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RESUMEN  

RESUMEN 

Bajo este contexto, el presente proyecto consiste en el diseño, síntesis y caracterización de dos 

nuevos compuestos dendríticos homólogos que contienen un núcleo hexafuncional de ciclotrifosfaceno 

(P3N3) y unidades de β-ciclodextrina (βCD) en la periferia; se seleccionó a la βCD ya que por el tamaño 

de su cavidad puede encapsular una gran variedad de fármacos, además ya está aprobada por la FDA 

para su uso como excipiente. Químicamente, es un oligosacárido cíclico compuesto por siete unidades 

de glucopiranosa, al presentar una estructura tridimensional de cono truncado presenta una superficie 

hidrofílica y una cavidad hidrofóbica que le permite formar complejos de inclusión (CI) con moléculas 

huésped de la misma naturaleza.  

Para la construcción de los compuestos dendríticos, el P3N3 y la βCD se unieron mediante la 

reacción de cicloadición azida – alquino catalizada por cobre (I) (CuAAC, por sus siglas en inglés), la 

cual es una herramienta poderosa en la fabricación de nuevos materiales. Para obtener la completa 

sustitución de las seis posiciones del núcleo de P3N3, se estudiaron dos enlazadores que consisten en 

un anillo aromático y una cadena alifática con diferente tamaño. Se obtuvo que con ambos enlazadores 

se logró funcionalizar totalmente la periferia y así se obtuvieron los dos compuestos dendríticos P3N3-

[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 (CD G) y 4 (CD H)). Los compuestos dendríticos G y H presentaron una 

solubilidad en agua considerablemente alta (>1 g/mL).  

Por otra parte, se realizó el análisis conformacional en agua de los compuestos dendríticos G y 

H para determinar si la cavidad de la βCD estaba disponible para formar complejos de inclusión con 

moléculas huésped. Se encontró que la molécula de glucopiranosa modificada de las unidades de βCD 

presentaba un fenómeno de volteo de 360°, resultando en la inclusión del enlazador en la cavidad de 

la βCD. Este fenómeno limitaría la posibilidad de que los compuestos dendríticos puedan complejar 

otras moléculas. Utilizando una molécula huésped con alta afinidad a la cavidad de la βCD, el ácido 1-

adamantancarboxilico (AdCOOH), se logró revertir este fenómeno de volteo. Se utilizó la versatilidad 

del AdCOOH para construir un profármaco con la doxorrubicina (Dox), un fármaco utilizado en la 

quimioterapia. El AdCOOH y la Dox se unieron a través de un enlace hidrazona (Ad-h-Dox) el cual se 

hidroliza en presencia de valores de pH ácidos.  

Un vez que se construyó el profármaco Ad-h-Dox, se formó el CI compuesto dendrítico G/Ad-h-

Dox, el cual fue caracterizado en sólido, por calorimetría diferencial de barrido (DSC) y análisis 

termogravimétrico (TGA); y en solución, por RMN 2D y dispersión dinámica de la luz (DLS). Se llevó a 

cabo el estudio de la liberación de la carga terapéutica del CI G/Ad-h-Dox a diferentes valores de pH 
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(7.4, 6.5, 4.5 y 3.5) y se determinó que la liberación del fármaco (Dox) sucede solo a valores de pH 

ácidos (4.5 y 3.5). 

 Todos los compuestos obtenidos y los CI se probaron en líneas celulares carcinogénicas HeLa 

(adenocarcinoma cervical humano), K-562 (leucemia mieloide crónica humana), SKLU-1 

(adenocarcinoma de pulmón humano), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama humano, triple 

negativo), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano, positivo a receptores de estrógeno) y SW-620 

(cáncer de colon). En conclusión, el diseño racional de estos compuestos dendríticos P3N3-[O-C6H4-O-

(CH2)n-βCD]6 (n = 3 (CD G) y 4 (CD H)) permitió la liberación controlada del fármaco Dox y presentaron 

una actividad biológica similar al fármaco libre, por lo que, estos sistemas de liberación controlada de 

Dox tienen potencial aplicación en el tratamiento del cáncer.  
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ABSTRACT 

In this context, the present project consists of the design, synthesis, and characterization of two 

new homologous dendritic compounds that contain a hexafunctional nucleus of cyclotriphosphazene 

(P3N3) and β-cyclodextrin (βCD) units in the periphery; βCD was selected since, due to the size of its 

cavity, it can encapsulate a wide variety of drugs, and it is also already approved by the FDA for use as 

an excipient. Chemically, it is a cyclic oligosaccharide composed of seven glucopyranose units, 

presenting a three-dimensional structure of a truncated cone, it has a hydrophilic surface and a 

hydrophobic cavity that allows it to form inclusion complexes (IC) with guest molecules of the same 

nature. 

For the construction of dendritic compound, P3N3 and βCD were joined by the copper(I)-

catalyzed alkyne-azide cycloaddition (CuAAC) reaction, which is a powerful tool in the fabrication of new 

materials. To obtain the complete substitution of the six positions of the core of P3N3, two linkers 

consisting of an aromatic ring and an aliphatic chain with different sizes were studied. It was obtained 

that with both linkers it was possible to fully functionalize the periphery and thus the two dendritic 

compounds P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 (DC G) and 4 (DC H)) were obtained. Dendritic 

compounds G and H presented considerably high-water solubility (>1 g/mL). 

On the other hand, conformational analysis in water of dendritic compounds G and H was 

performed to determine if the βCD cavity was available to form inclusion complexes with guest 

molecules. The modified glucopyranose molecule of the βCD units was found to exhibit a 360° tumbling 

phenomenon, resulting in the inclusion of the linker in the βCD cavity. This phenomenon would limit the 

possibility that dendritic compounds can complex other molecules. Using a guest molecule with high 

affinity to the βCD cavity, 1-adamantancarboxylic acid (AdCOOH), it was possible to reverse this 

tumbling phenomenon. The versatility of AdCOOH was used to construct a prodrug with doxorubicin 

(Dox), a drug used in chemotherapy. AdCOOH and Dox were linked through a hydrazone bond (Ad-h-

Dox) which hydrolyzes in the presence of acidic pH values. 

Once the Ad-h-Dox prodrug was constructed, the CI dendritic compound G/Ad-h-Dox was 

formed, which was characterized in solid, by differential scanning calorimetry (DSC) and 

thermogravimetric analysis (TGA); and in solution, by 2D NMR and dynamic light scattering (DLS). The 

study of the release of the therapeutic load of CI G/Ad-h-Dox was carried out at different pH values (7.4, 

6.5, 4.5 and 3.5) and it was determined that the release of the drug (Dox) occurs only at acid pH values 

(4.5 and 3.5). 
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All obtained compounds and ICs were tested in carcinogenic cell lines HeLa (human cervical 

adenocarcinoma), K-562 (human chronic myeloid leukemia), SKLU-1 (human lung adenocarcinoma), 

MDA-MB-231 (human breast adenocarcinoma, triple negative), MCF-7 (human breast adenocarcinoma, 

estrogen receptor positive), and SW-620 (colon cancer). In conclusion, the rational design of these 

dendritic compounds P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 (DC G) and 4 (DC H)) allowed the controlled 

release of the drug Dox and they presented a biological activity similar to the free drug, therefore, these 

Dox controlled release systems have potential application in the treatment of cancer. 

 

 

 

 



 

5 
 

INTRODUCCIÓN  

1. INTRODUCCIÓN  

1.1. Nanomedicina en el tratamiento del cáncer  

Se puede definir a la nanomedicina como la nanotecnología aplicada a la salud y la medicina. 

La nanomedicina es un campo pionero de la nanotecnología, que, junto con la integración de otras 

disciplinas, como la biología, la ciencia de los materiales, la química, la ingeniería biomédica, la 

farmacología y la química medicinal han permitido avances considerables en su desarrollo. La 

nanomedicina se ocupa del desarrollo de poderosas técnicas para prevenir, diagnosticar y tratar 

enfermedades y administrar ciertos compuestos con actividad biológica para su tratamiento1–3.  

En comparación con las terapias convencionales para el tratamiento del cáncer, la 

nanomedicina se ha convertido en un método innovador, debido a su alto potencial y eficacia con una 

toxicidad mínima, en el tratamiento de diferentes tipos de cáncer1.  

Un desafío clave que debe superarse antes de que se pueda maximizar la eficacia del 

tratamiento de varias enfermedades, entre ellas el cáncer, es el transporte de los fármacos al sitio 

objetivo. Además, la falta de selectividad, los efectos secundarios indeseables, la eficacia limitada y la 

mala biodistribución son solo algunos de los problemas que se encuentran al usar las terapias 

convencionales. Por lo tanto, las investigaciones se están enfocando en desarrollar sistemas que estén 

altamente regulados y puedan cumplir múltiples funciones. Cuando un fármaco se dirige con éxito a un 

sitio deseado y se acumulan principalmente allí, se denomina “entrega dirigida”. Se utilizan dos tipos 

de entrega dirigida para la administración de fármacos basados en nanotecnología: la orientación 

pasiva y activa (Figura 1).  
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Figura 1. Representación de los mecanismos de orientación pasiva y activa en los tumores. Imagen 

tomada de Peer4. 

En el primer método, la orientación pasiva, se utilizan las propiedades del sitio del tumor para 

concentrar los nanoacarreadores en el mismo. Los principales factores utilizados para esto son el efecto 

de permeabilidad y retención aumentada (EPR, por sus siglas en inglés) y el microambiente tumoral. 

En el efecto EPR se utilizan los espacios intersticiales que se generan entre las células endoteliales 

adyacentes por la presencia de vasos sanguíneos angiogénicos imperfectos en el tejido tumoral. 

Además, también hay un sistema de drenaje linfático ineficiente; por lo tanto, los nanoacarreadores 

eventualmente ingresaran a los tejidos tumorales y se quedaran retenidos, lo que resulta en una 

permeabilidad y retención aumentada, favoreciendo la orientación pasiva en los tumores. La 

acumulación de los nanoacarreadores en los tumores está determinada por una serie de factores, 

incluidas sus propiedades de superficie, su tamaño, la vida media en circulación sistémica que 

presenten y el grado de angiogénesis en el tumor3. El microambiente tumoral alterado también puede 

ser utilizado por muchos nanoacarreadores para administrar fármacos en el tumor, se utilizan 



 

7 
 

INTRODUCCIÓN  

propiedades del microambiente como pH ácido, un mayor potencial redox y una secreción diferente de 

enzimas1.  

En la orientación activa, también se utilizan las propiedades de las células tumorales, como los 

receptores de superficie celular sobreexpresados por las células cancerosas. Sin embargo, la 

focalización se logra mediante la decoración de las superficies de los nanoportadores con ligandos que 

se unen a los receptores sobreexpresados en las células tumorales. Esta estrategia mejorará la afinidad 

de los nanoportadores por la superficie de las células cancerosas y, por lo tanto, aumentará la 

penetración del fármaco1. Se han reconocido un gran número de receptores y sus ligandos, loa cuales 

se han sintetizado e investigado su comportamiento in vitro e in vivo. Estas uniones ligando – receptor 

se han convertido en potenciales modelos para promover la tecnología de la orientación activa5.  

Actualmente, existe un gran interés en la aplicación de la nanomedicina como medio para 

desarrollar nuevos sistemas y herramientas de administración de fármacos3. Se han diseñado una 

amplia variedad de sistemas de liberación de fármacos (DDS, por sus siglas en ingles) que han 

mostrado ser candidatos potenciales para el diagnóstico y la terapia eficaz contra el cáncer. Los DDS 

presentan varias ventajas sobre las terapias convencionales como mejorar la acumulación de fármacos 

en los tejidos tumorales mediante la orientación pasiva y/o activa; mejoran la farmacocinética de los 

sistemas prolongando el tiempo en circulación; protegen los fármacos de la degradación; potencian 

otras estrategias terapéuticas como las radioterapias, la terapia fotodinámica, la terapia fototérmica, 

etc.; y disminuyen la toxicidad causada por los fármacos terapéuticos2.  

1.2. Sistemas de administración de fármacos  

En los últimos años, el desarrollo de nuevos sistemas de administración de fármacos representa 

una revolución en la medicina, ya que se han diseñado para abordar las deficiencias de la 

administración convencional de medicamentos y para mejorar el cumplimiento del paciente6. Se define 

a los DDS como un dispositivo o una formulación que permite la introducción de un fármaco en el 

cuerpo. Mejoran su seguridad y eficacia al controlar la velocidad, el tiempo y el lugar de liberación de 

los fármacos en el cuerpo7. También, mejoran la absorción del fármaco y lo protegen de la degradación.  

Cuando el fármaco es transportado por un DDS, el perfil de distribución y de eliminación de ésta 

se rige principalmente por las características del vehículo más que por las propiedades fisicoquímicas 

del fármaco. Por esta razón los DDS se han explotado para mejorar la eficacia del fármaco y el índice 



 

8 
 

INTRODUCCIÓN  

terapéutico, al mismo tiempo que se minimiza la toxicidad del fármaco y los efectos secundarios fuera 

del objetivo8.  

El perfil espacio – temporal de las características intracelulares es bastante específico en el 

tumor y puede adoptarse para reconocer selectivamente células cancerosas al detectar condiciones 

anormales. En los últimos años, se han diseñado DDS que funcionen bajo demanda de los niveles 

intracelulares o subcelulares, que puedan detectar y sentir señales biológicas intracelulares 

particulares, y responder lógicamente a las condiciones específicas para liberar los fármacos en el 

momento correcto. Se han utilizado parámetros biológicos como el pH intracelular, el glutatión, las 

especies reactivas de oxígeno, la hipoxia, las enzimas, el adenosín trifosfato, etc9.  

El pH se ha aplicado durante mucho tiempo como un desencadenante interno ideal en el diseño 

de terapias que responden a estímulos con el objetivo de la liberación discriminatoria de medicamentos 

contra el cáncer en los tejidos tumorales o dentro de las células tumorales. Se cree que el gradiente de 

pH aparente en los tumores se atribuye al aumento de la glucolisis, seguida de la producción de 

protones y de lactato. En general, el valor normal de pH de los tejidos y la sangre es entre 7.35 – 7.45, 

mientras que el pH extracelular tumoral oscila entre 7.2 – 6.5. El pH después de la endocitosis cambia 

de una forma más radical, donde el valor del pH puede caer a 6.0 – 5.5 en los endosomas tempranos, 

a 5.5 – 4.5 en los endosomas tardíos e incluso a 4.5 – 3.5 en los lisosomas. La acidez en varios 

orgánulos subcelulares ha sido el estímulo más utilizado para desencadenar la liberación de fármacos 

en los DDS9–12.  

Dentro de los DDS que se han desarrollado para la nanoterapia antitumoral están los liposomas, 

las micelas, los dendrímeros, las nanocápsulas, los polimerosomas, los niosomas, los nanotubos de 

carbono, y las nanopartículas poliméricas, lipídicas e inorgánicas13–15 (Figura 2). Debido a su estructura 

macromolecular única y bien definida, los dendrímeros son andamios atractivos para una variedad de 

aplicaciones en el campo de la investigación biomédica, se están empleando ampliamente para para 

la administración de fármacos en aplicaciones oncológicas y con propósito de diagnóstico. Los 

dendrímeros pueden contener fármacos, ligandos dirigidos o agentes de imagen, aunque también 

pueden ser útiles para otros fines, como las transfección de genes para administrar combinaciones de 

fármacos en sitios específicos del tumor con mayor eficacia y menos daño a los órganos que no son el 

objetivo16.  
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Figura 2. Sistemas de liberación de fármacos más utilizados en nanomedicina.  

1.3. Dendrímeros 

Dendrímero es un término derivado de la palabra griega: “dendri” que significa ‘como un árbol’ 

y “meros” que significa ‘una parte de’. Los dendrímeros son moléculas que no se encuentran de forma 

natural, sino que se construyen sintéticamente en los laboratorios. Estos tienen ramificaciones similares 

a una estructura en forma de árbol y son nanomoléculas con forma esférica y simetría radial. Un 

dendrímero está compuesto por tres partes: (a) un núcleo, (b) múltiples capas de ramificaciones 

compuestas por unidades repetitivas; y (c) una superficie que contiene los grupos funcionales de la 

última generación (Figura 3). La generación ‘G’ del dendrímero depende de las capas de ramificación, 

y es el número de generaciones lo que ayuda a determinar el tamaño total de un dendrímero17. Al 

menos tres rasgos característicos de los dendrímeros contrastan fuertemente con los de los polímeros 

lineales: (i) un dendrímero se puede aislar como un único compuesto monodisperso; (ii) a medida que 

aumenta su peso molecular, las propiedades de los dendrímeros (solubilidad, reactividad química, etc.) 

están denominadas por la naturaleza de los grupos terminales y (iii) el crecimiento de los dendrímeros 

está matemáticamente limitado, debido al impedimento estérico que presentan las generaciones más 

altas16.  
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Figura 3. Estructura general de un dendrímero.  

Los dendrímeros se sintetizan mediante diversos tipos de metodologías, como la síntesis 

divergente, la síntesis convergente, el crecimiento exponencial mixto, el método de hipernúcleos y el 

de monómeros ramificados, química “click”, etc. De todas ellas, la síntesis divergente y la síntesis 

convergente son las más utilizadas (Figura 4). El método divergente implica hacer crecer el dendrímero 

hacia afuera desde el núcleo, a través de pasos repetidos de acoplamientos y activación. Este método 

de síntesis es más favorable para la fabricación a gran escala, ya que requiere menos trabajo de 

purificación17–19. En contraste, en la síntesis convergente, el crecimiento comienza en la periferia del 

dendrímero y avanza hacia el núcleo, se hacen reaccionar varios dendrones con un núcleo 

multifuncional para obtener el producto. Este método permite la construcción de dendrímeros 

asimétricos, pero requiere numerosos pasos de purificación, por lo que es menos utilizado para 

comercialización de dendrímeros16,20. 
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Figura 4. Principales métodos de síntesis de dendrímeros, (A) Síntesis divergente y (B) Síntesis 

convergente. Imagen tomada y modificada de Nikzamir et al21.  

1.3.1. Propiedades de los dendrímeros  

Los dendrímeros presentan propiedades que los hacen particularmente útiles para una gran 

variedad de aplicaciones, como bajo índice de polidispersión, tamaño y forma a nanoescala, 

polivalencia, biocompatibilidad y solubilidad.  

1.3.1.1. Monodispersidad  

Los dendrímeros son la clase de macromoléculas que se pueden construir con estructuras 

moleculares bien definidas y por lo tanto, se pueden obtener monodispersos a diferencia de los 

polímeros lineales, cuya síntesis produce una gama de especies moleculares que difieren en peso 

molecular. La monodispersidad de tamaño en los dendrímeros es el resultado de una síntesis iterativa 

bien diseñada, que permite que las reacciones se completen y que los productos dendríticos se 

purifiquen en pasos intermedios durante su crecimiento. La monodispersidad de los dendrímeros se ha 
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verificado ampliamente mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), cromatografía de 

exclusión por tamaño (SEC), espectrometría de masas (MS), electroforesis en gel y microscopia 

electrónica de barrido (TEM)22.     

1.3.1.2. Tamaño y forma a nanoescala  

Se ha reportado que los dendrímeros de generaciones inferiores (G0 – G3) presentan formas 

elipsoidales, mientras que los dendrímeros de generación superior (G4 – G10) tienen formas casi 

esféricas. Se ha reportado que entre mayor sea la generación del dendrímero se vuelven más 

globulares para extender su estructura molecular y así, disminuir la repulsión entre las ramas, 

característica que los vuelve imitadores sintéticos de las proteínas22.  

1.3.1.3. Polivalencia  

A diferencia de los polímeros lineales que contienen solo dos grupos terminales, los 

dendrímeros cuentan con múltiples grupos terminales que aumentan exponencialmente conforme 

aumentan la generación y, por lo tanto, estos grupos terminales se convierten en la interfaz principal 

entre en dendrímero y su entorno. Dependiendo de que grupos funcionales estén unidos en la periferia 

de un dendrímero, es como pueden comportarse para participar en múltiples interacciones con 

receptores en estructuras biológicas como membranas celulares22.   

1.3.1.4. Biocompatibilidad de los dendrímeros  

Para poder utilizar a los dendrímeros como agentes biológicos, tienen que cumplir ciertas 

demandas biológicas. Los dendrímeros deben ser: no tóxicos, no inmunogénicos (a menos que se trate 

de una vacuna), capaz de atravesar las barreras biológicas, capaces de permanecer en circulación 

durante el tiempo necesario para tener un efecto clínico y de interactuar con estructuras específicas22. 

La citotoxicidad de los dendrímeros se ha estudiado ampliamente; se ha informado que, 

independientemente de la estructura, los dendrímeros catiónicos tenían generalmente un efecto más 

hemolítico y citotóxico incluso en concentraciones relativamente bajas en comparación con los 

dendrímeros aniónicos y neutros. También se ha informado que la hemólisis aumenta con el aumento 

de la generación22.  
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1.3.1.5. Solubilidad  

En comparación con los análogos lineales, los dendrímeros demuestran una solubilidad 

significativamente mayor. Las interacciones iónicas, los puentes de hidrógeno y las interacciones 

hidrofóbicas son los mecanismos por los cuales los dendrímeros aumentan su solubilidad. Por lo tanto, 

los dendrímeros son capaces de mejorar la solubilidad, la biodistribución y la eficacia de agentes 

terapéuticos. La presencia de varios grupos terminales es responsable de la alta solubilidad y 

reactividad de los dendrímeros. Los dendrímeros con una superficie con grupos hidrofílicos son 

solubles en disolventes polares, mientras que los dendrímeros con grupos hidrofóbicos son solubles en 

disolventes no polares. Además de los grupos funcionales; la naturaleza de las unidades repetitivas, el 

número de generación y el núcleo, también influyen en la solubilidad del dendrímero23.  

1.3.2. Dendrímeros en la administración de fármacos  

Como ya se mencionó, los dendrímeros han demostrado ser un sistema ideal de administración 

de fármacos debido a su particular estructura y propiedades únicas. La estructura de los dendrímeros 

determina el número y tipo de molécula de fármaco que puede formar complejos con los dendrímeros 

o incorporarse a ellos. El número de generación de los dendrímeros afecta el potencial de carga de 

fármaco: generaciones altas de dendrímeros proporcionan más espacio para la molécula huésped y 

posee una mayor cantidad de grupos funcionales para la interacción con las moléculas21.  

Existen diversos tipos de interacción que se puede llevar a cabo entre los dendrímeros y los 

fármacos: encapsulación física, interacciones electrostáticas y unión covalente (Figura 5). En el primer 

mecanismo de interacción, los dendrímeros encapsulan a la moléculas de fármaco dentro de sus 

ramas, debido a la naturaleza abierta de la estructura dendrítica. Los fármacos poco solubles pueden 

interactuar con las cavidades internas a través de interacciones hidrofóbicas porque estás cavidades 

son de la misma naturaleza. Para maximizar el potencial de carga de fármaco dentro del dendrímero, 

las características de las cavidades internas deben considerarse cuidadosamente en el diseño de la 

estructura dendrimérica.  

En el mecanismo de interacciones electrostáticas, las moléculas de fármaco que poseen cargas 

opuestas a las cargas que poseen los grupos funcionales de la periferia del dendrímero, son atraídas 

y por lo tanto, se forma una interacción electrostática, la cual puede aumentar la solubilidad de los 

fármacos hidrofóbicos. Finalmente, en el último mecanismo de interacción dendrímero – fármaco, las 

moléculas de fármaco son conjugadas de forma covalente a los dendrímeros. Cuando los fármacos se 
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unen covalentemente a los dendrímeros, su liberación se produce por ruptura enzimática o química de 

enlaces fácilmente escindibles. Este tipo de unión mejora la estabilidad de los fármacos y proporciona 

una mejor liberación controlada21.  

 

Figura 5. Tipos de interacción dendrímero – fármaco: a encapsulación física, b interacción 

electrostática con la periferia, y c unión covalente con los grupos terminales. Imagen tomada y 

modificada de Nikzamir et al21.  

1.3.3. Dendrímeros de fósforo  

Hasta la fecha, se han sintetizado más de 200 tipos de dendrímeros, los cuales han sido 

agrupados en diferentes familias según sus estructuras; la mayoría se basan en ramificaciones 

orgánicas compuestas de carbono e hidrógeno (dendrímeros de polifenilo), y también oxígeno 

(dendrímeros de polibenciléter), o nitrógeno (como los dendrímeros de poli(propilenimina (PPI)), o tanto 

oxígeno como nitrógeno (como son los dendrímeros de poli(amidoamina) (PAMAM)). Sin embargo, 

otros tipos de dendrímeros que tienen elementos “inorgánicos” como parte de su estructura, ya sea en 

el núcleo o como puntos de ramificación, como son los dendrímeros de poli(carbosilano) (CBS) y los 

dendrímeros que contienen fósforo (dendrímeros de fosfohidrazona) también han sido sintetizados 

(Figura 6).  
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Figura 6. Estructura química de los dendrímeros de carbosilano y de los dendrímeros de 

fosfohidrazona. Imagen tomada y modificada de Caminade23.  

Los dendrímeros de fósforo se han vuelto especialmente atractivos por sus propiedades, pero 

también por su fácil caracterización gracias a RMN 31P, la cual se puede utilizar incluso para estructuras 

muy complejas. En 1994, Majoral y su grupo describieron el primer método de síntesis de dendrímeros 

de fósforo hasta generaciones grandes (G12), el cual hasta la fecha es el más utilizado. Los primeros 

reportes sobre dendrímeros de fósforo se realizaron con un núcleo trifuncional a base de P(S)Cl3, pero 

posteriormente, la mayoría de los experimentos se realizaron con el núcleo hexafuncional a base de 

ciclotrifosfaceno (P3N3Cl6)24–26.  

El hexaclorociclotrifosfaceno es una herramienta muy valiosa para sintetizar dendrímeros. 

Cuando se utiliza como núcleo proporciona directamente seis grupos funcionales, lo que significa seis 
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ramas que emanan del núcleo, mientras que la mayoría de los dendrímeros tienen entre 2 y 4 ramas 

unidas al núcleo27.  

Los dendrímeros que contienen fósforo se han utilizado para una variedad de aplicaciones, 

incluyendo catálisis, fabricación de nanomateriales y en la nanomedicina, ya sea como acarreadores 

de fármacos o como fármacos per se23,28.  

1.3.4. Ingeniería de superficie de los dendrímeros  

La funcionalización de la superficie de los dendrímeros parece ser el enfoque más efectivo para 

hacer del dendrímero un vehículo adecuado en el tratamiento del cáncer. La funcionalización de la 

superficie ofrece rutas convenientes para obtener nuevos dendrímeros con una periferia distinta a las 

primeras generaciones. El perfil de biocompatibilidad y seguridad de los dendrímeros se puede mejorar 

significativamente mediante la modificación de la superficie. Además, la funcionalización otorga algunas 

otras propiedades benéficas para su uso como DDS, incluida la mejora de la eficiencia de 

encapsulación del fármacos, la biodistribución mejorada y las propiedades farmacocinéticas, el 

aumento de la solubilidad, la orientación a un sitio específico, una mejor eficiencia de transfección y 

liberación controlada del fármaco, mejora en el perfil de estabilidad y potencial terapéutico mejorado. 

Los ligandos que se pueden conjugar a la periferia de los dendrímeros son: lípidos, aminoácidos, 

proteínas y péptidos, polímeros, carbohidratos y ciclodextrinas, entre otros (Figura 7)29–32.  
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Figura 7. Ingeniería de superficie de los dendrímeros.  

Los dendrímeros que incorporan carbohidratos en su estructura se denominan 

“glicodendrímeros”. Estos dendrímeros se clasifican como dendrímeros centrados en carbohidratos, 

basados en carbohidratos y recubiertos de carbohidratos. El recubrimiento de dendrímeros con 

carbohidratos puede proporcionar varios beneficios sobre los que no están recubiertos, incluida la 

reducción de la toxicidad hemolítica, la citotoxicidad, la inmunogenicidad, la administración de fármacos 

en sitios específicos, la terapia génica y también el diagnóstico y tratamiento de cáncer. 

Específicamente, el acoplamiento de ciclodextrinas (CDs) a los dendrímeros resulta en la suma de las 

propiedades de ambos, provocando una mejora sinérgica en la administración de fármacos porque se 

aumenta la carga de fármaco33–35.   

1.4. Ciclodextrinas  

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacáridos cíclicos formados por unidades de glucopiranosa 

unidas a través de enlaces α-1,4. Las CDs se obtienen a partir de la degradación del almidón catalizada 
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por la enzima glucosiltransferasa. Las CDs originales, α-ciclodextrina (αCD), β-ciclodextrina (βCD) y γ-

ciclodextrina (γCD), poseen seis, siete y ocho unidades de glucopiranosa, respectivamente (Figura 8). 

Sus estructuras moleculares se parecen a un anillo molecular en forma de cono truncado en el que la 

superficie es hidrofílica y cuentan con una cavidad interna de naturaleza hidrofóbica. Los grupos 

funcionales hidroxilo están orientados hacia la superficie exterior, mientras que la cavidad interior está 

revestida con los carbonos y los oxígenos anoméricos del esqueleto de glucosa, lo que representa su 

carácter hidrofóbico. Los grupos hidroxilo primarios se ubican en la cara angosta del cono truncado, 

mientras que los grupos hidroxilo secundarios se ubican en la cara ancha de la estructura de las CDs36–

38.  

 

Figura 8. Representaciones esquemáticas de (a) estructura química general de las CDs, (b) la 

estructura tridimensional de las CDs, y (c) estructura química y dimensiones de la αCD, βCD y γCD. 

Imagen tomada y modificada de Crini et al36.     
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Las CDs se han utilizado ampliamente debido a sus propiedades deseables, tales como una 

mayor capacidad de solubilización, mejores perfiles de absorción y menor toxicidad. La βCD es la más 

estudiada y utilizada con mayor frecuencia, en función de su fácil producción, bajo costo, disponibilidad 

y capacidad para formar complejos de inclusión con una amplia gama de sustancias y su capacidad de 

ser modificados químicamente. El orden de la solubilidad acuosa de las CDs nativas es: γCD > αCD > 

βCD; se ha reportado que en la βCD existe la formación de un puente de hidrógeno intramolecular 

entre los hidroxilos secundarios de los carbonos 2 y 3, ocasionando que se forme una especie de 

cinturón y que conduce a una rigidez molecular, lo que reduce la capacidad de la βCD para formar 

enlaces de hidrógenos con las moléculas de agua circundantes. Por esta razón la βCD tiene la 

solubilidad en agua más baja de las CDs nativas. Se ha reportado la síntesis de βCD modificadas 

químicamente, que incluyen a la Metil-βCD (Me-βCD), a la sulfobutiléter-βCD (SBE-βCD), a la 

hidroxipopil-βCD (HP-βCD), etc.; para aumentar la solubilidad acuosa mediante la interrupción de los 

puentes de hidrógeno intermoleculares entre los grupos hidroxilo secundarios de la βCD nativa36–38.  

1.4.1. Complejos de inclusión (CI) con CDs  

Como ya se mencionó, la cavidad interna de las CDs es lipofílica en soluciones acuosas y puede 

atrapar reversiblemente moléculas (o parte de moléculas) apolares, dando lugar a un complejo de 

inclusión (CI). El complejo de inclusión resulta de la reacción de equilibrio entre las moléculas huésped 

libres y las CDs anfitrionas (Figura 9). El equilibrio se rige por una constante K: constante de afinidad 

(M-1). Las fuerzas impulsoras responsables de la formación del CI incluyen interacciones 

electrostáticas, contribuciones de van der Waals, puentes de hidrógeno, liberación de tensión 

conformacional e interacciones de transferencia de carga. La formación del CI le confiere nuevas 

propiedades a las moléculas incluidas: aumento de la solubilidad aparente en agua, biodisponibilidad, 

estabilidad, etc39,40.    
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Figura 9. Formación del CI con β-ciclodextrina y una molécula huésped.  

En la última década, se observó que las CDs y los CI han sido objeto de estudio para el 

desarrollo de nuevas plataformas con aplicaciones en el campo de la nanomedicina, por ejemplo, en la 

terapia del cáncer. Los sistemas basados en CDs pueden mejorar la biodisponibilidad, reducir la 

inmunogenicidad, modificar el metabolismo de los fármacos, mejorar la estabilidad, reducir la toxicidad 

y aumentar la vida media biológica de los fármacos después de la administración sistémica39–41.  

1.4.2. Adamantano (Ad)   

El adamantano (Ad) está formado por cuatro ciclohexanos fusionados entre sí en 

conformaciones silla que logran una estructura estable libre de tensión y altamente simétrica. El grupo 

adamantilo es un grupo esférico con un diámetro de 7 Å que coincide perfectamente con el diámetro 

de la cavidad de la βCD. Los derivados de adamantano forman, por lo tanto, CI 1:1 con la βCD con 

valores altos de la constante de equilibrios de asociación. Debido a alta estabilidad, los CI βCD/Ad han 

encontrado varias aplicaciones importantes en el área de la biomedicina, específicamente para el 

desarrollo de DDS42,43.  

1.5. Química “click”   

La química “click” ha sido definida como un concepto para efectuar un enlace entre dos 

moléculas, evitando el uso de intermediarios altamente reactivos. La química “click” describe una familia 

de reacciones modulares, eficientes, versátiles y fiables que han adquirido un papel fundamental como 

una de las herramientas sintéticas más útiles para la funcionalización de plataformas con una gama 

potencialmente amplia de aplicaciones. La reacción de tiol – eno, varias reacciones de cicloadición, así 

β-CD Molécula 

huésped 
CI β-CD/Molécula huésped 
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como la reacción de adición de Michael y la cicloadición azida – alquino catalizada por cobre (I) 

(CuAAC, por sus siglas en inglés) son algunos ejemplos significativos de este concepto; siendo la 

reacción de CuAAC el ejemplo “de oro” debido a que fue la primer reacción que se catalogó en este 

campo y además, por sus aplicaciones en diversas áreas44–46.  

La reacción de CuAAC es una modificación de la cicloadición clásica de Huisgen, que es la 

reacción entre un grupo azido con un grupo alquino terminal o intermedio en condiciones algo duras 

para dar un 1,2,3-triazol como una mezcla de 1,4- y 1,5-regioisómeros. En cambio, la reacción de 

CuAAC es regioespecífica, dando lugar exclusivamente a 1,2,3-triazoles 1,4-disustituidos. La cinética 

de reacción rápida para este tipo de reacciones significa que la química de conjugación se puede llevar 

a cabo en un período breve, lo cual es especialmente deseable si la conjugación involucra biomoléculas 

química o conformacionalmente inestables. Como resultado, este tipo de reacciones se ha utilizado 

ampliamente en una variedad de aplicaciones que incluyen modificaciones de biomoléculas frágiles47–

50. 

  Las CDs modificadas por la reacción de química “click” son componentes básicos de 

estructuras más complejas utilizadas para DDS, para la modificación de superficies macromoleculares, 

para la preparación de dímeros y trímeros de CDs, y para la generación de diversos glucoconjugados, 

tales como glucodendrímeros51.   
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Actualmente, la quimioterapia sigue siendo el pilar del tratamiento del cáncer, pero los efectos 

secundarios de los quimioterapéuticos limitan gravemente su uso clínico. La Dox es uno de los 

medicamentos más utilizados contra el cáncer en la práctica clínica debido a su eficacia. Recientemente 

se demostró que la Dox puede causar varios efectos secundarios, como daño cardiaco, tumores 

asociados al tratamiento e infertilidad, entre otros52. Todos estos efectos secundarios de la Dox se 

atribuyen en gran parte a una ineficiente distribución en el tumor y por consiguiente a la propagación 

en otros órganos lejos del objetivo. La nanomedicina se ha desarrollado con el objetivo de mejorar la 

entrega de agentes quimioterapéuticos y ayudar a superar los efectos secundarios asociados a estos 

medicamentos. Se han diseñado una variedad de nanoplataformas para la entrega localizada de 

fármacos para el tratamiento del cáncer, siendo la familia de los dendrímeros de los más estudiados 

por sus propiedades únicas y excepcionales; como su solubilidad en agua, tamaño uniforme y forma 

nanométrica, etc. Otro componente que se ha utilizado para la construcción de estás nanoplataformas 

son las ciclodextrinas, principalmente la β-ciclodextrina (βCD) ha sido elegida por el tamaño de su 

cavidad, la cual le permite formar complejos de inclusión (CI) con una variedad de moléculas huésped.  

Es por esto por lo que, en este proyecto se propone el diseño de dos compuestos dendríticos, 

los cuales serán ensamblados con un profármaco construido a partir de adamantano (Ad) y el fármaco 

quimioterapéutico doxorrubicina (Dox). Se espera que estos sistemas respondan al estímulo de pH 

para modular la liberación de la Dox solo en el sitio del tumor, y así disminuir los efectos secundarios 

asociados al tratamiento.  
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3. HIPÓTESIS 

 

Los compuestos dendríticos homólogos, P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 y 4), serán 

construidos con núcleo de ciclotrifosfazeno (P3N3), el cual se funcionalizará completamente en las seis 

posiciones de la periferia con moléculas de βCD, sin importar el largo de la cadena alifática del 

enlazador, mediante la estrategia de química “click”. Una vez que se conjugaron las moléculas de βCD, 

su cavidad quedará disponible para formar complejos de inclusión (CI) con el profármaco de Ad-h-Dox, 

para obtener las plataformas G/Ad–h–Dox y H/Ad–h–Dox. Finalmente, estas plataformas liberarán la 

Dox de manera controlada en células carcinogénicas.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general  

Diseñar y desarrollar racionalmente compuestos dendríticos homólogos con núcleo de P3N3 y moléculas 

de βCD en la periferia para la liberación controlada de Dox en células cancerígenas. 

 

4.2. Objetivos particulares  

 

✓ Síntesis y caracterización de los intermediarios de 4-(alquiniloxi)fenol, monosustituidos por un grupo 

alquino   

✓ Síntesis y caracterización de los intermediarios homólogos de P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alquino]6 (n 

= 3 y 4) 

✓ Síntesis y caracterización de la m-OTs-βCD 

✓ Síntesis y caracterización de la m-N3-βCD  

✓ Preparación, mediante la reacción de química “click”, purificación y caracterización de los 

compuestos dendríticos P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 (compuesto dendrítico I) y 4 

(compuesto dendrítico II))  

✓ Determinación cuantitativa de la solubilidad en agua de los compuestos dendríticos I y II  

✓ Determinación del número de cavidades disponibles de βCD en los compuestos dendríticos I y II, 

utilizando una molécula modelo (Ad-COOH), por el método de Job por RMN 1H 

✓ Síntesis y caracterización de los intermediarios de Ad-COOH para el profármaco Ad-h-Dox  

✓ Síntesis y caracterización del profármaco de Ad-h-Dox 

✓ Seleccionar un compuesto dendrítico y preparar los CI con el profármaco Ad-h-Dox  

✓ Caracterización del CI I / Ad-h-Dox mediante 2D RMN y en estado sólido (DSC y TGA)  

✓ Evaluación de la liberación de Dox del CI I / Ad-h-Dox a diferentes valores de pH = 7.4, 4.5 y 3.5.  

✓ Determinación de la actividad citotóxica mediante el ensayo MTT en líneas celulares HeLa 

(adenocarcinoma cervical humano), K-562 (leucemia mieloide crónica humana), SKLU-1 

(adenocarcinoma de pulmón humano), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama humano, triple 

negativo), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano, positivo a receptores de estrógeno) y SW-

620 (cáncer de colon) del profármaco Ad-h-Dox, de los compuestos dendríticos I y II sin carga y del 

CI I / Ad-h-Dox  
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5. METODOLOGÍA 

 

 

5.1. REACTIVOS Y EQUIPO 

Las materias primas utilizadas en la obtención de todos los intermediarios y de los compuestos 

finales se adquirieron comercialmente en grado reactivo. Las reacciones se monitorearon con la técnica 

analítica de cromatografía en capa fina (TLC), se utilizaron placas de gel de sílice 60 F254 previamente 

recubiertas (Sigma – Aldrich), y la detección de realizó bajó luz UV. Las purificaciones de los 

intermediarios y compuestos finales se realizaron por cromatografía en columna y se utilizó gel de sílice 

con un tamaño entre 60 – 200 µm (Sigma – Aldrich). La cromatografía de exclusión molecular (SEC) 

se realizó empleando medio acuoso como eluyente en una resina de: Bio-Gel P-10 medium del 

laboratorio BIO-RAD®. 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de protón (1H), carbono (13C – DEPTQ) 

y bidimensionales (2D); espectroscopia de efecto nuclear Overhauser (NOESY), coherencia 

heteronuclear cuántica múltiple (HMQC) y espectroscopia rotacional Overhauser (ROESY), de los 

intermediarios y los productos finales se obtuvieron en solución de dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-

d6), cloroformo deuterado (CDCl3) y óxido de deuterio (D2O) y fueron procesados en un equipo Bruker 

Avance 400 UltrashieldTM, en el Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear del Instituto de 

Investigaciones en Materiales, UNAM. Los desplazamientos químicos están reportados en ppm (δ) y 

las constantes de acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de las señales se expresa 

como: s = señal simple; sa = señal amplia; c = señal cuádruple; d = señal doble; dd = señal doble de 

doble; t = señal triple; m = señal múltiple.  

Asimismo, los espectros de masas de alta resolución por la técnica análisis directo en tiempo 

real (DART) (EM-DART-AR) se realizaron en un espectrómetro de masas Jeol The AccuTOF JMS-

T100LC. Los espectros de Ionización por desorción con láser asistida por una matriz – tiempo de vuelo 

(MALDI-TOF) se adquirieron en un equipo Agilent Technologies 6530 Accurate – Mass Q-TOF LC / 

MS. Se utilizó como matriz el ácido 2,5-dehidroxibenzoico (DHB) y fueron procesados en el Laboratorio 

de Espectrometría de masas y en el de Cromatografía de gases y líquidos del Instituto de Química, 

UNAM.  
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Los espectros de Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) y de Análisis Termogravimétrico 

(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 – 400 °C y de 20 °C a 600 °C, para DSC y TGA, respectivamente, bajo atmosfera 

inerte.  

5.2. SÍNTESIS Y DESCRIPCIÓN   

La síntesis de todos los intermediarios y de los compuestos dendríticos I y II se llevó a cabo de 

acuerdo con el Esquema 1.  

 

 

Esquema 1. Síntesis de los compuestos dendríticos P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n=3 o 4) (G y H). 

Condiciones: i) K2CO3, X-alquino, DMF anhidra, 72 °C, 36 h. ii) A o B, Cs2CO3, P3N3Cl6, THF anhidro, 

7 días, RT. iii) Ts2O/NaOH, H2O, 2 h, RT. iv) NaN3, DMF anhidra, 80 °C, 48 h. v) mN3-βCD, 

CuSO4•5H2O, H2Asc, DMSO:H2O (9.5:0.5), 80°C, 7 días. 

5.2.1. Síntesis de los intermediarios HO-C6H4-O-(CH2)n-alquino (n = 3 y 4), A y B  

La síntesis de los intermediarios A y B se llevó a cabo de acuerdo con el procedimiento 

reportado por Ting y col.53 con algunas modificaciones. Se disolvieron 5.4 g (48.75 mmol) de 

hidroquinona y 8.6 g (60.94 mmol) de K2CO3 en 100 mL de DMF anhidra; la mezcla se dejó a reflujo 

durante 2 horas a una temperatura de 72 °C. Transcurrido este tiempo, se agregaron gota a gota 2.5 g 
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(24.4 mmol) del alquino a la mezcla de reacción y se dejó con agitación constante a 72 °C durante 48 

horas. Posteriormente, se dejó enfriar la mezcla de reacción y se evaporo el disolvente a presión 

reducida. Se obtuvo un aceite color café el cual fue disuelto el CH2Cl2 (150 mL) y la solución se extrajo 

con agua (3 x 50 mL). La fase orgánica se separó y se secó con Na2SO4 anhidro y se evaporó el 

disolvente a presión reducida. El producto crudo, compuesto de hidroquinona sin reaccionar, y los 

productos mono y di – sustituidos, se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice y se utilizó 

una mezcla Hex / AcOEt (80:20). Se obtuvo la fracción del producto monosustituido (A y B) y se 

recristalizó en condiciones de frío / caliente, el producto final se recuperó por filtración y se dejó secar 

al vacío. Se obtuvieron 1.26 g de A como un sólido color beige (7.17 mmol, 29 %). Se obtuvieron 1.5 g 

de B como un sólido color amarillo (7.88 mmol, 66 %).  

HO-C6H4-O-(CH2)3-alquino. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 8.90 (s, 1H, PhOH), 6.76 (d, J = 9 

Hz, 2H, Ha), 6.68 (d, J = 9 Hz, 2H, Hb), 3.93 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hc), 2.80 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C≡C-H), 

2.31 (t, J = 2.4 Hz, 2H, He), 1.86 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hd); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 

152.01, 116.50, 116.20, 84.56, 72.34, 67.15, 28.67, 15.29. DART-MS: 177 m/z (M+H)+; 178 m/z (M + 

2H)+. 

 

HO-C6H4-O-(CH2)4-alquino. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 8.88 (s, 1H, PhOH), 6.75 (d, J = 9 

Hz, 2H, Ha), 6.67 (d, J = 9 Hz, 2H, Hb), 3.88 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hc), 2.78 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C≡C-H), 

2.22 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hf ), 1.75 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hd), 1.58 (t, J = 2.4 Hz, 2H, He); 13C-DEPTQ NMR 

(101 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 152.19, 151.88, 116.24, 116.14, 83.42, 72.19, 68.10, 28.75, 25.49, 18.26. 

DART-MS: 191 m/z (M)+; 192 m/z (M + H)+. 

 

5.2.2. Síntesis de P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alquino]6 (n = 3 y 4) C y D   

La síntesis de los intermediarios C y D se llevó a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito 

por Folgado y col. 54 con algunas modificaciones. Se disolvieron 500 mg (2.84 mmol) de A o B en THF 

anhidro (25 mL) y la solución se dejó agitar por 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se agregó 1.86 

g (5.68 mmol) de Cs2CO3 a la mezcla de reacción y se dejó agitando durante 1 hora en un baño de 

hielo. Después, se agregaron 109.61 mg (0.32 mmol) de P3N3Cl6 a la mezcla de reacción y ésta se dejó 

agitar a temperatura ambiente por 7 días en condiciones anhidras. La reacción fue monitoreada por 31P 

RMN y hasta que se comprobó la completa funcionalización del P3N3 se detuvo la reacción. La mezcla 

obtenida se centrifugó a 10,000 rpm durante 20 minutos para remover sales inorgánicas, se recuperó 

el sobrenadante y se evaporó el disolvente a presión reducida. El producto crudo contenía P3N3-[O-

C6H4-O-(CH2)n-alquino]6 completamente funcionalizado y monoalquino sin reaccionar, el cual fue 
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separado por cromatografía en columna de gel de sílice utilizando CH2Cl2 como disolvente. Se obtuvo 

la fracción correspondiente al P3N3 completamente funcionalizado y se recristalizó en éter isopropílico 

frío. Se obtuvieron 220.3 mg (0.19 mmol, 59 %) de C y 156.6 mg (0.12 mmol, 52 %) de D, como sólidos 

blancos. 

 

P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-alquino]6. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 6.80 (d, J = 9.2 Hz, 12H, Ha), 

6.76 (d, J = 9.2 Hz, 12H, Hb), 4.00 (t, J = 2.5 Hz, 12H, Hc), 2.81 (t, J = 2.41 Hz,6H, C≡C-H), 2.34 (t, J 

= 2.41 Hz, 12H, He), 1.90 (t, J = 2.41 Hz, 12H, Hd); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 

156.34, 144.23, 122.21, 115.83, 84.36, 72.40, 67.11, 28.56, 15.31; 31P-NMR (162 MHz, DMSO-d6, δ 

ppm): s, 9.93. MALDI-TOF-MS: 1187.62m/z [M]+. 

 

P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-alquino]6. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 6.78 (d, J = 9.2 Hz, 12H, Ha), 

6.72 (d, J = 9.2 Hz, 12H, Hb), 3.94 (t, J = 2.5 Hz, 12H, Hc), 2.78 (t, J = 2.41 Hz, 6H, C≡C-H), 2.24 (t, J 

= 2.41 Hz, 12H, Hf), 1.80 (m, 12H, Hd); 1.61 (m, 12H, He); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, DMSO-d6, δ 

ppm): 156.46, 144.19, 122.20, 115.77, 85.01, 72.17, 68.08, 28.64, 25.48,18.28; 31P-NMR (162 MHz, 

DMSO-d6, δ ppm): s, 10.01. MALDI-TOF-MS: 1271.79 m/z [M+H]+.  

5.2.3. Síntesis de 6-O-monotosil-β-ciclodextrina (mOTs-βCD), E 

La síntesis de este compuesto se llevó a cabo de acuerdo al procedimiento reportado por Zhong 

y col. 55 con algunas modificaciones. En un matraz de fondo redondo se disolvieron 1.92 g (10.08 mmol) 

de ácido p-toluensulfónico y 7.5 g (39 mmol) de cloruro de p-toluensulfonilo en 50 mL de CH2Cl2. Esta 

solución se dejó agitar a temperatura ambiente durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla 

de reacción se filtró y las aguas madres se concentraron a presión reducida. El residuo se recristalizó 

en hexano frío, se filtró y se dejó secar al vacío para obtener el anhidrido del p-toluensulfonilo (Ts2O). 

Después, 2.5 g (7.6 mmo) Ts2O y 5.75 g (5.1 mmol) de βCD se disolvieron en 125 mL de H2O, la mezcla 

de reacción se dejó en agitación constante durante 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este 

tiempo, se agregó una solución de NaOH 2.5 M gota a gota a la mezcla de reacción y se agitó por 10 

minutos más. Posteriormente, la mezcla obtenida se filtró, para separar los reactivos que no 

reaccionaron y se realizó el juste de pH de las aguas madres con la adición de NH4Cl a un valor de 8. 

La suspensión obtenida se mantuvo a 4°C durante 12 horas, para después recuperar el sólido por 

filtración. El crudo de reacción de recristalizó en una mezcla acetona / agua (80:20) para obtener el 

compuesto E como un sólido color blanco con un rendimiento del 42 % (2.1 mmol).  
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¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.75 (b, 2H) a, 7.44 (b, 2H) b, 5.83 (d, J= 6.4 Hz, 1H) OH2’, 5.78 

(b, 6H) OH2, 5.71 (b, 7H) OH3, 4.84 (d, J=3.9 Hz, 6H) H1, 4.76 (d, J= 3.9 Hz, 1H) H1’, 4.50 (m, 6H) 

OH6, 4.35 (m, 2H) H6’ab, 4.19 (m, 1H) H5’, 3.65 (m, 12 H) H6ab, 3.60 (b, 7H) H3, 3.51 (m, 7H) H5, 

3.30 (m, 7H) H2, 3.22 (m, 7H) H4, 2.42 (d, 3H) c. ¹³C-NMR (100 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 145.25, 133.09, 

130.29, 128.03, 102.39, 101.74, 81.95, 81.21, 73.43, 73.16, 72.84, 72.48, 70.17, 69.36, 60.28, 21.62. 

MALDI-TOF-MS (m/z): 1311.591 [M + Na]⁺.   

5.2.4. Síntesis de 6-O-monoazido-β-ciclodextrina (mN3-βCD), F 

En un matraz de fondo redondo, bajo condiciones anhidras se disolvieron 3.36 g (2.6 mmol) de 

E y 0.217 g (1.3 mmol) de KI en 8 mL de DMF anhidra. La mezcla de reacción se dejó en agitación a 

80 °C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, se evaporó la DMF a presión reducida y el residuo 

se recristalizó en una mezcla acetona / H2O (1:1), después el sólido se recuperó por filtración y se dejó 

secar al vacío. El producto F se obtuvo como un sólido blanco con un rendimiento del 96 % (2.95 g, 2.5 

mmol).  

¹H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 5.74 (m, 7H) OH2, 5.67 (m, 6H) OH3, 5.62 (d, J=2.4 Hz, 1H) 

OH3’, 4.88 (d, J=3.5 Hz, 1H) H1’, 4.83 (m, 6H) H1, 4.48 (m, 6H) OH6, 3.77 (m, 2H) H6’, 3.68 (m, 12H) 

H6, 3.60 (m, 7H) H3, 3.55 (m, 7H) H5, 3.39 (m, 7H) H4, 3.29 (m, 7H) H2. ¹³C-NMR (100 MHz, DMSO-

d6, δ ppm): 102.38, 102.04, 83.41, 81.99, 73.50, 73.30, 72.85, 72.67, 72.46, 70.63, 60.30, 51.53. 

MALDI-TOF-MS (m/z): 1182.764 [M + Na]⁺. 

5.2.5. Síntesis de los compuestos dendríticos P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 y 4) G y H 

En un matraz de fondo redondo, se disolvieron 80 mg (0.067 mmol) de C o D y 704 mg (0.607 

mmol) de F en 8 mL de DMSO; la mezcla de reacción se desgasificó por burbujeo de argón durante 15 

minutos. Por otra parte, se prepararon dos soluciones, la primera: una solución de 16.8 mg (0.067 

mmol) de CuSO4·5H2O en 1 mL de DMSO. Para la segunda solución, se disolvieron 35.58 mg (0.202 

mmol) de ácido ascórbico en 1 mL de una mezcla de DMSO / H2O (0.5: 0.5 mL). Estás soluciones se 

agregaron gota a gota a la mezcla de reacción, primero la solución de CuSO4·5H2O y finalmente la 

solución de ácido ascórbico. La mezcla de reacción se dejó en agitación constante a 80 °C durante 7 

días bajo atmosfera de nitrógeno, hasta que se comprobó el final de la reacción utilizando 31P RMN. 

Posteriormente, la mezcla de reacción se precipitó en un exceso de acetona y el sólido precipitado se 

recuperó por filtración y se purificó por SEC (Bio-Gel P-10 medium) usando agua como eluyente. Los 

productos se recuperaron por liofilización y se obtuvieron como sólidos blancos (0.041 mmol, 61% y 

0.048 mmol, 88% para G y H, respectivamente).   
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Compuesto dendrítico G. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.82 (s, 6H, H-triazol), 6.87 (s, 24H, 

H-a, b), 5.87 (m, 7H, OH-2'), 5.78 (s, 36H, OH-2), 5.70-5.66 (m, 42H, OH-3,3'), 5.05 (s, 7H, H-1'), 4.84-

4.78 (m, 42H, H-1; H-6'), 4.56-4.50 (m, 36H, H-6'; OH-6), 4.33 (s, 6H, OH-6''), 4.02 (m, 18H, H-c; H-5'), 

3.65-3.59 (m, 138H, H-6, H-3,3', H-5), 3.41-3.28 (m, 84 H, H4,4', H-2,2' traslapado con H2O), 3.12 (m, 

7H, H-6''), 2.94 (m, 7H, H-6''), 2.77 (m, 12H, H-e), 2.05 (m, 12H, H-d); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, 

DMSO-d6, δ ppm): 156.55, 144.37, 123.37, 122.15, 115.93, 102.98, 102.02, 84.28, 82.36, 73.05, 72.88, 

70.72, 68.13, 60.90, 59.80, 50.37, 29.42, 22.51. 31P-NMR (162 MHz, DMSO-d6, δ ppm): s, 9.31. MALDI-

TOF-MS: 8169.59 m/z [M+K]+.  

1H-NMR (400 MHz, D2O, δ ppm): 7.63–7.27 (m, 5H, H-triazol), 6.92–6.46 (m, 25H, H-a, b, H-ai, bi, H-

triazoli), 5.29 (s, 7H, H-1’), 4.97–4.87 (m, 46H, H-1; H-6’), 4.39 (m, 7H, H-6’), 4.14–3.09(m, 302H, H-ci, 

H-c, H-5’, H-5, H-3,3’, H-6, H-2,2’, H-4,4’), 3.09 (m, 7H, H-6’’), 2.74 (m, 20H, H-6’’, H-e), 1.98 (m, 12H, 

H-d); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, D2O, δ ppm): 147.33, 145.43, 124.94, 124.86, 121.32, 120.94, 

115.66, 101.82, 81.11, 70.97, 60.24, 59.70, 59.50, 51.07, 21.48, 28.03.  

 

Compuesto dendrítico H. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.78 (s, 6H, H-triazol), 6.83 (s, 24H, 

H-a, b), 5.88 (m, 7H, OH-2'), 5.78-5.72 (s, 36H, OH-2), 5.70-5.63 (m, 42H, OH-3,3'), 5.05 (s, 7H, H-1'), 

4.84-4.78 (m, 42H, H-1; H-6'), 4.58-4.49 (m, 36H, H-6'; OH-6), 4.34 (s, 6H, OH-6''), 3.96 (m, 18H, H-c; 

H-5'), 3.65-3.59 (m, 138H, H-6, H-3,3', H-5), 3.41-3.28 (m, 84 H, H4,4', H-2,2' traslapado con H2O), 3.12 

(m, 7H, H-6''), 2.94 (m, 7H, H-6''), 2.66 (m, 12H, H-f), 1.76 (m, 24H, H-d, e); 13C-DEPTQ NMR (101 

MHz, DMSO-d6, δ ppm): 156.56, 147.25, 123.86, 122.11, 115.96, 102.98, 101.98, 84.18, 82.80, 82.33, 

81.62, 73.94, 72.91, 68.38, 60.73, 59.77, 50.79, 29.27, 26.29, 22.50. 31P-NMR (162 MHz, DMSO-d6, δ 

ppm): s, 9.42. MALDI-TOF-MS: 8254.30 m/z [M+K]+. 

1H-NMR (400 MHz, D2O, δ ppm): (7.66–7.36 (m, 5H, H-triazol), 6.84–6.14 (m, 25H, H-a, b, H-ai, bi, H-

triazoli), 5.29 (s, 7H, H-1’), 4.98–4.79 (m, 37H, H-1; H-6’), 4.36 (m, 7H, H-6’), 4.02–3.28(m, 197H, H-c, 

H-5’, H-5, H-3,3’, H-6, H-2,2’, H-4,4’), 3.09 (m, 7H, H-6’’), 2.73–2.62 (m, 13H, H-6’’, H-f), 1.64 (m, 24H, 

H-d,e); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, D2O, δ ppm): 148.95, 146.05, 132.78, 127.77, 122.12, 115.28, 

102.15, 81.50, 73.52, 72.39, 71.90, 60.56, 57.40, 28.52, 24.29. 
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5.3. DETERMINACIÓN DE LA SOLUBILIDAD DE LOS COMPUESTOS DENDRÍTICOS G Y H  

Para la determinación de la solubilidad en agua de los compuestos dendríticos G y H se utilizó 

una adaptación del método reportado por Jozwiakowski y Connors 56. Se colocaron cantidades en 

exceso de cada compuesto en tres viales independientes con tapa de rosca y capacidad de 5 mL, y se 

agregó a cada vial 1 mL de agua destilada. Los viales se sellaron con parafilm y se dejaron con agitación 

constante a 25°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, se separó el sólido en exceso mediante 

filtración a través de una membrana Mili-Q (tamaño de poro 0.45 µm) tras la inyección de cada solución 

a través de jeringas de plástico desechables de 3 mL a 25 °C. El sobrenadante de cada muestra se 

colocó en tres viales diferentes. Las muestras fueron liofilizadas durante 24 horas y el sólido obtenido 

se pesó en una balanza con una incertidumbre de ±0.0001 g para cuantificarlo.  

 

5.4. DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA POR EL MÉTODO DE JOB PARA LOS 

COMPUESTOS DENDRITICOS G Y H  

 

Para el método de Job, se prepararon en D2O dos soluciones stock: la primera solución, del 

compuesto dendrítico, de 3 mM respecto a las cavidades de βCD (Sol. 1). La segunda solución, de Ad-

COOH (Sol. 2), de 3 mM. Con estas soluciones, se prepararon una serie de 9 muestras en tubos de 

RMN que contenían el compuesto dendrítico P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3  o 4) y el Ad-COOH  

con una concentración total fija de 3 mM. Esto se logró mediante la introducción de cantidades 

crecientes de 50 µL hasta 450 µL de Sol. 2 desde el 1° hasta el 9° tubo de RMN. Después se agregaron 

cantidades decrecientes desde 450 hasta 50 µL de Sol. 1 en el correspondiente tubo de RMN. Así se 

obtuvieron soluciones con un volumen constante en fracciones molares variables en un rango de 0.1 < 

r < 0.9. Posteriormente, cada tubo se analizó por 1H RMN utilizando D2O como estándar interno. Se 

analizó el cambio en el desplazamiento del átomo de hidrógeno de Ad-COOH, H-γ.  

 

5.5. PREPARACION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSIÓN (CI)  

La preparación de los CI: Compuesto dendrítico G/Ad-COOH, compuesto dendrítico H/Ad-

COOH, y del compuesto dendrítico G/Ad-h-Dox, se realizó por el método de cosolvencia – evaporación. 
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5.5.1. Método general para la preparación de CI 

En un matraz de fondo redondo, se disolvió el compuesto dendrítico G o H, en 5 mL de agua 

destilada a temperatura ambiente y agitación vigorosa. A continuación, se agregó gota a gota una 

solución de Ad-COOH en 0.5 mL de MeOH. La solución se mantuvo en agitación constante durante 24 

horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, el CI se recuperó por liofilización.  

 

5.5.2. Preparación del CI Compuesto dendrítico G/Ad-COOH (1:6) 

Siguiendo el procedimiento de la sección 5.5.1., se utilizaron 75.2 mg (3.08 x10-3 mmol) del 

compuesto dendrítico G y 10 mg (0.056 mmol) de Ad-COOH en 0.5 mL Se recuperaron 85 mg (0.057 

mmol) de un sólido color blanco con un rendimiento del 98%.  

 

Esquema 2. Preparación del CI G/Ad-COOH (1:6). 

 

5.5.3. Preparación del CI Compuesto dendrítico H/Ad-COOH (1:6) 

Siguiendo el procedimiento de la sección 5.5.1., se utilizaron 75.99 mg (3.08 x10-3 mmol) del 

compuesto dendrítico H y 10 mg (0.037 mmol) de Ad-COOH en 0.5 mL Se recuperaron 83 mg (0.056 

mmol) de un sólido color blanco con un rendimiento del 98%.  
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Esquema 3. Preparación del CI H/Ad-COOH (1:6). 

 

5.5.4. Preparación del CI Compuesto dendrítico G/Ad-h-Dox (1:6) 

Siguiendo el procedimiento de la sección 5.5.1., se utilizaron 50 mg (6.15 x10-3 mmol) del 

compuesto dendrítico I y 26.6 mg (0.056 mmol) de Ad-h-Dox en 0.5 mL Se recuperaron 76 mg (0.056 

mmol) de un sólido color rojo con un rendimiento del 99%.  

 

Esquema 4. Preparación del CI G/Ad-h-Dox (1:6). 

 

5.6. DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE PARTÍCULA DE LOS COMPUESTOS DENDRÍTICOS 

POR DISPERSIÓN DINÁMICA DE LA LUZ (DLS)  

El tamaño de partícula de los compuestos dendríticos G y H y sus respectivos CI se determinó 

por triplicado en un equipo Zetasizer NanoS en medio acuoso, con un valor de viscosidad de 0.8872 

cP a 25°C, un índice de refracción de 1.33 y un ángulo de medida de 173°; todas las mediciones se 

llevaron a cabo en una celda de cuarzo.  
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5.7. DETERMINACIÓN DE LA CINÉTICA DE LIBERACIÓN DEL CI COMPUESTO DENDRÍTICO 

G/Ad-h-Dox  

La cinética de liberación de la molécula Dox del CI se realizó por triplicado en soluciones buffer 

de fosfatos a pH = 4.5, 3.5 y 7.2 a 37 °C ± 1°C, utilizando una membrana Spectra / Por 6 TRUMP-

LABS. Se tomaron alícuotas de 3 mL a intervalos de tiempo de 1, 3, 5, 7, 9, 12, 24, 48 y 72 horas, se 

recuperó el mismo volumen de medio en cada muestra extraída. La cuantificación de Dox libre se 

realizó por espectrofotometría de UV a 480 nm.  

 

5.8. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLÓGICA  

Los datos de actividad citotóxica fueron obtenidos mediante el método MTT con líneas celulares 

HeLa (adenocarcinoma cervical humano), K-562 (leucemia mieloide crónica humana), SKLU-1 

(adenocarcinoma de pulmón humano), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama humano, triple 

negativo), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano, positivo a receptores de estrógeno) y SW-620 

(cáncer de colon). Los valores de CI50 (µM) se determinaron a 48 horas de exposición in vitro. Los 

resultados representan el promedio de 3 experimentos independientes ± el error estándar, fueron 

obtenidos a las concentraciones analizadas (1, 10, 30, 60 y 100 µM). El valor de CI50 se obtuvo mediante 

análisis de correlación no lineal utilizando el software GraphPad Prism 5. Estás determinaciones fueron 

realizadas por el Dr. Ignacio González Sánchez (Departamento de Biología, Facultad de Química, 

UNAM).  
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6. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

6.1. SÍNTESIS  

 

6.1.1. Síntesis de los intermediarios HO-C6H4-O-(CH2)n-alquino (n = 3 y 4), A y B  

 

Esquema 5. Síntesis de los intermediarios A y B. 

La síntesis de los intermediarios A y B se muestra en el esquema 5. Se realizó una reacción de 

eterificación de Williamson entre la hidroquinona y el respectivo X-alquino (X = Cl para n = 3 y I para n 

= 4), se utilizó como base K2CO3 y DMF anhidra como disolvente de la reacción; esta reacción se llevó 

a cabo a una temperatura de 72 °C. La reacción de eterificación de Williamson es una reacción de 

sustitución nucleofílica bimolecular (SN2)57; el mecanismo por el que sucede esta reacción es la 

formación de un fenolato por el ataque del carbonato de potasio, después el fenolato atacará al 

halogenuro de alquilo y se formaran los productos. Debido a que en esta reacción se obtienen dos 

productos, el producto mono y el di-sustituido, es necesario purificar por cromatografía en columna con 

gel de sílice para obtener la fracción correspondiente al producto monosustituido.  

 

6.1.2. Caracterización de los intermediarios HO-C6H4-O-(CH2)n-alquino (n = 3 y 4), A y B  

Los intermediarios A y B fueron caracterizados por 1H, 13C – DEPTQ RMN y DART. En el 

espectro de 1H RMN del producto A (Figura 10) se observa a campo bajo δH= 8.9 la señal de un 

singulete que corresponde a un átomo de hidrógeno unido a un heteroátomo que corresponde al fenol. 

Después, a δH= 6.76 y 6.68 aparecen dos señales dobles que integran para 2H y que corresponden a 

los hidrógenos a y b, respectivamente. Consecutivamente, a δH= 3.93 se observa una señal triple que 

integra para 2H y que corresponde al metileno c, después a δH= 2.80 se localiza otra señal triple que 
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integra para 1H y que corresponde al grupo alquino. Finalmente, a δH= 2.31 y 1.86 se observan dos 

señales, una triple y una múltiple que integran para 2H y que corresponden a los metilenos e y d. Las 

señales determinantes con las que se corroboró la obtención del producto monosustituido son las que 

corresponden al hidrógeno del fenol que integra únicamente para 1H, a los hidrógenos aromáticos que 

describen a un anillo sustituido con dos grupos funcionales diferentes y al hidrógeno del alquino.  

 

 

Figura 10. Espectro de 1H RMN (DMSO-d6) a 400 MHz del intermediario A.  

Así mismo el análisis del espectro de 13C – DEPTQ (Figura 11) muestra a δC= 152.01 la señal 

que corresponde a los carbonos cuaternarios del anillo aromático, el carbono que sostiene al fenol y el 

que sostiene al éter. Después, a δC= 116.5 aparecen los carbonos a del anillo aromático y a δC= 116.20 

aparece la señal que corresponde a los carbonos b. El carbono cuaternario del alquino aparece a δC= 

84.56 e inmediatamente después a δC= 72.34 aparece el carbono del alquino terminal. Finalmente, a 

δC= 67.15, 28.67 y 15.29 aparecen los carbonos de los metilenos c, d y e.  
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Figura 11. Espectro de 13C – DEPTQ RMN (DMSO-d6) a 100 MHz del intermediario A. 

También, el intermediario A se caracterizó por espectrometría DART (Figura 12) se observa un 

pico base a 177 que corresponde al ión [M +1], lo que corresponde al peso molecular del compuesto 

esperado.  
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Figura 12. Espectro de masas por DART del intermediario A. 

Un análisis similar se realizó para la caracterización del intermediario B (Anexo 1, Figura 43 - 

45). En el espectro de 1H RMN (Anexo 1, Figura 43) se observa a campo bajo δH= 8.88 la señal de un 

singulete debida al hidrógeno del grupo fenol, después a δH= 6.75 y 6.67 aparecen dos señales dobles 

que integran para 2H y que corresponden a los hidrógenos a y b, respectivamente. Consecutivamente, 

a δH= 3.88 se observa una señal triple que integra para 2H y que corresponde al metileno c, después 

a δH= 2.78 se localiza otra señal triple que integra para 1H y que corresponde al grupo alquino. 

Finalmente, a δH= 2.78, 2.22 y 1.61 se observan tres señales, un triplete y dos múltiples que cada una 

integra para 2H y que corresponden a los metilenos e, d y f. Las señales determinantes con las que se 

corroboró la obtención del producto monosustituido son las mismas que en el intermediario A.   

En el espectro de 13C – DEPTQ (Anexo 1, Figura 44) se observan a δC= 152.19 y 151.88 las 

señales que corresponden a los carbonos cuaternarios del anillo aromático. Después, a δC= 116.24 

aparecen los carbonos a del anillo aromático y a δC= 116.14 aparece la señal que corresponde a los 

carbonos b. El carbono cuaternario del alquino aparece a δC= 83.42 e inmediatamente después a δC= 

72.19 aparece el carbono del alquino terminal. Por último, a δC= 68.10, 28.75, 25.49 y 18.26 aparecen 

los carbonos de los metilenos c, d, e y f. Finalmente, también se comprobó la obtención del compuesto 

B por espectrometría DART (Anexo 1, Figura 45) ya que el pico base que se observa a 191 y 

corresponde al ion [M + 1], lo que confirma el peso molecular esperado.  
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6.1.3. Síntesis de P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alquino]6 (n = 3 y 4), C y D   

 

Esquema 6. Síntesis de los intermediarios C y D. 

En el esquema 6 se muestra la síntesis de los intermediarios C y D. Para la síntesis de estos 

intermediarios, se realizó una reacción de sustitución nucleofílica bimolecular (SN2). El carbonato de 

cesio abstrae un protón al intermediario HO-C6H4-O-(CH2)n-alquino y se produce la formación del 

fenolato para que, después esté realice un ataque nucleofílico al hexaclorociclotrifosfaceno y así se 

produzca la formación del producto C o D. Para purificar el producto final, es necesario utilizar 

cromatografía en columna con gel de sílice y después recristalizar el producto en éter isopropílico frío. 

Se obtuvieron C y D con un rendimiento del 59 y 52 %, respectivamente.  

6.1.4.  Caracterización de los compuestos P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alquino]6 (n = 3 y 4), C y D   

Para el compuesto C el espectro de 1H RMN (Figura 13) se observa a campo bajo δH= 6.8 y 

6.76 una señal doble de dobles que integra para 24H y que corresponde a los hidrógenos del anillo 

aromático y describen a un benceno con dos sustituyentes diferentes. En este caso, un átomo de 

oxígeno unido a átomo de fósforo y el otro sustituyente es un átomo de oxígeno unido a una cadena 

alifática. Después, a δH= 4.01 aparece una señal triple que integra para 12H y pertenece a los 

hidrógenos de los metilenos c, los cuales se desplazan hacia campo bajo por la cercanía con el átomo 

de oxígeno el cual es más electronegativo, posteriormente en δH= 2.82 observamos una señal triple 
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que integra para 6H y corresponde a los hidrógenos de los alquinos, finalmente hacía campo alto 

aparecen en δH= 2.36 y 1.91 aparecen dos señales, una triple y una múltiple, que integran para 12H 

cada una. Todas las señales mencionadas tuvieron un ligero desplazamiento hacia campo bajo debido 

a la influencia del ciclotrifosfaceno. En comparación con las señales del respectivo producto 

monosustituido y con el análisis del espectro podemos confirmar que se llevó a cabo la sustitución en 

las seis posiciones del ciclotrifosfaceno con los intermediarios A y B.  

 

Figura 13. Espectro de 1H RMN (DMSO-d6) a 400 MHz del intermediario C.  

En el espectro de 13C – DEPTQ (Figura 14) se observan a δC= 156.34 y 144.23 las señales que 

corresponden a los carbonos cuaternarios del anillo aromático y que debido a que ambos carbonos 

tienen diferentes sustituyentes presentan diferentes desplazamientos. Consecutivamente, a δC= 122.21 

y 115.83 observamos las señales de los carbonos a y b del anillo aromático, que presentan el mismo 

comportamiento en el desplazamiento que los carbonos cuaternarios. Después, a δC= 84.36 se observa 

el carbono cuaternario del alquino, e inmediatamente, a δC= 72.40 aparece la señal del carbono terminal 

del alquino. Finalmente, a δC= 67.11, 28.56 y 15.31 se observan las señales de los carbonos de los 

metilenos c, d y e. Se puede observar un desplazamiento de las señales, principalmente las de los 

carbonos aromáticos hacía campo bajo, debido a la presencia del anillo de P3N3.  
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Figura 14. Espectro de 13C – DEPTQ RMN (DMSO-d6) a 100 MHz del intermediario C. 

Para corroborar que se llevó a cabo la sustitución de los seis átomos de cloro por el compuesto 

C en el anillo de P3N3, se utilizó 31P RMN, en el espectro (Figura 15) se observa a δP= 9.93 una señal 

que corresponde a los átomos de fósforo funcionalizados con el mismo grupo funcional, debido a que 

estos átomos presentan el mismo ambiente químico, se observa una sola señal. Si el anillo de P3N3 no 

estuviera completamente sustituido en las seis posiciones, se observaría más de una señal en el 

espectro.  
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Figura 15. Espectro de 31P RMN (DMSO-d6) del intermediario C. 

Finalmente, para el intermediario C se realizó la caracterización por espectrometría MALDI-TOF 

y en el espectro (Anexo 1, Figura 46) se observa un pico base a 1187.623 que corresponde al ión [M 

+1], lo que corresponde al peso molecular del compuesto esperado.  

Para el intermediario D se realizó un análisis similar respecto a la caracterización (Anexo 1, 

Figura 47 - 50). En el espectro de 1H RMN (Anexo 1, Figura 47) se observa a campo bajo δH= 6.78 la 

señal de un doble de dobles y que integra para 24H y que corresponde a los hidrógenos a y b del anillo 

aromático, después a δH= 3.95 aparece una señal triple integra para 12H y que corresponden a los 

hidrógenos del metileno c. Consecutivamente, a δH= 2.78 se observa una señal triple que integra para 

6H y que corresponde al grupo alquino. Finalmente, a δH= 2.25, 1.80 y 1.63 se observan tres señales, 

un triple y dos múltiples que cada una integra para 12H y que corresponden a los metilenos e, d y f, 

respectivamente. Se puede observar el mismo comportamiento que el intermediario C, ya que las 

señales con las que se corroboró la adición de D al anillo de P3N3 fue que no se observa la señal del 

hidrógeno del fenol y la integración de las señales corresponde a seis grupos del intermediario D unidos 
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a P3N3. Además, que las señales también presentaron un desplazamiento hacía campo bajo debido al 

cambio en su ambiente químico.  

En el espectro de 13C – DEPTQ del intermediario D (Anexo 1, Figura 48) se observan a δC= 

156.46 y 144.19 las señales que corresponden a los carbonos cuaternarios del anillo aromático. 

Después, a δC= 122.20 aparecen los carbonos a del anillo aromático y a δC= 115.77 aparece la señal 

que corresponde a los carbonos b del anillo aromático. El carbono cuaternario del alquino aparece a 

δC= 85.01 e inmediatamente después a δC= 72.17 aparece el carbono del alquino terminal. Finalmente, 

a δC= 68.08, 28.64, 25.48 y 18.28 aparecen los carbonos de los metilenos c, d, e y f.  

También se corroboró la completa funcionalización del anillo de P3N3 utilizando 31P RMN, en el 

espectro (Anexo 1, Figura 49) se observa una señal a δP= 10.01 debida a los fósforos del anillo de P3N3 

y que confirma la sustitución en las seis posiciones del anillo con el mismo sustituyente. Finalmente, 

también se comprobó la obtención del compuesto D por espectrometría MALDI-TOF (Anexo 1, Figura 

50) con un pico base a 1271.794, que corresponde al ion [M + 1], lo que confirma el peso molecular 

esperado.  

6.1.5. Síntesis de 6-O-monotosil-β-ciclodextrina (mOTs-βCD), E 

 

Esquema 7. Síntesis del intermediario E.  
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En el esquema 7 se presenta la síntesis del intermediario E. Dicho intermediario había sido 

previamente reportado y es uno de los intermediarios más importantes en la producción de βCD 

sustituidas, porque hasta hace un tiempo, su producción implicaba procedimientos largos y costosos, 

además de una purificación con disolventes tóxicos y lo más importante, se obtenían bajos 

rendimientos58.  Está reacción consiste en funcionalizar un único grupo hidroxilo de la cara primaria de 

la βCD. El compuesto E se obtiene a través de la metodología propuesta por Zhong et al.55, la cual 

consiste, primero, en la preparación del anhidrido del p-toluensulfonilo (Ts2O) para después, hacerlo 

reaccionar en medio acuoso con la βCD; subsecuentemente se llevó a cabo la adición de base y se 

controló el tiempo. El intermediario E se obtuvo con un proceso de purificación sencillo y no se utilizó 

cromatografía para obtenerlo, además de que la reacción proporciona altos rendimientos para el 

producto monosustituido y no se obtuvieron mezclas de polisustitución.  

6.1.6. Caracterización del intermediario E  

El intermediario E se caracterizó por 1H, 13C – DEPTQ RMN y MALDI-TOF. A continuación, se 

describirán las señales que se observan en el espectro de 1H RMN (Figura 16) del intermediario E. 

Cabe resaltar que, debido a la modificación de una molécula de glucopiranosa en la βCD, en el espectro 

se pueden distinguir las señales correspondientes al anillo funcionalizado con el grupo tosilo y las 

señales que corresponden al resto de los anillos de glucopiranosa de la βCD. En el espectro se observa 

en campo bajo a δH= 7.77 y 7.45 dos señales dobles que integran para 2H cada una y que corresponden 

a los hidrógenos a y b del anillo aromático del grupo tosilo. Después a δH= 5.84 aparece una señal 

debida al hidroxilo 2 (OH2’) del anillo de glucopiranosa modificado, después a δH= 5.79 aparecen las 

señales que integran para 6H y 7H y que corresponden a los hidrógenos de los hidroxilos 2 y 3 (OH2 y 

OH3) localizados en la cara secundaria de la βCD. A continuación, a δH= 4.85 aparece una señal 

múltiple que integra para 6H, atribuidas a los hidrógenos del carbono anomérico (H1) de las moléculas 

de glucopiranosa sin modificar; inmediatamente después, a δH= 4.78 se observa la señal que 

corresponde al hidrógeno del carbono anomérico (H1’) de la glucosa modificada. Después, entre δH= 

4.53 – 4.44 se observan señales múltiples que integran para 6H y que pertenecen a los hidrógenos de 

los hidroxilos unidos al carbono 6 (OH6). Siguiendo el espectro, en δH= 4.39 – 4.32 se aprecia una 

señal múltiple que integra para 2H y pertenece a los hidrógenos del C6 (H6’) del anillo de glucosa 

modificado; inmediatamente después, se observa a δH= 4.22 una señal múltiple que integra para 1H y 

que corresponde al hidrógeno del carbono C5 (H5’) del anillo de glucosa modificado. También, entre 

δH= 3.71 – 3.20 se observa un conjunto de señales que corresponden a los hidrógenos de los carbonos 

6 (H6) y de los carbonos 5 (H5) de las unidades de glucosa que no sufrieron modificaciones. Además, 
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se encuentran los hidrógenos de los carbonos 3, 2 y 4 (H3), (H2) y (H4) de la βCD, los cuales no 

sufrieron cambios en su desplazamiento químico si los comparamos con el espectro de la βCD nativa. 

Finalmente, a δH= 2.44 se localiza una señal singulete que integra para 3H y que pertenece a los 

hidrógenos del metilo del grupo tosilo. Con la presencia de las señales del grupo tosilo también 

podemos confirmar la monofuncionalización de la βCD.  

Figura 16. Espectro de 1H RMN (DMSO-d6) del intermediario E. 

Continuando con la caracterización del intermediario E, en el espectro de 13C RMN (Figura 17), 

se observa en δC= 145.25 y 133.11 las señales que corresponden a los carbonos cuaternarios del anillo 

aromático del grupo tosilo, seguidos por las señales de los carbonos en posición orto y meta al grupo 

sulfonilo en δC= 130.33 y 128.03, respectivamente. Consecutivamente, a δC= 102.37 y 101.73 aparecen 

los carbonos C1 de las unidades de glucopiranosa sin modificar y el carbono C1’ del anillo de glucosa 

modificado; entre δC= 81.95 – 81.62 se encuentran las señales de los carbonos C4 y C4’ con el mismo 

comportamiento que los carbonos anteriores. Después, entre δC= 73.51 – 72.29 se puede observar un 

conjunto de señales que pertenecen a los carbonos C2, C2’, C3, C3’, C5 y C5’, seguidas de una señal 
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a δC= 69.35 que corresponde al carbono C6’ de la unidad de glucosa modificada. Finalmente, en δC= 

60.36 aparece una señal debida al carbono 6 (C6) de las unidades de glucosa sin modificar, seguida 

de una señal a δC= 21.66 que pertenece al carbono del grupo metilo del sustituyente p-toluensulfonilo.  

 

Figura 17. Espectro de 13C RMN (DMSO-d6) del intermediario E. 

Para terminar de describir la caracterización del intermediario E. Se realizó la caracterización 

por espectrometría de MALDI-TOF. En el espectro (Anexo 1, Figura 51) se observa una señal a 1312. 

782 m / z que corresponde al ión molecular más un átomo de sodio [M+Na]+, la cual confirma el peso 

molecular del compuesto.  
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6.1.7. Síntesis de 6-O-monoazido-β-ciclodextrina (mN3-βCD), F 

 

Esquema 8. Síntesis del intermediario F.  

Antes de realizar la reacción de química “click”, la βCD debe funcionalizarse como lo hemos 

estado describiendo con la modificación anterior, con el intermediario E. Una de las funcionalizaciones 

más útiles es la introducción de un grupo azida, ya que la azido-βCD es un buen candidato para realizar 

la reacción de química “click” y así, poder construir estructuras más complejas, como los dendrímeros 

o compuestos dendríticos59. En el esquema 8 se presenta la síntesis del intermediario F. Este 

intermediario ya había sido previamente reportado. El intermediario F se obtuvo mediante una reacción 

de sustitución nucleofílica bimolecular (SN2), en la que el grupo tosilo se sustituyó por un grupo azida 

en un medio polar aprótico, como es la DMF anhidra. El intermediario F se obtuvo con un rendimiento 

del 96 %.  

6.1.8. Caracterización de 6-O-monoazido-β-ciclodextrina (mN3-βCD), F 

El intermediario F se caracterizó por RMN 1H en DMSO-d6 (Figura 18). Se puede observar, 

principalmente, la desaparición de las señales que correspondían al grupo p-toluensulfonilo en el 

espectro del intermediario anterior debido a que en el intermediario F este grupo fue sustituido por el 

grupo azido. En δH= 5.80 se observa una señal que integra para 7H y que corresponde a los hidrógenos 

de los hidroxilos OH2. Después entre δH= 5. 72 – 5.63 aparece un conjunto de señales que integran 
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para 6H y 1H y que pertenecen a los hidrógenos de los hidroxilos OH3 y OH3’. A continuación, a δH= 

4.88 aparece una señal que integra para 1H y que se asigna para el hidrógeno H1’ de la unidad de 

glucopiranosa modificada, y se puede observar que este protón sufre un efecto desprotector por la 

adición del grupo azido ya que sufre un desplazamiento hacia campo bajo comparado con el espectro 

anterior. Posteriormente, a δH= 5.84 se puede localizar una señal que integra para 6H y que pertenece 

a los hidrógenos H1 de las unidades de glucosa sin modificar. Inmediatamente, entre δH= 4.57 – 4.47 

se localiza una señal múltiple que integra para 6H y que corresponde a los hidrógenos de los hidroxilos 

primarios (OH6) de la βCD. A δH= 3.79 se puede localizar una señal que integra para 2H y que 

corresponde a los hidrógenos H6’ de la unidad de glucosa modificada con el grupo azido y se puede 

analizar que sufren un efecto protector por parte de este grupo, ya que sufren un desplazamiento hacia 

campo alto. Finalmente, entre 3.66 – 3.26 aparecen las señales que pertenecen a los hidrógenos H6, 

H3, H5, H4 y H2 de la βCD, los cuales no sufren cambios en su desplazamiento por la adición del grupo 

azido.  

 

Figura 18. Espectro de 1H RMN (DMSO-d6) del intermediario F. 
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Para continuar con la caracterización del intermediario F, en el espectro de RMN de 13C (Figura 

19) se puede confirmar lo que se observa en el espectro de RMN 1H, y es la desaparición de las señales 

del grupo p-toluensulfonilo debido a la sustitución de este grupo por el grupo azido. Continuando con 

el análisis del espectro, entre δC= 102.72 – 102.04; aparecen la señal correspondiente a los carbonos 

C1 de las unidades de glucopiranosa sin modificar y la señal el carbono C1’ del anillo de glucosa 

modificado; entre δC= 83.43 – 81.85 se encuentran las señales de los carbonos C4 y C4’ con el mismo 

comportamiento que los carbonos anteriores. Después, entre δC= 73.51 – 70.63 se puede observar un 

conjunto de señales que pertenecen a los carbonos C2, C2’, C3, C3’, C5 y C5’, seguidas de una señal 

a δC= 60.59 debida a los carbonos C6 de las unidades de glucosa sin modificar. Finalmente, en δC= 

51.55 aparece una señal que corresponde al carbono 6 (C6’) de la unidad de glucopiranosa modificada 

y que sufre un cambio en su desplazamiento hacia campo alto debido al efecto protector que causa el 

grupo azido sobre este carbono y que también se pudo observar en el espectro de RMN 1H.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Espectro de 13C RMN (DMSO-d6) del intermediario F. 
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También, el intermediario F se caracterizó por espectrometría MALDI-TOF. En el espectro 

(Anexo 1, Figura 52) se observa una señal a 1183.625 m / z, la cual corresponde al ion molecular más 

un átomo de sodio [M + Na]+, lo que confirma el peso molecular del compuesto esperado.  

6.1.9. Síntesis de los compuestos dendríticos P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 y 4) G y H 

 

Esquema 9. Ruta sintética para la obtención de los compuestos dendríticos G y H.  

Recientemente, el concepto de química “click” y, especialmente, la reacción de cicloadición de 

azida – alquino catalizada por cobre (I) (CuAAC por sus siglas en inglés) se adaptó a muchos campos 

en la química orgánica y se ha convertido en una herramienta sintética poderosa y atractiva para la 

construcción de moléculas macrocíclicas debido a su alta eficiencia y selectividad, tolerancia de grupos 

funcionales sensibles, altos rendimientos y condiciones de reacción suaves, con pocos o ningún 

subproducto. La reacción de CuAAC tiene la capacidad de producir exclusivamente 1,2,3-triazoles 

disustituidos en 1,460.  

La reacción de CuAAC se considera un proceso que sucede en varios pasos. En el paso inicial, 

la ruta catalítica empieza cuando el ácido ascórbico reduce in situ el Cu (II) a Cu (I), entonces el cobre 

(I) ataca al grupo alquino y forma acetiluro de cobre a través de la coordinación con el alquino. En el 

siguiente paso, la azida se une al cobre y se forma un metalociclo de cobre no convencional. A 

continuación, el intermediario sufre una contracción anular favorecida energéticamente al formar un 

anillo de cinco miembros para dar un derivado de triazolilo de cobre, que tras una reacción ácido-base  

se obtiene el 1,2,3-triazol 1,4-disustituido deseado y el proceso catalítico se vuelve a regenerar60,61.  
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Como ya se mencionó, la reacción de CuAAC es una herramienta muy útil para unir una gran 

diversidad de moléculas; principalmente, ha encontrado una amplia variedad de aplicaciones en la 

modificación de carbohidratos, ya que sus características estructurales permiten su modificación a las 

funcionalidades deseadas de alquino y azida para llevar a cabo el acoplamiento CuAAC62. Por supuesto 

que, este método en ascenso se introdujo en la química de las CDs, ya que proporciona una gran 

variedad de funcionalizaciones con altos rendimientos59. Por estas razones, utilizamos la química “click” 

para obtener los compuestos dendríticos G y H; se utilizó como fuente de alquino a los intermediarios 

B y C, los cuales están conformados por el núcleo de ciclotrifosfaceno funcionalizado en sus seis 

posiciones con enlazadores que tienen diferente número de carbonos en la cadena alifática y un grupo 

alquino terminal, se evaluará si el tamaño de la cadena influye en la completa funcionalización del 

núcleo de P3N3 con moléculas de βCD utilizando la reacción de CuAAC. Por otra parte, como fuente de 

azida utilizamos al intermediario F, el cual es la βCD monofuncionalizada en la cara primaria con el 

grupo azido. Para el ciclo catalítico, se utilizó CuSO4 · 5H2O y ácido ascórbico. Todos los compuestos 

y catalizadores estaban disueltos en una mezcla de DMSO:H2O que se mantuvo en agitación a 80 °C 

durante siete días. Se utilizó cromatografía de exclusión molecular para purificar los compuestos 

dendríticos y se obtuvieron rendimientos del 61 y 88 % para los compuestos dendríticos G y H, 

respectivamente.   

6.1.10. Caracterización de los compuestos dendríticos P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 y 4) G 

y H 

Para la caracterización de los compuestos dendríticos G y H se realizó un análisis a detalle para 

la correcta asignación de las señales utilizando RMN 1D y 2D (1H, 13C, HMQC y COSY) en DMSO-d6. 

En la Figura 20 se observa la estructura del compuesto dendrítico G y como fueron asignados los 

hidrógenos en RMN. En el espectro de RMN 1H del compuesto G (Figura 21) se pueden observar las 

siguientes señales: en δH= 7.82 aparece una señal singulete que corresponde al hidrógeno del anillo 

de triazol y que confirma que la reacción de CuAAC entre el grupo alquino y el grupo azido se ha llevado 

a cabo de manera exitosa pues integra para 6H lo que corresponde a las seis posiciones del anillo de 

ciclotrifosfaceno. Después a δH= 6.87 aparece una señal singulete que integra para 24H y que 

pertenece a los hidrógenos a y b del anillo aromático y que tuvieron un ligero desplazamiento hacia 

campo bajo debido a la funcionalización con las unidades de βCD. A continuación, entre δH= 5.87 – 

5.66 se puede observar un conjunto de señales que corresponden a los hidrógenos de los hidroxilos 2 

y 3 (OH-2’, OH-2, OH-3 y 3’) de las unidades de glucopiranosa sin modificar y de la unidad modificada. 

Posteriormente, a δH= 5.05 aparece una señal amplia que integra para 7H y que se puede asignar al 
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hidrógeno H-1’ de la unidad de glucopiranosa modificada e inmediatamente después, entre δH= 4.84 – 

4.78 aparece un conjunto de señales que pertenecen a los hidrógenos H-1 de las unidades de glucosa 

sin modificar. La siguiente señal pertenece a los hidrógenos H-6’ de la unidad modificada, la asignación 

de esta señal será discutida en la parte del análisis de los espectros bidimensionales. Inmediatamente 

después, entre δH= 4.56 – 4.50 aparece un conjunto de señales que integran para 36H y que 

corresponden a los hidrógenos H-6’ de la unidad de glucosa modificada y este conjunto de señales 

también abarca a los hidrógenos de los hidroxilos OH-6 de las unidades de glucopiranosa no 

modificadas de la βCD. A este conjunto de señales le sigue una señal singulete en δH= 4.33 que 

pertenece a los hidrógenos de los hidroxilos OH-6’’, esto quiere decir que el ambiente químico en la 

βCD cambia de tal manera con la formación del anillo de triazol por la conjugación al ciclo de P3N3 que 

se pueden distinguir los hidrógenos de los hidroxilos OH-6 vecinos a la unidad de glucosa modificada. 

Después, en el espectro aparece en δH= 4.02 una señal amplia que integra para 18H y que se puede 

asignar para los hidrógenos de los metilenos c de la cadena alifática del enlazador y a los hidrógenos 

H-5’ de las unidades de glucosa modificadas, los cuales sufrieron un desplazamiento hacia campo bajo 

debido al efecto de desprotección del anillo de triazol. Siguiendo con la discusión del espectro, entre 

δH= 3.65 – 3.59 aparece un conjunto de señales que se pueden asignar a los hidrógenos H-6, H-5, H-

3 y H-3’ de la βCD. Después, en δH= 3.3 se localiza también una señal amplia debida a los hidrógenos 

H-2, H-2’, H4 y H4’ de la βCD. A continuación, aparece en δH= 3.12 y 2.94 dos señales que integran 

para 6H cada una y que corresponden a los hidrógenos H-6’’ de la glucopiranosa vecina a la glucosa 

modificada en la βCD. Finalmente, en δH= 2.77 y 2.05 aparecen dos señales que integran para 12 H 

cada una y que se asignan a los hidrógenos de los metilenos e y d de la cadena alifática del enlazador.    

 

 

Figura 20. Asignación de los hidrógenos en RMN del compuesto dendrítico G. 
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Figura 21. Espectro de 1H RMN (DMSO-d6) del compuesto dendrítico G. 

Siguiendo con la caracterización del compuesto dendrítico G. El espectro de RMN HMQC 

(Figura 22) nos permitió identificar señales importantes, como son los hidrógenos diasterotópicos H-6’ 

del carbono C6’ de la unidad de glucopiranosa modificada de la βCD. Esta identificación se realizó por 

la correlación que tienen estos hidrógenos con una señal de carbono C6’ a δC= 50.20. El primer 

hidrógeno diasterotópico se identificó en δH= 4.85, mientras que el segundo se localizó en δH= 4.48. 

Esta asignación se corroboró por las interacciones por las interacciones en el espectro COSY (Anexo 

1, Figura 54) por la correlación que tienen estos hidrógenos con los hidrógenos H-5’ de la unidad de 

glucosa modificada. Es importante resaltar que los hidrógenos H-6’ sufrieron un desplazamiento hacia 

campo bajo, en comparación con los hidrógenos H-6 de las unidades de glucosa sin modificar, debido 

a la formación del anillo de triazol, el cual ejerce un efecto de desprotección sobre estos. También, en 

este sentido, se pudo identificar a los hidrógenos diasterotópicos H-6’’ del carbono C-6’’ vecino a la 

unidad de glucosa modificada, esta identificación se logró realizar por la correlación de estos 

hidrógenos con una señal del carbono C6 en δC= 59.23. El primer hidrógeno se localizó en 3.14 y el 
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segundo en δC= 2.94. Estos hidrógenos sufrieron un desplazamiento hacia campo alto en comparación 

con los hidrógenos H-6 del resto de las unidades de glucosa sin modificar, por lo que se puede explicar 

que el triazol ejerce un efecto de protección sobre ellos. La asignación de estos hidrógenos se 

comprobó también con el espectro COSY, por la correlación de estos hidrógenos con los hidrógenos 

de los hidroxilos OH-6’’ los cuales aparecen en δH= 4.33. El resto de las señales de carbono para el 

compuesto G se asignaron a través del espectro 13C RMN y se puede revisar en la Figura 53 del Anexo 

1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Espectro de RMN 2D HMQC (DMSO-d6) del compuesto dendrítico G. 

En el espectro de RMN 31P se corroboró la completa funcionalización del anillo de P3N3 (Figura 

23), debido a que aparece una señal única en δP= 9.31 y que corresponde a los átomos de fósforo 

funcionalizados con el mismo grupo funcional, las unidades de βCD. Además, se puede observar un 
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cambio en el desplazamiento de la señal hacia campo alto, comparado con la señal del espectro 31P 

del compuesto C, debido a un efecto protector que ejercen las ciclodextrinas sobre el núcleo de P3N3.  

 

Figura 23. Espectro de 31P RMN (DMSO-d6) del compuesto dendrítico G. 

Finalmente, el compuesto dendrítico G se caracterizó por espectrometría de MALDI-TOF. En el 

espectro (Anexo 1, Figura 55) se puede observar un pico a 8169.59 m / z que corresponde al ion 

molecular más un átomo de potasio [M + K]+, lo que confirma la masa del compuesto esperado.  

De esta misma manera se realizó la asignación para el compuesto dendrítico H, sus espectros 

se encuentran en el Anexo 1 (Figura 56 - 63).  

6.2. DETERMINACIÓN DE LA SOLUBILIDAD DE LOS COMPUESTOS DENDRÍTICOS G Y H  

La βCD en los últimos años ha sido estudiada para aplicaciones en la industria farmacéutica, 

alimenticia, etc., debido al tamaño de su cavidad y relativa facilidad de modificación química. Como se 

mencionó anteriormente, la βCD presenta una estructura tridimensional de cono truncado con una 

superficie cubierta de grupos hidroxilo que le otorgan carácter hidrofílico, por lo tanto, presenta cierta 
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solubilidad acuosa63. A pesar de esto, la máxima cantidad de βCD que se puede disolver (25°C, 1 atm) 

es 18.5 mg en 1 mL de agua, por lo que se considera un valor de solubilidad pobre si se compara con 

la solubilidad de las otras CDs. Se han realizado estudios sobre la solubilidad anómala de la βCD y se 

atribuye a diversos factores como una rigidez molecular debido a que los grupos hidroxilo OH2 y OH3 

localizados en la cara secundaria de la βCD forman enlaces de hidrógeno entre sí, creando una unión 

completa e inflexible, limitando su capacidad para formar puentes de hidrógeno con las moléculas de 

agua del medio64,65.  

La baja solubilidad en agua de la βCD limita hasta cierto punto su aplicación y desarrollar 

estrategias para superar este inconveniente se ha vuelto un tema de estudio en los últimos años. Una 

de las estrategias que se ha desarrollado es la modificación química de los hidroxilos primarios y 

secundarios pues se ha demostrado que se mejora significativamente la solubilidad de la βCD66. En la 

construcción de los compuestos dendríticos G y H, se unieron las unidades de βCD al núcleo de P3N3 

a través de la modificación en un solo grupo hidroxilo OH6 de la cara primaria y fue importante evaluar 

el valor de la solubilidad de estos novedosos compuestos dendríticos. A través del método utilizado 

para la determinación de la solubilidad, se obtuvo que para ambos compuestos dendríticos la 

solubilidad en agua fue > 1 g / mL. Este valor es considerablemente alto si se compara con la solubilidad 

de la βCD nativa (18.5 mg / mL) y otros derivados de la βCD diseñados para aumentar la solubilidad 

de está, como son la sulfobutileter-βCD (> 500 mg / mL), O-metil-βCD (> 500 mg / mL) y la 2-

hidroxipropil-βCD (> 600 mg / mL)67. La obtención de este resultado puede deberse a que al modificar 

la βCD por la cara primaria para construir los compuestos dendríticos, se modificó la formación del 

puente de hidrógeno intramolecular y con ello la conformación que impide formar puentes de 

hidrógenos con las moléculas de agua circundantes.  

6.3. CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPUESTOS DENDRÍTICOS P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)N-ΒCD]6 

(n = 3 Y 4) G Y H EN D2O POR RMN 

Como se mencionó en la sección anterior, estudiar el comportamiento y elucidar la estructura 

de los compuestos dendríticos G y H en agua es determinante, debido a sus potenciales aplicaciones 

como acarreadores en sistemas biológicos68. Por esta razón, se realizó un análisis conformacional 

completo y detallado de los compuestos dendríticos utilizando RMN 1D y 2D en D2O, en el que se 

encontró que en estos compuestos dendríticos sucede un proceso de volteo de 360° en la unidad de 

glucopiranosa modificada de cada una de las moléculas de βCD, lo que provoca que el anillo de triazol 

y el enlazador queden en la cavidad de la CD. A continuación, se describe el análisis de los espectros 

que ayudaron a llegar a esta afirmación.  En el espectro de RMN 1H del compuesto dendrítico G (Figura 
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24) se puede observar un cambio significativo en la región de los aromáticos, debido a que las señales 

que corresponden al hidrógeno del triazol, H-triazol, y a los hidrógenos aromáticos, H-a y H-b, no 

aparecen como señales singuletes como se observaban en la caracterización en DMSO-d6 (sección 

6.1.10.). Entre δH= 7.63 – 7.27 se observan cuatro señales que juntas integran para 5H y que 

corresponden a los hidrógenos de triazoles invertidos y no invertidos (H-triazoli y H-triazol). Después, 

entre δH= 6.92 – 6.46 se aprecia el mismo fenómeno, múltiples señales que juntas integran para 25H y 

que se pueden asignar a una mezcla de señales de hidrógenos H-a y H-b aparentemente invertidos y 

no invertidos (H-ai, H-a, Hbi y H-b).  

Con ayuda del espectro de RMN 2D HMQC y del espectro de RMN 13C (Figura 64 en Anexo 1) 

del compuesto dendrítico G (Figura 25) se confirmó que las señales de los hidrógenos de los H-

triazoles, los H-a y los H-b, invertidos y no invertidos correlacionaban con diversas señales de carbono 

entre δC= 124.94 – 115.66 del espectro de RMN 13C. Siguiendo con el análisis de la conformación del 

compuesto dendrítico G, en δH= 5.29 y 4.97 se pueden localizar dos señales que corresponden a los 

hidrógenos H1’ y H1 respectivamente, de la unidad de glucopiranosa modificada y el resto de las 

unidades de glucopiranosa sin modificar; ambas señales correlacionan con una señal de carbono en 

δC= 101.98, en el espectro de 2D HMQC. Después, entre δH= 4.87 – 4.39 se localizan dos señales 

correspondientes a los hidrógenos diasterotópicos no equivalentes H-6’, estas dos señales 

correlacionan con el mismo carbono que aparece en δC= 51.07. Inmediatamente después, aparecen 

dos señales en δH= 4.14 y 4.03 que se asignan para los hidrógenos c invertidos y no invertidos, c y ci, 

de la cadena alifática del enlazador, ambas señales correlacionan con una misma señal de carbono en 

δC= 70.97 y se observa que el proceso de volteo en la CD tiene el mismo impacto en este hidrógeno. 

Un fenómeno similar se puede observar entre δH= 3.57 – 3.27 donde aparece un conjunto de señales 

que corresponden a los hidrógenos invertidos y no invertidos H-2,2’, 4,4’, los cuales también se vieron 

afectados de la misma manera por el fenómeno de volteo. El resto de las señales del espectro se 

observan en concordancia con la asignación que se hizo en DMSO-d6.  
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Figura 24. Espectro de 1H RMN del compuesto dendrítico G en D2O. 
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Figura 25. Espectro de RMN 2D HMQC del compuesto dendrítico G en D2O. 

Siguiendo con el análisis detallado de las señales de los espectros del compuesto dendrítico G 

con el fin de demostrar el impacto del fenómeno de volteo de las unidades de βCD sobre las señales 

descritas arriba, se realizó un estudio de las interacciones NOE para confirmar la inclusión del residuo 

aromático en la cavidad de la βCD. En la Figura 26 se observa el espectro de RMN 2D NOESY de G, 

en el cual se aprecian, resaltadas en cuadros azules, las correlaciones entre los hidrógenos del anillo 

aromático (H-a y H-b) y el del triazol (H-triazol), (invertidos y no invertidos), con los hidrógenos H-3 y 

H-5 localizados en la cavidad de la βCD.  
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Figura 26. Espectro de RMN 2D NOESY del compuesto dendrítico G en D2O. 

La Figura 27A es un acercamiento al espectro de NOESY en la zona de aromáticos, se puede 

observar en δH= 7.65 y 6.58 un conjunto de señales que se asignan a los hidrógenos H-triazol-

invertidos, H-ai y Hbi, respectivamente, interactuando con los hidrógenos H-3,5 de la βCD en δH= 3.84. 

Adicional a estas interacciones, también se puede observar la correlación de las señales de los 

hidrógenos H-ai y Hbi entre δH= 6.64 – 6.60 con los hidrógenos de la βCD, H-2,2’ y H4,4’ entre δH= 3.51 

– 3.44; y también estos últimos hidrógenos correlacionan con la señal del H-triazol-invertido en δH= 

7.56. Estás observaciones pueden ser explicadas debido a que por el proceso de volteo de la unidad 

de glucopiranosa modificada en las moléculas de βCD, el grupo triazol y el residuo aromático del 

enlazador están interactuando con los hidrógenos H-2 y H-4 localizados en el exterior de la cara 

secundaria de la βCD. Después, el estudio se centró en el tipo de interacciones que se pueden 

presentar en la cadena alifática del enlazador, y se observan las correlaciones entre los hidrógenos de 
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los metilenos del enlazador, H-e,d, con los hidrógenos H-3,5 de la βCD (ver correlaciones entre 2.73 – 

3.83 y 1.98 y 3.87, Figura 27B), lo cual indica que estos grupos metilenos sufren un proceso de torsión 

para poder incluirse dentro de la cavidad de la βCD.  

 

 

Figura 27. Amplificación de las zonas (A) aromática y (B) alifática en el espectro de RMN 2D NOESY 

del compuesto dendrítico G en D2O. 

Este mismo análisis se realizó para el compuesto dendrítico H y se llegaron a los mismos 

resultados aquí mencionados (Figuras 65 - 68 en el Anexo 1).  

Con el análisis de estos resultados, se propone que el proceso de inversión de 360° de la unidad 

de glucopiranosa modificada en los compuestos dendríticos G y H es un proceso dinámico que puede 

dar origen a 13 posibles conformaciones en donde la cavidad de las moléculas de βCD queda ocupada 

por el anillo de triazol y por el enlazador, como se propone en la Figura 28. Este proceso de volteo 360° 

en las unidades de glucopiranosa de la βCD había sido previamente reportado con otro tipo de 

plataformas69–71.  
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Figura 28. Las 13 posibles conformaciones propuestas para los compuestos dendríticos G y H con 0 

a 6 cavidades invertidas.  

 

6.4. DETERMIANCIÓN DE LA ESTEQUIOMETRÍA POR EL MÉTODO DE JOB PARA LOS 

COMPUESTOS DENDRITICOS G Y H  

Después de confirmar, a través del análisis por RMN, el proceso dinámico de volteo que se lleva 

a cabo en los compuestos dendríticos G y H cuando se encuentran en medio acuoso. Se puede afirmar 

que la cavidad de las unidades de βCD puede resultar comprometida, ya que por la inclusión de 

enlazador queda impedida para incluir otro tipo de moléculas y con esto limitar la capacidad de los 

compuestos dendríticos como acarreadores de fármacos72,73. En este aspecto, se ha reportado que el 

adamantano (Ad) es una molécula que presenta gran afinidad por la cavidad de la βCD y puede ser 

convenientemente utilizada para revertir el proceso de volteo en la CD71,74,75. Para comprobar esta 

hipótesis, se realizó una titulación con cantidades crecientes de ácido adamantan-1-carboxilico 
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(AdCOOH) siguiendo los cambios en los espectros de RMN 1H de los compuestos dendríticos G y H 

en D2O (Figura 29 y Figura 69 en el Anexo 1).  

 

Figura 29. Titulación por RMN 1H del compuesto dendrítico G. 

En la Figura 30 se observan los resultados obtenidos de la titulación para el compuesto 

dendrítico G y AdCOOH. Para cada espectro se muestran las regiones de 8.5 – 5.5 ppm y de 3.0 a 1.0 

ppm porque son las zonas donde se observa el decremento en la fracción molar para las mezclas de 

G y AdCOOH en D2O. Cada espectro se enumeró utilizando la fracción molar XCD = [βCD]/([βCD] + 

[AdCOOH]) (desde 1 a 0) para una descripción más simple. En el espectro que representa la fracción 

molar de 0.9 respecto al compuesto dendrítico G se observan señales muy similares a las observadas 
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en el espectro en D2O de G puro. Este comportamiento se mantiene hasta la relación molar de 0.6:0.4 

(G:AdCOOH). Aunque es evidente que conforme la relación XCD disminuye, la forma del espectro llega 

a ser simple; a partir de la relación de 0.5:0.5 se observa una apariencia “normal” en la multiplicidad del 

hidrógeno del triazol, H-triazol, y de los hidrógenos del anillo aromático, H-a y H-b (ver la región de 8.00 

– 6.00 ppm). Además del cambio en la señales anteriores, también se puede observar la desaparición 

de las señales que demostraron el proceso dinámico de volteo, que corresponden a los hidrógenos Hci 

y H-2,2’,2,4’i (sección 6.3.). Estos resultados revelan que la conformación del compuesto dendrítico G, 

cuando se lleva a cabo la formación de los complejos de inclusión con AdCOOH, vuelve a ser extendida 

como se describió en la caracterización del compuesto G puro en DMSO-d6. Este análisis refuerza que 

el proceso de volteo de las unidades de CD del compuesto dendrítico G fue revertido completamente.  

Uno de los mejores métodos utilizados para conocer la estequiometría de los complejos de 

inclusión anfitrión – huésped es el método de Job o el método de las variaciones continuas. La gráfica 

del Job se construyó trazando XCD vs. Δδ[βCD], donde Δδ es la diferencia del desplazamiento del 

hidrógeno de la βCD sin y con AdCOOH, como se describió arriba. El punto de inflexión en la gráfica 

se encuentra en 0.5, con esto se confirma que la estequiometría del CI entre el compuesto dendrítico 

G y el AdCOOH es 1:1 (respecto a las cavidades de CD disponibles en el compuesto dendrítico) (Figura 

30). Este mismo análisis se realizó para determinar la estequiometría en el compuesto dendrítico H y 

se encontró que se respeta la misma estequiometría, 1:1 (Figura 70, Anexo 1).  

 

Figura 30. Gráfica de Job para el CI del compuesto dendrítico G/AdCOOH. XCD = [βCD]/([βCD] + 

[AdCOOH]), Δδ = diferencia de desplazamiento del hidrógeno de la βCD 

.  
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6.5. PREPARACION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSIÓN (CI)  

Existe una amplia variedad de técnicas para la preparación de complejos de inclusión con 

moléculas de βCD y su selección se basa en la rapidez, la simplicidad, el rendimiento y el costo, los 

cuales son parámetros importantes para optimizar la calidad de los complejos de inclusión y que 

determinaran las propiedades fisicoquímicas y biofarmacéuticas del producto final76–79. Existen 

diferentes formas de nombrar a estas técnicas de preparación; en general, algunas se llevan a cabo en 

estado sólido como el método de amasado. El otro grupo pertenece a las técnicas que se llevan a cabo 

en solución, la más utilizada es la preparación del CI en medio acuoso; aunque por lo general, se 

requiere el uso de cosolventes para ayudar a que la molécula huésped este en solución. Tras la 

disolución de la CD y el huésped, las soluciones resultantes se mezclan y procesan mediante distintos 

métodos; por ejemplo, liofilización, coprecipitación, ultrasonido, difusión, secado por aspersión o 

evaporación rotatoria80. En este caso, la formación del CI se llevó a cabo utilizando una estequiometría 

1:1 de acuerdo con los resultados obtenidos en el método de Job; el procedimiento fue mezclar los 

compuestos dendríticos G y H disueltos en agua con la molécula huésped (AdCOOH o Ad-h-DOX) 

disuelta en metanol, después de 24 h de permanecer la mezcla en agitación, se obtuvo el sólido por 

liofilización. En el caso del AdCOOH, se seleccionó como molécula huésped, ya que como se mencionó 

en la sección anterior, es una molécula que presenta alta afinidad por la cavidad de la βCD, con una 

constante de 4x105 M-1 en medio acuoso, por lo que la formación del CI βCD/AdCOOH es un candidato 

importante para ser estudiada a detalle en la construcción de sistemas de administración de 

fármacos81,82.  

Como se mencionó, los derivados de adamantano (Ad) forman CI inusualmente fuertes con la 

molécula de βCD. Se han diseñado prototipos de fármacos prometedores a base de Ad para la entrega 

controlada de fármacos, uno de ellos es el profármaco entre Ad y Dox75,83. Es por esto que se decidió 

utilizar el profármaco de Ad y Dox, Ad-h-Dox, con un enlace hidrazona. La preparación de este CI 

también se realizó utilizando la estequiometría 1:1 en relación con el compuesto dendrítico G y el 

profármaco Ad-h-Dox con el mismo procedimiento mencionado arriba.  

6.6. CARACTERIZACIÓN DEL CI COMPUESTO DENDRÍTICO G/AdCOOH  

Para confirmar que la formación del CI se llevó a cabo de manera exitosa con las seis cavidades 

de βCD en el compuesto dendrítico G y las moléculas de AdCOOH, se llevó a cabo la caracterización 

en solución y en estado sólido del CI G/AdCOOH. La caracterización en solución se realizó por RMN 

1D y 2D; los estudios por RMN de 1H en D2O bridan información útil sobre la orientación en solución de 
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la molécula huésped en la cavidad de la molécula anfitriona84. En el espectro del CI G/AdcOOH (Figura 

31) se observan en δH= 7.54, 6.64 y 6.61 señales bien definidas que integran para 6 y 24H y que 

corresponden a los hidrógenos del triazol y del anillo aromático. Después, en la región entre δH= 5.5 y 

2.5 se observan las señales que corresponden a los hidrógenos de las moléculas de βCD y del 

enlazador, dentro de estas señales no se observa ninguna que pueda dar indicio del volteo de las CDs. 

Finalmente, entre δH= 2.00 y 1.50 se observan tres señales que corresponden a los hidrógenos H-β, H-

α y H-γ del AdCOOH.  

 

 

Figura 31. Espectro de 1H RMN del CI G/AdCOOH en D2O. 

Cuando se lleva a cabo la formación del CI, 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 y son particularmente útiles para aclarar la estructura tridimensional del CI84. Dada la 

conformación de la βCD, se sabe que los hidrógenos H3 y H5 se encuentran en la cavidad interna de 

la CD y son los que van a interactuar directamente con el huésped; estos hidrógenos son los que se 

rastrean para comprobar que se ha llevado a cabo la formación del complejo. En la Figura 32 se observa 
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el espectro de RMN 2D NOESY en D2O del CI de G/AdCOOH y entre δH= 3.70 y 3.71 dos señales que 

corresponden a los hidrógenos H3 y H5 de la βCD y que correlacionan con las señales de los 

hidrógenos del AdCOOH localizadas entre δH= 1.99 y 1.61 (Figura 33B). Además, en la amplificación 

del espectro NOESY (Figura 33A) se observa en δH= 6.59 que los hidrógenos de los metilenos H-a y 

H-b que corresponden al enlazador, solamente interactúan con los hidrógenos del metileno H-c en δH= 

3.84; por lo que podemos comprobar que no se está llevando a cabo el fenómeno de volteo en ninguna 

cavidad de las unidades de βCD del compuesto dendrítico. Con estas interacciones observadas en el 

espectro NOESY podemos confirmar que se llevó a cabo exitosamente la formación del CI G/AdCOOH.  

 

Figura 32. Espectro de RMN 2D NOESY del CI G/AdCOOH en D2O. 
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Figura 33. Amplificación de las zonas (A) aromática y (B) alifática en el espectro de RMN 2D NOESY 

del CI G/AdCOOH en D2O.  

En lo que respecta a la caracterización en estado sólido del CI, los métodos de análisis térmico, 

que comúnmente incluyen calorimetría diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en ingles) y análisis 

termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) son esenciales para proporcionar datos importantes, 

además de que son métodos confiables, simples y relativamente rápidos. La DSC ha demostrado ser 

una técnica analítica muy poderosa en la caracterización de CI en estado sólido, ya que proporciona 

información detallada sobre las propiedades físicas y energéticas de los sistemas, así como las 

interacciones que suceden en estos. Es común que el análisis TGA de los CI se utilice en conjunto con 

el análisis de DSC para respaldar y ayudar a interpretar los resultados de DSC. El TGA permite 

determinar los cambios en el peso de la muestra con respecto al cambio de temperatura85,86. En los 

resultados de análisis térmico por DSC del compuesto dendrítico G, del AdCOOH y del CI de 

G/AdCOOH (Figura 34) se observa principalmente que, en el perfil del CI no aparece el pico 

endotérmico en 172 – 176 °C que corresponde al punto de fusión del AdCOOH, debido a que hubo 

perdida de la cristalinidad de la molécula como consecuencia de la formación del complejo con la CD. 

Esto se comprueba con el perfil de TGA (Figura 29, del Anexo 1) del CI ya que se observa que la 

descomposición sucede a una temperatura mayor en comparación con la descomposición de los 

componentes individuales.  

A) B)
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Figura 34. Análisis térmico por DSC del CI G/AdCOOH. 

Un análisis similar se llevó a cabo para el CI H/AdCOOH (Figura 71 - 72 en Anexo 1).  

6.7. CARACTERIZACIÓN DEL CI COMPUESTO DENDRÍTICO G/Ad-h-Dox  

El CI G/Ad-h-Dox también fue caracterizado en solución y en sólido para comprobar que se 

respeta la estequiometria 1:6 y que el CI se formó con las seis cavidades de βCD disponibles en el 

compuesto dendrítico G. En el espectro de RMN de 1H (Figura 35) se observa en δH= 7.67 la señal que 

corresponde a los hidrógenos del triazol, H-triazol, la cual se observa como una señal simple. Después 

en δH= 7.24 y en 6.57 se observa un conjunto de señales que pertenecen a los hidrógenos del anillo 

aromático de la Dox y del enlazador, Hb, Ha, Hc, H-a y H-b, respectivamente. Después entre δH=5.33 

y 3.08 se observan las señales que corresponden a los hidrógenos de las unidades de βCD y en las 

cuales no se observa alguna señal que indique un proceso de volteo en alguna unidad de βCD del 

compuesto dendrítico G. Siguiendo con la descripción del espectro, en δH= 2.76 y 1.92 se observan 
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dos señales que corresponden a los hidrógenos de los metilenos del enlazador, H-e y H-d. 

Inmediatamente después, en δH= 2.24 y 1.16 se aprecia un conjunto de señales que corresponden a 

los hidrógenos del metilo y el metileno de la Dox. Finalmente, entre δH= 2.06 y 1.65 se observan las 

señales que se asignan a los hidrógenos del anillo de Ad, H-β, H-α y H-γ.  

 

Figura 35. Espectro de 1H RMN del CI G/Ad-h-Dox en D2O. 

Para un mayor análisis sobre la estructura que toma el CI en el espacio se realizó el análisis por 

RMN 2D y en el espectro de NOESY en D2O (Figura 36 y 37) podemos observar, principalmente, la 

correlación de las señales del Ad en δH= 2.07, 1.82 y 1.67 con las señales H-3 y H-5 localizados dentro 

de la cavidad de las unidades de βCD. Esto nos indica que existe una interacción entre estos 

hidrógenos y por lo tanto confirma que se ha llevado a cabo la formación del CI entre las unidades de 

βCD del compuesto dendrítico G con las moléculas del profármaco Ad-h-Dox.  
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Figura 36. Espectro de RMN 2D NOESY del CI G/Ad-h-Dox en D2O. 

 

Figura 37. Amplificación de la zona alifática del espectro de RMN 2D NOESY del CI G/Ad-h-

Dox en D2O. 
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Continuando con el tema de la caracterización en estado sólido del CI G/Ad-h-Dox, se realizó el 

análisis térmico por DSC y TGA. En el perfil térmico por DSC (Figura 38) del compuesto dendrítico G, 

del Ad-h-Dox, de la mezcla física G/Ad-h-Dox y del CI G/Ad-h-Dox. En la gráfica de G se puede observar 

un pico endotérmico en 60 °C que se atribuye a la pérdida de las moléculas de agua localizadas en el 

interior de la cavidad de las unidades de βCD y en la periferia del compuesto dendrítico; después, en 

300 °C aparece un pico endotérmico pronunciado que representa el proceso de degradación de G. En 

la curva de Ad-h-Dox se observa un pico endotérmico poco pronunciado en 75 °C que corresponde a 

la liberación de las moléculas de agua que pudieran estar unidas al profármaco, también en 167 °C se 

observa un poco exotérmico que puede resultar de un cambio en el estado cristalino del compuesto. 

Finalmente, destaca que en el CI se observan dos picos endotérmicos: el primero en el rango de 25 – 

110 °C que corresponde al proceso de deshidratación del compuesto, el segundo pico en el rango de 

170 – 260 °C, donde aparece la descomposición del CI, estás transiciones no son las mismas que las 

transiciones de los componentes individuales, esto debido a que cuando se forma el CI se forman una 

nueva entidad química y por lo tanto no se comporta como los componentes individuales. Esto se 

confirma con el perfil térmico por TGA (Figura 39) en donde se observa que el CI tiene mayor estabilidad 

térmica que el compuesto dendrítico sin acomplejar, ya que se observa una pérdida de peso más lenta 

en el CI que en la entidad individual.  

 

Figura 38. Análisis térmico por DSC del CI G/Ad-h-Dox. 
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Figura 39. Análisis térmico por TGA del CI G/Ad-h-Dox. 

6.8. DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE PARTÍCULA DE LOS COMPUESTOS DENDRÍTICOS 

POR DISPERSIÓN DINÁMICA DE LA LUZ (DLS)  

 

Una de las propiedades de los dendrímeros, dendrones y compuestos dendríticos es que debido 

a sus estrategias de síntesis se puede controlar con precisión su tamaño, forma y morfología, por lo 

que estas plataformas son monodispersas87,88.  Se utilizó la técnica de dispersión dinámica de la luz 

(DLS) para determinar el promedio del radio hidrodinámico en agua del compuesto dendrítico G. En la 

Figura 40 se observa que aparecen dos picos, el primero con una intensidad del 92.6 % y que 

representa a la población que tiene un tamaño promedio de 4.330 ± 1.263 nm y otro pico muy pequeño 

que presenta una intensidad del 7.4 % y que representa a una población con un tamaño promedio de 

3021 ± 1313 nm. Estos resultados indican que la mayoría de la población del compuesto dendrítico G 

es monodispersa y de tamaño nanométrico, pues se obtuvo un índice de polidispersión (PDI) de 0.212. 

Esto es debido a que este compuesto dendrítico se construyó con un método de síntesis controlado y 
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además, se sabe que este tipo de compuestos tienen también la propiedad de ser nanométricos89. La 

segunda población, presente en proporción mínima, se puede deber a que las moléculas de βCD 

localizadas en la periferia de G estén formando agregados y estos tengan un tamaño mucho mayor, se 

ha reportado que este tipo de moléculas pueden tener agregación82,90.      

 

Figura 40. Distribución de tamaño del compuesto dendrítico G.  

Después se determinó el tamaño de partícula del CI G/Ad-h-Dox (Figura 41), se obtuvo un PDI 

de 0.451 y, de la misma forma se encontraron dos picos que corresponden a dos diferentes poblaciones 

con tamaños diferentes. El primer pico, con un 79.1% de intensidad, tiene un tamaño de partícula 

promedio de 212.5 ± 112.6 nm; mientras que el segundo pico, presenta una intensidad de 20.9 % y se 

encontró que tiene un tamaño de 4234 ± 999.8 nm. Este cambio en el tamaño de partícula de G se 

debe a que al formar el CI con las moléculas de profármaco Ad-h-Dox aumenta el tamaño, ya que se 

están ensamblando 6 moléculas de profármaco por cada molécula de G. Además, el segundo pico se 

puede deber a que las unidades de ciclodextrina están espacialmente cercanas que se puedan estar 

favoreciendo la formación de agregados entre moléculas de CI por posibles interacciones pi entre los 

anillos de antraciclina de la molécula de la Dox.  

 

Figura 41. Distribución de tamaño del CI G/Ad-h-Dox.  
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6.9. DETERMINACIÓN DE LA CINÉTICA DE LIBERACIÓN DEL CI COMPUESTO DENDRÍTICO 

G/Ad-h-Dox  

Los nanoacarreadores de fármacos sensibles al pH han atraído mucho interés por dos razones 

diferentes. La primera es que el microambiente tumoral es un espacio único que presenta diferente 

temperatura, pH y contenido enzimático, además de que el equilibrio redox también se encuentra 

alterado. Se ha estudiado que, en el microambiente tumoral, los niveles de pH se encuentran en valores 

ácidos debido a la glucólisis aeróbica y los cambios de la fosforilación oxidativa a otros tipos de 

metabolismo. Con el objetivo de administrar fármacos de manera focalizada para el tratamiento del 

cáncer, se pueden diseñar nanoacarreadores que respondan al pH ácido del microambiente; esto se 

logra mediante la creación de enlaces sensibles al pH ácido dentro de las nanoestructuras, provocando 

que en presencia de este valor de pH estos enlaces se rompan y se libere el fármaco52.  

La segunda razón es que los endosomas en los que se incorporan los acarreadores a través de 

la endocitosis para ingresar a la célula, desarrollan ambientes también con valores de pH ácido (pH = 

4.5 – 3.5), por lo tanto, la liberación del fármaco a partir del acarreador por el comportamiento del 

endosoma también puede ser un mecanismo para la liberación de este91. Se evaluó la liberación de 

Dox del CI G/Ad-h-Dox a 37 °C y valores de pH de 7.4, 6.5, 4.5 y 3.5, esto con el fin de simular los 

valores de pH que se presentan en el endosoma. A valores de pH 7.4 y 6.5 no hubo liberación de Dox. 

Después, en la Figura 42, se presenta la gráfica de la cinética de liberación del CI a pH 4.5 y 3.5, en 

donde podemos observar que en las primeras 12 horas del estudio hubo una liberación del 34 y 46 % 

respectivamente; posteriormente, en un período de 24 horas la liberación de Dox aumentó a 38 y 62 % 

a pH 4.5 y 3.5 respectivamente. Finalmente, la liberación del casi 100 % de la carga terapéutica del CI 

se llevó a cabo en 72 horas. Se puede observar que la liberación de Dox del CI es más rápida a un 

valor de pH 3.5; estos resultados nos indican que la plataforma diseñada con el compuesto dendrítico 

y el profármaco de Dox sólo liberará la carga terapéutica a valores de pH ácidos (4.5 – 3.5), mientras 

que a valores de pH fisiológicos no habrá liberación, por lo que se espera puedan disminuir los efectos 

secundarios asociados al fármaco y aumentar la eficacia de este último. Además, la liberación del 

fármaco a partir del acarreador también se lleva a cabo de manera prolongada en un intervalo de tiempo 

largo, lo que representa otra ventaja de este sistema.  
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Figura 42. Cinética de liberación de Dox del CI G/Ad-h-Dox.  

6.10. ACTIVIDAD CITOTÓXICA DEL COMPUESTO DENDRÍTICO G Y DE LOS CI G/AdCOOH Y 

G/Ad-h-Dox  

Se determinó la actividad citotóxica de los compuestos en un ensayo independiente a 48 horas 

de exposición in vitro en líneas celulares carcinogénicas: HeLa (adenocarcinoma cervical humano), K-

562 (leucemia mieloide crónica humana), SKLU-1 (adenocarcinoma de pulmón humano), MDA-MB-231 

(adenocarcinoma de mama humano, triple negativo), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano, 

positivo a receptores de estrógeno) y SW-620 (cáncer de colon), con el objetivo de evaluar que la 

actividad biológica que pudiera presentar la plataforma solo fuera atribuible a la carga terapéutica. Así, 

se analizaron la Dox, el profármaco Ad-h-Dox, el compuesto dendrítico G y sus respectivos CI, 

G/AdCOOH y G/Ad-h-Dox, los resultados de CI50 se presentan en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Valores CI50 (µM) a 48 h de tratamiento del compuesto dendrítico G y de los 

correspondientes CIa. 

a Los datos representan el promedio ± ES (n = 3), SA: Sin Actividad, CI50: Concentración necesaria 

para inhibir el 50% de crecimiento celular.  

En los resultados de actividad citotóxica, se toma a la Dox libre como control positivo de la 

actividad, ya que es el agente quimioterapéutico que se utiliza tanto para cánceres sólidos como 

líquidos, y se puede ver en la Tabla 1 que presenta la mayor actividad de todos los compuestos 

evaluados en todas las líneas celulares que se probaron. Después, se probó la actividad del profármaco 

Ad-h-Dox y se observa que presenta una actividad biológica menor en comparación con la Dox libre. 

Este resultado es importante, ya que se espera que cuando la plataforma esté en circulación sistémica 

no tenga actividad biológica hasta que llegue al sitio del tumor y si el profármaco llegara a estar libre 

en el organismo no cause efecto significativo. Siguiendo con la discusión, los resultados de la actividad 

biológica del CI G/Ad-h-Dox muestran que, en general, los valores de CI50 son similares a los valores 

      Línea 

celular  

 

Compuesto  

HeLa K-562 SKLU-1 MDA-MB-

231 

MCF-7 SW-620 

Compuesto 

dendrítico G 

SA SA SA SA SA SA 

CI 

G/AdCOOH 

SA SA SA SA SA SA 

CI G/Ad-h-

Dox 

0.29 ± 

0.06 

1.14 ± 0.13 0.77 ± 0.10 0.80 ± 0.17 0.75 ± 0.12 0.50± 0.10 

Dox 0.19 ± 

0.02 

2.37 ± 0.40 0.24 ± 0.04 0.50 ± 0.17 0.20 ± 0.03 0.44 ± 0.04 

Ad-h-Dox 3.72 ± 

0.50 

17.26 ± 

0.77 

4.06 ± 0.51 10.26 ± 

0.20 

4.19 ± 0.72 6.72 ± 1.45 
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de la Dox libre, aunque, es importante relacionar estos resultados con los obtenidos en el porcentaje 

de fármaco liberado en el tiempo de 48 horas, el cual es del 85 % y del 68 % a pH 3.5 y 4.5, 

respectivamente, por lo que aún no se ha liberado todo el fármaco del nanoacarreador y por eso no se 

observa una actividad biológica mayor. También, es importante resaltar que, en las líneas celulares de 

adenocarcinoma de mama humano, MCF-7 y MDA-MB-231, el CI G/Ad-h-Dox presenta actividad 

biológica en concentraciones nanomolares, del mismo modo que presenta la actividad la Dox libre.  

Por último, en la evaluación de la actividad biológica del compuesto dendrítico G y del CI 

G/AdCOOH se obtuvo que no presentan actividad biológica y esto es importante, ya que, de acuerdo 

con el diseño racional de esta plataforma, se requiere que cuando el fármaco sea liberado del 

nanoacarreador, el compuesto dendrítico sin carga terapéutica pueda ser eliminado sin ningún efecto 

biológico durante su recorrido por el organismo. Con esto se demuestra el éxito en el diseño y 

construcción de este nuevo acarreador, el cual se convierte en un candidato prometedor para la carga 

y liberación de fármacos de manera controlada para el tratamiento del cáncer.  
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7. CONCLUSIONES 

Se realizó la síntesis, usando la reacción de química “click”, de dos nuevos compuestos 

dendríticos, con núcleo de ciclotrifosfaceno (P3N3) y seis unidades de βCD en la periferia, G y H. Estos 

compuestos dendríticos mostraron una mejor solubilidad en agua que la βCD nativa. También, los 

compuestos dendríticos G y H mostraron conformaciones diferentes, dependiendo el disolvente en 

donde se encontraban disueltas. En agua, G y H presentaron un fenómeno de volteo en la unidad de 

glucopiranosa modificada de las unidades de βCD, causando que la cavidad de las ciclodextrinas 

quedara ocupada por el anillo de triazol y por el enlazador que une a cada una de las unidades de βCD 

al núcleo de P3N3. Este fenómeno de volteo se puede revertir en ambos compuestos dendríticos con 

un huésped muy afín (AdCOOH) a la cavidad de la βCD y se demostró utilizando el método de Job.  

El AdCOOH se utilizó para diseñar y construir un profármaco, con un fármaco quimioterapéutico, 

la Dox, que además sea sensible al pH ácido (Ad-h-Dox). Se formó y caracterizó el CI entre el 

compuesto dendrítico G y el profármaco Ad-h-Dox. La cinética de liberación de Dox a partir del CI G/Ad-

h-Dox mostró una liberación prolongada y controlada en función del pH, ya que el fármaco se liberó 

solamente en valores de pH < 6.5, por lo que se espera que esta liberación solo ocurra en células 

tumorales. El CI G/Ad-h-Dox tiene una actividad citotóxica comparable con la Dox libre, a 48 horas de 

exposición en líneas celulares carcinogénicas. Todo esto demuestra que se llevó a cabo de manera 

exitosa el diseño y construcción de dos nuevas plataformas para la carga y liberación controlada de 

fármacos.  
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Figura 43. Espectro de 1H RMN (DMSO-d6) a 400 MHz del intermediario B.  

 

Figura 44. Espectro de 13C RMN (DMSO-d6) a 400 MHz del intermediario B.  
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Figura 45. Espectro de masas por DART del intermediario B.  

 

Figura 46. Espectro de masas por MALDI-TOF del intermediario C.  

PM: 190.24 g/mol

[M+H]+: 191

PM: 1186.16 g/mol

[M+H]+:1187.623
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Figura 47. Espectro de 1H RMN (DMSO-d6) a 400 MHz del intermediario D.  

 

Figura 48. Espectro de 13C RMN (DMSO-d6) a 100 MHz del intermediario D.  
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Figura 49. Espectro de 31P RMN (DMSO-d6) del intermediario D.  

 

Figura 50. Espectro de masas por MALDI-TOF del intermediario D.  

PM: 1186.16 g/mol

[M+H]+:1187.623
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Figura 51. Espectro de masas por MALDI-TOF del intermediario E.  

 

Figura 52. Espectro de masas por MALDI-TOF del intermediario F. 
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Figura 53. Espectro de 13C RMN (DMSO-d6) a 100 MHz del compuesto dendrítico G.  

 

Figura 54. Espectro de RMN 2D COSY (DMSO-d6) del compuesto dendrítico G. 
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Figura 55. Espectro de masas por MALDI-TOF del compuesto dendrítico G.  

 

 

 

 

 

Figura 56. Asignación de los hidrógenos en RMN del compuesto dendrítico H. 
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Figura 57. Espectro de 1H RMN (DMSO-d6) a 400 MHz del compuesto dendrítico H.  

 

Figura 58. Espectro de 13C RMN (DMSO-d6) a 100 MHz del compuesto dendrítico H.  
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 Figura 59. Espectro de RMN 2D HMQC (DMSO-d6) del compuesto dendrítico H. 

 

Figura 60. Espectro de RMN 2D COSY (DMSO-d6) del compuesto dendrítico H. 
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Figura 61. Espectro de RMN 2D NOESY (DMSO-d6) del compuesto dendrítico H. 

 

Figura 62. Espectro de 31P RMN (DMSO-d6) del compuesto dendrítico H. 
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Figura 63. Espectro de masas por MALDI-TOF del compuesto dendrítico H.  

 

Figura 64. Espectro de DEPTQ RMN (D2O) a 100 MHz del compuesto dendrítico G. 
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Figura 65. Espectro de 1H RMN (D2O) a 400 MHz del compuesto dendrítico H.  

 

Figura 66. Espectro de DEPTQ RMN (D2O) a 100 MHz del compuesto dendrítico H. 
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Figura 67. Espectro de RMN 2D HMQC (D2O) del compuesto dendrítico H. 

 

Figura 68. Espectro de RMN 2D NOESY (D2O) del compuesto dendrítico H. 
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Figura 69. Titulación por RMN 1H del compuesto dendrítico H. 

 

Figura 70. Gráfica de Job para el CI del compuesto dendrítico H/AdCOOH. XCD = [βCD]/([βCD] + 

[AdCOOH]), Δδ = diferencia de desplazamiento del hidrógeno de la βCD. 
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Figura 71. Espectro de 1H RMN (D2O) a 400 MHz del CI del compuesto dendrítico H/AdCOOH.  

 

Figura 72. Espectro de RMN 2D NOESY (D2O) del CI del compuesto dendrítico H/AdCOOH.  
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Abstract: A new class of phosphorus dendritic compounds (PDCs) having a cyclotriphosphazene (P3N3)
core and decorated with six β-cyclodextrin (βCD) units, named P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6,
where n = 3 or 4 was designed, and the synthesis was performed using copper (I) catalyzed
alkyne-azide cycloaddition (CuAAC). To obtain the complete substitution of the P3N3, two linkers
consisting of an aromatic ring and an aliphatic chain of two different lengths were assessed. We found
that, with both linkers, the total modification of the periphery was achieved. The two new obtained
dendritic compounds presented a considerably high water solubility (>1 g/mL). The compounds
comprised in this new class of PDCs are potential drug carrier candidates, since the conjugation of
the βCD units to the P3N3 core through the primary face will not only serve as surface cover but, also,
provide them the faculty to encapsulate various drugs inside the βCDs cavities.

Keywords: phosphorus dendritic compounds; β-cyclodextrin; CuAAC reaction

1. Introduction

The use of nanomedicine confers a substantial potentiality for drug delivery and targeted release,
as it increases the safety by reducing toxic effects in nontargeted organs and tissues [1–3]. In recent
years, many researchers have focused on the development of dendrimers, since they have distinctive
properties, such as monodispersity, a large number of easily available functional groups on the surface
and an extraordinary capability to encapsulate host molecules within their hydrophobic environment,
making them ideal nanocarriers for the targeted delivery (with or without ligand) of therapeutic and
diagnostic agents [4–6].

Dendrimers are well-defined hyper-branched three-dimensional macromolecules. Structurally,
dendrimers have a core from which branches (or arms) are derived and end with multiple peripheral
groups that determine their macroscopic properties [7]. Dendrimers can be constructed starting from
the core towards the periphery (divergent synthesis) or through a top-down approach, from the

Molecules 2020, 25, 4034; doi:10.3390/molecules25184034 www.mdpi.com/journal/molecules

http://www.mdpi.com/journal/molecules
http://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0001-9478-347X
https://orcid.org/0000-0001-8487-3578
https://orcid.org/0000-0002-4864-3975
http://dx.doi.org/10.3390/molecules25184034
http://www.mdpi.com/journal/molecules
https://www.mdpi.com/1420-3049/25/18/4034?type=check_update&version=2


Molecules 2020, 25, 4034 2 of 12

appropriate outer residues (convergent synthesis) [8]. It is clear that, when designing a new dendrimer,
the chemical composition of the core, branches and peripheral groups will have crucial implications
for enhancing possible biomedical applications, either by themselves or as nanocarriers [9].

Among the diverse existing types of dendrimers, phosphorus containing dendrimers,
(i.e., dendrimers having phosphorus derivatives in their structure) play a special role in applications
such as drug delivery, gene therapy and biomaterials, among others [10,11].

In 1994, Caminade et al. described the first method for the synthesis of high-generation phosphorus
dendrimers (PDs), which is still the most widely used, since it allows numerous changes at the
level of the core, branches or terminal groups, conferring biocompatible functions for the use in
biological applications [12]. In this way, PD synthesis can be started from different cores; however,
hexachlorocyclotryphosphazene (P3N3Cl6) is the most used core, since it provides twice the number
of final groups, compared with thiophosphoryl chloride (P(S)Cl3) [10]. Using the P3N3Cl6 core,
modifications to the terminal groups of the PDs can be achieved with different molecules in order to
improve the biocompatible properties. One of the strategies used is the conjugation with different
types of carbohydrates to improve the aqueous solubility and correlate the structures with the impacts
on biological behaviors [13,14]. For instance, the construction of PDs with mannose residues in its
periphery was employed as a strategy for the treatment of lung inflammation [15]. Furthermore,
PDs conjugated with mannopyranoside have been used as multivalent carbohydrate protein-binding
recognition probes [16]. Finally, PDs were used as noncovalent carriers of aminolactitol carbohydrate
for treatment against the HIV virus [17].

With the focus of developing carbohydrate-conjugated dendrimers, diverse modifications of
poly(amidoamines) (PAMAM) dendrimers with cyclodextrin molecules (CDs) have been reported for
multiple applications [18–21]; however, this strategy has not yet been reported for PDs. CDs are cyclic
oligosaccharides, composed of six or more glucopyranose units linked by α (1-4)-glucosidic bonds.
Typical native CDs contain six, seven or eight glucose units and are named α-, β- and γ-, respectively.
Due to the lack of free rotations between glucose units, CDs present a truncated cone shape and a
hydrophobic internal cavity. β-cyclodextrin (βCD) is the most studied and frequently used CD, due to
its low cost, availability and ability to encapsulate a wide range of molecules in its internal cavity.
The variable reactivity of the hydroxyl groups and the remarkable encapsulation properties that can
modify and/or improve the physical, chemical and biological characteristics of host molecules make it
the perfect candidate to be used as building blocks in the construction of drug delivery systems [22–24].

Synthesis mediated by copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) to produce
1,4-disubstituted 1,2,3-triazoles has been demonstrated to be effective in the design of new dendrimers.
CuAAC coupling confers high specificity, mild reaction conditions and quantitative synthetic yields [25].
The physicochemical properties of the triazole ring are particularly favorable when added to structures
with biological applications, since triazole units act as rigid bonds. Unlike amides, the triazole ring
cannot be hydrolytically cleaved, oxidized or reduced [26].

For all these reasons, in this work, we propose the design, synthesis and characterization of a first
class of phosphorus dendritic compounds (PDCs) decorated with βCD units, using aromatic rings and
aliphatic chains as spacers P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4). We selected P3N3 as the core,
and in the first step, alkyne groups were added to the periphery. Finally, the grafting of βCD units
was carried out by the CuAAC reaction. The grafting of βCD units on its primary side will allow the
secondary face to be available for the formation of inclusion complexes, so that these new PDCs are
potential candidates as drug nanocarriers and may have applications in nanomedicine.

2. Results and Discussion

2.1. Synthesis

The synthetic route of intermediates HO-C6H4-O-(CH2)n-alkyne (where n = 3 or 4) is shown in
Scheme 1. The intermediates A and B were prepared via a Williamson etherification reaction between
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the hydroquinone and the respective X-alkynes (X = Cl for n = 3 and I for n = 4), using K2CO3 as a base
and anhydrous N,N-dimethylformamide (DMF) as the solvent at 72 ◦C. Mono and difunctionalized
products were obtained, and they could be separated by column chromatography. Subsequently, the
fraction corresponding to the monofunctionalized product was recrystallized in a cold/hot hexane to
give the compounds A and B [27].

Molecules 2020, 25, x FOR PEER REVIEW 3 of 12 

 

2. Results and Discussion 

2.1. Synthesis 

The synthetic route of intermediates HO-C6H4-O-(CH2)n-alkyne (where n = 3 or 4) is shown in 
Scheme 1. The intermediates A and B were prepared via a Williamson etherification reaction between 
the hydroquinone and the respective X-alkynes (X = Cl for n = 3 and I for n = 4), using K2CO3 as a base 
and anhydrous N,N-dimethylformamide (DMF) as the solvent at 72 °C. Mono and difunctionalized 
products were obtained, and they could be separated by column chromatography. Subsequently, the 
fraction corresponding to the monofunctionalized product was recrystallized in a cold/hot hexane to 
give the compounds A and B [27]. 

The synthetic route of intermediates P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alkyne]6 (n = 3 or 4) C and D is 
shown in Scheme 1. The preparation of the intermediates was achieved, as previously reported in the 
literature but using phenols with a different substitution pattern [28]. The reaction proceeded 
through a substitution reaction of the Cl atoms attached to the P3N3 core; this substitution was carried 
out in basic and anhydrous medium using intermediates A and B to obtain compounds C and D, 
respectively. 

 
Scheme 1. Synthesis of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4) phosphorus dendritic compounds 
(PDCs). Conditions: (i) K2CO3, X-alkyne, N,N-dimethylformamide (DMF) anhydrous, 72 °C, 36 h. (ii) 
(A,B), Cs2CO3, P3N3Cl6, tetrahydrofuran anhydrous (THF) anhydrous, 7 days, room temperature (RT). 
(iii) Ts2O/NaOH, H2O, 2 h, RT. (iv) NaN3, DMF anhydrous, 80 °C, 48 h. (v) mN3-βCD, CuSO4•5H2O, 
H2Asc, dimethylsulfoxide (DMSO):H2O (7:1), 80 °C, 7 days. 

The next step in the synthetic route was the formation of mOTs-βCD (E), followed by mN3-βCD 
(F), which is shown in Scheme 1. For the synthesis of mOTs-βCD, the most efficient technique 
reported in the literature was employed to modify a single position of the native βCD [29], with 
minimal differences in the purification of the final product. It is worth noticing that this synthetic 
step was crucial in the design of our PDCs. In particular, the βCD tosylation method provided high 
yields compared to other previously reported methods [30,31]. Then, the tosyl group of compound E 
was replaced by an azide group through a nucleophilic substitution reaction to give compound F 
[32]. 

Once the necessary intermediates, alkynes (P3N3-[O-C6H4-O-[CH2]n-alkyne]6) and azide (mN3-
βCD) were obtained, the CuAAC reaction was carried out, as shown in Scheme 1. According to the 
design of these novel PDCs, we used two linkers with different lengths of the aliphatic chain to assess 
whether this factor had an influence on the complete functionalization of all positions of the P3N3 
core. To carry out the CuAAC reaction, we used a Cu(I) catalyst synthesized in situ, with CuSO4 as 

n

nn

n

n

n

n

n

Scheme 1. Synthesis of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4) phosphorus dendritic compounds
(PDCs). Conditions: (i) K2CO3, X-alkyne, N,N-dimethylformamide (DMF) anhydrous, 72 ◦C, 36 h.
(ii) (A,B), Cs2CO3, P3N3Cl6, tetrahydrofuran anhydrous (THF) anhydrous, 7 days, room temperature
(RT). (iii) Ts2O/NaOH, H2O, 2 h, RT. (iv) NaN3, DMF anhydrous, 80 ◦C, 48 h. (v) mN3-βCD, CuSO4•5H2O,
H2Asc, dimethylsulfoxide (DMSO):H2O (7:1), 80 ◦C, 7 days.

The synthetic route of intermediates P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alkyne]6 (n = 3 or 4) C and D is
shown in Scheme 1. The preparation of the intermediates was achieved, as previously reported in the
literature but using phenols with a different substitution pattern [28]. The reaction proceeded through
a substitution reaction of the Cl atoms attached to the P3N3 core; this substitution was carried out in
basic and anhydrous medium using intermediates A and B to obtain compounds C and D, respectively.

The next step in the synthetic route was the formation of mOTs-βCD (E), followed by mN3-βCD
(F), which is shown in Scheme 1. For the synthesis of mOTs-βCD, the most efficient technique reported
in the literature was employed to modify a single position of the native βCD [29], with minimal
differences in the purification of the final product. It is worth noticing that this synthetic step was
crucial in the design of our PDCs. In particular, the βCD tosylation method provided high yields
compared to other previously reported methods [30,31]. Then, the tosyl group of compound E was
replaced by an azide group through a nucleophilic substitution reaction to give compound F [32].

Once the necessary intermediates, alkynes (P3N3-[O-C6H4-O-[CH2]n-alkyne]6) and azide
(mN3-βCD) were obtained, the CuAAC reaction was carried out, as shown in Scheme 1. According to
the design of these novel PDCs, we used two linkers with different lengths of the aliphatic chain to
assess whether this factor had an influence on the complete functionalization of all positions of the P3N3

core. To carry out the CuAAC reaction, we used a Cu(I) catalyst synthesized in situ, with CuSO4 as the
copper source and H2Asc as a reducing agent, using dimethylsulfoxide (DMSO) as the ideal solvent,
since it solubilizes the azide and the respective alkynes. To ensure the complete functionalization of the
six core groups of P3N3, an excess of mN3-βCD was added. The final PDCs G and H were purified by
size exclusion chromatography, using water as the eluent, and were obtained in high purity and with
yields of >50%. We found that the length of the linker did not affect the complete functionalization
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of P3N3 with the βCD units, since all six positions of the P3N3 core were functionalized with both
proposed linkers.

2.2. Characterization

The full characterization of all the synthetic intermediates and final compounds was carried
out. Regarding intermediates A and B, in the 1H-NMR spectra (Figures S1 and S4 are available in
Supplementary Materials (SM)) in DMSO-d6, it is possible to observe the signal corresponding to the
proton of the alkyne group at 2.80 and 2.78 ppm, respectively. Moreover, the signal of the phenol proton
appeared between 8.90 and 8.88 ppm. The structure of intermediates A and B was also confirmed by
the 13C-NMR spectra (Figures S2 and S5 are available in SM), in which the signals corresponding to the
carbons of the alkyne group appeared at 84.56 and 72.34 ppm and at 83.42 and 72.19 ppm, respectively.
The structure of these intermediates was also confirmed by mass spectrometry using the Direct Analysis
in Real Time (DART) technique (Figures S3 and S6 are available in SM). The molecular ions appeared at
177 m/z (A) and 191 m/z (B), which correspond to the molecular weights of the proposed compounds.

The presence of phosphorus in the core allowed simple monitoring by 31P-NMR; furthermore,
this allowed to verify the completion of the reactions in each synthesis step, as well as the integrity
of the entire structure [33]. For the characterization of the intermediates C and D, a single signal
corresponding to the complete functionalization was observed in the 31P-NMR spectrum (Figures S9
and S13 are available in SM). Furthermore, the complete functionalization of the phosphorous core
was confirmed with the rest of the characterization. In the 1H-NMR spectrum (Figures S7 and S11
are available in SM), the disappearance of the signal corresponding to the phenol proton present
in intermediates A and B, as mentioned above, is clearly observed due to its grafting on P3N3.
The structure of C and D was also confirmed by 13C-NMR (Figures S8 and S12 are available in SM)
and Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry
(Figures S10 and S14 ESI), where the molecular ions appeared at 1187.623 m/z and 1271.794 m/z,
which correspond to the molecular weights of compounds C and D, respectively. The structures
of the compounds P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alkyne]6 (where n = 3 or 4) were confirmed by all the
characterization data.

The full characterization of two new P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (G) and (H) PDCs using
NMR techniques (1H-,13C-NMR and 2D NMR Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation (HMQC)
and Homonuclear Correlation Spectroscopy (COSY)) (Figures S15–S17 and S19–S22 are available in SM)
was carried out in DMSO-d6. The classical signals of the linkers and native βCD units are in agreement
with those reported in previous works [17,26]. Moreover, it was possible to observe the differentiation
for some protons of the modified glucopyranose unit of the βCD (see Figure 1). The signals of protons
H-1’, H-5’ and, particularly, H-6’ appeared at a lower field than those of H-1, H-5 and H-6 of the
nonfunctionalized subunits, due to the change in their chemical environment after the CuAAC reaction.
In the same way, it was possible to identify the H-6” diastereotopic protons, corresponding to one
-CH2-OH fragment contiguous to the substituted one at 3.12 and 2.94 ppm (see HMQC in Figure 2).
Therefore, H-6” and the adjacent OH-6” on the primary face (around 4.33 ppm) appeared significantly
upfield-shifted in comparison to their respective analogs H-6 and OH-6 because of the change in
chemical environment due to the neighboring substitution. In this step, 31P-NMR was used to assess
the completion of the reactions and to assure the complete functionalization of the six positions of
P3N3. This was confirmed by the appearance of a single signal (at 9.31 ppm) in the 31P-NMR spectrum
of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (where n = 3, compound G). This signal exhibited an upfield shift
compared to the signal corresponding to P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alkyne]6 (where n = 3, compound C)
(at 9.93 ppm), because P3N3 is protected by βCD molecules (Figure 3). The same behavior was
observed in the 31P-NMR spectrum (Figure S24 is available in SM) of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6

(where n = 4, compound H). Finally, the structures of these new dendrimers were corroborated by
MALDI-TOF mass spectrometry (Figures S18 and S23 are available in SM). The molecular ions appeared
mainly at 8169.59 m/z and at 8254.30 m/z, corresponding to the molecular weights of the PDCs G
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and H, respectively. Furthermore, the signals at 7034.596 m/z and 7120.029 m/z for compounds G
and H, respectively, correspond to partial ionization, since complete ionization of the molecule is
complex when using this technique. This difficulty has been previously reported for other phosphorus
dendrimers [34].
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2.3. Determination of Water Solubility for P3N3-(O-C6H4-O-(CH2)n-βCD)6 PDCs

Among all the special properties of dendrimers, their high solubility makes an important difference
compared to linear polymers. Differences in solubility between hyper-branched and linear polymers
can be of several orders of magnitude, up to 106 times, in some cases [35]. Among all the solvents
used to dissolve dendrimers, water is especially important when considering biological applications.
In recent years, the importance of water-soluble phosphorous-containing dendrimers has increased.
In most cases, the water solubility of these compounds was dependent mainly on the reactivity of
terminal groups in the periphery [36]. Therefore, the determination of the water solubility of our
new PDCs was carried out, according to a method previously reported in the literature [37]. It was
found that, for both PDCs, the solubility in water was >1g/mL. These results represent a considerably
higher solubility compared to the solubility of native βCD (18.5 mg/mL) and of other commercial
βCD derivatives, such as sulfobutylether-βCD (>500 mg/mL), O-methyl-βCD (>500 mg/mL) and
2-hydroxypropyl-βCD (>600 mg/mL) [38]. Water-soluble phosphorous-containing dendrimers with
cationic or anionic end groups have been reported; nevertheless, their water solubility was dependent
on the pH [17,35]. On the contrary, the advantage of our new P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 PDCs
(n = 3 and 4) is that their solubility in water is conferred by the βCD units in standard conditions.

3. Materials and Methods

3.1. General Notes

All starting materials were commercially available reagent grade and were used without any
further purification. Hexachlorocyclotriphosphazene (P3N3Cl6), 5-chloro-1-pentyne, 6-iodo-1-hexyne,
hydroquinone,β-cyclodextrin (βCD), p-toluenesulfonyl chloride (Cl-Ts), p-toluenesulfonic acid (OH-Ts),
N,N-dimethylformamide anhydrous (DMF), potassium carbonate (K2CO3), cesium carbonate (Cs2CO3),
dimethylsulfoxide (DMSO), ascorbic acid (H2Asc), Bio-Gel P-10 medium from Bio-Rad (Hercules,
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CA, USA), potassium iodide (KI), sodium azide (NaN3), sodium hydroxide (NaOH), copper sulfate
pentahydrate (CuSO4•5H2O), diisopropyl ether, dichloromethane (CH2Cl2), ethyl acetate (EtOAc),
tetrahydrofuran anhydrous (THF), hexane (HEX), methanol (MeOH), ethanol (EtOH) and acetone
(CH3COCH3) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3.2. Synthetic Procedures

3.2.1. Synthesis of HO-C6H4-O-(CH2)n-alkyne (n = 3 and 4) A and B

The synthesis of the intermediates A and B was carried out according to a previously reported
procedure, with some modifications [27,28]. A dry hydroquinone solution (24.03 mmol) in DMF (250 mL)
was refluxed for 30 min at 72 ◦C, K2CO3 (30.04 mmol) was added and the mixture was refluxed for 1 h.
To this mixture, alkyne (12.02 mmol) was added dropwise over 2 h. The resulting mixture was refluxed
for 36 h, then cooled to 25 ◦C and filtered. The filtrate was evaporated under reduced pressure. The
resulting brown oil was dissolved in CH2Cl2 (150 mL), and the solution was extracted with water
(3 × 50 mL), the organic phase was dried with anhydrous Na2SO4 and the solvent was evaporated.
The crude product was composed of a mixture of unreacted hydroquinone, the monofunctionalized
and the difunctionalized products, which were separated by column chromatography on silica gel
using hexanes:EtOAc (8:2). Once the fraction corresponding to the monofunctionalized product was
obtained, it was recrystallized from hot/cold hexane, and the final product was recovered by filtration;
the solid was left to dry overnight under vacuum. HO-C6H4-O-(CH2)3-alkyne was obtained as a beige
solid (7.17 mmol, 29%). HO-C6H4-O-(CH2)4-alkyne was obtained as a yellow solid (7.88 mmol, 66%).

HO-C6H4-O-(CH2)3-alkyne. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 8.90 (s, 1H, PhOH), 6.76 (d, J = 9 Hz,
2H, Ha), 6.68 (d, J = 9 Hz, 2H, Hb), 3.93 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hc), 2.80 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C≡C-H),
2.31 (t, J = 2.4 Hz, 2H, He), 1.86 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hd); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, DMSO-d6, δ ppm):
152.01, 116.50, 116.20, 84.56, 72.34, 67.15, 28.67, 15.29. DART-MS: 177 m/z (M+H)+; 178 m/z (M + 2H)+.

HO-C6H4-O-(CH2)4-alkyne. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 8.88 (s, 1H, PhOH), 6.75 (d, J = 9 Hz,
2H, Ha), 6.67 (d, J = 9 Hz, 2H, Hb), 3.88 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hc), 2.78 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C≡C-H),
2.22 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hf ), 1.75 (t, J = 2.4 Hz, 2H, Hd), 1.58 (t, J = 2.4 Hz, 2H, He); 13C-DEPTQ NMR
(101 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 152.19, 151.88, 116.24, 116.14, 83.42, 72.19, 68.10, 28.75, 25.49, 18.26.
DART-MS: 191 m/z (M)+; 192 m/z (M + H)+.

3.2.2. Synthesis of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alkyne]6 (n = 3 and 4) C and D

The synthesis of intermediates C and D was carried out according to a previously reported
procedure, with some modifications [39]. A solution of intermediate A or B (2.84 mmol) in dry THF
(25 mL) was stirred for 20 min. Cs2CO3 (5.68 mmol) was added to this solution and stirred for
1 h. Afterwards, P3N3Cl6 (0.32 mmol) was added to the reaction mixture, and it was left stirring at
room temperature for 7 days, until the reaction was complete, monitored by 31P-NMR. The reaction
mixture was then centrifuged at 10,000 rpm for 20 min to remove inorganic salts, the supernatant was
recovered and the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude product contained
fully functionalized P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alkyne]6 and the unreacted monoalkynes, which were
separated by column chromatography on silica gel using CH2Cl2 as the eluent. Once the fraction
corresponding to the functionalized P3N3 was obtained, it was recrystallized from cold isopropyl ether.
P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-alkyne]6 (n = 3 or 4) were obtained as white solids (0.19 mmol, 59% and
0.12 mmol, 52% for C and D, respectively).

P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-alkyne]6. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 6.80 (d, J = 9.2 Hz, 12H,
Ha), 6.76 (d, J = 9.2 Hz, 12H, Hb), 4.00 (t, J = 2.5 Hz, 12H, Hc), 2.81 (t, J = 2.41 Hz, 6H, C≡C-H),
2.34 (t, J = 2.41 Hz, 12H, He), 1.90 (t, J = 2.41 Hz, 12H, Hd); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, DMSO-d6,
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δ ppm): 156.34, 144.23, 122.21, 115.83, 84.36, 72.40, 67.11, 28.56, 15.31; 31P-NMR (162 MHz, DMSO-d6,
δ ppm): s, 9.93. MALDI-TOF-MS: 1187.62 m/z (M)+.

P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-alkyne]6. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 6.78 (d, J = 9.2 Hz, 12H,
Ha), 6.72 (d, J = 9.2 Hz, 12H, Hb), 3.94 (t, J = 2.5 Hz, 12H, Hc), 2.78 (t, J = 2.41 Hz, 6H, C≡C-H),
2.24 (t, J = 2.41 Hz, 12H, Hf ), 1.80 (m, 12H, Hd); 1.61 (m, 12H, He); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz,
DMSO-d6, δ ppm): 156.46, 144.19, 122.20, 115.77, 85.01, 72.17, 68.08, 28.64, 25.48,18.28; 31P-NMR
(162 MHz, DMSO-d6, δ ppm): s, 10.01. MALDI-TOF-MS: 1271.79 m/z (M + H)+.

3.2.3. Synthesis of 6-O-monotosyl-β-cyclodextrin (mOTs-βCD) E

Following the procedure previously reported [29], in a round-bottom flask, p-toluenesulfonic
acid (0.0101 mol) and p-toluenesulfonyl chloride (0.039 mol) were dissolved in 50 mL of CH2Cl2 and
stirred at room temperature for 12 h. Then, the reaction mixture was filtered, and the filtrate was
concentrated under reduced pressure. The residue was recrystallized (3×) with cold hexane, and
the product (Ts2O) was allowed to dry under vacuum. Afterwards, in a round-bottom flask, βCD
(0.0051 mol) and Ts2O (0.0076 mol) were dissolved in 150 mL of H2O. The reaction mixture was stirred
for 2 h at room temperature; after this time, a 2.5-M aqueous NaOH solution was added. The reaction
mixture was stirred for 10 min. Subsequently, the mixture was filtered, and the pH of the filtrate was
adjusted to 8 with a saturated solution of ammonium chloride to give a precipitate. The mixture was
filtered, and the precipitate was recrystallized (3×) in acetone. The product E was obtained as a white
solid (0.0021 mol, 42%).

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.75 (b, 2H) a, 7.44 (b, 2H) b, 5.83 (d, J = 6.4 Hz, 1H) OH2′,
5.78 (b, 6H) OH2, 5.71 (b, 7H) OH3, 4.84 (d, J = 3.9 Hz, 6H) H1, 4.76 (d, J = 3.9 Hz, 1H) H1′, 4.50 (m, 6H)
OH6, 4.35 (m, 2H) H6′ab, 4.19 (m, 1H) H5′, 3.65 (m, 12 H) H6ab, 3.60 (b, 7H) H3, 3.51 (m, 7H) H5,
3.30 (m, 7H) H2, 3.22 (m, 7H) H4, 2.42 (d, 3H) c. 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 145.25,
133.09, 130.29, 128.03, 102.39, 101.74, 81.95, 81.21, 73.43, 73.16, 72.84, 72.48, 70.17, 69.36, 60.28, 21.62.
MALDI-TOF-MS (m/z): 1311.591 (M + Na)+.

3.2.4. Synthesis of 6-O-monoazido-β-cyclodextrin (mN3-βCD) F

Following a previously reported procedure [32], in a round-bottom flask, mOTs-βCD (0.0016 mol),
NaN3 (0.005 mol) and KI (0.0008 mol) were dissolved in 8 mL of anhydrous DMF. The reaction mixture
was stirred at 80 ◦C for 48 h. After this time, DMF was evaporated under reduced pressure, and
the residue was recrystallized in a mixture, H2O:Acetone (1:1), and allowed to dry under vacuum.
The product F was obtained as a white solid (0.0014 mol, 88%).

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 5.74 (m, 7H) OH2, 5.67 (m, 6H) OH3, 5.62 (d, J = 2.4 Hz, 1H)
OH3′, 4.88 (d, J = 3.5 Hz, 1H) H1′, 4.83 (m, 6H) H1, 4.48 (m, 6H) OH6, 3.77 (m, 2H) H6′, 3.68 (m, 12H)
H6, 3.60 (m, 7H) H3, 3.55 (m, 7H) H5, 3.39 (m, 7H) H4, 3.29 (m, 7H) H2. 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6,
δ ppm): 102.38, 102.04, 83.41, 81.99, 73.50, 73.30, 72.85, 72.67, 72.46, 70.63, 60.30, 51.53. MALDI-TOF-MS
(m/z): 1182.764 (M + Na)+.

3.2.5. Synthesis of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 PDCs (n = 3 or 4) G and H

P3N3-(O-C6H4-O-(CH2)n-alkyne)6 (n = 3 or 4) (0.055 mmol) and mN3-βCD (0.496 mmol) were
dissolved in DMSO (5 mL); this mixture was degassed by bubbling argon for 10 min. A solution of
CuSO4•5H2O (0.055 mmol) in a DMSO:H2O mixture (0.5:0.5 mL), followed by a solution of H2Asc
(0.165 mmol) in DMSO:H2O mixture (0.5:0.5 mL), were added dropwise over 5 min. The reaction
mixture was heated to 80 ◦C with vigorous stirring and under the argon atmosphere for 7 days, until the
reaction was complete, monitored by 31P NMR. At the end of this time, the reaction mixture was cooled
and precipitated dropwise into cold acetone (200 mL). The precipitate was filtered under vacuum.
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The obtained solid was purified by size exclusion chromatography using Bio-Gel® P-10 medium
and water as the eluent. Once the corresponding fractions were obtained, they were lyophilized to
evaporate the water. PDCs G and H were obtained as white solids (0.041 mmol, 61% and 0.048 mmol,
88% for G and H, respectively).

P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.82 (s, 6H, H-triazole),
6.87 (s, 24H, H-a, b), 5.87 (m, 7H, OH-2’), 5.78 (s, 36H, OH-2), 5.70–5.66 (m, 42H, OH-3,3’), 5.05 (s, 7H,
H-1’), 4.84–4.78 (m, 42H, H-1; H-6’), 4.56–4.50 (m, 36H, H-6’; OH-6), 4.33 (s, 6H, OH-6”), 4.02 (m, 18H,
H-c; H-5’), 3.65–3.59 (m, 138H, H-6, H-3,3’, H-5), 3.41–3.28 (m, 84 H, H4,4’, H-2,2’ overlapped with
H2O), 3.12 (m, 7H, H-6”), 2.94 (m, 7H, H-6”), 2.77 (m, 12H, H-e), 2.05 (m, 12H, H-d); 13C-DEPTQ NMR
(101 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 156.55, 144.37, 123.37, 122.15, 115.93, 102.98, 102.02, 84.28, 82.36, 73.05,
72.88, 70.72, 68.13, 60.90, 59.80, 50.37, 29.42, 22.51. 31P-NMR (162 MHz, DMSO-d6, δ ppm): s, 9.31.
MALDI-TOF-MS: 8169.59 m/z (M + K)+.

P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-βCD]6. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.78 (s, 6H, H-triazole),
6.83 (s, 24H, H-a, b), 5.88 (m, 7H, OH-2’), 5.78-5.72 (s, 36H, OH-2), 5.70-5.63 (m, 42H, OH-3,3’),
5.05 (s, 7H, H-1’), 4.84-4.78 (m, 42H, H-1; H-6’), 4.58-4.49 (m, 36H, H-6’; OH-6), 4.34 (s, 6H, OH-6”),
3.96 (m, 18H, H-c; H-5’), 3.65-3.59 (m, 138H, H-6, H-3,3’, H-5), 3.41-3.28 (m, 84 H, H4,4’, H-2,2’
overlapped with H2O), 3.12 (m, 7H, H-6”), 2.94 (m, 7H, H-6”), 2.66 (m, 12H, H-f), 1.76 (m, 24H, H-d, e);
13C-DEPTQ NMR (101 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 156.56, 147.25, 123.86, 122.11, 115.96, 102.98, 101.98,
84.18, 82.80, 82.33, 81.62, 73.94, 72.91, 68.38, 60.73, 59.77, 50.79, 29.27, 26.29, 22.50. 31P-NMR (162 MHz,
DMSO-d6, δ ppm): s, 9.42. MALDI-TOF-MS: 8254.30 m/z (M + K)+.

3.3. Characterization

1H-, 13C- and 31P-NMR measurements were carried out on a Bruker spectrometer (Bruker, Beerlika,
MA, USA) (400 MHz) using DMSO-d6 as solvent. Chemical shifts are reported in ppm (δ), and the
signals were described as singlet (s), doublet (d), triplet (t) and multiplet (m); coupling constants
(J) were reported in Hz. DART and MALDI-TOF mass measurements were performed on a JEOL
JMS-AX505-HA instrument (Peabody, MA, USA) and on a Bruker Daltonics Flex Analysis instrument
(Bruker, Beerlika, MA, USA), respectively. Matrices of 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), dithranol
(DIT) and 2-acetylphloroglucinol (THAP) were used for MALDI-TOF.

3.4. Determination of Water Solubility for P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 PDCs

The determination of the solubility of the P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 PDCs was carried out
according to a method previously reported by Jozwiakowski and Connors [36], with modifications.
One gram of the compound was placed in three amber vials of 5 mL with a screw cap, and 1 mL of
water was added. The vials were sealed with parafilm to avoid water evaporation. They were stirred
in an oil bath at a constant temperature of 25 ± 0.01 ◦C for 48 h. The supernatant was separated from
the solid phase by filtration through a Milli-Q membrane (pore size of 0.45 µm) by injection of the
mixture into disposable plastic syringes (Franklin Lakes, NJ, USA) of 3 mL at 25 ◦C. The supernatant
of each sample was placed in three different vials. The samples were lyophilized for 48 h, and the
obtained solids were weighed on a scale with an uncertainty of ±0.0001 g.

4. Conclusions

In this work, two novel phosphorus dendritic compounds (PDCs) containing a P3N3 as the core
and βCD units as terminal groups were designed. The synthesis was carried out using the CuAAC
reaction, giving high yields and products that were purified by a simple method. The complete
functionalization of the P3N3 core of the new molecules was carried out using two aliphatic chains
of different lengths as the linker. We found that there was no significant impact of the aliphatic
chain length, since, with both linkers, the functionalization was complete. This is the first report for
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PDCs of the type P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 arising from a novel design of water-soluble PDCs.
The potential use of these new dendrimers as drug carriers for biomedical applications is currently
under study.

Supplementary Materials: The following are available online: NMR & MS spectrum of the compounds.
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Abstract: The conformational study of dendritic platforms containing multiple β-cyclodextrin (βCD)
units in the periphery is relevant to determine the availability of βCD cavities for the formation of
inclusion complexes in aqueous biological systems. In this work, we performed a detailed conforma-
tional analysis in D2O, via 1D and 2D NMR spectroscopy of a novel class of phosphorus dendritic
compounds of the type P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (where n = 3 or 4). We unambiguously
demonstrated that a functionalized glucopyranose unit of at least one βCD unit undergoes a 360◦

tumbling process, resulting in a deep inclusion of the spacer that binds the cyclodextrin to the phos-
phorus core inside the cavity, consequently limiting the availability of the inner cavities. In addition,
we confirmed through NMR titrations that this tumbling phenomenon can be reversed for all βCD
host units using a high-affinity guest, namely 1-adamantanecarboxylic acid (AdCOOH). Our findings
have demonstrated that it is possible to create a wide variety of multi-functional dendritic platforms.

Keywords: phosphorus dendritic compounds; β-cyclodextrin; tumbling process; host-guest interac-
tion; 1-adamantanecarboxylic acid

1. Introduction

Dendrimers are nanometric-sized polymeric structures consisting of regularly branched
layers obtained through the step-by-step incorporation of branching units (monomers)
arranged around a central nucleus. Every time a new generation is created, the number of
terminal functional groups is multiplied. Unlike hyperbranched polymers that are prepared
via polymerization reactions, dendrimers are synthesized through consecutive and iterative
steps, allowing total control of their final structure. A wide variety of dendrimers have
been prepared and studied, most of which are purely organic. Furthermore, “inorganic”
dendrimers [1], containing heteroatoms such as phosphorus or silicon in their molecular
structure either in the nucleus or as branching points, have been reported [2–4]. Majoral
and Caminade were pioneers in the synthesis and development of phosphorus dendrimers
with a cyclotriphosphazene nucleus (hexachlorocyclotriphosphazene). These phosphorous
dendrimers have found various applications [5], for instance, as anticancer agents [6],
fluorescent probes, biomacromolecules, and anti-Alzheimer drugs [7].

The terminal groups of dendrimers determine their macroscopic properties such
as solubility and reactivity; the latter allows a subsequent chemical modification of the
final dendrimeric structure [8]. Surface engineering deals with the modification of the
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dendrimer periphery, as it employs elegant strategies to improve the physico-chemical
and biological properties of dendrimers [9,10]. In recent years, the development of surface-
modified dendrimers with carbohydrates, specifically with cyclodextrins (CDs), has led to
a synergistic effect on the properties of the obtained constructs [11–15].

From the multi-component structure perspective, the structural modification of in-
dividual CD molecules is not sufficient to meet the emerging needs for developing new
optimized materials with multiple applications. Therefore, the inclusion of multiple CD
units into complex molecular structures has been shown to endow important features,
such as excellent physico-chemical properties [16]. For this reason, in addition to den-
drimer design, various CD-containing structures such as dimers [17–21], trimers [15,22],
and tetramers [23] have been developed.

β-Cyclodextrin (βCD) is a cyclic oligosaccharide formed by seven α-D-glucopyranose
units bound by α-1,4 glycosidic bonds. Its truncated cone-like shape forms a cavity
with hydrophobic character resulting from the inward-directed C-H bonds. Hydrophilic
properties are conferred by the -OH groups lying on the outer surface of the cone [16,24].
Even though βCD has the lowest solubility in water among the reported CDs, it is the most
cited CD for use as a building block. Features of βCD such as easy and cheap production,
as well as its good biocompatibility, have earned its approval by the Food and Drug
Administration (FDA) to be used as an excipient. βCD is a very versatile molecule, as it
can be chemically modified in its primary and secondary hydroxyl groups. If the cavity
remains accessible after chemical modification, unique supramolecular structures with
different functionalities can be obtained [25,26].

While studying CD-containing dimers, trimers, and tetramers, an unusual inversion
phenomenon was observed in the functionalized glucopyranose unit in water. This inver-
sion or tumbling causes the spacer that links to the CDs with the platform to deeply insert
into the CD cavity. Very recently, this phenomenon has been reported on the surface of
CD-functionalized PAMAM dendrimers [15]. This tumbling depends on the type of spacer
used, and, when favored, has a direct negative impact on the accessibility to the cavities of
the CDs present in the platform. Therefore, it is of great importance to understand and con-
trol this tumbling unit to ensure the complete availability of CDs on multi-functionalized
platforms [17,18,20].

A strategy employed to reverse the tumbling process in the functionalized glucopyra-
nose unit is the use of the self-assembly of CDs. Self-assembly is a phenomenon in which
simple molecules function as building blocks to spontaneously organize into more com-
plex systems. The process of self-organization is carried out through different interaction
mechanisms: electrostatic forces, van der Waals forces, π–π interactions, dispersion forces,
or more specific bonds such as the formation of host–guest complexes, or “lock -and- key”
binding [27,28]. CDs stand out of all macrocyclic molecules as a gold standard for the
formation of host–guest complexes [29]. Among the many molecules studied as guests of
the internal cavity of βCD, special attention has been paid to adamantane (Ad) because it
fits firmly into the cavity, resulting in a very stable host–guest inclusion complex [30,31].
This interaction has been studied as a strategy to reverse the phenomenon of inversion in
the glucopyranose unit of the βCD [15,19]. In addition, it can be used to create a variety of
functionalities on nanoparticles and surfaces containing multiple CD units [32–34].

In a previous work, we reported the synthesis and characterization in DMSO-d6 of
P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4) dendritic compounds [14]. However, this
medium is not representative of the real conformation to assure the complete availability
of βCD cavities of this type of platform in aqueous biological systems. Therefore, in this
work, we presented the full characterization of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or
4) dendritic compounds with six neighboring βCD units in deuterium oxide (D2O). Our
aim was to elucidate the real conformation in water and identify whether the tumbling
process is favored in this type of structure. Furthermore, the formation of the inclusion
complex between the dendritic compounds and 1-adamantanecarboxylic acid (AdCOOH)
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was investigated in order to demonstrate that it is entirely possible to block the tumbling
process with the Ad guest in these multifunctional platforms.

2. Results and Discussion
2.1. Characterization

In a previous work, we reported the correct assignment of the 1H- and 13C-NMR
signals of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 dendrimers I and II, where n = 3 and 4, re-
spectively (see as (I) and (II) in Figure 1), in DMSO-d6 employing HMQC and COSY 2D
NMR experiments [14]. In this medium, the classical signals of the aromatic triazole ring
protons and the disubstituted phenyl protons appeared as singlets, suggesting an extended
conformation for the dendritic molecule (see (A) in Figure 2). This first approach to the
spatial conformation of multi-functionalized P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 molecules is
not surprising, as it is well known that DMSO solvates each hydrogen atom of the CD OH
groups, preventing the interaction with other media (for example, water) [35,36]. Besides,
some DMSO molecules can penetrate inside the CD cavities, which blocks the ability of the
CD to form inclusion complexes by competition of the interaction forces in the final system
neighborhood [37,38].

As these compounds may be potentially used as nanocarriers in biological systems,
the rigorous elucidation of their conformation in aqueous media is a determinant for such
applications. For this reason, we have herein pursued the assignment of the signals in D2O
and have performed a conformational analysis via 2D NMR (through NOE interactions) of
both native platforms and the corresponding inclusion complexes using AdCOOH as the
guest molecule. First, the full characterization of native P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (I)
and (II) using NMR techniques (1H-, 13C-NMR, and 2D NMR HMQC and COSY) (Figure 3
and Figures S1–S7 for (II) in SI) was carried out in D2O. The 1H-NMR spectrum of P3N3-[O-
C6H4-O-(CH2)3-βCD]6 (I) showed a radical change in the aromatic region, as the signals
corresponding to symmetric H-triazole and aromatic H-a, H-b protons no longer appeared
as singlets, as observed for the extended conformation in DMSO (Figure 3). Instead, at least
four different signals were observed between 7.63–7.27 ppm, which can be assigned to H-
inverted triazoles (i). The same phenomenon was observed between 6.92–6.46 ppm where
multiple signals corresponding to the mixed signals of H-a and H-b of the noninverted and
inverted aromatic protons appeared.

A detailed analysis of the groups of signals between 7.63–6.46 ppm allowed the identi-
fication of the different protons of the platforms. The H-ai and H-bi aromatic protons of the
branches bearing a reversed CD cavity correspond to the signals between 6.92–6.89 ppm.
The group of signals between 6.81–6.67 ppm is due to the H-a and H-b aromatic protons of
the branches bearing a nonreversed CD and to an additional proton assigned to an inverted
triazole group. The integration of the signals between 7.63–6.46 ppm indicates that 5 out of
30 integrated protons correspond to the aromatic protons of five out of six triazole groups,
meaning that, on average, at least one of the CD cavities underwent a tumbling process.
Nevertheless, the above-mentioned multiple signals for different triazoles demonstrate
an alternating dynamic tumbling phenomenon on all CDs in the periphery of dendritic
compounds (I) and (II, see Figure S3 in SI). In this way, the complexity of the signals
between 7.63–7.27 ppm can be explained by the possible existence of 13 conformations for
dendritic compounds (I) and (II) in water (see Figure 4).

Apart from the changes observed in the aromatic region of dendritic platforms (I) and
(II) in D2O, other regions of the spectrum were also affected due to the tumbling effect.
Unequivocal assignments of the proton signals were made based on the previous analysis
performed in DMSO-d6 [14], combined with the information generated from 2D NMR
experiments in D2O. First, the 2D HMQC spectrum (see Figure 5) gave the confirmation for
chemical shifts values of the multiple triazoles and inverted aromatic protons that correlated
with distinctive carbon atoms in the region between 124.94–115.66 ppm of the 13C-NMR
spectrum. Further analysis allowed the assignment of the rest of the CD proton signals
and the aliphatic chain of the linker. From the down-field shift to up-field shift, it was
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possible to identify the H-1 and H-1′ protons of the modified and normal glucopyranose,
respectively. Immediately after these signals, the nonequivalent diastereotopic protons
H-6′ appeared as two sets of two signals: one set originating at 4.87 ppm and the other at
4.39 ppm, with both signals correlated to the same carbon at 51.07 ppm. It is important
to notice that the tumbling of the CD cavity has the same impact on the Hc proton, as
an additional signal appeared at 4.14 ppm, which correlated with the carbon signal at
70.97 ppm. This signal can only be due to one Hci because the rest of the group of signals
was corresponding to the noninverted Hc protons. A similar phenomenon was observed
for the signals at 3.49 ppm that correspond to H-2,2′, 4,4′ protons, which were affected
by the surrounding tumbling process in the same manner. The rest of the signals were in
concordance with the assignment made in DMSO-d6.

Figure 1. Structure of compounds P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6, where n = 3 or and 4 (I and II, respectively) and the
representative assignment of the proton signals in NMR.
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Figure 2. Possible scenarios for the characterization of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4) compounds by NMR,
(A) Extended conformation, (B) Tumbling process and (C) Available cavities in in dendritic compounds (I) and (II).

Figure 3. 1H-NMR spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6 (I) in D2O.
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Figure 4. The 13 possible conformations for dendritic compound (I) with 0 to 6 inverted cavities. Similar conformations are
expected for compound (II).

Figure 5. 2D NMR HMQC spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6 (I) in D2O.
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In order to demonstrate the impact of the tumbling process on the previously described
signals, NOE interactions were investigated to confirm the complete inclusion of aromatic
residues inside the βCD cavity. The most significant correlations between H-triazole and
H-a H-b protons (normal and inverted versions) with the H-3 and H-5 internal protons of
the hydrophobic cavity of βCD are highlighted inside blue squares in Figure 6.

Figure 6. 2D NMR NOESY spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6 (I) in D2O.

From a detailed examination of the 2D NMR NOESY spectrum of dendritic compound
(I) (Figure 7A), it was observed that the H-ai, H-bi, and the H-triazole-inverted protons at
6.58 ppm and 7.56 ppm, respectively, interact with the internal signals H-3,5 at 3.84 ppm.
Additional interactions are also evident, for instance, the correlations between H-a, H-b at
6.64–6.60 ppm and H-2,2′ and H-4,4′ at 3.51–3.44 ppm from CD, as well as the correlations
between an inverted H-triazole proton at 7.56 ppm and the same CD signals. These
observations could be explained as interactions between an inverted glucopyranose unit
and a noninverted neighboring unit, as H-2,4 protons are located on the external surface
of the truncated cone of the βCD. This experimental finding reinforces our proposal that
the tumbling process is presented as a dynamic process. After verifying the hydrophobic
interactions that account for the tumbling process, the torsion of the aliphatic chain caught
our attention, as it becomes evident that H-e,d methylene protons are also interacting with
the internal protons H-3,5 (see correlations between 2.73–3.83 ppm and 1.98–3.87 ppm,
Figure 7B). The methylene groups undergo a strong enough torsion process to be fully
included inside the βCD cavity.

2.2. Availability of the βCD Cavities in P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6 (I)

After carrying out an NMR analysis of the dendritic compounds (I) and (II) without
the guest, we could confirm that a dynamic tumbling process takes place in aqueous media
(Scenario B, Figure 2). In this way, the tumbling process in our platforms could result in
a limited capacity for inclusion complex formation, which, in principle, would block at
least one of the host’s βCD cavity [17,18,39]. This is a major concern due to the potential
applications in aqueous media of the presented dendrimers. In this regard, due to the
high affinity of Ad for the βCD cavity [40–42], this molecule could be conveniently used
to overcome the tumbling process of the βCD cavity. To confirm this hypothesis, we
performed a titration experiment with increasing amounts of AdCOOH, recording the
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changes in the 1H-NMR spectra of platforms (I) and (II) in D2O (see Figure 8 and Figure S8
in SI).

Figure 7. Amplification of (A) aromatic and (B) aliphatic zones in 2D NMR NOESY spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-
βCD]6 (I) in D2O.

Figure 8. 1H-NMR titration experiment of dendritic compound (I). The 5.5–8.5 ppm and 1.0–3.0 ppm regions are shown for
the mixtures of dendritic compound (I) and AdCOOH in D2O with decreasing molar fraction from top to bottom, expressed
with respect to the concentration in βCD cavities for dendritic compound (I) (XCD = [βCD]/([βCD] + [AdCOOH]). Total
concentration [βCD] + [AdCOOH] = 3 mM.
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Each spectrum was numbered using the molar fraction XCD = [βCD]/([βCD] +
[AdCOOH] for the sake of simplicity (see Figure 8 for molar ratios from 1 to 0). At a
0.9 XCD molar ratio of dendritic compound (I), the spectrum showed similar signals
to those obtained for pure compound (I) in D2O. This behavior was maintained up to
a 0.6:0.4 ratio (platform (I): AdCOOH). It is evident that as the XCD ratio decreased,
the spectrum shape became simpler with the concomitant appearance of the “normal”
multiplicity for the H-triazole and H-a, H-b protons (see region from 6 ppm to 8 ppm
for the 0.5:0.5 ratio in Figure 8). Additionally, the progressive disappearance of the Hci
and H-2,2′,4,4′i signals reflected the reversal of the tumbling process described above.
Therefore, for the 1:1 stoichiometry (see Figure 9 and Figure S9 in SI), the signal of H-
triazole appeared as a singlet at 7.54 ppm, and the phenyl protons H-a H-b appeared
as two doublets (J = 8.3, 8.1 Hz) at 6.64 ppm and 6.61 ppm, respectively. These results
revealed the extended spatial conformation for dendritic compound (I) when forming the
host–guest inclusion complex with AdCOOH, and this matches the distribution observed
for pure compound (I) in DMSO-d6 (Scenario C, Figure 2). This analysis reinforces the total
disappearance of the inverted form of CD units in the periphery of dendritic compounds (I)
and (II).

Figure 9. Job plot for the inclusion complex of AdCOOH with βCD cavities in the dendritic com-
pound (I), [βCD] + [AdCOOH] = 3 mM at 298 K, in D2O. (The inflection point was found to be at 0.5,
which confirms the stoichiometry 1:1.)

Well-defined signals in the aromatic region can be observed in the 1H NMR spectrum
of the inclusion complex of the dendritic compound (I) with AdCOOH in equimolar
ratio (1:6, referred to compound (I):AdCOOH), as shown in Figure 10 (see Figure S10
for (II)). Long-range interactions were tracked through 2D NOESY NMR experiments
(see Figure 11 and Figure S11 for (II)). Only cross-peaks between inner protons of the
βCD cavity (H-3,3′; H5,5′) and those corresponding to AdCOOH (H-α; H-β; H-γ) were
observed, which indicates that the CD cavities hosted only the AdCOOH molecules (see
region highlighted in blue in Figure 11). Additionally, only spatial correlations between
H-b/H-c were present in the NOESY spectrum of compound (I), and no NOE effects
between triazole or aromatic protons and βCD protons were observed (see Figure 12A).
Therefore, it is possible to confirm that none of the βCD cavities remained in inverted
conformation. Finally, exclusive cross-peak interactions between H-α, H-β, and H-γ signals



Pharmaceuticals 2021, 14, 556 10 of 14

of AdCOOH and the inner protons of the CD cavity were present (see Figure 12B). The
above observations confirmed the complete availability of the βCD host cavities for the
AdCOOH guest, despite the initial reversed conformation in water.

Figure 10. 1H NMR spectrum of inclusion complex P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6 (I)/AdCOOH
in D2O.

Figure 11. 2D NMR NOESY spectrum of inclusion complex P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6

(I)/AdCOOH in D2O.
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Figure 12. Amplification of (A) aromatic and (B) aliphatic zones in 2D NMR NOESY spectrum of inclusion complex
P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6/AdCOOH in D2O.

3. Materials and Methods
3.1. General Notes

All the employed reagents and solvents were purchased from Sigma Aldrich México
and were used as received. The synthesis of the dendritic compounds P3N3-[O-C6H4-O-
(CH2)3-βCD]6 and P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-βCD]6 was carried out according to proce-
dures previously published by our research group without modifications [14].

3.2. Characterization
3.2.1. NMR Experiments

Deuterated dimethyl sulfoxide (DMSO-d6) and deuterium oxide (D2O) with an iso-
topic purity of 99.9% were obtained from Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Cambridge,
MA, USA) Tetramethylsilane (TMS), an internal NMR reference, was purchased from Sigma
Aldrich Mexico. 1H- and 13C-NMR, as well as 2D HMQC, COSY, and NOESY experiments,
were performed at 298 K on a Bruker Avance 400 MHz spectrometer. Chemical shifts
are reported in parts per millions (ppm, δ) and coupling constants (J) in Hz. Multiplic-
ities are reported using the following abbreviations: s = singlet, d = doublet, t = triplet,
br = broad, and m = multiplet. The suffix letter i refers to the signals identified in an
inverted conformation of the dendritic compounds.

3.2.2. Characterization of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4) in D2O
P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6

1H-NMR (400 MHz, D2O, δ ppm): 7.63–7.27 (m, 5H, H-triazole), 6.92–6.46 (m, 25H,
H-a, b, H-ai, bi, H-triazolei), 5.29 (s, 7H, H-1′), 4.97–4.87 (m, 46H, H-1; H-6′), 4.39 (m, 7H,
H-6′), 4.14–3.09(m, 302H, H-ci, H-c, H-5′, H-5, H-3,3′, H-6, H-2,2′, H-4,4′), 3.09 (m, 7H,
H-6′ ′), 2.74 (m, 20H, H-6′ ′, H-e), 1.98 (m, 12H, H-d); 113C-DEPTQ NMR (101 MHz, D2O,
δ ppm): 147.33, 145.43, 124.94, 124.86, 121.32, 120.94, 115.66, 101.82, 81.11, 70.97, 60.24, 59.70,
59.50, 51.07, 21.48, 28.03.

P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-βCD]6

1H-NMR (400 MHz, D2O, δ ppm): (7.66–7.36 (m, 5H, H-triazole), 6.84–6.14 (m, 25H,
H-a, b, H-ai, bi, H-triazolei), 5.29 (s, 7H, H-1′), 4.98–4.79 (m, 37H, H-1; H-6′), 4.36 (m, 7H,
H-6′), 4.02–3.28(m, 197H, H-c, H-5′, H-5, H-3,3′, H-6, H-2,2′, H-4,4′), 3.09 (m, 7H, H-6′ ′),
2.73–2.62 (m, 13H, H-6′ ′, H-f), 1.64 (m, 24H, H-d,e); 13C-DEPTQ NMR (101 MHz, D2O,
δ ppm): 148.95, 146.05, 132.78, 127.77, 122.12, 115.28, 102.15, 81.50, 73.52, 72.39, 71.90, 60.56,
57.40, 28.52, 24.29.
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3.2.3. Job Plot Method

For the Job plot method: two stock solutions, Solution Host (Sol. H) of P3N3-[O-
C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4) 3 mmol/L in βCD cavities, and Solution Guest (Sol.
G) of AdCOOH 3 mmol/L, were prepared in D2O. With these solutions, a series of nine
samples in NMR tubes containing both P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4) and
AdCOOH with a total concentration ([AdCOOH]+[P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6]) fixed
at 3 mmol/L were prepared. This was accomplished by introducing increasing portions
of 50 up to 500 µL of Sol. H in the adequate NMR tube, and then in the corresponding
tube, decreasing amounts were added starting from 500 up to 50 µL of Sol. G. Thus,
solutions with constant volume and varying βCD molar fractions (XCD = [P3N3-[O-C6H4-
O-(CH2)n-βCD]6]/([P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6] + [AdCOOH])) in a complete range
(0.1 < r < 0.9) were obtained. The NMR measurements were performed using the signal
of D2O as an internal standard. The continuous variation in the 1H NMR chemical shift
change “∆δ x XCD” (∆δ taken for the adamantyl H-γ, see Figure 9 for (I) and Figure S9 in
SI for (II)) was plotted against XCD.

3.2.4. Formation of Inclusion Complexes between P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3
or 4) and AdCOOH

The host–guest inclusion complexes between P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)n-βCD]6 (n = 3
or 4) and AdCOOH were prepared according to the procedures previously reported [42,43].
A MeOH solution of AdCOOH was added to the aqueous solution of P3N3-[O-C6H4-O-
(CH2)n-βCD]6 (n = 3 or 4) with adequate stoichiometry under vigorous stirring. After 24 h,
the resulting translucent solution was filtered using a 0.45 µm membrane and lyophilized
to give the corresponding supramolecular assembly.

4. Conclusions

1D and 2D NMR spectroscopic studies were carried out to determine the real con-
formation of two dendritic compounds containing a cyclotriphosphazene core and six
βCD units in the periphery in D2O solution. We corroborated that a dynamic tumbling
process takes place at the glucopyranose unit directly linked to the spacer that binds the
βCD to the cyclotriphosphazene core. This implies that a dynamic process with at least
one linker chain is completely included in at least one of the six βCD cavities, resulting
in a significant limitation of these dendritic compounds to form inclusion complexes. We
have investigated whether this tumbling phenomenon was reversible for both dendritic
compounds by studying the association to a guest molecule with high-affinity to the inner
βCD cavity such as AdCOOH. A titration experiment was carried out by increasing the
guest concentration. The NOE interactions shown in the NOESY spectra demonstrated that
the tumbling process can be completely reversed for all βCD units in both dendritic com-
pounds (I) and (II) with 1:1 stoichiometry. This shows that the stability of the host–guest
complexes, as indicated by their association constants, is important for the reversibility of
the tumbled βCD units. Finally, we demonstrated that dendritic compounds (I) and (II)
are potential carriers for drugs containing a linked adamantane ring.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
10.3390/ph14060556/s1. Figure S1: DEPTQ-NMR spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6
(I) in D2O; Figure S2: 2D NMR COSY spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)3-βCD]6 (I) in D2O;
Figure S3: 1H NMR spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-βCD]6 (II) in D2O; Figure S4: DEPTQ-
NMR spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-βCD]6 (II) in D2O; Figure S5: 2D NMR HMQC spectrum
of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-βCD]6 (II) in D2O; Figure S6: 2D NMR NOESY spectrum of P3N3-[O-
C6H4-O-(CH2)4-βCD]6 (II) in D2O; Figure S7: 2D NMR COSY spectrum of P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-
βCD]6 (II) in D2O; Figure S8: 1H-NMR titration experiment of dendritic compound (II); Figure S9:
Job plot for the inclusion complex of AdCOOH with βCD cavities in the dendritic compound (II);
Figure S10: 1H NMR spectrum of inclusion complex P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-βCD]6 (II)/AdCOOH
in D2O; Figure S11: 2D NMR NOESY spectrum of inclusion complex P3N3-[O-C6H4-O-(CH2)4-βCD]6
(II)/AdCOOH in D2O.
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