dg, 6): 14.03 (br, 1H)p, 13.26
(br, 1H)p', 7.90 (m, 2H)b,a, 7.63 (dd, J= 1.96, 5.87 Hz, 1H)c, 6.32 (d,
J=8.42Hz, TH)N—H, 5.43 (s, TH)OH"”, 5.20 (d, J=2.81Hz, 1H)h,
4,93 (br, 1H)g, 4.88 (t,1H)OH’, 4.66 (d, ] = 5.61 Hz, 1H)OH", 4.58 (d,
J=5.87Hz, 1H)n, 4.14 (q, ] = 6.36, 6.85 Hz, 1H)I, 3.98 (s, 3H)d, 3.66
(d,J=4.89 Hz 1H)K, 3.41 (m, 1H)j, 2.95 (m, 2H)e, 2.15 (m, 2H)f, 1.80
(m, 2H)i, 1.33 (s, 9H) —C(CH3)3, 1.12 (d, ] = 6.85 Hz, 3H)m. 13C NMR-
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DEPTQ (101 MHz, DMSO-ds; 6, ppm): 214.13 C13, 186.98 C12, 186.83
C5,161.57 C1,156.53 C11, 155.11 NC=0 154.92 C6, 136.66 €3, 135.99
C10a, 135.11 C6a, 134.50 C4a, 120.45 C12a, 120.18 C4, 119.44 C2,
111.33 C11a, 111.09 C5a, 100.84 C1’, 75.44 C8, 70.25 C10, 68.69 C4’,
67.25 C5', 64.14 C14, 57.04 CH30, 46.97 C3’, 37.04 €9, 32.55 C7,
30.42 €2, 28.63 CHs, 17.54CH3—C5". FT-IR (ATR, cm™'): 3455 O—H
(st), 3338 N—H (st), 1686 C=0 (st), 1615-1579 C=0, 1407 C=C (st),
1284 C—0—C (st), 1112, 1071, 1018 C—O.

2.2.5. Synthesis of adamantyl-modified doxorubicin with an ester-
bond

This conjugate was prepared according to the following pro-
cedure: Ad-COOH (42 mg, 0.23 mmol) mixed with DCC (57.7 mg,
0.28 mmol), DMAP (34mg, 0.28 mmol) and DPTS (17 mg,
0.058 mmol) were suspended in 5 mL of anhydrous CH)Cl, and
stirred at room temperature for 1 h under nitrogen atmosphere.
Then, Dox-Boc (100 mg, 0.15mmol) was dissolved in CH)Cl,
(2.5mL) and slowly added to Ad-COOH/DCC/DMAP/DPTS. The
resulting mixture was stirred overnight under inert atmosphere.
The solvent was evaporated at reduced pressure; the crude product
was dissolved in methanol (5mL) and TFA (100 pL) was added
during 20 min. The product was purified by TLC plates Rf=0.6
(CH,Cl:MeOH/98:2) to give a red solid (62 mg, 0.0914 mmol)
(yield: 91%). ESI: m/z 706 [M]*; M.p.: >200°C; 'H NMR (400 MHz)
(DMSO-dg, 8): 13.88 (s, 1H)p, 13.11 (s, 1H)p', 7.81 (m, 2H)b,a, 7.55
(dd, J=8.31 1H)c, 6.12 (s, TH)OH", 5.58 (d, ] = 7.82 Hz, 1H)h, 5.52
(br, TH)OH”, 5.22 (q, ] = 18.1, 17.61 Hz, 2H)n, 5.02 (s, 1H)g, 4.13 (m,
1H)I, 3.94 (s, 3H)d, 3.77 (m, TH)k, 3.37 (br, 1H)j, 2.89 (q, J = 18.58,
2H)e, 2.26 (m, 1H)f, 2.01 (s, 3H)B, 1.91 (s, 6H)a, 1.69 (s, 6H)y, 1.50
(m, 1H)i, 1.22 (m,3H)m. >C NMR-DEPTQ (101 MHz, DMSO-dg; 6,
ppm): 219.04 C13,191.31 C12, 180.72 C5, 165.48 —CO0O—, 160.79 C1,
159.20 C11, 140.91 €6, 140.25 C10a, 139.37 C3, 138.75 C6a, 124.70
C4a, 124.44 C12a, 123.69 (4, 115.50 C2, 115.35 C11a, 105.22 C5a,
79.69 C1’, 74.76 C8, 74.49 C10, 72.83 C4’, 71.53 C3’, 68.38 C5/, 61.29
C14, 53.31 CH30, 49.51 €9, 41.39 «, 40.79 v, 36.78 C7,34.53 B, 32.32
€2, 21.71 CH3—C5'". FT-IR (ATR, cm™'): 3453 O—H (st), 3326 N—H
(st), 1727 C=0 (st), 1615-1580 C=0, 1409 C=C (st), 1282 C—0—C
(st), 1122, 1081, 1013 C—O.

2.3. Biological procedures

2.3.1. Cell culture

The human breast cancer cell lines ER-positive MCF-7 and MDA-
MB-231 were selected for this study and purchased from the ATCC®
(Manassas, VA USA). Cell lines were grown in D-MEM medium
(Cellgro corning Manassas, VA USA) with 10 mM of non-essential
amino acids, supplemented with 10% heat inactivated FBS. These
two adherent epithelial cell lines were maintained under a hu-
midified atmosphere containing 5% CO; at 37 +1°C in a thermo
scientific incubator model 3110 (Grand Island, NY, USA).

2.3.2. Western blot for procaspase 3

Cultures of MCF-7 and MDA-MB-231 cells to a confluence of 90%
were lysed with proteases cocktail and the SDS-page, protein
transfer and inmunodetection were carried out as described by
Solano J.D et al. [23] The primary and secondary antibodies for
procaspase 3 and actin in the ab136812 kit were purchased from
Abcam (Cambridge, MA).

2.3.3. Cytotoxicity studies

To determine the cytotoxic activity of these prodrugs in the
selected cell lines, a tetrazolium salt based on a colorimetric assay
was used [23]. Each of these cells lines were seeded in a 96 well
plate at a density of 6.5 x 10> cells/well and at a volume of 200 pL of

medium. After 24 h, the cells formed a monolayer and 50 uL of
medium was added with different concentrations of the prodrugs
(with amide, ester and hydrazine linkers) and their hydrolyzed
products. The treated cells were cultured in six wells by concen-
tration, and the experiments were performed three times inde-
pendently. Cell viability was determined after 48 h by adding 20 pL
of 2.5 mg/mL 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium-bromide (MTT). The insoluble formazan, produced
during an incubation period of 4hat 37°C, was measured. The
supernatant was removed solubilizing the formed formazan crys-
tals by adding 250 uL of DMSO. The absorbance of each well was
read at 550 nm using an ELISA reader (BIO-RAD, model 680, U.K).
Absorbance was directly related to % cell viability, and control cells
without treatment were considered 100% viability. The half-
maximal inhibitory concentration (ICsg) was determined from
interpolating concentration vs inhibition curve by Graphpad Prism
6.0 (la Jolla CA, USA) as the drug concentration varies, which
resulted in a 50% reduction in the cell viability.

2.4. Kinetics of hydrolysis

The hydrolysis kinetics was investigated in phosphate buffers at
pH = 7.4, 6.5 and citrate buffers at pH = 4.5 and 3.5. Three replicates
of each test were performed. The temperature of the whole was
37 +1°C. Samples were withdrawn at predetermined time in-
tervals and replaced with the same medium release volume. The
withdrawn samples were assayed for free Dox content by
measuring the absorbance at 480 nm.

3. Results and discussion
3.1. Synthesis

Nowadays it is mandatory to develop affordable, reproducible
and quantitative synthetic methods in order to exploit them, that is
why we discuss a cost-effective method to obtain Ad-a-Dox. The
amide bond formation is fundamentally important in organic
synthesis [24,25] as well as in the drug delivery field. COMU, an
effective reagent in solution, is one of the coupling agents which
arised from the group of salts based on uronium/aminium, phos-
phonium salts and iminium [26]. Hence, we incorporated COMU to
form the amide bond, which resulted in a simple, quantitative and
good performance synthesis to prepare Ad-a-Dox prodrug with an
easy work up. Since this reaction generates only water-soluble by-
products, the number of purification steps was reduced without the
need of a complicated purification process.

The synthesis of Ad-h-Dox was reported for the first time by Luo
G. et al. [22] In this work, the synthesis of the hydrazide interme-
diate was optimized. Ad-COOH was esterified in a conventional
manner in acidic medium with heating. However, these reaction
conditions favors the generation of by-products besides the pre-
cipitation of the main product, which is obtained in low yield. The
methodology employs mild reaction conditions and the product is
quantitatively obtained (yield> 80%) with a slight generation of
toxic waste into the environment (Scheme S1).

To synthesize Ad-e-Dox, we implemented a novel method for
the modification of the primary hydroxyl group of Dox (Scheme 1)
leading to an efficient and quantitative esterification. The first step
consisted on the protection of the amino group with Boc,0 (yield
up to 95%), and the second one was the esterification of the primary
alcohol using a modified Steglich reaction [27]. Previous works
reported that the use of DPTS considerably improved the reaction
yield [28]. Since the tertiary alcohol can be removed via an unim-
olecular mechanism (E;), the system HCI/MeOH at room temper-
ature, TFA/CH,Cl, at 0°C, and FA at room temperature are very
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Scheme 1. Synthesis of the Ad-Dox prodrugs having a) amide, b) hydrazone and c) ester links. (single).

efficient for the quantitative deprotection of Boc, avoiding the
elimination of the tertiary alcohol and the cleavage of the ester link
in Ad-Dox.

During the work-up, we noticed that the success in obtaining a
pure product depends in a big measure on the silica particle size. By
using normal silica, Ad-e-Dox and residual free Dox remain trapped
and cannot be eluted with polar solvents, even by using an alumina
matrix in the purification. However, we found that a pore size of
60 A and a particle size of 5—17 pm were optimal for the purifica-
tion of this system.

3.2. Characterization of the prodrugs by NMR spectroscopy

As part of the systematic study, a complete and detailed char-
acterization of all synthetic intermediaries was carried out
(Figs. S2—54). We noticed that the signals in 'H NMR spectra of Ad-
Dox prodrugs and free Dox are only partially assigned [29,30],
particularly the signals present in the aliphatic zone and the OH
groups (primary, secondary and tertiary alcohols). This is of great
concern especially if the parent drug is modified to generate a new
entity, which must be further tracked in order to guarantee its
synthesis and biotransformation with reproducible results. That is
why we performed two-dimensional 'H NMR experiments (Fig. 2,
COSY spectra) in order to correlate better the proton signals with
their corresponding carbons (Fig. 3, HMQC spectra). In this way, the
signals for both, free Dox and Dox prodrugs were unequivocally
assigned.

The 'H NMR spectrum of the Ad-a-Dox in DMSO-dg shows a

doublet at 6.64 ppm, due to the proton bound to the heteroatom of
the amide as well as the appearance of signals between 1.67 and
1.99 ppm related to the Ad ring of the expected product (Fig. 4 and
S5). In contrast, the Ad-h-Dox shows the N—H signal at 6.38 ppm
(Fig. 4 and Fig. S6). The signals of the primary and secondary al-
cohols show an up-field shift due to the change in the electronic
environment caused by the Ad ring. The FTIR spectrum of Ad-h-Dox
shows the characteristic stretching band of O—H at 3435cm™,
jointly with the disappearance of the stretching band of the ketone
at 1729cm~! to give a hydrazone, whose stretching band of
the = N—H bond appears at 3241 cm™' [31]. We can also observe
the typical stretching bands of C=0 with intra hydrogen bonded
quinone in the region of 1614—1579 cm~ !, C—0—C at 1281 cm™},
C—O0 of tertiary alcohol at 1110 cm™!, C—O of secondary alcohol at
1069 cm™!, C—O of primary alcohol at 1008 cm~! and C=C bonds of
the aromatic rings at 1407 cm~". All these signals demonstrate the
obtainment of the desired hydrazone derivative.

Regarding the Ad-a-dox prodrug, besides the bands described
above, the appearance of a stretching band at 3431 cm™! due to
N—H bond stands out. On the other hand, for the Ad-e-Dox deriv-
ative, the band of the ketone appears at a higher frequency
(1727 cm™!) due to the inductive influence of the corresponding
ester linker [32], with respect to the band of the ketone in the
native Dox, which appears at 1724 cm™! (Fig. S7).

The intermediates produced during the synthesis of Ad-e-Dox
were also characterized. It was noticed that in the protected Dox-
Boc, the methyl signals appear at 1.33 ppm and the signals of the
hydroxyl groups are down-field shifted since the signal
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Fig. 2. Correct assignment of free Dox in DMSO-dg by RMN 2D 'H—'H COSY. (2-column).

corresponding to the OH"” appears as a singlet, shifting from 5.46 to
6.12 ppm (A = 0.66 ppm). This is caused by the esterification which
totally modifies the electronic environment of the OH”, thereby
confirming that the esterification exclusively takes place in the
primary OH. This shift can be easily confused with an elimination of
the OH” to give the corresponding alkene (product E;), which
appears at down field. However, we made the corresponding
HMQC experiments to confirm the obtainment of the Boc depro-
tected product without the formation of the E; product (Fig. S8). In
this experiment, we found that the signal at 6.12 ppm does not
correlate with any carbon, which confirms an effective deprotection
of the amino group and the generation of the expected product.
Moreover, the signals of protons h and g are down-field shifted,
maybe due to a conformational change caused by the presence of
Ad.

3.3. Cytotoxic activity

In vitro cytotoxicity of Dox prodrugs (amide, hydrazone and
ester derivatives) and hydrolysis products was estimated using MTT
assay in MCF-7 and TNBC cells. These cell lines were authenticated
by morphological observation (data not shown) evaluating the
expression of procaspase 3 protein by western blot analysis (Fig. 5).

As reported by Ref. [33] MDA-MB-321 presents procaspase 3, while
MCF-7 does not, which is a very characteristic feature for both cell
lines.

The prodrug Ad-h-Dox showed the best in vitro behavior after
48 h of exposure (Table 1), since for both cell lines it exhibited
similar activity to that of free Dox, suggesting that the in vitro
rupture of the sensitive pH binding is more efficient. A less potent
behavior was shown by the prodrug Ad-a-Dox, which exhibited
moderate activity in both cell lines. This comportment can be
explained by the previous observations with the amide bond which
is known to be very chemically stable in biological environments
[34—36] The cytotoxicity of the prodrug Ad-e-Dox was poor, so we
assumed that the ester does not cleave under our experimental
conditions, thereby causing a diminution of the biological activity.
Nevertheless in an in vivo model, the presence of esterases could
accelerate the hydrolysis of the prodrug [34,37]. The resulting hy-
drolysis products were evaluated to corroborate that the biological
effect was only due to the drug and not to its hydrolysis byproducts,
which coincides with its null activity. In summary, we confirmed
that there is no significant difference between the cytotoxicity of
Dox and Ad-h-Dox, suggesting that the bioactivity was retained
despite the changes in the Dox structure.
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3.4. Kinetics of hydrolysis of prodrugs Ad-Dox

The hydrolysis kinetics of the three obtained prodrugs was
evaluated at physiological pH = 7.4 and other pH values, taking into
account the acid microenvironment that characterizes tumors (pH
6.5) and the pH gradient at which the prodrug would be exposed if
internalized (pH 4.5—3.5) (Fig. 6) [38—40]. The stability of Ad-Dox
prodrugs under acidic conditions revealed that only Ad-h-Dox is
prone to be hydrolized at pH=4.5, while it remains intact at
pH = 6.5. It is crucial to keep this in mind since it has been stated that
Ad-h-Dox can be hydrolized in the acidic surroundings of a tumor
[34] affecting healthy and cancer cells alike. Here, we find that this
phenomenon does not occur and Ad-h-Dox would display stability
during transport in the body (blood pH = 7.4) and releases the drug
only with the appropriate change of pH (inside the cancer cells).

It was found that Ad-a-Dox and Ad-e-Dox were not hydrolyzed
at any of the tested pH values (74, 6.5, 4.5 and 3.5) at 37°C,
assuming that this behavior could affect the cytotoxic activity (data
not shown). If the prodrugs were kept intact, in the case of Ad-e-
Dox the Ad moiety would be interfering with Dox pharmaco-
phoric sites [41], which causes a loss of biological activity. The
lower cytotoxicity of Ad-a-Dox could be explained by the
complexity of the cleavage of the amide bond. These outcomes
should be taken into account for the rational design and

development of Dox prodrugs taking advantage of the character-
istics of the tumor phenomenon, since the conventional methods
for the administration of Dox do not deliver therapeutic concen-
trations in the target sites and show a lack of specificity, which
affects healthy tissues of the body. It is necessary a rational choice
of an appropriate linker able to face these challenges. Ad-h-Dox
displayed a promising potential to be used in the design of Dox
delivery systems. In fact, it is currently studied for that aim. How-
ever, we consider of great importance to investigate in detail the
prodrug behavior before uploading it into a complex platform.

4. Conclusions

We report a novel synthetic procedure to obtain Ad-a-Dox and
Ad-e-Dox prodrugs as well as the optimization of the synthesis of
Ad-h-Dox. All methods include a few steps and an easy work-up. In
addition, they showed to be affordable and reproducible. Herein,
we have demonstrated that acid conditions are required for the
hydrolysis of Ad-h-Dox and therefore its bioactivation can occur
intracellularly.

Ester and amide bonds have been successfully used in prodrugs
design. In our case, the outcomes indicate that these linkers are not
working as expected, in particular Ad-e-Dox, which was inactive
against our biological model. Although Ad-h-Dox is being currently
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Table 1
ICs0 values of Ad-Dox prodrugs °.

Compounds and hydrolysis products ICs0 (WM) at 48 h of treatment

MCF-7 cells MDA-MB-231 cells
Ad-a-Dox 21.88+1.76 12.53+1.58
Ad-e-Dox SA SA
Ad-h-Dox 1645 + 1.28 6.78 + 1.6
Ad-COOH SA SA
Ad—NH—NH, SA SA
Dox 6.99+1.31 3.56+0.7

SA: without activity.
¢ Data represent mean of three experiments independents + SD (n = 3).

Hydrolysis kinetics Ad-Dox hydrazone

Free Dox (mM)

Time (h)

Fig. 6. Hydrolysis kinetics the prodrug Ad-h-Dox, m pH 7.4, a pH 3.5 and @ pH 4.5.
(single).

studied in the design of smart platforms for Dox delivery, this is the
first time that it is evaluated against TNBC cells. Thus, it might be a
promising candidate to be used in the treatment of this type of
cancer. Further biological studies will be performed to investigate
the mechanism of cell death as well as the biological behavior when
it is loaded into a supramolecular platform.
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