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°C: Grados Celsius
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&: Desplazamiento quimico

AINES: Antiinflamatorio no esteroidal
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CDCls: Cloroformo deuterado
CH2Cl2: Diclorometano

cm; Centimetros a la menos uno
DCC: Diciclohexilcarbodiimida

DCU: Diciclohexilurea

DEPT: Mejoramiento sin distorsion por

transferencia de polarizacion

DMAP: 4-(Dimetilamino)-piridina
DMF: N, N-Dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulféxido

DMSO-de: Dimetilsulfoxido deuterado
d: Doblete
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Introduccion

En el cuerpo humano, las células se regeneran continuamente en un ciclo donde
las células mas viejas mueren de acuerdo con la programacion genética que define
su ciclo de vida, conocida como apoptosis. En algunos casos, se producen
mutaciones en los genes relacionados con la regulacion de la division celular y la
muerte, que puede conducir al crecimiento celular anormal incontrolado,
produciendo tumores en tejidos y organos. Las proteinas mutantes participan en
procesos que promueven la metastasis: diseminacion de células anormales,
proliferacion y supervivencia celular. Estas caracteristicas son particulares de

tumores malignos, es decir, tumores cancerigenos.

Actualmente, el cancer es uno de los mayores retos de salud publica en México.
Para el aiflo 2020, esta enfermedad, se presenta con una tasa de mortalidad superior
a 75 por cada 100,000 habitantes. Dentro de las principales causas de muerte por
cancer, se encuentra el cancer de mama, de prostata e higado. Su tratamiento a
menudo implica someter al paciente a un protocolo de administracion de farmacos,
sin embargo, solo una minima parte del principio activo alcanza el nivel deseado de
eficacia. Esto se debe a la mala absorcion y pérdida en el metabolismo y excrecién,
ya que cada molécula del farmaco tiene una ventana terapéutica en términos de
concentracion por encima de la cual es toxico y por debajo de la cual es ineficaz. La
dosificacion convencional de medicamentos da como resultado un ciclo frecuente
que se encuentra entre los niveles toxicos e ineficaces, dependiendo de la

regularidad con la que se suministra el tratamiento.

En el presente proyecto, se propone un mecanismo por el cual, se podria
aumentar la eficacia de la dosis y disminuir asi los efectos colaterales que presentan
algunos farmacos anticancerigenos comerciales administrados, mediante el disefio

y sintesis de conjugados con nanoestructuras dendriméricas.

Con base en lo anterior, se realiz6 la sintesis del resorcinareno abierto,
obteniendo por primera vez estructuras dendriméricas, al hacer reaccionar el

macrociclo con bromoacetato de metilo y etanolamina. La caracterizacion de los
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compuestos obtenidos se describe en el capitulo cinco, mientras que la discusion
de los resultados sobre la sintesis de los dendrimeros asi como la actividad
biolégica de cada conjugado dendrimero-farmaco se encuentra en el capitulo seis.
Cabe mencionar, que el conjugado dendrimero-clorambucilo presenté una mayor
actividad en dos lineas celulares, con respecto al resto de conjugados, mientras que
los conjugados dendrimero-farmaco con naproxeno e indometacina solo mostré
actividad en una linea celular. Finalmente, se presentan las conclusiones obtenidas

en durante el desarrollo del proyecto.
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Calixarenos

Los calixarenos son [1n]-metaciclofanos que se obtienen a través de la
condensacion de fenoles con aldehidos bajo diferentes condiciones de reaccion.
David Gutsche! fue el primero en nombrarlo como calixarenos. El nombre se deriva
del griego Calix que significa vaso o caliz, mientras que la palabra areno indica la

presencia del grupo arilo en la estructura (Figura 1).

Figura 1. Comparacion del calix[4]areno con un caliz.

Existen tres tipos de calixarenos estudiados hasta el momento:

a) Calixareno tipo I: también son llamados como [1ln]-metaciclofanos. Son
compuestos ciclicos que no poseen ningun grupo funcional en su estructura

(Figura 2a).

b) Calixarenos tipo Il: son aguellos que se obtienen entre la condensacion de

un alquilfeno y formaldehido en un medio bésico (Figura 2b).

c) Calixarenos tipo lll: son los que se obtienen a través de la condensacion del
resorcinol con diferentes aldehidos bajo condiciones de catélisis acida

(Figura 2c).

1 Gutsche, D.; Muthukrishnan, R. J. (1978), J. Org. Chem., 43(25), 4905-4906.
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(a) (b) (c)

Figura 2. Estructuras de los calixarenos. a) Calixareno I. b) Calixareno Il. c) Calixareno lll.

Resorcinarenos

En 1872 se reporto los resultados de la reaccion entre resorcinol y benzaldehido
catalizada por &acido?. Se obtuvo un sélido que en medio basico adquiria una
coloracién distinta al sélido. En 1940, Niederl y Vogel estudiaron los productos de la
reaccion entre el resorcinol y diferentes aldehidos, obteniendo un producto con una
proporcién 4:4 arilo-aldehido, respectivamente. Finalmente en 1978, Erdtman3
determind la estructura de estos compuestos mediante difraccion de rayos X.

Sintesis de los resorcinarenos

La obtencion de los resorcinarenos se lleva a cabo mediante la condensacion
entre el aldehido y resorcinol, generalmente empleando etanol como disolvente y

con catélisis acida (Figura 3).

2 Timmerman, P.; Verboon, W. Reinhoudt, D. N. (1996). Tetrahedron, 52(8), 2666.
8 Erdtman, H.; Hogber, S.; Abrahamsson, S.; Nilson, B. (1968). Tetrahedron Lett. 14, 1679-1682.
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HO OH o

H+
+ r
EtOH
H

Figura 3. Sintesis generalmente de un resorcinareno.

El mecanismo propuesto para la obtencién del resorcinareno se lleva a cabo
mediante una sustitucion electrofilica aroméatica y una condensacién del grupo

carbonilo con el aldehido.
Resorcinarenos abiertos

La quimica de los resorcinarenos ha sido bastante explorada e investigada a lo
largo de los afios, un ejemplo de ello ha sido la sintesis de estas moléculas
empleando principios de quimica verde*®. Sin embargo, una de las mayores
aportaciones que se registraron para este tipo de moléculas fue la sintesis de

resorcinarenos abiertos®.

Este tipo de moléculas generara una serie de nuevos ligantes, asi como del
desarrollo de dendrimeros con una geometria diferente a las ya reportadas debido

a la estructura del nucleo.

Para ello, Cominetti y compafiia, emplearon 4-clororesorcinol con tres diferentes
aldehidos: ftaraldehido, isoftaraldehido y tereftaldehido siguiendo la sintesis
convencional de los resorcinarenos, es decir, HCI al 37% en EtOH, obteniendo
rendimientos del 80, 91 y 67%, respectivamente. Sin embargo, se plante6 una
segunda metodologia, la cual consistia en emplear MeSOsH al 8% en una mezcla

éter dietilico:diclorometano, 1:1. Con esta nueva ruta de sintesis, se logaron

4 Roberts, B. A.; Cave, W. V. G.; Raston, C. L.; Scott, J. L. (2001). Green Chemistry, 3, 280-284.
5 Sardjono, R. E.; Kadarohman, A.; Mardhiyan, A. (2012). Procedia Chemistry, 4, 224-231.
6 Cominetti, M. M. D.; Hughes, D. L.; Mathews, S. E. (2016). Org. Biomol. Chem., 14, 10161-10164.
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rendimientos del 94% para el ftaraldehido, mientras que para el derivado del
isoftaraldehido no se obtuvo ningun resultado mejor con respecto a la sintesis
clasica. Finalmente, en el caso del tereftaldehido se obtuvo un rendimiento del 87%,
por lo que la nueva metodologia, resultdé ser mas adecuada para la obtencion del
resorcinareno con este aldehido. Las estructuras de los compuestos se confirmaron

mediante RMN *H y difraccién de rayos X (Figura 4).

b |
o ¢ (' _.‘{; l
| . o ; o
NN X
i Gl

> 2 N -
‘\.‘ ) Ly ‘\ / . /
X, B <
i\ ___}’:t:_l\a\ll A _'/\,\ o~ \\’ {_/
R : LE NP TN
1 /\r --/ \;-' A. i \I’ B
@, Y i T T\&
\/\ / \.f' - ” 4 J\'
Pl ov ; o " .,'1.’ )
&\ b " 1~
i a g5 St
¥ :
1,
I > \l-‘/!‘\ /” a

|
'
P " c

Figura 4. Estructuras de los resorcinarenos abiertos. a) Derivado del tereftaldehido. b)
Derivado del isoftaraldehido. c) Derivado del ftaraldehido.

Una de las aplicaciones que se dio en el trabajo por parte de Cominetti y
colaboradores fue la sintesis de una estructura dendrimérica funcionalizada con
ocho moléculas de calixarenos en la superficie, que, a su vez, presentaba treinta y

dos aminas al en la periferia (Figura 5).
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Figura 5. Estructura dendrimérica con un ndcleo de resorcinareno abierto.

De manera general, el uso de un halégeno como agente protector permite
mantener el control en la condensacion, para obtener analogos del resorcinareno,

con una geometria bien definida sin la necesidad de realizar técnicas de purificacion.

Este tipo de moléculas, presentan una alta versatilidad para el desarrollo de
aplicaciones biolégicas. Mientras que en el campo de la ingenieria de cristales, se
puede aprovechar, ya que cuando se encuentra en su forma cristalina, tiende a

formar estructuras escalonadas.

Dendrimeros

La palabra dendrimero proviene de las palabras griegas dendron, que significa
arbol y meros, que significa parte, debido a la estructura quimica de este tipo de
compuestos. Los dendrimeros son polimeros tridimensionales con un alto grado de

ramificacion y alto peso molecular’.

7 Caminade, A. M.; Turrin, C. O.; Laurent, R.; Ouali, A.; Delavaux-Nicot, B. (2011). Dendrimers:
Towards Catalytic, Material and Biomedical Uses. Toulouse, Francia: Wiley.
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Historia

El primer tipo de moléculas dendriticas reportadas se origind a partir de una
adicion tipo Michael con propilamina y acrilonitriolo, obteniendo el producto con dos
nitrilos terminales, posteriormente se realizé una reduccion con NaBH4 en presencia
de Co?*. El producto final de la reaccién es una cadena con aminas terminales®
(Figura 6). Sin embargo, a pesar de que esta ruta de sintesis resulto ser innovadora,

se reportaron problemas con la pureza y bajos rendimientos.

NH,

LoJL
\ )

N

N
Za CN\/\NJ/ IN/\/CN NaBH,, Co(ll) NHz\/')‘lJ/ Ih\;\/NHZ
CNH kC‘N NH, NH,

Figura 6. Primera ruta de sintesis de moléculas tipo cascada.

A en H
—_ !
CNJ/

NaBH,, Co(ll)
% N
CN

Aflos mas tardes, en 1985, Tomalia y colaboradores®, prepararon la primera
familia de dendrimeros a partir de una unidad central, mediante etapas de reaccion
sucesivas. Estos compuestos, conocidos como PAMAM (poliamidoamina) (Figura
7) no presentaron el problema que tenian los productos de Vogtle. Casi al mismo
tiempo, Newkome??, report6 la sintesis de amidas dendriméricas. Para finales de
1980, Frétche, Hawker y Philippides! desarrollaron una nueva ruta de sintesis, la

cual consiste en la construccion del dendrimero partiendo desde la periferia,

8 Vogtle, F.; Richardt, G.; Werner, N. (2009). Dendrimer Chemistry. Alemania: Wiley.

° Tomalia, D. A.; Baker, H.; Deald, J.; Hall, M.; Kallog, G.; Martin, S.; Roeck, J.; Ryder, J.; Smith, P.
(1985). Polym. J., 17(1), 117-132.

10 Newkome, G. R.; Yao, Z.; Baker, G. R.; Gupta, V. K. (1985). J. Org. Chem., 50(11), 2003-2004.
11 Hawker, C. J.; Frechet, J. M. J. (1990). J. Am. Chem. Soc., 112(21), 7638-7647.
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finalizando en el centro. Finalmente, en 1993, Meijer y Mulhaupt'?!3, propusieron
una modificacion al método de Vogtle, preparando dendrimeros poli(propilenimina),
PPI.

0 /—/
o
\)L CO,CH;, NH
CO,CH NH, NH
A OCH, \ Vs NHz/\/ 2_\_
NH, —————————— N —_— > N>_/—N
CO,CH, o \_>—NH

o
\)L \_>7NH

NH g — NH
A OCH, W Sk z

Figura 7. Sintesis del primer dendrimero tipo PAMAM.

Estructura de los dendrimeros

Un dendrimero esta constituido por las siguientes partes:

e Nducleo: es la base sobre la cual se va construyendo el dendrimero. Es
importante ya que va a determinar la forma y el nimero de generaciones que se

pueden obtener (Figura 8).

12 De Brabander-van den Berg, E. M. M.; Meijer, E. E. (1993). Angew. Chemie Int. Ed. English, 32(9),
1308-1311.
13 Wérner, C.; Miulhaupt, R. (1993). Angew Chemie Int. Ed. English, 32(9), 1306-1308.
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Figura 8. Dendrimero tipo PAMAM con un nlcleo de etilendiamina. Dendrimero tipo

Frechet con un ndcleo de porfirina.

e Dendrdn: es la cufia dendritica sin el nacleo. Es una molécula ramificada que
tiene diferentes grupos funcionales tanto en el nucleo y en la periferia, y que se
sintetiza paso a paso para obtener un crecimiento exponencial. Finalmente, el
altimo paso se une desde el punto focal de este al nucleo funcional, obteniendo

el dendrimero.

e Generacion: la generacion de un dendrimero es el nUmero de veces que se
pasa por un punto focal o un punto de ramificacion desde el nlcleo hasta la

periferial4.

e Grupos terminales: son los grupos que se encuentran en la periferia del
dendrimero y que le van a brindar diferentes propiedades a estas

macromoléculas.
Sintesis de dendrimeros

Existen diversas metodologias para la obtencibn de estos polimeros, sin

embargo, las mas empleadas son:

14 Boas, U.; Christensen, J. B.; Heegaard, P. M. H. (2009) Dendrimers in Medicine and Biotechnology:
New Molecular Tools. Reino Unido: RSC Publishing.
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a) Método divergente. Esta metodologia se basa en ir agregando una unidad
monomérica al nucleo de forma repetitiva, hasta llegar a la periferia del
dendrimero®®. De manera sencilla, esta ruta de sintesis se puede interpretar

como el crecimiento del dendrimero de “adentro hacia afuera”.

De forma general, la sintesis divergente se basa en dos operaciones basicas: (a)
la activacion de un grupo terminal del mondmero para generar una molécula con
mayor reactividad, (b) una vez realizada la activacion, se procede con el

acoplamiento de un monémero (Figura 9).

N|-|2

o YL
’\{). NH/\’NHZ /_)'
A~ NH,
NH3 [Act|va<:|on] _\_ [Acoplamlento]
/o NH \—>_

o —/ 0
NH,
NH, NH2

2
PN ?
e _} .y
=2

NH2
NH\_

el

/_J

b

NH, NH2

H
_\—NHZ

Figura 9. Sintesis divergente de un dendrimero de generacion 2.0.

Las ventajas y desventajas que presenta la ruta divergente en la sintesis de

dendrimeros son:

» Ventajas

15 Newkome, G. R.; Moorefield, C. N.; Vogtle, F. (2002). Dendrimers and Dendrons. Concepts,
Syntheses, Applications. Alemania: Wiley.
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= Alcanzar pesos moleculares altos.
= Obtener una gran cantidad de grupos terminales en la periferia.

» Posibilidad de alcanzar altas generaciones en los dendrimeros, sin

embargo, se ve limitado por el tamafio del nucleo.
» Desventajas

* Probabilidad de que no todos los grupos terminales reaccionen durante el

acoplamiento o activacion.
= Defectos estructurales.

= Excesos de los mondémeros conforme va aumentando la generacion del

dendrimero.

= Problemas de purificacién, ya que los subproductos obtenidos tendran

propiedades similares al producto principal.

b) Método convergente. El método convergente es una estrategia en la que, los
dendrimeros, son construidos desde la periferia hacia el nicleo®®, es decir, “de

afuera hacia a dentro”.

La sintesis de las ramificaciones se inicia a partir de un monémero que contiene
un punto focal no activado, el cual, a través de una reaccién de acoplamiento con
un grupo terminal, permite la obtencion de un dendron de primera generacion
(Figura 10a). La activacion del punto focal da como resultado el dendron activado,
gue a su vez, puede reaccionar con el monémero para dar como resultado un
dendron de segunda generacién (Figura 10b). Este proceso de reacciones de
acoplamiento y activacion se puede repetir de manera sucesiva para generar
dendrones de generacion grandes. Una vez que se ha llegado a la generacion
deseada, se hace una Uultima reaccién de acoplamiento entre los dendrones

acoplados y el nacleo, obteniendo el dendrimero (Figura 10c).

16 Vogtle, F.; Richardt, G.; Werner, N. (2009). Dendrimer Chemistry: Concepts, Synthesis, Propierties,
Applications. Alemania: Wiley.
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Figura 10. Sintesis convergente para la obtencién de un dendrimero de segunda

generacion.
La ruta convergente presenta las siguientes ventajas y desventajas®’:
» Ventajas

» No se necesitan excesos durante la reaccion ya que se puede considerar

que la reaccién va en cantidades equimolares.

» La purificacion es sencilla, ya que los subproductos tienen propiedades

diferentes al producto principal.
» Desventajas

= En funcion del tamafio del dendron, pueden existir defectos estructurales.

17 Newkome, G. R.; Moorefield, C. N.; Vogtle, F. (2002). Dendrimers and Dendrons. Concepts,
Syntheses, Applications. Alemania: Wiley.
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Los dendrimeros como acarreadores de farmacos

Una de las principales aplicaciones que tienen los dendrimeros es el transporte
de farmacos. Esto se puede realizar mediante dos formas: a) la formacion de
complejos supramoleculares que se obtienen a través de interacciones no
covalentes y b) la obtencion de un conjugado dendrimero-farmaco mediante

enlaces covalentes?8,

Los dendrimeros tipo PAMAM, tiene la capacidad de formar micelas, esto se debe
a que el nucleo presenta un comportamiento hidrofébico, mientras que cada una de
las generaciones que lo componen, se comporta de manera hidrofilica, por lo que

los hacen candidatos para el encapsulamiento de farmacos.

En los dendrimeros PAMAM, el encapsulamiento del farmaco se realiza con base
en caracter hidrofilico de este, ya que si presenta este comportamiento no se podra
realizar de manera adecuada, sin embargo, si el comportamiento es hidrofébico,

sucedera todo lo contrario.

Para la formacion del conjugado dendrimero-farmaco, este puede tener grupos
amina o alcoholes, con el propésito de obtener el dendrimero con grupos éster o
amida, sin embargo, también existen dendrimeros con puentes disulfuro'®?0,
hidrazonas, etc. La cantidad de farmacos que se pueden conjugar con el dendrimero

va a depender del nUmero de sitios reactivos que se tengan en la periferia.

Existe una serie de caracteristicas para que un dendrimero pueda emplearse

como un acarreador de fArmacos, las cuales son?!:
= No debe de ser toxico.

= No debe de ser inmunogénico.

18 Parry, A. Z.; Pandey, R. (2017). Dendrimers in Medical Science. Canada: Apple Academic.

19 Kurtoglu, Y. E.; Navath, R. S.; Wang, B.; Kannan, S.; Romero, R.; Kannan, R. M. (2009).
Biomaterials. 30, 2112-2121.

20 Navath, R. S.; Kurtoglu, Y. E.; Wang, B. Kannan, S.; Romero, R.; Kannan, R. (2008). Bioconjugate
Chem. 19, 2446-2455.

21 Gonzalo, T.; Mufioz-Fernandez, M. A. (2008). Dendrimeros y sus aplicaciones biomédicas. Madrid.
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= Tener la capacidad de poder permear barreras bioldgicas, tales como

membranas celulares, membranas microbioldgicas, tejido sanguineo.
= Elfarmaco debe de ser estable durante el desarrollo del estudio clinico.
= Debe de ser capaz de reconocer diferentes estructuras bioldgicas.

La principal forma en la que se libera un farmaco es mediante el cambio de pH.
Este mecanismo se explica ya que una de las principales diferencias entre una
célula sana y una célula tumoral es el pH. En el caso de la primera se encuentra
que el pH es neutro, mientras que en el segundo tipo, se tiene un pH ligeramente
acido, lo que ocasiona que las aminas internas se protonen, ocasionando que un

agradamiento en la molécula y finalmente liberando el farmaco??.

Clorambucilo

Para combatir el cancer, se han desarrollados diferentes farmacos, tanto
compuestos inorganicos como organicos, sin embargo, la principal desventaja de

estos compuestos es una baja selectividad entre células sanas y células tumorales.

El clorambucilo es un farmaco que se emplea contra la leucemia crénica linfatica,
linfomas y carcinomas avanzados en el ovario y de mama?3. El clorambucilo sobre
los limites permitidos ocasiona nauseas, mielotoxicidad y neurotoxicidad.
Desafortunadamente, al igual que los agentes alquilantes, este tipo de farmaco no

es especifico con las células, lo que ocasiona estrés oxidativo todas las células?*.

22 Boas, U.; Christensen, J. B.; Heegaard, P. M. H. (2009) Dendrimers in Medicine and Biotechnology:
New Molecular Tools. Reino Unido: RSC Publishing.

23 (2005, 2020). Chlorambucil, Drugbank. Recuperado el 03 de marzo de 2020 del sitio web:
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00291

24 Reux, B.; Weber, V.; Galmier, M. J.; Borel, M.; Madesclaire, M.; Madelmont, J. C.; Debiton, E;
Coundert, P. (2008). Bioorg. Med. Chem. 16, 5004-5020.
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(0]
HO Cl
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Figura 11. Estructura del clorambucilo.

Sintesis del clorambucilo

Fue sintetizado por primera vez en el afio de 1937 por Evertt?® y fue autorizado
para uso clinico en 1957. A continuacion, se muestra la ruta de sintesis de dicho

farmaco (Figura 12).
o
PN 7
i |;</< AlCI, < > <° °> H,/Pd(C) ( > °>\ / NaOH
+ o} —_— NH OH ——» NH (o) —_—
o =< CH;OH o =<
[e]

1. POCI,

OH Cl
0 P | \—\ Q
/\ Q 2.H,0
NH, OH —— N OH ————» N OH
ol ci

Figura 12. Sintesis de clorambucilo propuesto por Everett.

Conforme paso el tiempo, se propusieron nuevas rutas de sintesis, en las cuales
el fundamente es el mismo, simplemente se tiene una variacién de una o dos

reacciones.

A continuacion, se muestra una ruta de sintesis para dicho farmaco, partiendo

del acido 4-fenilbutanoico?® (Figura 13).

25 Everett, J. L.; Roberts, J. J. (1937). J. Amer. Chem. Soc. 59(96), 2386-2392.
26 Gaudreault, R. C.; Lacroix, J.; Pagé, M.; Joly, L. P. (1988). Journal of Pharmaceutical Sciences.
77(2), 185-187.

18|Pagina



3.HCL1N

OH
o
OH 1, HNOJH;SO, 15°C O 1. [\ Ac. Acético c'\/\N/O/\/\!f
m T N /©/\/\’( 1,50, 2.POCIy H

Cl

Figura 13. Sintesis alternativa para la obtencién del clorambucilo.
Mecanismo de accion del clorambucilo

El mecanismo de accion del clorambucilo consiste en el hecho de que los pares
electronicos del nitrégeno de la amina son fuertemente nucleofilicos y estos pueden
reaccionar de manera adecuada con los sitios electrofilicos de la cadena del ADN,

lo que propicia la formacion enlaces covalentes.

En un inicio, el nitrdgeno desplaza al cloro, lo que ocasiona la formacion de un
ion conocido como aziridinio, el cual recibe un ataque nucleofilico por parte del N-7
de la guanina, lo que origina que dicha base nitrogenada se alquile por parte del
cation aziridinio. Este pase se repite por segunda ocasion para lograr una
interrupcion de la replicaciéon del ADN, ocasionando que las células ya no se
reparen?’?8 (Figura 14).

Ribosa Ribosa

N, NH.
N NYNHZ <N | Y 2 .
S N\ AL
Guanina

c. /\" r/\
—Clhy N —> ( = . N —0> :\/\T/\/z
YA e = AT B

Cl

Figura 14. Mecanismo de accién del clorambucilo.

Anti-inflamatorios no esteroideos

Los anti-inflamatorios no esteroideos son una familia de farmacos con estructuras
diferentes que se emplean para el tratamiento de problemas reuméaticos asi como
los sintomas de inflamacion. Sin embargo, también se ha observado que esta familia

de farmacos tiene una actividad antitumoral®®.

27 Palavarapu, A.; Stillabower, J. A.; Stubblefield, S. G.; Taylor, W. M.; Baik, M. H. (2012). J. Org.
Chem. 77, 5914-5921.

28 Saffhill, R.; Margison, G. P.; O’Connor, P. J. (1985). Biochimica et Biophysica Acta. 823, 111-145.
2% Hil'ovska, L.; JendZelovsky, R.; Fedoroc¢ko, P. (2015). Molecular and Clinical Oncology. 3, 3-12.
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El mecanismo de accién de esta familia aun no se tiene bien estudiado, sin
embargo, se ha propuesto que el compuesto inhibe la actividad de las enzimas
ciclooxigenasa 1 (COX-1) y ciclooxigenasa 2 (COX-2), lo que provoca una

disminucién en la sintesis de la prostaglandina®.

A continuacion, se desarrollard un poco acerca de los AINEs que se emplearon,

siendo el ibuprofeno, indometacina y naproxeno.
Ibuprofeno

El ibuprofeno fue descubierto en 1961 por Stewart Adams y es un derivado del
acido propionico que posee un centro quiral. Debido a lo anterior, el isbmero S es el
que posee la actividad bioldgica, sin embargo, el organismo es capaz de convertir

el (R)-ibuprofeno en (S)-ibuprofeno a través de una enzima3.
o)

HO

Figura 15. Estructura del ibuprofeno.

Para la sintesis del ibuprofeno se han reportado diversas rutas sintéticas3233, sin
embargo, la mas simple es la acilacion del isobutilbenceno con cloruro de acetilo,
para la obtencién de 4-isobutilacetofenona. Posteriormente, se trata con NaCN para
obtener la cianohidrina correspondiente y finalmente, un rearreglo con &cido

yodidrico con fosforo, obteniendo el farmaco.

) o
AICly NaCN Hi7P
+ —_— ———>» OH —_—
HO
Cl
o CcN

Figura 16. Sintesis del ibuprofeno.

80 Ulrich, C. M.; Bigler, J.; Potter, D. (2006). Nature Publishing. 6, 130-140.

81 Chen, C. S.; Shieh, W. R.; Lu, P. H.; Harriman, S.; Chen, C. Y. (1991). Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Protein Structure and Molecular Enzymology. 1078 (3), 411-417.

32 Nicholson, J. S.; Adams, S. S. (1966). E.U.A., 3228831.

%3Nicholson, J. S.; Adams, S. S. (1968). E.U.A., 3385886.
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Otra ruta sintética consiste en la clorometilacion del isobutilbenceno con
formaldehido y HCI obteniendo alcohol 4-isobutilbencilico, posteriormente se trata
con NaCN3*, Finalmente, se realiza una reaccién acido-base con los protones acido
del carbono alfa al grupo nitrilo seguida de una metilacion, finalizando con una

hidrolisis acida del nitrilo obteniendo del acido carboxilico.

Figura 17. Variante de la sintesis del ibuprofeno.
Indometacina

La indometacina fue sintetizada por Merck en 1963. Es un farmaco que pertenece
al grupo de los derivados del acido acético. La indometacina se emplea para el
tratamiento de la osteoartritis, artritis reumatoide, asi como en los usos generales
de los AINES, reduccion del dolor, inflamacion y reduccién de fiebre, sin embargo,
la eficacia de este terapéutico es limitada, debido a su escasa solubilidad en agua,
biopermeabilidad y adicionalmente, trae consigo efectos secundarios
desfavorables®.

Cl

OH \

o—

Figura 18. Estructura de la indometacina.

34 White, D. R. (1977). E.U.A., 4021478.
35 Gorzkiewicz, M.; Janaszewska, A.; Ficker, M.; Svenningsen, S. W.; Christensen, J. B.; Klajnert-
Maculewicz, B. (2019). Colloids and Surfaces Biointerfaces. 181, 959-962.
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La sintesis reportada comienza a partir de la 4-metoxifenilhidrazina, para formar
el indol mediante la reaccion de Fischer con el éster metilico del &cido levulinico. El
éster del acido acético se hidroliza y posteriormente se protege el grupo acido
carboxilico con terbutanol. A continuacion, se realiza una reaccion de amidacién con
cloruro de 4-clorobenzoilo en DMF usando NaH como base. Finalmente, se hace la

reaccion de desproteccion necesaria®®.

NH NH
o. o 1. N OH, H,0 bpcc
- H* Y, 2.'ButOH / ZnCl, /
+ o. >
~ o o
NH—NH,
o
o
o

o
NH
/ M N OH
~ o N e
o o\é ) °
cr
o
_o

Figura 19. Ruta sintética por Merck para la obtencion de la indometacina.

Naproxeno

El naproxeno es un farmaco que pertenece al grupo de los AINES, en concreto,
de los derivados del &cido propiénico. Fue sintetizado por la compafiia Syntex3 en
1976. Este compuesto, a diferencia del ibuprofeno que comercializa en forma
Opticamente pura, el isbmero S. Al igual que sus analogos, el naproxeno exhibe
propiedades como analgésicos, para reducir la fiebre y accién antiinflamatoria de

larga duracion.

o

o N

HO

Figura 20. Estructura del naproxeno.

La sintesis de este farmaco se desarrolla de manera similar a la sintesis del

ibuprofeno, partiendo del 6-metoxinaftaleno, posteriormente se realiza o bien una

% Shen, T. Y.; Westfield, J. (1964). E.U.A., 3161654.
37 Harrington, P.; Lodewijk, E. (1997). Org. Process Res. Dev. 1(1), 72-76.
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acetilacion o wuna clorometilaciéon, para la obtencibn de los compuestos

correspondientes.
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Capitulo 3. Objetivos




Obijetivo general

Realizar la sintesis del resorcinareno abierto, funcionalizarlo y obtener
conjugados dendriméricos entre el resorcinareno y cuatro farmacos diferentes;
clorambucilo, ibuprofeno, indometacina y naproxeno, para determinar su efecto

citotdxico en seis lineas celulares.

Objetivos particulares

o Sintetizar y caracterizar el resorcinareno abierto como nucleo dendritico.

o Sintetizar y caracterizar el dendrimero de primera generacion con

etanolamina.

o Sintetizar y caracterizar el conjugado dendrimero-clorambucilo de primera

generacion.

o Sintetizar y caracterizar el conjugado dendrimero-ibuprofeno de primera

generacion.

o Sintetizar y caracterizar el conjugado dendrimero-indometacina de primera

generacion.

o Sintetizar y caracterizar el conjugado dendrimero-naproxeno de primera

generacion.

o Conocer el efecto citotoxico de los conjugados dendrimero-farmaco.
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Capitulo 4. Reactivos y
Equipos




Reactivos vy disolventes

Reactivos

4-Clororesorcinol 98% (Aldrich)
4-(Dimetilamino)-piridina 99% (Aldrich)
Acido metanosulfénico al 8% (Aldrich)
Bromoacetato de metilo 97% (Aldrich)
Carbonato de potasio 99%
Clorambucilo 99% (Aldrich)
Diciclohexilcarbodiimida 99% (Aldrich)
Etanolamina 98% (Aldrich)
Terfltaldicarboxaldehido 99% (Aldrich)
Disolventes

Acetato de etilo

Acetona

Diclorometano

N,N-Dimetilformamida

Etanol

Eter dietilico

Hexano

Metanol

El acetato de etilo, acetona, diclorometano, metanol y hexano fueron purificados

por medio de destilacion simple empleando como agente desecante hidroxido de
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potasio (acetato de etilo y hexano), cloruro de calcio (acetona y diclorometano) y

oxido de calcio (metanol).

Equipos
» Resonancia Magnética Nuclear
Bruker Avance 300 MHz 1Hy 75 MHz 3C
Bruker Fourier 300 MHz 1Hy 75 MHz 13C
Jeol, Eclipse 300 MHz 'Hy 75 MHz 3C
Bruker Avance I 400 MHz 'Hy 100 MHz 3C
Referencia 'H Tetrametilsilano (Me4Si, 0.00 ppm)
Disolventes Cloroformo deuterado

Dimetilsulfoxido deuterado
Metanol deuterado
» Espectrofotometria de UV-vis
Espectrofotdmetro UV-vis Shimadzu, U160
» Espectrofotometria de FT-IR
Espectrofotdmetro FT-IR Bruker Tensor 27
» Espectrofotometria de Masas
Espectrometro de masas Jeol, The AccuTOF JMS-T100LC, DART
Espectrémetro de masas, The MStation JMS-700, Electro-spray
Espectrémetro de masas Jeol, SX 102 A, FAB*
Espectrometro de masas, Bruker MicroFlex, MALDI-TOF
*» Analisis elemental

Thermo Scientific, modelo Flash 2000
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Capitulo 5. Seccion
experimental




Obtencidon de los conjugados dendrimero-farmaco de

primera generacion

Sintesis del dendrimero de primera generacion

Sintesis del nucleo dendritico

OH OH
+ CH;3SO0;H (8%)
Etzo:cHzclz
Cl 1:1

5h

A
o

1) (2)
Esquema 1. Sintesis del nicleo dendritico.

En un matraz de fondo redondo se colocaron 1.004 g (7.5 mmol) de tereftaldehido
y 4.005 g (31.1 mmol) de 4-clororesorcinol en 30 mL de una mezcla de
C2H4Cl2:Et20, 1:1. Transcurridos 10 minutos, se adicionaron lentamente 2.5 mL de
acido metanosulfonico al 8%. La reaccién se dejé en agitacion durante 5 h a
temperatura ambiente. Finalizado el tiempo, se agreg6é 70 mL de éter dietilico y se
observé la formacion de un precipitado, el cual se dejo agitacion durante 12 h. Una
vez pasado el tiempo, se detuvo la agitacion y se filtr6 al vacio, realizando lavados
con agua (Esquema 1).
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Sintesis del dendrimero de G 0.5

K,CO;
DMF
80 °C

Esquema 2. Sintesis del dendrimero de G 0.5.

En un matraz de fondo redondo se disolvieron 1.063 g (0.157 mmol) del
compuesto 3 en 25 mL de DFM. Posteriormente se adicionaron 5.2135 g (37.723
mmol) de K2COsy se dejé en agitacion durante 30 minutos. A continuacion, se
agrego lentamente 2.7 mL (26.67 mmol) de bromoacetato de metilo, calentando a
60°C, durante 6 horas. Transcurrido el tiempo, se aumentd la temperatura hasta
90°C y se dej6 en agitacion durante 12 h. Una vez pasadas las 12 h, se detuvo el
calentamiento y agitacion, permitiendo que la mezcla de reaccion alcanzara una

temperatura ambiente.

Se filtré la mezcla de reaccion descartando el sélido obtenido, mientras que se
evaporo el disolvente a presién reducida. Una vez evaporado, se agregé 50 mL de
acetona obteniendo un precipitado, el cual fue separado por filtracién al vacio y
lavado con acetona y CH2Cl2, obteniendo el compuesto 5 (Esquema 2).
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Sintesis del dendrimero de G 1.0

I (5) I

Esquema 3.Sintesis del dendrimero de G 1.0.

En un matraz de fondo redondo se adicionaron 0.975 g (0.778 mmol) del
compuesto 5 en 25 mL de DMF. A continuacion, se afiadié 1.8 mL (31.09 mmol) de
etanolamina. La mezcla de reaccion se dejé en agitacion durante 24 h a una
temperatura de 90°C. Transcurrido el tiempo, se evaporo el disolvente a presion
reduciday al liquido resultante se le agregaron 40 mL de agua y se dejo en agitacion
durante 4 h. El producto obtenido se aisl6 por filtracion al vacio y se le realizaron

varios lavados con agua para obtener el compuesto 7 (Esquema 3).
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Sintesis de los conjugados dendrimero-farmacos de primera generacion

Sintesis del conjugado dendrimero-clorambucilo de G 1.0

(o) (o) o
= — o ¢l el o~
® “ N ® & ) e
DCC, DMAP o 0. (o]
AR L
O.
o o]
H ) ° A
OH OH

Esquema 4. Sintesis del conjugado resorcinareno-clorambucilo de G 1.0.

En un matraz de fondo redondo se disolvieron 0.413 g (1.367 mmol) de
clorambucilo en 10 mL de DMF. Adicionalmente se agrego 0.286 g (1.386 mmol) de
DCC y 0.035 g (0.286 mmol) de DMAP. Esta mezcla se dej6 en agitacion durante
una hora en un bafo de hielo. Transcurrido el tiempo, se afiadié 0.098 g (0.066
mmol) del compuesto 7 y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante
3 dias. Al término de ese tiempo, se evaporo el disolvente a presiéon reducida vy el
sélido obtenido fue disuelto en CH2Clz2, observandose un precipitado el cual fue

separado por filtracion, realizando por quintuplicado este procedimiento.

Posteriormente, el filtrado fue soportado en silica para separarlo por columna
cromatografica, utilizando como eluyente una mezcla hexano/acetato de etilo
(50:50) y fue aumentando la polaridad de elusién hasta que el producto eluy6 con
acetato de etilo (Esquema 4).
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Sintesis del conjugado dendrimero-ibuprofeno de G 1.0

(10)

DCC, DMAP
DMF
96 h

@)

Esquema 5. Sintesis del conjugado dendrimero-ibuprofeno de G 1.0.

En un matraz de fondo redondo se disolvieron 0.277 g (1.343 mmol) de
ibuprofeno en 10 mL de DMF. Adicionalmente se agreg6 0.277 g (1.373 mmol) de
DCC y 0.017 g (0.1392 mmol) de DMAP. La mezcla se dejé en agitacion durante
una hora en bafio de hielo, y posteriormente se adicion6 0.100 g (0.0673 mmol) del
compuesto 7 y se dejé en agitacion durante 96 h. Una vez transcurrido dicho tiempo
se evaporo el disolvente y se agregdé MeOH, observando la formacién de un
precipitado, el cual se filtr6 al vacio y se realizaron lavados con metanol para
eliminar el ibuprofeno sin reaccionar. De esa forma se obtuvo el compuesto 11

(Esquema 5).
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Sintesis del conjugado dendrimero naproxeno de G 1.0

DCC, DMAP
DMF
96 h

(13) Ho

(Y]

Esquema 6. Sintesis del conjugado dendrimero-naproxeno de G 0.1.

En un matraz de fondo plano se disolvio 0.312 g (1.355 mmol) de naproxeno en
10 mL de DMF, ademas se agreg6 0.282 g (1.367 mmol) de DCC y 0.034 g (0.278
mmol) de DMAP, dejando esta mezcla en agitacion durante una hora en un bafio de
hielo. Al finalizar el tiempo, se adicién6 0.105 g (0.0677 mmol) del compuesto 7 y
se dej6 en agitacion durante 96 h. Concluyendo este tiempo, se evapor6 el
disolvente y se agregé MeOH, observandose la presencia de un precipitado, el cual
se lavé en repetidas con metanol para eliminar el naproxeno sin reaccionar,

obteniendo el compuesto 13 (Esquema 6).
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Sintesis del conjugado dendrimero-indometacina de G 1.0

CI

L . oo, }3@ o
O et m
H

(15)
o

) H
H g \ P
OH OH o, N
o
N

cl

Esquema 7. Sintesis del conjugado dendrimero-indometacina de G 1.0.

En un matraz de fondo plano se disolvié 0.049 g (1.369 mmol) de indometacina
en 10 mL de DMF. Posteriormente se agreg6 0.284 g (1.376 mmol) de DCCy 0.035
g (0.2864 mmol) de DMAP. La mezcla se dej6 en agitacion durante una hora en
bafio de hielo y finalizado el tiempo, se adicion6 0.106 g (0.0714 mmol) del
compuesto 7 y se mantuvo en agitacion durante 96 h. Finalizado el tiempo de
agitacion, se evaporo el disolvente, y se agregé MeOH, observandose la presencia
de un precipitado, el cual se filtré al vacio y se realizaron lavados con metanol para

eliminar la indometacina sin reaccionar, obteniendo el compuesto 15 (Esquema 7).

Pruebas de actividad biolodgica

Ensayo de citotoxicidad Sulforrodamina (SRB)

El ensayo de la sulforrodamina B (SRB) fue desarrollado en 1990, y es uno de
los métodos ampliamente usados en la determinacion y selecciéon de compuestos
con altos niveles de citotoxicidad in vitro®83°, El ensayo se basa en la habilidad de

unién de la SRB a componentes proteinicos de la célula que han sido fijados a las

38 Skehan, P.; J. (1990). Natl. Cancer Inst. 82, 1107.
%9 Vichai, V.; Kirtikara, K. (2006). Nature protocols, 1, 1112.

36|Pagina



placas de la cultiva tisular por acido tricloroacético. La SRB es un colorante rosa
brillante, el cual es un aminoxantano con dos grupos sulfénicos que se unen a
residuos de aminoacidos con caracter basico en condiciones ligeramente acidas,
que se disocian bajo condiciones basicas. Como la unidbn de SRB es
estequiométrica a la cantidad de colorante extraido de las células tefidas, es
directamente proporcional a la masa celular. Este ensayo ha sido ampliamente
usado en pruebas de toxicidad de farmacos con lineas celulares cancerosas y no

cancerosas??.

En el presente trabajo se realiz6 el estudio in vitro en seis lineas celulares de
cancer humano: K-562 (leucemia mieloide cronica humana), SKLU-1
(adenocarcinoma pulmonar humano), HCT-15 (adenocarcinoma colorrectal
humano), PC-3 (cancer de préstata humano), MCF-7 (cancer mama), U-251 (glia
de sistema nervioso central, SNC) y COS-7 (células de rifibn de mono (no

cancerosa)).
Metodologia para el ensayo de Sulforrodamina (SRB)

De un cultivo celular, las células fueron tomadas y diluidas en un medio fresco,
formando una suspension en 100 pL que contienen entre 5000 y 10000 células por
pozo, los cuales fueron colocados en los 96 pozos de las microplacas (Costar). El
material fue incubado a 37°C por 24 h en una atmosfera de CO:2 al 5%.
Subsecuentemente, 100 yL de una disolucion de los compuestos a probar,
obtenidos por diluciones stock fueron adicionados en cada pozo. Los cultivos
celulares fueron expuestos por 48 h a los compuestos, en un intervalo de

concentracion de 25 M.

Después del periodo de incubacion, las células fueron fijadas a un sustrato
plastico, mediante la adicién de 50 uL de acido tricloroacético frio. Las placas fueron
incubadas a 4°C por una hora, lavadas con agua, y secadas al aire. Las células
fijadas con acido triacético fueron tefiidas por adicion de SRB al 0.4%. El exceso de

SRB fue removido con lavados de una disolucién acuosa de acido acético al 5%,

40 Monks, A. J. (1991). Natl. Cancer Inst. 83, 757.
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secadas al aire, y el colorante fijado fue solubilizado por adicion de Tris base (100
ML) 10 mM. Las placas fueron colocadas en agitacion durante 5 minutos y la

absorcién fue determinada a 515 nm, usando el lector para placas de ELISA.
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Sintesis del dendrimero de primera generacion

El interés por la sintesis de dendrimeros ha crecido a lo largo del tiempo ya que
presentan una gran versatilidad al ser modificados tanto en el nacleo como los
brazos dendriticos y grupos terminales. Esta capacidad de ser modificados en cada
uno de los componentes ha hecho que puedan tener aplicaciones en distintas ramas
de la ciencia. Una de sus principales caracteristicas de estos es la baja
polidispersidad y la sintesis controlada, ya que se lleva a cabo de manera iterativa
paso a paso. En el presente proyecto de investigacion, se realizo la sintesis de
dendrimeros empleando un nucleo dendritico de resorcinareno abierto, abriendo la

puerta a una nueva familia de dendrimeros.

Sintesis del ndcleo dendritico

OH OH
Cl Cl
(o]
X
OH OH
OH OH
>
+ CH3SO;H (8%)
EtzO.CHzClz OH OH
Cl 1:1
5h
\0 Cl Cl
OH OH
(1) (2 3)

Esquema 1. Sintesis del resorcinareno abierto.

Se inicid la sintesis del resorcinareno abierto 3, como nucleo dendritico partiendo
del 4-clororesorcinol 1 con tereftaldehido 2 en condiciones acidas durante 5 h
(Esquema 1). Una vez que se purificd el compuesto, se obtuvieron los siguientes

resultados.
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OH OH

Figura 21. Compuesto 3. Resorcinareno abierto.

Aspecto fisico: Sélido amarillo.
Rendimiento: 3.477 g (5.141 mmol). 69%.
UV-Vis (MeOH, nm): 290.0, 213.0.

FTIR (KBr, cm™): 3626, 3497, 3423, 3183, 1736,1610, 1505, 1426, 1353, 1323,
1291, 1266, 1243, 1191, 1171, 1121, 1068, 1026, 890, 868, 840, 805, 784, 741,
714, 658, 635, 603, 566, 492, 466.

RMN H (300 MHz, MeOD) &(ppm): 5.62 (s, 2H, CH, 1), 6.22 (s, 4H, Ar, 4), 6.30 (s,
4H, Ar, 7), 6.70 (s, 4H, Ar, 8).

RMN 13C (75 MHz, MeOD) &(ppm): 43.4 (CH, 1), 104.8 (Ar, 4), 114.5 (Ar-Cl, 6),
125.2 (Aripso, 2), 129.9 (Ar, 8), 131.5 (Ar, 7), 142.6 (Aripso, 9), 152.8 (Ar-O, 3), 155.6
(Ar-O, 5).

EM IE (m/z): 636.

Analisis Elemental Calculado: para Cs2H22ClsOs: C. 56.83, H. 3.28%.
Encontrado: C. 51.27, H. 3.51%.
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Inicialmente, el compuesto 3 se caracterizdé por RMN *H. En la figura 22, se puede
observar, un singulete a 5.62 ppm, correspondiente al proton del metino puente 1;
a 6.21 ppm y 6.29 ppm dos singuletes asignados a los protones de los anillos
aromaticos correspondientes a las unidades del 4-clororesorcinol 4, 7, mientras que

a 6.69 ppm un singuelete de los protones del anillo aromatico central 8.

6.70
.29

2
—5.62

(4)

A JL J

Figura 22. Espectro de RMN *H del resorcinareno abierto 3 (300 MHz, CCI3D, 25°C).

415
I IRY

T T T T T
6.9 6.8 6.7 6.6 6.9 6.4 6.

La obtencion del resorcinareno abierto 3 se confirmé por espectrometria de
masas de impacto electronico (IE). En el espectro, figura 23, se observa un pico a

636 m/z correspondiente al ion molecular del compuesto 3.
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Figura 23. Espectro de masas IE del resorcinareno abierto 3.

Para comprender la formacion del compuesto 3, se propone el siguiente

mecanismo de reaccion:
Mecanismo de reaccion

La reaccidn inicia con la protonacién del aldehido en el medio acido (Esquema
2), aumentando el caracter electrofilico del mismo, posteriormente se lleva a cabo
una sustitucion electrofilica aromatica entre el 4-clororesorcinol y el aldehido
protonado.

Como ya se menciond, el aldehido protonado sufre un ataque por parte del
carbono nucleofilico en posicion orto al grupo OH, posteriormente el alcohol que se
forma, se protona y se pierde una molécula de agua, generando un doble enlace, el
cual realiza una adicién electrofilica a la segunda unidad de 4-clororesorcinol.
Finalmente, la base abstrae el protdn, regenerando la aromaticidad en el sistema.
La descripcion del mecanismo se lleva a cabo en los dos sitios reactivos del
tereftaldehido.
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Esquema 2. Mecanismo de reaccion para la formacion de resorcinareno abierto.

Una vez que se obtuvo el nucleo dendritico y se caracterizd, se procedio con la

funcionalizacion para obtener el dendrimero de G 0.5.

Sintesis del dendrimero de G 0.5

Esquema 3. Sintesis del dendrimero de G 0.5.
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Para la obtencion del dendrimero G 0.5, se llevd a cabo una reaccion de
Williamson (Esquema 3), entre el bromoacetato de metilo 4 y el resorcinareno
abierto en medio bésico, favoreciendo la desprotonacion del este Ultimo. Esta
reaccion permitio la activacion de la molécula para la siguiente etapa de la sintesis.

Con el compuesto puro, se obtuvieron los siguientes resultados.

Figura 24. Compuesto 5. Dendrimero de G 0.5.
Aspecto fisico: Solido blanco.
Rendimiento: 1.400 g (1.117 mmol). 71%.
UV-vis (DMSO, nm): 288.0.

FTIR (KBr, cm™): 2955, 2852, 1744, 1603, 1580, 1499, 1440, 1400, 1356, 1298,
1255, 1219, 1185, 1145, 1092, 1072 1003, 895, 850, 815, 730, 681, 589, 459, 416.
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RMN !H (300 MHz, DMSO-de) d(ppm): 3.61 (s, 12H, OCHs, 12), 3.70 (s, 12H,
OCHs, 12), 4.70 (s, 8H, CH2, 10), 4.93 (s, 12H, CH2, 10), 5.99 (s, 2H, CH, 1), 6.67
(s, 4H, Ar, 4), 6.69 (s, 4H, Ar, 7), 6.94 (s, 4H, Ar, 8).

RMN 13C (75 MHz, DMSO-de) 8(ppm): 41.7 (CH, 1), 51.7 (OCHa, 12), 51.8 (OCHs,
12), 65.3 (OCHz, 10), 65.7 (OCHz, 10), 100.3 (Ar, 4), 112.7 (Ar-Cl, 6), 125.7 (Afipso,
2), 128.6 (Ar, 8), 130.0 (Ar, 7), 140.2 (Afipso, 9), 152.2 (Ar-O, 3), 154.6 (Ar-O, 5),
168.7 (C=0), 11).

EM MALDI-TOF (m/z): 1276.6 [M+Nal].

Anélisis Elemental Calculado: para CssHs4ClsO24: C. 53.69, H. 4.34%.
Encontrado: C. 53.11, H. 4.46%.

El compuesto 5, se caracterizé por RMN H. En la figura 25, se pueden observar
dos singuletes a 3.61 y 3.70 ppm asignados a los hidrégenos del grupo O-CHs, 12.
A 4.70 y a 4.93 ppm dos singuletes de los hidrogenos del metileno 10 alfa al
carbonilo. A 5.99 ppm un singulete debido a los hidrégenos de los metinos puente
1. Finalmente, a 6.67, 6.69 y a 6.94 ppm se observan tres singuletes asignados a

los hidrogenos de los anillos arométicos.
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Figura 25. Espectro de RMN H del compuesto 5. (300 MHz, DMSO-ds, 25°C).
Para confirmar la obtencién del compuesto 5, se caracterizd por espectroscopia
de infrarrojo (FITIR), figura 26, donde se observan a 1744 cm™ una banda

caracteristica de la vibracion del carbonilo correspondiente al grupo éster y otra

banda a 1580 cm debida a las vibraciones de los grupos CHs.
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Figura 26. Espectro FTIR del compuesto 5.

Adicionalmente, el compuesto 5, se caracterizdé por espectrometria de masas
mediante la técnica MALDI-TOF. En la figura 27, se observa un pico a 1276 m/z
correspondiente al ion molecular [M+Na] del compuesto 5, confirmando de esta
manera la obtencién del dendrimero G 0.5.

48|Pagina



= 1276.565
I 1280576
2
=
1500
1271.624
1000
1262.572
500
1334.643
1269.660 ‘ | 1350.643
i I | ! | T
0 Ao AV Usata o U WY Wttt VY EE N T R RN WS WP | W e ¥ UL A L n et W
1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1360

Figura 27. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 5.

El dendrimero de G 0.5 se obtuvo a través de una reaccion de Williamson, la cual

se explica mediante el siguiente mecanismo.
Mecanismo de reaccion

El primer paso de la reaccion es una reaccion acido-base entre el carbonato de
potasio y el grupo hidroxi del resorcinareno, formando el ion fenoxido, el cual actia
como nucledfilo. Posteriormente, se lleva a cabo una reaccion de sustitucion
nucleofilica bimolecular (Sn2). Los iones fendxido desplazan al bromo del
halogenuro de alquilo, para dar el dendrimero de G 0.5 y KBr (Esquema 4).
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Esquema 4. Mecanismo de reaccion para la formacion del dendrimero de G 0.5.
Obtenido y caracterizado el dendrimero de G 0.5, se procedio a la sintesis del

dendrimero de primera generacion G 1.0 mediante una aminglisis.

Sintesis del dendrimero de G 1.0

Y

| (5) I (7)

Esquema 5. Sintesis del dendrimero de G 1.0 a través de una amindlisis.

Una vez que se obtuvo el dendrimero de G 0.5, se procedi6 con la reaccion de
acoplamiento entre el compuesto 5 y etanolamina 6, a través de una reaccion de

amindlisis, obteniendo el compuesto 7 (Esquema 5).
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Figura 28. Compuesto 7. Dendrimero de G 1.0.

Aspecto fisico: Solido blanco.
Rendimiento: 0.714 g (0.481 mmol). 62%.
UV-vis (DMSO, nm): 291.0

FTIR (KBr, cm™): 3400, 2937, 2882, 1742, 1658, 1604, 1580, 1540, 1493, 1434,
1394, 1323, 1287, 1246, 1191, 1137, 1051, 901, 829, 731, 701, 643, 566, 459.

RMN H (300 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 3.11 (s, 8H, CH2NH, 12), 3.24 (s, 8H,
CH2NH, 12), 3.44 (s, 16H, CH20H, 13), 4.44 (s, 8H, CH-0, 10), 4.61 (s, 8H, CH20,
10), 6.09 (s, 2H, CH, 1), 6.61 (s, 4H, Ar, 4), 6.79 (s, 4H, Ar, 7), 7.07 (s, 4H, Ar, 8),
7.26 (s, 4H, NH, 12), 7.81 (s, 4H, NH, 12).

RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 41.0 (CHzNH, 12), 41.1 (CH2NH, 12), 41.9
(CH, 1), 59.5 (CH20H, 13), 59.6 (CH20H, 13), 67.8 (OCH?2, 10), 67.9 (OCH?2, 10),
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101.0 (Ar, 4), 113.1 (Ar-Cl, 6), 125.5 (Aripso, 2), 128.9 (Ar, 8), 129.6 (Ar, 7), 140.3
(Afipso, 9), 152.5 (Ar-O, 3), 154.4 (Ar-O, 5), 167.0 (C=0, 11).

EM MALDI-TOF (m/z): 1487.007 [M+2].

Analisis Elemental Calculado para CesH78ClaNgO24: C. 51.76, H. 5.29, N. 7.55%.
Encontrado: C. 49.62, H. 5.36, N. 6.99%.

El compuesto 7, fue caracterizado por RMN H. En la figura 29, se observa a 3.09
y a 3.24 ppm dos cuadrupletes correspondientes a los hidrogenos del metileno unido
al grupo amida (CH2-NH) 12, con una constante de acoplamiento J=5.0 Hz. A 3.43
ppm hay un cuadruplete que corresponde a los hidrégenos del metileno unido al OH
(CH2-OH ) 13, con una constante de acoplamiento J= 4.7 Hz. Posteriormente a 4.39
y a 4.61 ppm se observan dos singuletes que corresponden a los hidrégenos del
metileno (O-CHz-) 10 alfa al carbonilo. El singulete que se observa a 6.08 ppm
corresponde al proton del metino 1 puente, mientras que las tres sefiales en 6.60,
6.79 y 7.02 ppm corresponden a los protones de los anillos aromaticos del
resorcinareno abierto. Finalmente, a 7.26 y 7.81 ppm se observan dos tripletes
correspondientes a los hidrogenos unidos al nitrdgeno perteneciente del grupo

amida, con una constante de acoplamiento J= 5.7 Hz.
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Figura 29. Espectro de RMN H del compuesto 7 (300 MHz, DMSO-ds, 25°C).

El compuesto 7 se caracterizdé por RMN *2C. En la figura 30, se observa a 41.0 y
41.1 ppm, dos sefales correspondientes a los carbonos (CH2-N) 12 unidos al
nitrogeno. A 41.9 ppm una sefal asignada al grupo CH 1 del metino puente.
Posteriormente, se observan dos sefiales a 59.5 y 59.6 que corresponden a los
carbonos de los metilenos (CH2-OH) 13 de la etanolamina, y en seguida se observan
dos sefiales a 67.8 y 68.0 de los carbonos (O-CHz2-) 10 alfa al carbonilo. En la zona
aromatica, se observa una sefial a 101.0 ppm correspondiente al carbono 4 orto al
grupo éter. En seguida, se observa la sefial a 113.1 ppm que corresponde al
carbono 6 unido al atomo de cloro. Las sefiales a 129.0 y 129.6 ppm corresponden
al carbono unido al hidrogeno, 7 y 8, respectivamente. En el caso de las sefiales a
125.5 y 140.3 ppm, corresponden a los carbonos ipso unidos al metino, 2 y 9.
Finalmente, las sefiales que aparecen en 152.5 y 154.4 ppm son de los carbonos
unidos al oxigeno, 5y 3, mientras que la sefial a 167.0 ppm corresponde al carbonilo
del grupo amida 11.

53|Pagina



59.6
59.5

<ss.

—167.0
—154.4
—152.5
—140.3
—129.6
\129.0
~125.5
—113.1
—101.0
/68.0

\67.8

—419
411
410

(13)

2 6
(5) 2 (6) (10)

,(8)
9) (7)

Wmh mew A RN N

; . i ; ; : : . ; ; ; ; ; ; ; . ; ; ; : : : :
0 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 8 75 70 65 60 5
ppm

¥

=

Figura 30. Espectro de RMN **C del compuesto 7 (75 MHz, DMSO-ds, 25°C).

Para asignar las sefiales correspondientes al carbono del metino puente, asi
como los carbonos correspondientes a los metilenos unidos al nitrégeno, se realizé
un experimento de DEPT 135. En la figura 31, se observan dos sefiales en 41.0 y
41.1 ppm, correspondientes a los carbonos 12 unidos al nitrégeno, posteriormente
se observa la sefal a 41.9 ppm, que corresponde al carbono 1 del metino puente,
mientras que mas adelante, también se observan tres sefiales que corresponden a

los carbonos de los anillos aromaticos en 101.0, 128.9 y 129.5 ppm.
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Figura 31. Espectro de RMN de *C DEPT 135 del compuesto 7 (75 MHz, DMS-ds, 25°C).

La obtencién del compuesto 7, se confirmé por espectrometria de masas
mediante la técnica de MALDI-TOF. En la figura 32, se observa un pico en 1487 m/z

correspondiente al ion molecular [M+2] del compuesto 7.
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Figura 32. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 7.

Como ya se menciond, la obtencion del dendrimero G 1.0 se llevdé a cabo
mediante una reaccién de amindlisis entre el dendrimero de G 0.5 y etanolamina,

que explica mediante el siguiente mecanismo de reaccion.
Mecanismo de reaccion

La reacciébn comienza con el ataque de la amina al carbono electrofilico,
formando el intermediario tetraédrico; posteriormente otra amina sustrae uno de los
hidrogenos de la amina cuaternaria, en seguida, el par de electrones del oxigeno se
regresa para restituir al carbonilo, expulsando el grupo metéxido y formando la

amida. Este mecanismo sucede en los ocho esteres terminales (Esquema 6).

56| Pagina



-CH,0-

Esquema 6. Mecanismo de reaccion de la amindlisis para la obtencién del

compuesto 7.

Con base en los datos obtenidos a través de RMN 'H y 13C asi como
espectrometria de masas, se puede concluir que se obtuvo el dendrimero de
primera generacion partiendo del resorcinareno abierto, con ochos grupos
etanolamina en la periferia, por lo que se procedio6 con la sintesis de los conjugados
resorcinareno-farmaco, empleando clorambucilo, ibuprofeno, indometacina y

naproxeno.
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Sintesis de los conjugados dendrimero-farmaco

Sintesis del conjugado dendrimero-clorambucilo

(o o o

e — o ¢l cl o~

® CI‘ HN-l(_ooJ\-NH
DCC, DMAP o o

JLANC N S

ci OH © Ho cl
H ) H fo X
OH OH
e "\
° ZCl CIS °

Esquema 7. Sintesis del conjugado resorcinareno-clorambucilo de G 1.0.

Una vez que se obtuvo el dendrimero de G 1.0, se procedidé con la reaccion de
acoplamiento con el clorambucilo 8, empleando una reaccion de esterificacion de

Steglich, empleando DDC y DMAP al 20% y DMF como disolvente (Esquema 7).
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Figura 33. Compuesto 9. Conjugado resorcinareno-clorambucilo de G 1.0.
Aspecto fisico: Solido café.
Rendimiento: 0.101 g (0.0268 mmol) 41 %.
UV-vis (CH2Cl2, nm): 285.5, 260.0.

FTIR (KBr, cm™): 3417, 2926, 2853, 1731, 1681, 1614, 1579, 1517, 1440, 1391,
1352, 1325, 1274, 1247, 1199, 1179, 1140, 1071, 1051, 903, 826, 802, 741, 699,
659, 555, 458, 414.

RMN H (300 MHz, CClsD) &(ppm): 1.88 (s, 16H, CHz, 16), 2.25 (s, 8H, CH2AT,
17), 2.32 (s, 8H, CH2Ar, 17), 2.47 (s, 8H, CH2CO, 15), 2.53 (s, 8H, CH2CO, 15),
3.42 (s, 10H, CH2NH, 12), 3.60 (d, 32H, CH2Cl, J= 6.0 Hz, 23), 3.66 (d, 32H,
CH2N, J= 6.0 Hz, 22), 4.03 (s, 8H, CH20, 13), 4.18 (s, 8H, CH20, 13), 4.29 (s, 8H,
CH2CO, 10), 4.51 (s, 8H, CH2CO, 10), 6.04 (s, 2H, CH, 1), 6.55 (s, 4H, Ar, 4), 6.56
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(s, 4H, Ar, 8), 6.60 (d, 8H, Ar, J= 6.6 Hz, 20), 6.75 (s, 4H, Ar, 7), 6.89 (d, 8H, Ar, J=
8.4 Hz, 20), 7.03 (d, 16H, Ar, J= 8.4 Hz, 19).

RMN 13C (75 MHz, CCI3D) 8(ppm): 26.7 (CHz, 16), 33.5 (CH2CO, 15), 33.6
(CH2CO, 15), 34.0 (CH2Ar, 17), 34.1 (CH2Ar, 17), 38.4 (CH2NH, 12), 40.7 (CH2N,
22), 42.4 (CH, 1), 53.6 (CH2Cl, 23), 53.7 (CH:Cl, 23), 62.3 (CH20, 13), 62.9
(CH20, 13), 68.5 (CH2CO, 10), 101.3 (Ar, 4), 112.3 (Ar, 20), 116.0 (Ar-Cl, 6), 126.6
(Alipso, 2), 129.6 (Ar, 8), 129.7 (Ar, 19), 129.8 (Ar, 19), 130.3 (Arpso, 18), 130.4
(Aripso, 18), 130.8 (Ar, 7), 140.8 (Aripso, 9), 144.5 (Ar-N, 21), 144.6 (Ar-N, 21), 152.7
(Ar-O, 3), 154.4 (Ar-O, 5), 167.3 (C=0, 11), 167.5 (C=0, 11), 173.5 (C=0, 14),
173.9 (C=0, 14).

EM MALDI-TOF (m/z): 3772.1 [M-2].

Analisis Elemental Calculado: para Ci76H214Cl20N16032: C. 56.00, H. 5.71, N.
5.94%. Encontrado: C. 56.02, H. 5.69, N. 5.95%.

Inicialmente, el conjugado resorcinareno-clorambucilo 9 se caracterizo por RMN
IH. En la figura 34, se observan cuatro multipletes a 1.88, 2.04, 2.30 y 2.49 ppm
correspondientes a los hidrogenos de los metilenos Ar-CH2-CH2-CH2-C=0 16, 15y
17 alfa, beta y gamma al carbonilo del clorambucilo respectivamente. A
continuacion, a 3.42 ppm correspondientes a los hidrégenos del metilo 12 unido al
nitrogeno de la amida. A 3.60 y 3.66 se observan dos dobletes correspondientes a
los hidrogenos del metileno (N-CH2-CH2-Cl) 22 y 23 unidos al nitrégeno y al cloro
provenientes de la cadena N-alquilclorada, con una constante de acoplamiento de
J= 6.0 Hz,y J= 6.0 Hz, respectivamente. A 4.03 y 4.18 ppm se observan dos
multipletes asignados a los hidrégenos del metileno (CH2-O) 13 unido al oxigeno. A
4.27 y 4.51 ppm se observan dos sefiales debidas a los hidrogenos del metileno
(CH2-C=0) 10 alfa al carbonilo.
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Figura 34. Espectro de RMN H del compuesto 9 (300 MHz, CCl3D, 25°C)

Para confirmar la obtencién del compuesto 9, se caracterizd por espectrometria
de masas mediante la técnica de MALDI-TOF. En la figura 35, se observa a 3772.1
m/z, un pico que corresponde al ion molecular [M-2] del conjugado con clorambucilo
9.
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Figura 35. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 9.

Sintesis del conjugado dendrimero-ibuprofeno

(10)

DCC, DMAP
_>,—NH DMF
96 h

@)

Esquema 8. Sintesis del conjugado resorcinareno-ibuprofeno de G 1.0.

Para la obtencion del conjugado dendrimero-ibuprofeno se hizo la reaccion
entre el dendrimero del resorcinareno abierto 7 e ibuprofeno 10 con DCC y DMAP
al 5%, usando DMF como disolvente, mientras que la purificacién se realizé con

lavados con metanol (Esquema 8).
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Figura 36. Compuesto 11. Conjugado resorcinareno-ibuprofeno de G 1.0.
Aspecto fisico: Sélido gris.
Rendimiento: 0.525 g (0.176 mmol). 62%.
UV-vis (CH2Cl2, nm): 286.5, 234.0.

FTIR (KBr, cm™): 3399, 2953, 2924, 2868, 2849, 1735, 1681, 1604, 1579, 1531,
1499, 1436, 1395, 1366, 1322, 1292, 1246, 1198, 1155, 1093, 1070, 1051, 1022,
901, 846, 777, 725, 691, 635, 553, 460, 411.

RMN H (300 MHz, CCIsD) &(ppm): 0.85 (d, 24H, CHs, J= 6.3 Hz, 23), 1.38 (d,
12H, CHs, J= 5.4 Hz, 16), 1.46 (d, 12H, CHs, J= 7.2 Hz, 16), 1.81 (m, 8H, CH, J=
6.3 Hz, 22), 2.36 (d, 8H, CHa, J= 7.2 Hz, 21), 2.40 (d, 8H, CHz, J= 7.2 Hz, 21), 3.34
(s, 5H, CH2NH, 12), 3.62 (s, 12H, CH2NH, 12), 3.70 (g, 8H,CH, J= 7.2 Hz, 15),
4.01 (s, 8H, CH20, 13), 4.17 (s, 8H, CH-0, 13), 4.21 (s, 8H, CH2CO, 10), 4.51 (s,
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8H, CH2CO, 10), 5.98 (s, 2H, CH, 1), 6.57 (s, 4H, Ar, 4), 6.74 (s, 4H, Ar, 7), 6.94
(d, 8H, Ar, J= 8.7 Hz, 20), 7.04 (s, 4H, Ar, 8), 7.08 (m, 16H, Ar, J= 7.8 Hz, 18), 7.17
(d, 12H, Ar, J= 8.1 Hz,20).

RMN 13C (75 MHz, CClsD) 5(ppm): 18.6 (CHs, 16),18.7, (CHs, 16), 22.5 (CHs, 23),
30.3 (CH, 22), 38.3 (CH2NH, 12), 42.9 (CH, 1), 44.9 (CHz, 21), 45.1 (CH, 15), 62.3
(CH20, 13), 63.2 (CH20, 13), 68.5 (CH2CO, 10), 101.2 (Ar, 4), 116.1 (Ar-Cl, 6),
126.5 (Arpso, 2), 127.1 (Ar, 8), 127.2 (Ar, 20), 129.5 (Ar, 18), 130.8 (Ar, 7), 137.5
(Afipso, 17), 140.7 (Aripso, 9), 140.8 (Aripso, 19), 152.8 (Ar-0, 3), 153.4 (Ar-O, 5),
167.2 (C=0, 11), 167.4 (C=0, 11), 175.1 (C=0, 14), 175.2 (C=0, 14).

EM MALDI-TOF (m/z): 3017 [M+MeOH].

Analisis Elemental Calculado: para CiesH206ClaNsOs2: C. 67.46, H. 6.94, N.
3.75%. Encontrado: C. 67.29, H. 6.84, N. 3.57%.

El compuesto 11, en un inici6 se caracteriz6 por RMN H. En la figura 37, se
observa un singulete a 0.85 ppm correspondientes a los hidrogenos de los metilos
(CHs) 23 correspondientes a la cadena del isobutilo. Posteriormente, a 1.38 y 1.46
ppm se observa un par de dobletes asignados a los hidrégenos del metilo (CH3) 16
beta al carbonilo con constantes de acoplamiento J= 54 Hz y J= 7.2 Hz,
respectivamente. A continuacion, a 1.81 ppm un multiplete correspondiente al
hidrogeno de metilo (CH) 22. A 2.36 y 2.40 ppm dos dobletes asignados a los
hidrégenos del metileno (CH2) 21 con una constante J= 7.2 Hz y J= 7.2 Hz,
respectivamente, de la cadena del isolbutilo. A 3.34 y 3.62 ppm dos sefales debidas
a los grupos (CH2-NH) de los brazos dendriticos 12. A 3.70 un cuarteto asignado al
grupo (CH) 15 con una constante de acoplamiento J=7.2 Hz. A4.01y a 4.17 ppm,
dos sefales anchas correspondientes a los grupos (CH2-O) 13 de los brazos
dendriticos. A 4.21 y a 4.51 ppm dos sefales anchas debidas a los grupos (CH2-
C=0) 10. A 5.98 ppm se observa el singulete correspondiente al hidrogeno del
metino 1 puente. A 6.44 ppm, se observa una sefial ancha correspondiente a los
hidrogenos de la amida, posteriormente se observan dos sefiales anchas a 6.57 y
a 6.73 ppm, correspondientes a los hidrégenos de los anillos aromaticos, 4y 7,
respectivamente. Finalmente, en la regién que comprende desde 6.90 a 7.20 ppm
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se observan las sefiales correspondientes a los hidrogenos del anillo aromético 20,

18 proveniente del ibuprofeno, asi como los hidrogenos del benceno central 8 en el

resorcinareno, y una sefial final para los hidrégenos de las amidas.
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Figura 37. Espectro de RMN H del compuesto 11 (300 MHz, CClzD, 25°C)

El compuesto 11 se caracteriz6 por espectrometria de masas MALDI-TOF. En la

figura 38, se observa un pico a 3017 m/z correspondiente al ion molecular

[M+MeOH] del conjugado con ibuprofeno 11.
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Figura 38. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 11.

Sintesis del conjugado dentrimero-indometacina

@ H

OH OH P2 (13) Ho

Esquema 9. Sintesis del conjugado resorcinareno-indometacina de G 1.0.
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Para la obtencion del conjugado con indometacina, se empled la misma
metodologia del conjugado anterior, se coloco el dendrimero de primera generacion
7 con indometacina 12 con DCC/DMAP ocupando DMF como disolvente y

purificando con lavados de metanol (Esquema 9).

Cl

Figura 39. Compuesto 13. Conjugado resorcinareno-indometacina de G 1.0.
Aspecto fisico: Solido amarillo.
Rendimiento: 0.124 g (0.0230 mmol) 45 %.
UV-vis (CH2Cl2, nm): 321.0, 234.0.

FTIR (KBr, cm™): 3408, 2928, 2853, 1735, 1680, 1591, 1529, 1477, 1456, 1437,
1397, 1356, 1316, 1289, 1257, 1220, 1199, 1162, 1139, 1088, 1067, 1036, 1013,
994, 925, 904, 832, 805, 753, 735, 688, 663, 646, 561, 547, 481.

RMN H (300 MHz, CCIsD) &(ppm): 2.26 (s, 12H, CHs, 18), 2.31 (s, 12H, CHs, 18),
3.34 (s, 8H, CH2NH, 12), 3.61 (s, 8H, CH2NH, 12), 3.57 (s, 8H, CHz, 15), 3.63 (s,
12H, CHz, 15), 3.68 (s, 12H, OCHs, 22), 3.74 (s, 12H, OCHs, 22), 4.06 (s, 8H,
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CH20, 13), 4.22 (s, 8H, CH20, 13), 4.39 (s, 8H, CH2CO, 10), 5.99 (s, 2H, CH, 1),
6.45 (s, 4H, Ar, 4), 6.59 (s, 4H, Ar, 7), 6.70 (s, 4H, Ar, 8), 6.80 (d, 8H, Ar, J= 9.0
Hz, 23), 6.89 (d, 8H, Ar, J= 12.0 Hz, 25), 7.03 (s, 8H, Ar, 20), 7.41 (d, 16H, Ar, J=
8.4 Hz, 29), 7.61 (d, 16H, Ar, J= 8.4 Hz, 28).

RMN 13C (75 MHz, CClsD) &(ppm): 13.4 (CHs, 18), 13.5 (CHs, 18), 30.2 (CHz, 15),
38.2 (CH2NH, 12), 38.3 (CH2NH, 12), 43.0 (CH, 1), 55.8 (OCHa, 22), 62.9 (CH-0,
13), 63.4 (CH20, 13), 68.4 (CH2CO, 10), 101.4 (Ar, 20), 101.7 (Ar, 4), 111.3 (A,
23), 111.7 (Ar, 23), 112.1 (Ar, 24), 112.3 (Ar, 24), 115.1 (Aripso, 16), 115.9 (Ar-Cl,
6), 126.6 (Aripso, 2), 129.2 (Ar, 29), 129.3 (Ar, 29), 129.6 (Ar, 8), 130.5 (Ar, 7),
130.6 (Afipso, 25), 130.7 (Aripso, 25), 130.9 (Ar, 27), 131.3 (Ar, 28), 133.8 (Aripso, 17),
134.0 (Aripso, 17), 136.1 (Aripso, 19), 136.3 (Aripso, 19), 139.4 (Ar-Cl, 30), 139.5 (Ar-
Cl, 30), 140.9 (Aripso, 9), 152.6 (Ar-O, 5), 154.4 (Ar-O, 3), 156.0 (Ar-O, 21),
156.1(Ar-0, 21), 167.4 (C=0, 11), 167.5 (C=0, 11), 168.4 (C=0, 26), 170.8 (C=0,
14), 171.3 (C=0, 14),

EM MALDI-TOF (m/z): 4195.6 [M+1].

Analisis Calculado: para Cz216H190Cl12N1604s: C. 61.72, H. 4.56, N. 5.33%.
Encontrado: C. 61.73, H. 4.55, N. 5.33%.

El compuesto 13 fue caracterizado por RMN 13C. En la figura 40, se observan
dos sefales a 13.4 y 13.5 ppm correspondientes al carbono del metilo (CHs) 18
unido al heterociclo. A continuacioén, se observa a 30.2 ppm el carbono del metileno
(CH2) 15 alfa al carbonilo de la indometacina. Las siguientes sefiales que se
observan a 38.2 y 38.3 ppm corresponden a los carbonos de los metilenos (-CHo-
N) 12 unidos a nitrégeno, mientras que la sefial de 43.0 ppm corresponde al carbono
del metino (CH) 1 puente. Posteriormente, a 55.8 ppm corresponde al carbono del
metilo (O-CHs) 22, mas adelante se pueden observar dos sefiales a62.9y 63.4 ppm
correspondiente al carbono de metileno (O-CH2) 13 de los brazos dendriticos, a 68.4
ppm se observa una sefal correspondiente al metileno (O-CH2-CO) 10 alfa al

carbonilo.
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Figura 40. Espectro de RMN 3C del compuesto 13. Regién de carbono con hibridacion
sp® (75 MHz, CCI3D, 25°C).

En la figura 41, se muestra la region correspondiente a los carbonos con
hibridaciéon sp?. Primero se observa una sefial a 101.4 ppm, que corresponde a
carbono aromético 20 en la posicion cinco del indol, mientras que la sefial a 101.7
ppm pertenece al carbono aromatico 4 orto al grupo éter en el resorcinareno abierto.
A continuacion, se tienen seflales a 111.3y 111.7 ppm, correspondientes a carbono
aromatico 23 en la posicion siete del heterociclo, a 112.1y 112.3 ppm que pertenece
al carbono aromético 24 en la posicion ocho del indol. La sefial a 115.1 ppm
corresponde al carbono aromético 16 unido al metileno alfa al carbonilo, mientras a
115.9 ppm se asigno al carbono aromatico 6 unido a cloro. La sefial a 126.6 ppm
corresponde al carbono aromatico 2 unido al metino puente. A 129.2 y 131.2 ppm,
se observan dos sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos del
resorcinareno 8, 9, asi como las sefales correspondientes a los carbonos
aromaticos 29, 25, 27, 28 provenientes de la indometacina. Las sefiales a 133.8y a

134.0 ppm pertenecen al carbono aromatico 17 alfa al nitrégeno del indol, mientras
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que las sefiales a 136.1 y 136.3 ppm se asignaron al carbono aromatico 19 en la
posicion cuatro el compuesto heterociclico. Las siguientes sefiales que se observan
a 139.4 y 139.5 ppm son las correspondientes al carbono aromético 30 unido a
cloro, que pertenece a la indometacina, la siguiente sefial a 140.9 ppm corresponde
al carbono aromatico 9 unido al metino puente. Se observan cuatro sefales, en
152.6 y 154.4, que corresponden a los carbonos aromaticos unidos oxigeno del
resorcinareno, 5y 3, respectivamente. Mientras que las dos sefiales a 156.0 y 156.1
ppm corresponden al carbono aromatico 21 unido a oxigeno en posicién seis al
indol. Finalmente, a 167.4 y 167.5 ppm se observan las sefales correspondientes
al carbono del carbonilo 11 de la amida del nicleo, mientras que la sefial en 170.8
ppm fue asignada al carbonilo 26 de la amida del heterociclo y las dos sefiales

restantes en 170.8 y 171.3 ppm pertenecen al carbono del carbonilo 14 del éster.
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Figura 41. Espectro de RMN *C del compuesto 13. Regién de carbono con hibridacién
sp? (75 MHz, CCI3D, 25°C).

En la figura 42, se presenta el espectro de resonancia magnética nuclear de

13C DEPT 135 en donde se pueden observar las sefales de los carbonos CHz y CH
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del lado positivo y mientras que en el lado negativo se encuentran los carbonos CHza.
El espectro de RMN DEPT 135 nos permiti6 hacer la asignacién de los grupos

presentes en la estructura del conjugado resorcinareno-indometacina.
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Figura 42 Espectro de RMN **C DEPT 135 del compuesto 13 (75 MHz, CCl;D, 25°C).

En la figura 43, se presenta el espectro de resonancia magnética nuclear en dos
dimensiones HSQC (*H-3C) en donde se puede observar la correlacion que existe
entre el espectro de RMN de *H y de 13C, que nos permitié realizar la asignacion de
las sefiales con los grupos presentes en la estructura del conjugado resorcinareno-

indometacina.
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Para confirmar la obtencion del compuesto 13, se caracteriz6 por espectrometria

de masas MALDI-TOF. En la figura 44, se observa un pico a 4056.2 m/z

correspondiente al ion molecular [M+1] del conjugado con indometacina.
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Figura 44. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 13.
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Sintesis del conjugado dendrimero-naproxeno

(14)

DCC, DMAP
DMF
96 h

H @

Esquema 10. Sintesis del conjugado resorcinareno-naproxeno de G 1.0.

La sintesis del conjugado con naproxeno se empled las mismas condiciones de

reaccion, partiendo del dendrimero 7 con naproxeno 14 (Esquema 10).
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Figura 45. Compuesto 15. Conjugado resorcinareno-naproxeno de G 1.0.

Aspecto fisico: Sélido blanco.
Rendimiento: 0.181 g (0.0569 mmol) 80 %.
UV-vis (CH2Clz, nm): 332.5, 318.5, 274.5, 264.5, 238.0

FTIR (KBr, cm™): 3407, 2933, 1731, 1685, 1634, 1604, 1528, 1503, 1485, 1451,
1437, 1392, 1373, 1321, 1262, 1230, 1217, 1173, 1152, 1088, 1052, 1030, 925,
892, 851, 809, 745, 686, 668, 549, 474, 410.

RMN H (300 MHz, CCIsD) &(ppm): 1.44 (d, 12H, CHs, J= 6.9 Hz, 16), 1.53 (d,
12H, CHs, J= 6.9 Hz, 16), 3.23 (s, 5H, CH2NH, 12), 3.57 (s, 7H, CH2NH, 12), 3.73
(g, 8H, CH, J= 6.9 Hz, 16), 3.80 (s, 12H, OCHs, 27), 3.81 (s, 12H, OCHs, 27), 3.95

(s, 8H, CH2CO, 10), 8.23 (s, 8H, CH20, 13), 4.19 (s, 8H, CH20, 13), 4.34 (s, 8H,
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CH2CO, 10), 5.92 (s, 2H, CH, 1), 6.32 (s, 4H, Ar, 4), 6.73 (s, 4H, Ar, 7), 6.96 (s,
4H, Ar, 8), 7.02 (m, 16H, Ar, 24, 26) 7.27 (m, 8H, Ar, 20), 7.52 (m, 8H, Ar, 23), 7.62
(m, 16H, Ar, 18, 19).

RMN 13C (75 MHz, CClsD) 5(ppm): 18.5 (CHs, 16), 18.6 (CHs, 16), 38.2 (CH2NH,
12), 38.3 (CH2NH, 12), 43.0 (CH, 1), 45.3 (CH, 15), 45.5 (CH, 15), 55.4 (OCHs,
27), 63.2 (CH20, 13), 68.2 (CH2CO, 10), 101.2 (Ar, 4), 105.7 (Ar, 23), 115.8 (Ar-Cl,
6), 115.9 (Ar-Cl, 6), 119.0 (Ar, 26), 119.1 (Ar, 26), 126.0 (Ar, 19), 126.1 (Ar, 20),
126.2 (Ar, 20), 127.2 (Ar, 18), 127.3 (Ar, 18), 126.5 (Afipso, 2), 128.8 (Afipso, 22),
128.9 (Afipso, 22), 129.2 (Ar, 24), 129.3 (Ar, 24), 129.5 (Ar, 8), 130.6 (Ar, 7), 130.7
(Ar, 7), 133.7 (Afipso, 21), 133.8 (Afipso, 21), 135.4 (Aripso, 17), 140.9 (Afipso, 9),
152.6 (Ar-O, 5), 154.2 (Ar-O, 3), 154.3 (Ar-O, 3), 157.7 (Ar-O, 25), 157.8 (Ar-O,
25), 167.3 (C=0, 11), 167.4 (C=0, 11), 175.0 (C=0, 14), 175.2 (C=0, 14).

EM MALDI-TOF (m/z): 3176.9 [M-3].

Andlisis Calculado: para Ci176H174ClaNsOao: C. 66.41, H. 5.51, N. 3.52%.
Encontrado: C. 66.42, H. 5.56, N. 3.51%.

El compuesto 15 se caracterizé por RMN H. En la figura 46, se observa un par
de dobletes a 1.45 y 1.53 ppm asignados a los hidrogenos del metilo (CH3) 16 beta
al carbonilo, con una constante de acoplamiento J= 6.9 Hz. Posteriormente se
observan cuatro sefiales anchas a 3.25, 3.40, 3.51 y 3.59 ppm debido a los
hidrégenos del metileno (CH2-NH) 12 unido a nitrégeno. A 3.75 ppm se observa un
multiplete que corresponde al hidrégeno del metino (CH) 16 alfa al carbonilo. A 3.81
se tiene un triplete asignado a los hidrégenos del metilo (CH2-O) 27 unido al
oxigeno, asi como el hidrégeno del metino (CH) 16, con una constante de
acoplamiento J= 2.5 Hz. A 3.92, 3.96 y 4.02 ppm se observan tres sefales anchas
que corresponden los hidrogenos del metileno (CH2-O) 13 unido a oxigeno
proveniente de la etanolamina, mientras que el multiplete y singulete que se
observan a 4.19 y 4.33, se asignaron a los hidrégenos del metileno (CH2-O) 10 alfa
al carbonilo. A 5.93 ppm se observa un singulete asignado al hidrégeno del metino
(CH) 1 puente. A 6.27 y 6.32 ppm dos sefiales anchas debidas a los hidrogenos del

anillo aroméatico 4 en posicién orto al grupo éter del resorcinareno, y a los hidrégenos
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del anillo aromético 7 en posicion orto al cloro. De 6.98 a 7.52 ppm se observan las
sefiales asignadas a los hidrégenos de los anillos aromaticos, tanto del nacleo 8,
como al farmaco, 18, 19, 20, 23, 24 y 26. Finalmente, para los hidrogenos de la
amida, se observa un singulete a 6.47 ppm, y dos dobletes a 7.34 y a 7.61 ppm con

constantes de acoplamiento J= 7.7 Hz y J= 7.4 Hz, respectivamente.
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Figura 46. Espectro de RMN *H del compuesto 15 (75 MHz, CClsD, 25°C).
Para confirmar la asignacion de sefales se empled resonancia magnética nuclear
de 3C DEPT 135 (Figura 47) y DEPT 90. En el primero se observan los protones
de los grupos CH y CHs positivos y los CH2 negativos y en el caso del DEPT 90 se

observan unicamente los protones de los grupos CH y CHs (Figura 47b).
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Figura 47. Espectro de RMN *C DEPT 135 a) y DEPT 90 b) del compuesto 15 (75 MHz,
CCI3D, 25°C).

La formacién del compuesto 15 se confirmé por espectrometria de masas. En la
figura 48, se observa un pico 3176.9 m/z correspondiente al ion molecular [M-3],
confirmando la obtencién del conjugado con naproxeno.
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Figura 48. Espectro de masas MALDI-TOF del compuesto 15.

Mecanismo de reaccion

En el caso de los cuatro conjugados resorcinareno-farmaco, se llevé a cabo
mediante una esterificacion de Steglich, en la cual la DDC tiene el rol de ser un

agente de acoplamiento, mientras que la DMAP funciona como catalizador.

La sintesis comienza con una reaccién acido-base entre la DCC y el acido
carboxilico, el cual conlleva a la formacion de la O-acilisourea correspondiente.
Posteriormente, la DMAP ataca al carbono del carbonilo del acido, liberando DCU y
dejando un éster activado, el cual reacciona con los alcoholes del dendrimero de
primera generacion, produciendo la formacion de un intermediario tetraédrico. El par
de electrones regresa a formar el doble enlace del grupo carbonilo, dando como
producto el conjugado resorcinareno-farmaco, regenerando DMAP y obteniendo

como subproducto DCU (Esquema 11).
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Esquema 11. Mecanismo de reaccidon propuesta para la esterificacion de Steglich

empleada para la obtencion de los conjugados resorcinareno-farmaco.

Ensayo de sulforrodamina (SRB) en derivados

Todos los compuestos fueron elegidos para la evaluacién de su actividad
biolégica en seis lineas celulares de cancer humano, que es la U251 (glia de
sistema nervioso central), PC-13 (células de cancer de préstata), K-562 (células de
leucemia), HCT-15 (células de cancer de colon), MCF-7 (células de cancer de
mama) y SKLU-1 (células de cancer de pulmén) y COS-7 (células de rifion de mono

(no cancerosa)).

Para la determinar la citotoxicidad tumoral humana se determindé usando el
colorante de union a proteinas de sulforrodamina en el ensayo de microcultivos para

medir el crecimiento celular.

De acuerdo con la citotoxicidad evaluado de los farmacos solos, Tabla 1, se
puede observar que el ibuprofeno, practicamente no presenta actividad
anticancerigena en las lineas celulares estudiadas. En el caso del naproxeno e
indometacina presenta actividad citotdéxica contra la linea K-562 con 229 y 20.8%
inhibicion de crecimiento, mientras que la indometacina también presenta actividad
contra la linea U-251 en un 20.4% de inhibicion (Tabla 1).

En el caso del clorambucilo, que es un farmaco que se emplea comercialmente

y en la actualidad se indicacion principal es contra la leucemia linfatica crénica. De
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los resultados, Tabla 1, se puede observar que inhibe practicamente a todas las

lineas celulares incluyendo la linea celular COS-7.

(o} lo) O\
cl
HO HO

Ibuprofeno

Naproxeno

BRASAS

Clorambucilo

Indometacina

OH

Tabla 1. Porcentaje de inhibicién del crecimiento celular de las lineas celulares tumorales
humanas para los farmacos a 25 yM en DMSO.

Linea celular
Compuesto U-251 PC-3 K-562 H;T MCF-7 | SKLU-1 | COS-7
Ibuprofeno NC NC NC NC 2.4 0.6 NC
Naproxeno NC NC 22.9 NC NC NC NC
Indometacina | 20.4 NC 20.8 NC NC NC NC
Clorambucilo 29.1 16.5 28.2 3.7 NC 26.2 42.2

De latabla 2, se puede observar que la actividad citotoxica en contra de las lineas
celulares estudiadas el compuesto 3 en contra de las lineas U-251, K-562, HCT-15,
MCF-7 y COS-7.

El dendrimero de G 1.0, no presentd ninguna actividad citotoxica. De esto, es
importante recalcar que mientras que el nucleo 3 presento actividad contra la linea
COS-7, mientras que el dendrimero de generacién 1.0 ya no presenta dicha

actividad.
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3 7

Para el caso del conjugado 9 con clorambucilo presento una alta actividad en
contra de cinco lineas celulares U-251, PC-3, K-562, MCF-7 y SKLU-1. De las
cuales las mas significativas fueron las de U-251 con un 34%, K-562 con un 38%.
Para las lineas PC-3, MCF-7 y SKLU-1 con porcentajes de inhibicién fueron del
23%. Cabe mencionar que ahora como conjugado el clorambucilo con el nucleo
dendrimérico no presento actividad contra COS-7, lo que indica que es un prospecto

para ser empleado como un farmaco anticancerigeno.

En el caso de los conjugados con farmacos antiinflamatorios como el ibuprofeno
11, no presento actividad anticancerigena, mientras que los conjugados con
indometacina y naproxeno presentaron actividad anticancerigena uUnicamente
contra la linea celular U-251, el conjugado con indometacina con un porcentaje de
inhibicion del 17% mientras que el conjugado con naproxeno con un 9.6%. Este
resultado es importante ya que los conjugados son selectivos a una sola linea

celular.
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Tabla 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento celular de las lineas celulares tumorales
humanas para los compuestos 3, 7, 9, 11, 13y 15 a 25 pM en DMSO.

% de inhibicion del crecimiento celular
Comp. U-251 PC-3 K-562 | HCT-15  MCF-7 | SKLU-1 | COS-7
3 8.3 NC 4.5 1.2 4.4 NC 6.5
7 NC NC NC NC NC NC NC
9 34.4 23.2 38.7 8.2 22.7 23.6 NC
11 NC NC NC NC NC NC NC
13 17.4 NC NC NC NC NC NC
15 9.6 NC NC NC NC NC NC

Con base en los resultados obtenidos sobre la actividad anticancerigena se
puede concluir que, el conjugado del resorcinareno abierto con clorambucilo es un
buen prospecto para ser empleado como un farmaco anticancerigeno contra U-251
y K-562, y a su vez no presento una actividad citotoxica en la linea COS-7, por lo
que el clorambucilo conjugado presenta una mejor selectividad con respecto a

células sanas con respecto al clorambucilo libre.

Para el caso de los conjugados con farmacos antiinflamatorios no esteroidales,
se concluyd que el conjugado del resorcinareno abierto con indometacina es

altamente selectivo contra una sola linea celular U-251.

Finalmente, se observé que los conjugados dendriméricos con clorambucilo y con
farmacos no esteroidales con ibuprofeno, indometacina y naproxeno no presentan

una actividad contra las células sanas COS-7.
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A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se puede

concluir lo siguiente:

. Con base en los resultados obtenidos por RMN 'H y 13C, en una y dos
dimenciones, FTIR, UV-vis, espectrometria de masas y andlisi elemental, se
confirmd que porprimera vez, que se obtuvo el dendrimero de primera generacion
con una molécula de resorcinareno abierto y ocho grupos de etanolamina en su

estructura.

o Se confirm6 la obtencion del conjugado resorcinareno-clorambucilo de
primera generacion, obteniendo ocho moléculas de clorambucilo en la periferia. Se
ratifico la obtencion de los conjugados dendrimeros con los AINES; ibuprofeno,
indometacina y naproxeno, teniendo como resultado ocho moléculas del farmaco

en los grupos terminales.

Con base en los resultados obtenidos sobre la actividad anticancerigena de los

conjugados dendrimeros se puede concluir que:

o El conjugado de resorcinareno-clorambucilo presente actividad citotoxica en
las lineas celulares U-251 (glia de sistema nervioso central) y K-562 (células de

leucemia).

o Para los conjugados con farmacos antiinflamatorios no esteroidales se
concluyé que el conjugado del resorcinareno abierto con indometacina es altamente

selectiva contra una sola linea celular U-251 (glia de sistema nervioso central).

o Se observé gue los conjugados dendriméricos con clorambucilo y con los
farmacos no esteroidales como ibuprofeno, indometacina y naproxeno no presentan
actividad contra las células sanas COS-7 (células de rifion de mono (no

cancerosas)).
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The first example of conjugation of open-resorcinarenes with chlorambucil, ibuprofen, naproxen and in-
domethacin are presented. The cytotoxic properties of the obtained conjugates were tested against the cancer
cell lines U-251, PC-3, K-562, HCT-15, MCF-7 and SKLU-1. It was found that the conjugate with chlorambucil,
naproxen or indomethacin (having 8 moieties) was toxic towards cancer cell lines U-251 and K-562, with no
activity against non-cancerous COS-7 cells. The conjugates with naproxen and indomethacin showed high se-

lectivity towards U-251 tumor cells.

Introduction

Resorcinarenes represent a well-known family of macrocyclic
compounds formed by 4, 5 or more resorcinol units connected by me-
thylene bridges." Recently, a new subclass of resorcinarenes was re-
ported, named open-resorcinarenes® and pillar[n]enes.® These mole-
cules show a great diversity of properties. The three-dimensional shape
of these molecules is directed by their conformation and can be readily
controlled. The open-resorcinarenes with 4 or more phenols are parti-
cularly attractive, as they can be easily functionalized through O-al-
kylation reactions. This makes open-resorcinarenes extremely useful to
obtain a new class of dendrimer cores® due to the formation of func-
tionalized multivalent systems. Conjugated dendrimer systems may
improve the therapeutic efficiency by increasing their water solubility,
bio-permeability and may help to overcome drug resistance, provide
targeted delivery and reduce systemic toxicity.>® Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) as ibuprofen, naproxen or indomethacin
are three types of effective anti-inflammatory, antipyretic and analgesic
drugs. The antitumor effect of NSAIDs is mainly attributed to the in-
hibition of cyclooxygenase (COX) enzyme activity, especially the in-
hibition of COX-2. COX-2 is over-expressed in many inflammatory and”
cancerous tissues and plays an important role in tumorigenesis.®'° OQur
previous studies using resorcinarenes®”"'! to obtain dendrimers to in-
vestigate their biological activity and selectivity against specific bio-
logical targets showed good anticancer activity (Scheme 1).

In this paper we report the synthesis of open resorcinarene-den-
drimer conjugates with chlorambucil, ibuprofen, naproxen and in-
domethacin and their anticancer activity.

* Corresponding author.
E-mail address: margar@unam.mx (M. Martinez-Garcia).

https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2020.127275

The open-resorcinarene 1 was obtained from terephthalaldehyde
and 4-chlororesorcinol with methanesulfonic acid.'> The open-re-
sorcinarene-dendrimers were obtained in good yields. Initially from the
open-resorcinarene 1 was obtained the ester derivative 2. The ester was
used to obtain the amide 3 with 8 hydroxyl groups at the end of the
chain.

With terminal OH groups, the open resorcinarene-dendrimer was
functionalized with the acid group of chlorambucil, ibuprofen, na-
proxen or indomethacin in DCC and DMAP to obtain the conjugates 3,
4, 5 and 6 with eight chlorambucil, ibuprofen, naproxen or in-
domethacin moieties (Scheme 2). Conjugate 4 was characterized by 'H
NMR spectroscopy. In the spectrum (Fig. 1a) we observed four multi-
ples at 8y 1.88, 2.04, 2.30 and 2.49 ppm corresponding to the hydro-
gens of the methylene groups CH,—CH,—CH,—C=0 alpha, beta and
gamma, and to the carbonyl of the chlorambucil, respectively. At 3y
3.60 and &y 3.66, two doublets corresponding to the methylene hy-
drogens (N—CH,—CH,—Cl) due to the N-alkylchlorinated chain, with a
coupling constant of J = 6.0 Hz, J = 6.0 Hz respectively, were ob-
served. At 8y 6.04 ppm, a broad signal corresponding to the hydrogen
of the methine bridge (CH) was observed. In the region of aromatics,
three singlets were observed at 8y 6.56, 8y 6.74 and 8y 7.02 ppm,
corresponding to the protons of the aromatic rings of the open re-
sorcinarene. For full characterization of the compounds, see
Supplementary Material.

Conjugate 5 was characterized by "H NMR spectroscopy (Fig. 1b),
and in the spectrum the most important signals are two signals at 8y
0.85 and 2.42 and one multiplet at 8y 1.78 due to the CH3z, CH, and CH
group at the isopropyl group of ibuprofen respectively, and two
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Scheme 2. Open-resorcinarene dendrimer conjugates of chlorambucil 4, ibuprofen 5, naproxen 6 and indomethacin 7.

doublets at 8 7.16 and 8y 7.09 due to the para substituted phenyl at
ibuprofen with a coupling constants J = 7.5 Hz, J = 7.2 Hz, respec-
tively. For full characterization of the compounds, see Supplementary
Material.

Conjugate 6 was characterized by 'H NMR spectroscopy (Fig. 1c),
and in the spectrum the most important signals are two doublets at 8y
1.45 and 1.53 due to the CH; groups, at 8y 3.75 one multiplet due to the
CH group, one triplet at 8y 4.19 due the O—CHj; group for the naproxen
moiety. In the case of the aromatic protons of naproxen, four doublets
were observed from 8y 6.98 to 8y 7.61 with coupling constants
J = 7.7 Hz, J = 7.4 Hz, respectively. For full characterization of the
compounds, see Supplementary Material.

Conjugate 7 was characterized by *H NMR spectroscopy (Fig. 1d),
and in the spectrum the most important signals are two singlets at 8y
2.26 and 8y 2.31 due to the CH; at indomethacin, two signals at 8y 3.57
and 8y 3.63 due to the CH,—C=0 groups and two signals at 8y 3.68
and 8y 3.74 due to O—CH3 groups at indomethacin. Two doublets at 8y
7.41 and 8y 7.61 due to the aromatic protons of the para chloro-sub-
stituted benzene with a coupling constant J = 8.4 Hz, respectively, at
the indomethacin moiety. For full characterization of the compounds,
see Supplementary Material.

All the synthesized

compounds 1-7 and starting drugs

chlorambucil, ibuprofen, naproxen and indomethacin were screened for
their cytotoxic activity against: U-251 (human glioblastoma), PC-3
(human prostatic adenocarcinoma), K-562 (human chronic myelo-
genous leukemia cells), HCT-15 (human colorectal adenocarcinoma),
MCF-7 (human mammary adenocarcinoma), SKLU-1 (human lung
adenocarcinoma) cancer cell lines and monkey kidney fibroblast cells
(COS-7) according to the MTT method."®

The data is shown in Table 1, revealing that three of the synthesized
open-resorcinarenes and derivative—compounds 1-3 were not toxic
against the listed above cancer cell lines as well as the starting ibu-
profen. Naproxen was slightly active against the K-562 cell line. In
contrast, indomethacin showed weak cytotoxicity against U-251 and K-
562 and chlorambucil was active against all the studied cancer cell
lines, also it was active against non-cancerous COS-7 cells with ICso
43.51 * 1.19 pM. Therefore, the concentration of the conjugates was
diluted 8 times to have the anticancer activity for one molecule of the
drug to compare to the free drug.

Cytotoxic activity tests revealed that free chlorambucil showed
strong activity against the U-251, PC-3 and HCT-15 cell lines, as well as
against normal COS-7 cells. In comparison, the chlorambucil-conjugate
4 showed similar activity against the U-251 cell line but improved ac-
tivity against K-562, MCF-7, SKLU-1, and more importantly, was less
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Fig. 1. TH NMR spectra of the conjugates with a) chlorambucil, b) ibuprofen, ¢) naproxen and d) indomethacin.

toxic for the normal COS-7 line. In the case of free ibuprofen, the
strongest activity was observed against the MCF-7 and SKLU-1 cancer
cell lines and was very slightly toxic against the COS-7 cell line. In
comparison, the ibuprofen-conjugate 5 showed no activity against any
cell line. Free naproxen was toxic only for the K-562 cancer cell line,
but the naproxen-conjugate 6 showed toxicity only against the U-251
cancer cell line. Free indomethacin showed its strongest activity against
U-251, and similar activity against the U-251 cell line was also observed
with the indomethacin-conjugate 7.

Conjugates 4, 5, 6 and 7 were not toxic to the “normal” kidney
fibroblast COS-7 cell line.

Novel conjugates of open-resorcinarene-dendrimers with chlor-
ambucil, ibuprofen, naproxen and indomethacin were synthesized.
Cytotoxic activity of all synthesized compounds was evaluated by their
ability to inhibit metabolic activity against cell lines U-251 (human
glioblastoma), PC-3 (human prostatic adenocarcinoma), K-562 (human
chronic myelogenous leukemia cells), HCT-15 (human colorectal ade-
nocarcinoma), MCF-7 (human mammary adenocarcinoma), and SKLU-1

(human lung adenocarcinoma). It was shown that compounds 4, 6 and
7 produced a noticeable cytotoxicity; in the case of conjugate 4 towards
cancer cell lines U-251 and K-562 with no activity against non-can-
cerous COS-7 cells, whereas the conjugates 6 and 7 showed activity
only against U-251 suggesting the selectivity of these conjugates to
inhibit the growth of certain tumor cells. Collectively, the results sug-
gest that compound 7 could inhibit cell proliferation. Conjugation of
naproxen and chlorambucil seems to have contributed to the appear-
ance of new cytotoxic properties.
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Table 1

In vitro growth inhibitory effect of compounds 1-7 and chlorambucil, ibuprofen, naproxen, indomethacin in human cell lines.
Compound 1Cso (UM)

U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS-7

Chlorambucil 33.11 + 5.14 16.4 = 214 103 = 1.16 3.11 = 3.24 > 100 300 = 5.14 43.51 = 1.19
Ibuprofen > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 92.14 = 1.16 90.61 *= 1.11 > 1000
Naproxen > 1000 > 1000 181 = 1.16 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
Indomethacin 20.45 *+ 5.47 > 1000 190. = 1.16 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
1 NC NC NC NC NC NC NC
2 NC NC NC NC NC NC NC
3 NC NC NC NC NC NC NC
4 24.29 *+ 4.09 34 = 219 51.39 = 1.32 201 = 4.09 81 = 4.09 80 + 4.09 > 1000
5 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
6 50.3 = 1.20 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
7 2311 = 2.14 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000

2IC50 (mM) values obtained from MTT assays. Cells were incubated with compounds for 48 h. The results represent the mean = SD of two independent trials,

performed in triplicate; NC non cytotoxic.
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