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INTRODUCCION

1. Introduccion

Hoy en dia, la eficiencia de las terapias para diversas enfermedades es mas baja de lo que se
desearia, ya que aproximadamente el 40% de los nuevos farmacos que se van desarrollando, asi
como varios farmacos ya existentes, presentan una baja solubilidad en agua, lo cual afecta
factores como: formulacién, farmacocinética y biodisponibilidad. Esto es un problema a
resolver, ya que estos factores tienen un impacto directo en la efectividad terapéutica del
farmaco. Particularmente, y de interés en este proyecto, el fdrmaco conocido como albendazol,
utilizado para el tratamiento de la teniasis y cisticercosis causadas por el parasito Taenia solium,
presenta una solubilidad marginal en medios acuosos. A pesar de que el albendazol tiene una
buena actividad contra el pardsito, su uso se limita a nivel intestinal, ya que, debido a su baja
biodisponibilidad, en afecciones a nivel sistémico, éste presenta una baja efectividad.

El problema de la solubilidad de farmacos tradicionalmente se ha atacado mediante el uso de
polimeros con cierto grado de hidrofilicidad como: polivinilpirrolidona, pectina, dodecilsulfato
de sodio y polietilenglicol. Sin embargo, actualmente para enfrentar este problema, en el campo
de la nanotecnologia, se han desarrollado varios sistemas como: micelas, liposomas,
nanoparticulas y dendrimeros. Estos ultimos son polimeros hiperramificados que se sintetizan
por etapas, y destacan por ser sistemas estables, monodispersos que, dependiendo de su
composicion, pueden ser solubles en agua y biocompatibles. Otros sistemas que también se han
utilizado en la mejora de la solubilidad de farmacos, son las ciclodextrinas, que son oligdmeros
ciclicos de glucosa, con un interior hidrofébico y un exterior hidrofilico, lo que las hace idéneas
para alojar farmacos poco solubles en su interior. En especial la B-ciclodextrina destaca por
tener el tamafo y rigidez optimos para el encapsulamiento de una amplia lista de farmacos,
sin embargo, tiene una relativamente baja solubilidad en agua, por lo que la investigacién en
sintesis de nuevos derivados de B-ciclodextrina es un area muy activa.

Por lo mencionado anteriormente es que en el presente trabajo de investigacion se sintetizaron
derivados de B-ciclodextrina, con dendrones de poliéster de segunda generacion, sintetizados a
partir del acido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico (Bis-MPA) y se compard su capacidad de
encapsulamiento con la B-ciclodextrina y con un derivado de B-ciclodextrina con polietilenglicol
550. Las moléculas preparadas se proponen como novedosos acarreadores de farmacos
hidrofébicos como el albendazol, apostando a efectos colectivos entre la cavidad de la B-
ciclodextrina y la acciéon envolvente de los sustituyentes sobre ésta, para promover un
encapsulamiento mas eficiente, mejorando al mismo tiempo la solubilidad en agua del propio
acarreador, debido a la presencia de superficies mas polares, afines a medios acuosos.
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2. Antecedentes

2.1 Albendazol

El albendazol (N-[5-(Propiltio)-1H-benzimidazol-2-illcarbamato de metilo), con formula
molecular (C12H15N30,S), es un derivado de los benzimidazoles (Figura 1), tiene el aspecto de un
polvo que va del blanco al amarillo claro, con punto de fusién de 208-210 °C, es soluble en
medios organicos como: DMSO, cloroformo, metanol y acetonitrilo, también es soluble en
soluciones acidas o basicas, pero es practicamente insoluble en agua. Esta molécula es uno de
los farmacos mas utilizados para combatir la teniasis y cisticercosis provocada por Taenia
solium.* Aunque se ha demostrado que puede ser efectivo en el tratamiento de la
neurocisticercosis, debido a su baja biodisponibilidad, los tratamientos con este farmacos son
complicados y largos.? Con el fin de alentar la investigacion en este tema, esta parasitosis ha
sido agregada por la OMS en 2010, a la lista de las principales enfermedades desatendidas, y se
realizan estudios piloto para aumentar el control de la teniasis y la cisticercosis por T. Solium,
con la proyeccidon para 2020 de expandir estas acciones a algunos paises endémicos.3

(@
/\/S “ >_0/
/>—NH
N
Figura 1. Estructura quimica del albendazol.

2.1.1 Farmacocinética

El albendazol se absorbe pobremente en el intestino delgado, mediante difusién pasiva (paso de
una sustancia a través de la membrana bioldgica en funcién del gradiente de concentracidn); se
cree que esto ocurre debido a su baja solubilidad en agua. En este sentido, estudios han
comprobado que su biodisponibilidad aumenta cuando se suministra con una dieta rica en
grasa.*

Una vez absorbido, el fdrmaco se une a proteinas plasmaticas para ser transportado al higado,
donde se metaboliza principalmente a sulféxido de albendazol (ABS) y en menor proporcion a
otros metabolitos® (Esquema 1). En los humanos se ha observado que la transformacion a
sulféxido de albendazol, estda mediada por dos sistemas, la flavinmonooxigenasa y el citocromo
P450.




ANTECEDENTES

Debido a su rapido metabolismo, el albendazol no se detecta en el plasma, por lo que se tiene
gue monitorear la concentracién maxima de sulféxido de albendazol, la cual se alcanza dentro
de tres horas y tiene una vida media de entre 10 y 15 h.” Su eliminacién se lleva a cabo

principalmente en orina'y en menor cantidad en heces.®
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Esquema 1. Via metabdlica del albendazol
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2.1.2 Mecanismo de accion
A la fecha se ha encontrado que el albendazol y otros derivados de benzimidazol, actian contra

los parasitos mediante dos mecanismos diferentes:® inhibicion de la polimerizacién de la
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tubulina e inhibicién del metabolismo energético, los cuales se describen brevemente a
continuacion.

Inhibicidn de la polimerizacion de la tubulina

El albendazol presenta una elevada afinidad por la B-tubulina, inhibiendo su polimerizaciéon?®,
esto tiene como consecuencia una deficiencia en el transporte de sustancias dentro de la célula,
ademas de la falta de formacidn de microtubulos durante la mitosis.

Inhibicién del metabolismo energético

El albendazol causa la muerte de los parasitos al interrumpir el metabolismo energético. Se ha
demostrado que tiene afinidad por enzimas que participan en el ciclo de Krebs, como: fumarato
reductasa, malato deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa.'!

A pesar de que se han desarrollado diversas formulaciones para aumentar la biodisponibilidad
del albendazol, aun se buscan estrategias para mejorar los resultados actuales. En este sentido
las ciclodextrinas son excipientes ampliamente utilizados para este fin, por lo que se
profundizard en ellas.

2.2 Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos constituidos de unidades de glucosa conectadas a
través de enlaces a-1,4-glucosidicos, éstas se denominan a, B, o y si tienen seis, siete u ocho
unidades monoméricas respectivamente, y aunque se ha reportado la caracterizacién delady €
ciclodextrinas, éstas no han demostrado tener una aplicacién practica.'?

La historia de las ciclodextrinas comenzd en 1891, cuando Villiers reportd que a partir del
almidén de la papa se obtenia una sustancia cristalina, cuya composicidon describié como:
(CeH1005)2 + 3 H20. El propuso el nombre de celulosina, ya que presentaba caracteristicas
similares a la celulosa, como; resistencia a la hidrdlisis acida y ausencia de azlcares
reductores.’® Sin embargo, el descubrimiento de Villiers no acaparé demasiada atencidon. Fue
hasta 1904 que Schardinger, investigando microorganismos termoresistentes, responsables de
la contaminacién de los alimentos, se topd con la celulosina de Villiers, pero al estudiar sus
propiedades de complejacion con el yodo, él distinguidé dos tipos de compuestos; denomind a-
ciclodextrina (a-CD), al compuesto que formaba un complejo verdoso y B-ciclodextrina (B-CD),
al compuesto que formaba un complejo café oscuro. Schardinger fue el primero en reportar una
completa descripcién de la preparacion separacion y purificacion de estos dos compuestos.t*
Por ultimo, otro investigador que merece mencion es Freudenberg, el cual propuso la estructura
ciclica de las ciclodextrinas, y fue el primero en caracterizar la y-ciclodextrina (y-CD).'> A partir
de entonces fueron diversos los grupos de trabajo que se interesaron por estos compuestos, por
lo que hoy dia las ciclodextrinas tienen aplicaciones en diversas dreas de la industria.'®

e
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2.2.1 Caracteristicas fisicas y quimicas de las ciclodextrinas

Las ciclodextrinas tienen una arquitectura que asemeja a un cono truncado, algunas veces
también llamado toroide. Las unidades de glucosa mantienen una conformacion “Ci, lo que
tiene como consecuencia que los hidroxilos secundarios queden en una cara del toroide,
mientras que los primarios quedan en la otra, por esta razén se les denomina como cara
secundaria y cara primaria respectivamente. Otra caracteristica importante de la estructura
ciclica es la rigidez, lo que provoca que el toroide tenga un radio y altura definidos,” como se
ilustra en la figura 2.

cavidad
hidrofobica

cara secundaria

cara primaria

0.57 nm 0.78 nm 0.95 nm
> B S

wug/0

Figura 2. Estructuras de las principales ciclodextrinas'®

Una de las caracteristicas por las que las ciclodextrinas han llamado tanto la atencion, es que
cuentan con una cavidad interna, la cual tiene un caracter hidrofébico, mientras que el exterior
mantiene un caracter hidrofilico; Estas caracteristicas hacen de las ciclodextrinas excelentes
moléculas para la formacién de complejos supramoleculares. Estos ultimos son sistemas
huésped-hospedero que se mantienen estables por interacciones no covalentes como: el efecto
hidrofébico.'® Este ultimo es la principal fuerza motriz para la formacién de complejos B-
ciclodextrina-huésped lo que las hacen excelentes candidatos para el encapsulamiento de
farmacos hidrofébicos en medios acuosos.?°
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Como se menciond anteriormente, las ciclodextrinas son resistentes a hidrdlisis acida, sin
embargo, son sensibles a oxidantes fuertes como el ion peryodato o el ion hipoclorito. Las
ciclodextrinas son modificadas principalmente por los grupos hidroxilo presentes en C-6, C-3 y
C-2, de acuerdo al siguiente orden de reactividad: C-6 > C-2 > C-3. No obstante, la sustitucion
depende fuertemente de las condiciones de reaccidn, por ejemplo, en la sintesis de la dehidroxi-
propil-ciclodextrina, en donde a pH ligeramente basico, el 6xido de propileno reacciona
principalmente con los hidroxilos en C-2 y C-3, pero en condiciones muy alcalinas la reaccién
ocurre principalmente en el hidroxilo en C-6.2! En la Tabla 1 se hace un resumen de las
principales caracteristicas de las ciclodextrinas.

Tabla 1. Principales caracteristicas de las ciclodextrinas.

a B v
No. de unidades de 6 7 8
glucosa
Peso molecular 972 1135 1297
Solubilidad en agua 14.5 1.85 23.2
(g 100 mL?)
[a]o 25°C 15040.5 162.5+0.5 177.4+0.5
Diametro de la 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
cavidad A
Volumen 174 262 427
aproximado de la
cavidad A3
Forma cristalina Placas hexagonales Paralelogramo Prismas cuadraticos
monoclinico

Actualmente, es reconocido que la B-CD, es la que reune las mejores caracteristicas de tamafio,
biocompatibilidad, y accesibilidad para el encapsulamiento de sustancias con actividad
farmacoldgica.?? El Unico inconveniente que presenta la B-CD es su relativamente baja
solubilidad en agua, este hecho se explica por la formacidn de enlaces de hidrogeno entre el C-
2-OH de una unidad de glucosa con el C-3-OH de otra unidad adyacente, y aunque esto le da
rigidez a la estructura, deja inaccesible la interaccion de estos hidroxilos con las moléculas de
agua. En la Figura 3 se muestra la representacién en la que se puede observar que en la cavidad
hidrofdbica se encuentran los hidrégenos que estdn unidos a C-3 y a C-5 de las unidades de
glucosa y los oxigenos tipo éter de los enlaces glucosidicos. Este hecho es de particular interés
cuando se analiza la formaciéon de un complejo de inclusién por RMN, ya que se pueden
monitorear las interacciones del huésped con los hidrégenos internos de la ciclodextrina por
efecto NOE (Nuclear Overhauser Effect).?3
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Figura 3. Modelos estructurales de la B-ciclodextrina*®

2.2.2 Sintesis

Las ciclodextrinas son obtenidas mediante la descomposicién enzimatica del almidéon (Esquema
2); la enzima que cataliza esta reaccidén es la ciclodextrina glucosiltransferasa (CGT-asa) y es
producida por un gran niumero de microorganismos como: Bacillusmacerans, Klebsiellaoxytoca,
Bacilluscirculans, y Alkalophylicbacillus, aunque en condiciones normales se producen la a, By
y-ciclodextrina, en cantidades aproximadamente equimolares. Actualmente, hay métodos que
dirigen la produccion mayormente a un derivado en especifico, por ejemplo si se agrega tolueno
al sistema, se induce la formacién del complejo B-CD/tolueno, el cual puede ser separado para
desplazar el equilibrio hacia la formacién de la B-CD.!?

-

ty
_2}/?"'3"-%{ o CGT asa

2P o
Ve )] mHam

Almidon n=8 yCD




ANTECEDENTES

Esquema 2. Reaccidn de formacidn de ciclodextrinas a partir de almidon catalizada por CGT-asa

2.2.3 Aplicaciones en el area farmacéutica

Las ciclodextrinas han sido aplicadas en la industria cosmética, de alimentos, asi como en
catélisis y en cromatografia.?* En especial en la industria farmacéutica, son aplicadas en
formulaciones para incrementar la solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad de farmacos poco
solubles. Sin embargo, como ya se menciond antes, la B-CD no tiene la solubilidad deseada para
desarrollar formulaciones farmacéuticas altamente eficientes, por lo que varios tipos de
derivados han sido desarrollados, entre los mas populares se encuentran: la hidroxipropil-B-CD
(HP-B-CD) y la metil-B-CD (M-B-CD). Estas dos ultimas han sido utilizadas en formulaciones para
mejorar la solubilidad del albendazol. Estos estudios demuestran que la HP-B-CD es la mejor
candidata para el encapsulamiento del albendazol.?>%¢

Actualmente existen diversas formulaciones comerciales que ya contienen ciclodextrinas, sin
embargo, aln se continla con la busqueda de un acarreador “ideal”. Las caracteristicas ideales
de un acarreador son:

e Alta solubilidad en agua a temperatura ambiente

e Disponible en alta pureza

e No tdxico en altas dosis para el caso de tratamientos crénicos
e Afinidad por una gran variedad de farmacos

e Estable en condiciones de almacenamiento

e Biocompatible y biodegradable

Hoy en dia la busqueda de nuevos derivados sigue siendo un area muy activa, en particular unos
sistemas que comienzan a despertar interés son las CDs dendriméricas; sistemas en los que se
combinan las propiedades de las ciclodextrinas y los dendrimeros. Actualmente, se distinguen
tres tipos de CD dendriméricas (Figura 4):%’

» Dendrimero basado en ciclodextrina: En éstos, la CD estd en mas de una parte del
dendrimero; en nucleo, los brazos dendriticos y/o en la periferia.

» Dendrimero con nucleo de ciclodextrina: En éstos, los dendrones son acoplados a todos
los sitios de unién de la cara primaria de la CD.

» Conjugado dendrimero-ciclodextrina: Estos son sistemas en los que la sustitucién de la
ciclodextrina o el dendrimero es parcial.
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(@) L

Figura 4. Tipos de CD-dendriméricas. a) dendrimero basado en ciclodextrina. b) dendrimero con
nucleo de ciclodextrina. c) conjugado dendrimero-ciclodextrina?’

Aungue estos sistemas son muy Ilamativos para el acarreamiento de farmacos, la investigaciéon
en torno a ellos esta dirigida principalmente al acarreamiento de ADN.%8

2.3 Dendrimeros

Hace ya tres décadas que se reportd la sintesis de una clase de polimeros no convencionales, los
cuales se caracterizan por ser hiperramificados, monodispersos, con una estructura
tridimensional bien definida y por ser sintetizados por pasos, mediante una secuencia iterativa
de reacciones. Estas nuevas moléculas fueron denominadas dendrimeros, y en ellos se
distinguen tres componentes arquitecténicos: un nucleo, capas internas con puntos de
ramificacion (generaciones) y una superficie con multiples grupos funcionales (Figura 5).2°

Debido a estas caracteristicas, los dendrimeros tienen propiedades quimicas y fisicas que los
hacen diferentes de sus andlogos lineales,*° por lo que la investigacion en torno a ellos abarca
multiples aplicaciones, como optoelectréonica, sensores moleculares, acarreamiento de
farmacos, transfeccion de genes, cosmética, cancer y vacunas.3?
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Figura 5. Representacion esquematica de la estructura de un dendrimero. (G= Puntos de
ramificacion de las diferentes generaciones del dendrimero)3?

El primer reporte de la sintesis por etapas de una molécula ramificada fue hecho por Végtle33 en
1978, él a partir de aminas llevé acabo la sintesis de moléculas tipo cascada. Posteriormente,
Newkome3* reportd en 1985 la sintesis de macromoléculas ramificadas que denomind
arboroles, estos eran una nueva aproximacién a las micelas, y se esperaba tuvieran la capacidad
de formar complejos de inclusién. En ese mismo afio de manera independiente, el grupo de
Tomalia®® que trabajaba en la Dow Chemical Company, reportd la sintesis de la primera familia
de dendrimeros de poliamidoaminas (PAMAM), siendo este grupo de trabajo el que acufio la
palabra dendrimero, que deriva del griego dendron que significa arbol. A partir de entonces, el
numero de publicaciones dedicado a este tipo de moléculas crecié exponencialmente, esto dio
lugar al disefio de diferentes metodologias de sintesis, las cuales se describen a continuacion.

2.3.1 Sintesis

Las metodologias mas populares para la sintesis de dendrimeros son los métodos divergente y
convergente, pero también, con el afan de lograr un mayor crecimiento en el menor nimero de
pasos, se ha reportado la sintesis en doble etapa y la sintesis doblemente exponencial.3°
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2.3.2 Sintesis divergente

Esta metodologia fue la que utilizé Tomalia para la sintesis de los dendrimeros PAMAM. En esta
sintesis, el crecimiento del dendrimero se hace desde el centro hacia la periferia. Como primer
paso los mondmeros, los cuales constan de un sitio reactivo y dos o mas protegidos, son
acoplados al nucleo; el siguiente paso es la activacién de los sitios no reactivos (via
desprotecciones), para posteriormente acoplar otro mondmero y asi, con pasos sucesivos de
activacién y acoplamiento, se logra el crecimiento del dendrimero (Esquema 3).3¢

o

ol Acoplamiento

e
Activacion ‘V Acoplamiento Activacién(

Ncleo

.

4~ Grupo protegido

U= Grupo activado

Esquema 3. Sintesis divergente de dendrimeros3®

Aunque esta metodologia es utilizada para producir comercialmente dendrimeros PAMAM, en
ella se pueden presentar varias desventajas; por ejemplo, las reacciones incompletas, lo cual
puede solucionarse a costa de utilizar un exceso de reactivo y tiempos prolongados de reaccion.
Otra desventaja que se presenta principalmente en dendrimeros muy grandes, son las
reacciones intramoleculares entre las ramificaciones demasiado cercanas, generandose asi lo
gue se conoce como defectos estructurales, lo cual afecta principalmente a la monodispersidad
del compuesto.

2.3.3 Sintesis convergente

Este método fue propuesto por Fréchet en 19903’ para la sintesis de dendrimeros de
poli(benciléter), utilizando como mondmero el 3,5-dihidroxibencil alcohol. En esta metodologia,
la sintesis del dendrimero se realiza desde la periferia al ndcleo; como primer paso, el
mondmero que consta de un sitio inactivo denominado punto focal y dos o mas sitios activos, se
acopla a dos o mas grupos de superficie, con lo que se obtiene el dendrén de primera
generacién con un punto focal inactivo, posteriormente se puede activar el punto focal para
acoplarlo nuevamente al mondmero. Estos pasos se repiten hasta obtener los dendrones del
tamafio deseado, los cuales finalmente son activados en el punto focal para ser acoplados al
nucleo (Esquema 4).
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Esquema 4. Sintesis convergente de dendrimeros3®

En este método el numero de sitios reactivos permanece constante, lo cual disminuye la
posibilidad de tener reacciones incompletas, siendo esta una ventaja frente al método
divergente en el cual el niumero de sitios reactivos incrementaba exponencialmente. Sin
embargo, este método estd limitado a la sintesis de dendrones de generaciones no muy grandes
debido al impedimento estérico que se puede presentar al acoplar al nucleo.

2.3.4 Aplicaciones como acarreadores de farmacos

Dependiendo de los grupos que se encuentren en el nucleo, los brazos dendriticos o la periferia
del dendrimero, éstos pueden reunir un grupo de caracteristicas necesarias para ser utilizados
como acarreadores de farmacos, como son: solubilidad en medios acuosos, biocompatibilidad,
baja citotoxicidad, biopermeabilidad, y no ser inmunogénicos.3® El acarreamiento puede ser por
formacién de conjugados, donde se forma un enlace covalente, o por complejos de inclusién, en
donde el farmaco es encapsulado por el dendrimero y se mantienen unidos por interacciones
no covalentes.3?

2.3.5 Conjugados dendriméricos

En esta estrategia se aprovecha la diversidad de grupos de superficie que pueden presentar los
dendrimeros, para unir los fdrmacos via un enlace covalente (Figura 6b). La eleccion del grupo
funcional para formar el enlace no es trivial, ya que de éste depende la velocidad de liberacién
de la molécula de interés.>*Principalmente se usan grupos labiles a pH acido como el grupo
éster o cis-aconityl, este ultimo ha sido utilizado para formar conjugados, dendrimero-
doxorrubicina,*® los cuales tienen una liberacidn exitosa en los lisosomas de células
cancerigenas.

Otros estudios comparan la diferencia entre el enlace éster y amida en los mismos sistemas. Se
observa que sistemas metotrexato-PAMAM G5 con enlace éster es cuatro veces mas activo que
el metotrexato solo, mientras que el sistema metotrexato-PAMAM G5 con enlace amida es

e
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menos activo.*! Aunque la capacidad de carga de farmaco depende del nimero de grupos
superficiales, se debe tener en cuenta que la saturacién de éstos puede tener un impacto
negativo en la solubilidad de los sistemas.

2.3.6 Complejos dendriméricos
Esta estrategia aprovecha las cavidades internas que tienen los dendrimeros (Figura 6a). Estas

cavidades son particularmente adecuadas para el encapsulamiento de farmacos poco solubles.3?

La fuerza motriz del encapsulamiento en medios acuosos la da principalmente el efecto
hidrofébico, aunque estructuras dendriméricas como PAMAM y PPl ademas cuentan con pares
de electrones libres, los cuales pueden tomar el papel de aceptores de puentes de hidrogeno, lo

b) E
-
)
S

que le da una mayor estabilidad a los encapsulados.3®

farmaco

Figura 6. Formas de acarreamiento de farmacos por dendrimeros. a) complejos dendriméricos.
b) conjugados dendriméricos3®

Otro de los factores determinantes para el éxito de esta estrategia es el tamafio del sistema;
dendrimeros de 1° a 3° generacién son poco eficaces ya que, para muchos farmacos, el
encapsulamiento no es completo y el complejo es poco estable; por otro lado, dendrimeros
mayores a la 6° generacién comienzan a presentar una superficie muy empacada, lo que
dificulta la entrada de moléculas al interior del dendrimero.*?

Como se ha mencionado, las CD dendriméricas pueden tener un gran potencial para el
acarreamiento de farmacos, sin embargo, para su sintesis son necesarias reacciones que tengan

13



ANTECEDENTES

una alta eficiencia, este requisito es cumplido por reacciones que entran en un concepto
bastante reciente en la quimica orgdnica, la quimica “click”.

2.4 Quimica “click”

En el afio 2001 Sharples y colaboradores, inspirados en las reacciones bioquimicas, introdujeron
un nuevo concepto que denominaron quimica “click”, para describir un nuevo enfoque de
sintesis. Esta consiste en construir una gran diversidad de moléculas complejas utilizando
unidades pequefas, y con una variedad reducida de reacciones, que sean altamente eficientes y
qgue generen conexiones carbono-heteroatomo (C-X), en lugar de conexiones carbono-carbono
(C-C).*2 Los criterios para que una reaccion esté considerada en este contexto son los siguientes:

e Es facil de llevar a cabo desde el punto de vista experimental, es decir con reactivos
facilmente disponibles.

e Es tolerante a una amplia variedad de grupos funcionales y condiciones de reaccién en
varios tipos de interfaces como: sélido/liquido, liquido/liquido e incluso sélido/sélido.

e Esaltamente selectiva y regioespecifica.

e Dalugar alaformacion del producto de manera cuantitativa.

e La etapa de aislamiento del producto final es sencilla, sin necesidad de una purificacion
cromatografica.

Las reacciones que mayormente llegan a cumplir estos criterios encajan dentro de cuatro
categorias principales:*

e Las reacciones de sustitucion nucleofilica donde se ve implicada la apertura de un anillo
tensionado, como son: los epdéxidos, las aziridinas, iones aziridinio e iones episulfonio.

e Reacciones del grupo carbonilo del tipo no alddlica, como la formacién de éteres de
oximahidrazonas y heterociclos aromaticos.

e Reacciones de adicién a enlaces multiples carbono-carbono, en especial los casos
oxidativos como: epoxidacién, dihidroxilacién, aziridacién y también algunas reacciones
del tipo Michael.

e Reacciones de cicloadicién como las 1,3-dipolares o bien las [4+2] del tipo hetero Diels-
Alder.

En esta ultima categoria, se encuentra una de las reacciones mas representativas del concepto
de la quimica “click”; la cicloadicién 1,3-dipolar azida-alquino, que fue primeramente reportada
por Huisgen® en el afio 1967 y posteriormente, en el 2002 Medal y col.*® reportaron una
modificacion catalizada por Cu(l). En ese mismo ano, poco después y de manera independiente,
Sharples* publicé una variante utilizando sulfato de cobre y ascorbato de sodio como fuente de
Cu(l); esta ultima publicacion ocasiond que la reaccion se asociara intimamente con el concepto
“quimica click”, por lo que incluso se han llegado a usar como sindénimos. Esta variacién

e
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catalizada por Cu(l) comunmente es referida como: cicloadicién azida-alquino catalizada por Cu
(CAACu). El papel del Cu(l) en la catalisis ha sido investigado ampliamente y en la siguiente
seccion se describiran los aspectos principales en el mecanismo.

2.4.1 Mecanismo de reaccion

Si bien la reaccién propuesta por Huisgen puede ser explicada mediante un mecanismo
concertado, no se puede proponer lo mismo para la version catalizada por Cu(l) ya que la
cicloadicion directa de un complejo cobre-acetileno a una azida requeriria una energia de
activacion mayor a la del proceso no catalizado,*® sin embargo, un proceso por etapas bajaria la
barrera energética lo suficiente para justificar el incremento en la velocidad de reaccién. El ciclo
catalitico que se propone es el siguiente:

Como etapa inicial, se propone la coordinacion del Cu(l) con el alquino; segun célculos tedricos,
la formacion de este intermediario disminuye considerablemente el pKa del alquino,
permitiendo la desprotonacidn del acetileno en medios acuosos sin necesidad de agregar una
base, para formar el intermediario | (Esquema 5) dando lugar a la formacién de un acetiluro de
cobre, el cual incluso ha logrado identificarse a pH acido en disoluciones acuosas.*’

Posteriormente, la coordinacién de la azida forma al intermediario Il, el cual es un complejo
acetiluro-cobre-azida. Esta complejacién promueve el ataque nucleofilico del nitrégeno terminal
de la azida al carbono sustituido del acetiluro, formando al intermediario Ill. Lo que sigue es una
contraccion de anillo, generando al intermediario IV, el cual mediante un proceso acido-base
libera el producto y se regenera el catalizador para comenzar de nuevo el ciclo.
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Esquema 5. Mecanismo de reaccion para la cicloadicion azida-alquino catalizada por Cu
(CAACu)3®

2.4.2 Aplicaciones

La versatilidad de la CAACu no solo ha llamado la atencién en el area de sintesis de nuevos
farmacos, también se ha demostrado su utilidad en la sintesis de sistemas macromoleculares ya
que facilita la sintesis de arquitecturas que eran muy dificiles e incluso imposibles de obtener
antes. El uso de esta reaccion tiene gran relevancia en las técnicas de polimerizacion,*® asi como
en las modificaciones post polimerizacion;®! también ha demostrado ser una reaccién eficaz
para la modificacion de biomoléculas como ADN y péptidos.>?

En el campo de los dendrimeros, la quimica “click” ofrece posibilidades de explorar estructuras
con nuevos niveles de complejidad, en especial para acoplar dendrimeros con biomoléculas,
como: oligosacaridos, péptidos, ADN o anticuerpos.>® Por otro lado, debido a la relativa facilidad
de obtener los derivados azido-CD, en la quimica de ciclodextrinas, la reaccion CAACu ha tenido
un gran impacto, hasta el momento la reaccion ha sido utilizada para sintetizar dimeros de CD e
incluso cumulos de varias unidades de CD, con potenciales aplicaciones en catdlisis®* vy
acarreamiento de farmacos.>
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Justificacion

Como se menciond anteriormente la baja solubilidad de farmacos en medios acuosos disminuye
la biodisponibilidad de estos, como caso particular, en este trabajo de investigacidn, se utiliza
como modelo al albendazol, un antiparasitario que por su baja solubilidad es poco efectivo en
padecimientos como la neurocisticercosis.

Es por ello que surge la necesidad de disefiar nuevos sistemas acarreadores de farmacos, cuya
sintesis sea eficiente, en este sentido actualmente el concepto de quimica “click” agrupa
reacciones que han mostrado ser utiles para la sintesis de sistemas macromoleculares como son
los dendrimeros y las ciclodextrinas, moléculas que han demostrado ser utiles en el
acarreamiento de farmacos poco solubles.

Por lo mencionado anteriormente en el presente trabajo de investigacién se pretende sintetizar
mediante quimica “click”, un derivado de B-ciclodextrina con dendrones de segunda generacién
basados en el acido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico, denominado: B-ciclodextrina-[G2]-OH. A la
vez que se pretende comparar su solubilidad y eficiencia de encapsulamiento, contra un
derivado con un sustituyente de arquitectura lineal (PEG-550). Este derivado (B-ciclodextrina-
PEG) fue proporcionado por la Dra. Yareli Rojas Aguirre de la Facultad de Quimica de la UNAM

Hipotesis

Dado que hay una mayor cantidad de grupos hidroxilo presentes en la arquitectura ramificada
del derivado (B-ciclodextrina-[G2]-OH) este debera tener una mayor solubilidad en agua, esto
sumado a la cavidad hidrofébica del anillo de B-ciclodextrina, podria permitir una mayor
capacidad de encapsulamiento, en comparacién al derivado de arquitectura lineal pB-
ciclodextrina-PEG, el cual se espera sea menos soluble.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General

++ Sintesis, mediante quimica “click,” de derivados dendriméricos de PB-ciclodextrina
solubles en agua, capaces de acarrear farmacos hidrofébicos como el albendazol
(antiparasitario).

3.2. Objetivos especificos

e Sintesis de un dendrén de poli(éster) de segunda generacion basado en Bis-MPA con un
alquino como punto focal.

e Sintesis de heptakis(6-deoxi-6-azido)-B-ciclodextrina a partir de la B-ciclodextrina.

e Sintesis de los derivados de B-ciclodextrina-[G2]-OH mediante la cicloadicidon azida-
alquino catalizada por cobre (reaccion “click”).

e Caracterizacion de cada uno de los productos obtenidos mediante RMN H y 3C{*H}, FT-
IRy espectrometria de masas (impacto electrénico y MALDI-TOF).

e Evaluacién de la solubilidad en agua de la B-ciclodextrina-[G2]-OH y de un derivado B-
ciclodextrina-PEG! mediante espectroscopia UV-vis.

e Formacién de complejos de inclusion de la PB-ciclodextrina-PEG-albendazol y B-
ciclodextrina-[G2]-OH-albendazol, asi como de PB-ciclodextrina-albendazol (con fines
comparativos) haciendo uso del fendmeno de cosolvencia como método para mejorar la
solubilidad.

e Elaboracion de mezclas fisicas para corroborar la formacién de encapsulados entre la B-
ciclodextrina-PEG-albendazol y PB-ciclodextrina-[G2]-OH-albendazol, asi como de B-
ciclodextrina-albendazol

! Este derivado fue sintetizado en el laboratorio 305 de la Facultad de Quimica por el M. en C. Israel Gonzales
Méndez bajo la asesoria de la Dra. Yareli Rojas Aguirre.

e
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

4. Desarrollo experimental

4.1. Reactivos y disolventes
e Reactivos

Acido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico 98% (bis-MPA, 98% w/w), acido p-toluensulfénico mono
hidratado (98.5% w/w), albendazol, alcohol propargilico (99%) azida de sodio (98%
w/w),bromuro de bencilo (98% w/w), B-ciclodextrina (297 % w/w),2,2-dimetoxipropano (98%
w/w), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP 99% w/w), lodo (99%) , resina de (H+) Dowex® 50WX2
100-200 mesh,trifenilfosfina (=98 %), Pd/C (10 % w/w), 1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC),
Sephadex® LH-20, CaH; grado reactivo (95 % w/w), fueron adquiridos de SIGMA-ALDRICH (St.
Louis MO, USA). El p-toluensulfonato de 4-(dimetilamino)piridina (DPTS) fue preparado de
acuerdo al procedimiento descrito en la literatura.>® B-ciclodextrina-PEG.?

e Disolventes

Los disolventes acetona, dimetilformamida (DMF), hexano, acetato de etilo, metanol,
diclorometano, dimetilsulféoxido (DMSOQ), etanol, benceno y 1,2 dicloroetano fueron adquiridos
en TecsiQuim y secados segun los procedimientos descritos cuando fue necesario.>’

e Equipos

0 Resonancia magnética nuclear (RMN)Jeol Eclipse 300 MHz y Bruker Avance 400 MHz
0 Espectrometro de masas JEOL JMS AX505 HA (IE)

0 Espectrometro de masas JEOL JMS AX102A (FAB)

0 MALDI-TOF BRUKER OMNI-FLEX

0 Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) ThermoScientificNicolet 6700

0 Espectrometro UV-Visible (UV-vis) UV300 UNICAM

0 Fisher Electrothermal 9000. (punto de fusidn)

O LiofilizadorLabconco FreeZonel

O Calorimetria diferencial de barrido (DSC): Universal V4.5A TA Instruments USA

2 2 Este derivado fue sintetizado en el laboratorio 305 de la Facultad de Quimica por el M. en C. Israel Gonzales
Méndez bajo la asesoria de la Dra. Yareli Rojas Aguirre.
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4.2. Estrategia de sintesis
En este trabajo se aplicé la metodologia convergente como estrategia sintética: acoplamiento,
en un solo paso, de dendrones de segunda generacion y un nucleo (B-ciclodextrina

funcionalizada en su cara primaria).

e Esquemas de reaccion
Sintesis del dendrén de 2° generacién con punto focal alquino a partir de bis-MPA>®

HO}L%O
o g
A ¥ \'\O: 1
oW A2
o A

HO &
bce,
HO + __ oPTsDMAP )S<
Bis- MPA Meolﬁ
_OMe CH2<3|2
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R
" 2p (o] o}

o
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o
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-
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Sintesis de la heptakis(6-deoxi-6-azido)-B- ciclodextrina a partir de la B-ciclodextrina®®
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Sintesis del derivado B-ciclodextrina-dendrén de 2° Generaciéon
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4.3. Metodologia de sintesis

4.3.1 DPTS (para-toluensulfonato de la 4-(dimetilamino)piridina)>®

~N, 7 B ]
! o [y
N + - H,0 N
| A N
N 0=$=0 75% O
OH N o=$=0
H o0

En un matraz de dos bocas de 500 mL se acopla una trampa de Dean-Stark, se colocan 9.51 g (50
mmol) de acido para-toluensulfénico monohidratado (p-TsOH-H;0), y se purga el sistema con
N,. Posteriormente se adicionan 150 mL de benceno seco. Se colecta el azedtropo benceno-
agua (100 mL) a una temperatura de 80 °C. Una vez secado el p-TsOH, se prepara en un matraz
de 100 mL una disolucién de 5.86 g (48 mmol) de DMAP con 50 mL de benceno. Se Purga con N;
y se adiciona con cdnula por la segunda boca del matraz. Se deja reaccionar por 3 horas,
observandose la precipitacion de DPTS. Se evapora el benceno a presidon reducida, y se
recristaliza el crudo de reaccién con 1,2-dicloroetano (500 mL), para obtener 12.5 g (88.5% de
rendimiento) de DPTS, como un sélido de color blanco y cristalino que posee un punto de fusién
de: 170-172°C el cual corresponde con lo reportado en la literatura.

La caracterizacion presentada fue comparada con la reportada en la literatura.

RMN'H (400 MHz, Cloroformo-d) & = 14.13 (s, 1H), 8.22 — 8.12 (m, 2H), 7.81 (d, J=8.1, 2H), 7.16
(dd, J=8.7, 0.7, 2H), 6.76 (dd, J=7.6, 1.1, 2H), 3.18 (s, 6H), 2.34 (s, 3H).

RMN®C{*H} (101 MHz, Cloroformo-d) 6 = 157.36, 142.78, 139.87, 139.58, 128.83, 126.04,
106.95, 40.20, 21.40.

FT-IR (ATR cm-1): 2918, 2794.
El+: m/z 294 [(M™)], 172 [M*-122]

Formula molecular: C14H1sN20sS  masa calculada: 294.10 g/mol

4.3.2 Bencil-2,2-bis(metilol)propionato (1)>%
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O

o

KOH

OH

HO OH =+ Br Ok

DMF A

oH 17 hrs. 1 OoH
86%

A un matraz de bola de 250 mL se agregan 9.0 g (67.1 mmol) de acido 2,2-bis(hidroximetil)-
propiénico(Bis-MPA), 4.3 g (76.8 mmol) de KOH en 50 mL de DMF anhidra. Se purga con N, y se
agita por una hora a 100 °C hasta observar una solucion homogénea. Posteriormente se
adicionan 9.6 mL (80.7 mmol) de bromuro de bencilo. La reaccién se mantiene en agitacién y
reflujo por 17 horas. Completado el tiempo de reaccidn se evapora la DMF a presion reducida y
el crudo de reaccidn se disuelve en 30 mL de CHClyy se realizan extracciones con agua (3x30
mL). Se recupera la fase organica y se evapora el disolvente. Se recristaliza por par de
disolventes con una mezcla 7:3 diclorometano:hexano, para obtener 12.7 g (84.6% de
rendimiento) de producto como un sdlido de color blanco con punto de fusién de 71.6-73.3 °C,
el cual corresponde con lo reportado en la literatura.

La caracterizacién presentada fue comparada con la reportada en la literatura.

RMN!H (300 MHz, Cloroformo-d) & = 7.36 (s, 9H), 5.21 (s, 2H), 3.93 (d, J=11.2, 2H), 3.73 (d,
J=11.3, 2H), 2.88 (s, 2H), 1.08 (s, 3H).

RMN3C{H} (75 MHz, Cloroformo-d) 6 = 175.87, 135.79, 128.78, 128.45, 127.99, 68.44, 66.83,
49.38, 17.25.

FT-IR (ATR, cm1): 3515, 3350, 2993, 1707.
El+: m/z 224 [(M*)]

Formula molecular C12H1604 masa calculada: 224.10 g/mol

4.3.3 Acido isopropilideno-2,2-bis(metoxi)propidnico (2)°8

/
o- 1
OH Np HO
Acetona

80%

En un matraz bola de 250 mL se colocan 10 g (74.55 mmol) de 4acido 2,2-bis(hidroximetil)-
propidnico(Bis-MPA), 0.71 g (3.73 mmol) de acido p-toluensulfénico monohidratado. Se purga
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con N2 y se adicionan 50 mL de acetona anhidra. Se agita por 1 hora, y posteriormente, se
adicionan 13.8 mL (111.83 mmol) del 2,2-dimetoxipropano, manteniendo la agitacién a
temperatura ambiente durante 3 horas. Terminado el tiempo de reaccién, se adicionan 2 mL de
una solucion de NHs3/EtOH (1:1) y se evapora el disolvente a presién reducida. El crudo de
reaccion se solubiliza en 150 mL de CHCl, y se realizan extracciones con agua (3x20mL). La fase
organica se seca sobre sulfato de magnesio (MgS0a4) y se evapora para obtener 11.73 g de 3 (90
%) como un sélido blanco, con punto de fusién de 116-117 °C. el cual corresponde con lo
reportado en la literatura.

La caracterizacion presentada fue comparada con la reportada en la literatura.

RMN *H (300 MHz, Cloroformo-d) & = 4.19 (d, J=12.0, 2H), 3.68 (d, J=12.1, 2H), 2.18 (s, 1H), 1.45
(s, 3H), 1.42 (s, 3H), 1.22 (s, 3H).

RMN3C{*H} (75 MHz, Cloroformo-d) & = 180.10, 98.49, 66.04, 41.87, 25.42, 22.04, 18.55.
FT-IR (ATR, cm): 3416, 1717, 1069, 827.
El+: m/z 174 [(M*)], 159[M-15 (CH3)]

Formula molecular: CgH1402  masa calculada: 174.09 g/mol

4.3.4 [G2]-CO;CH;CsHs(3)%8

oy’
6] Q (o)
j\{OH Ho/gi\ o) Yé/
() * DMAP, DPTS 0
B
o
1 2
3

o
CH,Clz, 25°C OJSCO
0)4

24 hrs.
N2
84%

En un matraz de bola de 100 mL se adicionan2 g (8.9 mmol) de bencil-22-
bis(metilol)propionato, 3.094 g (17.8 mmol) de isopropilideno-2,2-bis(metoxi)propionico, 0.806
g (2.73 mmol) de DPTS y 0.343 g (2.8 mmol) de DMAP; el sistema se purgd conN; y se agregaron
35 mL de CH;Cl,anhidro.Se agita por 1 hora a temperatura ambiente, para después llevar a la
temperatura de un bafio de hielo. Posteriormente, se adicionan 4.99 g (24.2 mmol) de N,N-
diciclohexilcarbodiimida(DCC)disueltos en 10 mL dediclorometano anhidro. La mezcla de
reaccion se deja a temperatura ambiente y se mantiene en agitacion por 18 horas. Terminado el
tiempo de reaccidén, se agrega 1mL de metanol, se filtra en un embudo con fondo poroso vy la
fase orgdanica se evapora a presion reducida. El crudo de reaccién se purifica por cromatografia
en columna de silica gel, usando como eluyente una mezcla de hexano/AcOEt con un gradiente
desde 7:3 hasta 2:8. Se obtienen4.8 g (91 %) del compuesto 6 como un aceite incoloro.
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La caracterizacidn presentada fue comparada con la reportada en la literatura.

RMN!H (400 MHz, Cloroformo-d) & = 7.35 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 4.36 (sd, J=1.5, 4H), 4.12 (d,
J=11.9, 4H), 3.59 (d, J=11.7, 4H), 1.42 (s, 6H), 1.35 (s, 6H), 1.32 (s, 3H), 1.10 (s, 6H).

RMN3C{!H} (101 MHz, Cloroformo-d) & = 173.46, 172.35, 135.46, 128.58, 128.37, 128.19,
98.02, 66.89, 65.88, 65.27, 46.79, 41.98, 25.06, 22.13, 18.41, 17.70.

FT-IR (ATR, cm™): 2992, 2937, 2877, 1079, 83,1 1733.
El+: m/z 536 [(M*)], 521[M-15 (CH3)]
Formula molecular: C2gH40010 masa calculada: 536.26 g/mol

4.3.5 Dendrén de segunda generacion con punto focal de acido carboxilico: [G2]- COOH (4)>2

o o ol o 9 03
0 »\g/o
o) o] Hy, Pd/C 10% HO o
o. 0 AcOEt, 25°C 0.0
24 hrs.
Ar 4
>99% (cuant.
3 Y o ( ) b
0\5

Y

En un matraz de bola de 100 mL se colocan 2.5 g (4.65 mmol) del compuesto 3, 60 mL de AcOEt
y 20 mg de Pd/C al 10%. El sistema se purga con argén por 10 minutos en ausencia de agitacion.
Posteriormente el argdn es desplazado por hidrégeno. Se mantiene una agitacion moderada
durante 24 horas. La reaccion se monitorea mediante cromatografia en capa fina, con una
mezcla de eluciéon de hexano-acetato de etilo 7:3. Una vez terminada la reaccion, se filtra el
Pd/C sobre celita, se evapora el sobrenadante a presion reducida y se lleva a sequedad, para
obtener 2.08 g (99% de rendimiento) del producto, como un liquido viscoso de coloracion
ligeramente ambar.

La caracterizacion presentada fue comparada con la reportada en la literatura.

RMNH (301 MHz, Cloroformo-d) & = 4.32 (s, 4H), 4.15 (d, J=11.9, 4H), 3.62 (d, J=12.1, 4H), 1.40
(s, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.30 (s, 3H), 1.13 (s, 6H).

RMN®3C{*H} (101 MHz, Cloroformo-d) & = 177.12, 173.60, 98.14, 65.93, 65.56, 41.95, 33.27,
24.49, 22.72, 18.57, 17.92.

FT-IR (ATR, cm™): 3523, 2987, 2923, 2863, 1077, 829,1723.

———
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El+: m/z 446 [(M)], 431[M-15 (CHs)]

Formula molecular: C21H34010 masa calculada: 446.26 g/mol

4.3.6 Dendrén de segunda generacion con punto focal alquino: [G2]- CO2CH2C;H (5)%°
o 0 09/ 0 [0} OA/
0 DMAP, DPTS 0
Hoko»\@ DCC /oko»\@
7
5. 0 + TN CH,Cly, Ny, 25°C 0. 0
o) o

24 hrs.
o~ X

En un matraz bola de 50 mL provisto de un agitador magnético se colocan 1.5g (3.4 mmol) del
compuesto 4, 0.3 mL (5.0 mmol) de alcohol propargilico, 182.4 mg (0.62 mmol) de DPTS y 20.7
mg (0.17 mmol) de DMAP, y el sistema se purga con N;. Se agregan 20 mL de CHxCl; anhidro y
se agita por 1 hora, para después llevar a la temperatura de un bafio de hielo. Posteriormente,
se adicionan 841.7mg (4.0 mmol) de N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC)disueltos en 5 mL de
diclorometano anhidro. La mezcla de reaccion se deja a temperatura ambiente y se mantiene en

agitacion por 24 horas. Terminado el tiempo de reaccién, se filtra en un embudo con fondo
poroso y la fase organica se evapora a presion reducida. El crudo de reaccidén se purifica por
cromatografia en columna de silica gel, usando como eluyente una mezcla de hexano/AcOEt en
con un gradiente desde 7:3 hasta 2:8. Se obtienen 1.47 g (90 %) del compuesto5como un aceite
verde palido.

La caracterizacion presentada fue comparada con la reportada en la literatura.

RMN®H (400 MHz, DMSO-ds) & = 4.74 (d, J = 2.5 Hz, 3H), 4.23 (d, J = 1.4 Hz, 5H), 4.00 (d, J = 11.7
Hz, 4H), 3.61 (d, J = 12.0 Hz, 4H), 3.57 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 1.35 (s, 6H), 1.23 (s, 12H), 1.03 (s, 6H).

RMN3C{!H} (101 MHz, DMSO) & = 173.07, 171.49, 97.35, 77.91, 64.99, 64.82, 52.46, 46.30,
41.48, 25.56, 21.52, 17.87, 16.99.

FT-IR (ATR, cm™): 3283, 2924, 2361, 1732, 1074, 833, 728, 516
El+:m/z [M*] 484.5

Formula molecular: masa C24H36010 calculada: 484.23 g/mol
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4.3.7 Heptakis(6-deoxi-6-iodo)-B-ciclodextrina (6)°°

H |
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En un matraz bola de 50 mL con un agitador magnético, en condiciones anhidras y atmosfera de
N, se suspenden 3.45 g (14 mmol) de PPhs en 5 mL de DMF anhidra. A continuacién, se
transfiere por goteo a la solucién anterior 3.55 g de iodo (14 mmol) en 10 mL de DMF anhidra,
manteniendo la agitacién durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al término de este
tiempo, a la solucion color marrdn oscuro se le adiciona 1.0 g (0.9 mmol) de B-ciclodextrina. La
mezcla formada se calienta a 70 °C durante 20 horas. Transcurrido el tiempo de reaccién se
retira del calentamiento y se concentra a presién reducida hasta un tercio del volumen inicial (5
mL aprox.), a este residuo se le afnaden 31 mL de una soluciéon 0.5 M de MeONa/MeOH
manteniéndolo en bafio de hielo y se deja en agitaciéon constante durante 30 minutos. A
continuacion, se adicionan 200 mL de MeOH, formandose un precipitado, el cual se separa por
filtracion y se lava con MeOH. El sélido naranja resultante se purifica mediante un equipo
Soxhlet usando MeOH durante 24 horas. Se retira el producto del extractor Soxhlet y se seca al
vacio. Se obtienen 1.4g (85% de rendimiento) del producto 6 como un sélido café claro.

La caracterizacion presentada fue comparada con la reportada en la literatura.

RMN!H (400 MHz, DMSO-ds) 8= 6.02 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 5.92 (s, 1H), 4.99 (s, 1H), 3.80 (d, J = 9.6
Hz, 1H), 3.70 - 3.62 (m, 1H), 3.58 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 3.48 — 3.42 (m, 1H), 3.27 (s, 1H).

RMN®3C{*H} (101 MHz, DMSO-ds) 6 = 102.06, 85.88, 72.11, 71.85, 70.85, 9.38.

FT-IR (ATR, cm™): 3327 1627 1412, 1331, 1149, 1035.
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MALDI-TOF: m/z = 1926.97 [ M""+ Na*]
Formula molecular: Ca2He3l7028 masa calculada: 1903.26 g/mol

4.3.8 Heptakis(6-deoxi-6-azido)-B-ciclodextrina (7)°°

H

HO OH
O | Nj
oHO
o o 0 o LOH o)
OH NaNj OH
[ >  Nj
Q DMF, 24h
80 °C

En un matraz bola de 50 mL provisto de agitador magnético, en condiciones anhidras vy
atmosfera de N3 se suspenden 600 mg (0.3 mmol) del compuestob en 5 mL de DMF anhidra, a
continuacion, se agregan 205 mg de NaNs (3 mmol), la mezcla de reaccién se calienta a 80 °C
durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de reaccidn se retira del calentamiento y se concentra
a presion reducida hasta un tercio del volumen inicial (2 mL aprox.). A este residuo se le
agregan150 mL de agua destilada, observandose la formacién de un sdlido color café, el cual se
lava con agua destilada y se seca al vacio para obtener 386 mg (0.29 mmol, 93.5%) de per-6-
azido-B-ciclodextrina como un sdlido café claro.

La caracterizacion presentada fue comparada con la reportada en la literatura.

RMNH (400 MHz, DMSO-ds) & = 5.92 — 5.86 (m, 1H), 5.75 (s, 1H), 4.91 (s, 1H), 3.82 — 3.68 (m,
2H), 3.59 (s, 2H), 3.36 (s, 3H).

RMN 23C{*H} (101 MHz, DMSO-ds) 6 =101.98, 83.12, 72.51, 71.94, 70.25, 51.26.
FT-IR (ATR, cm™): 3331 2099 1650 1438, 1285, 1152, 1041
MALDI-TOF: m/z = 1332.02 [ M""+ Na*]

Formula molecular: Ca2Hg3N2102s masa calculada: 1309.42 g/mol
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4.3.9 B-ciclodextrina-[G2]-protegido (8)3
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En un matraz bola de 25 mL provisto de un agitador magnético se colocan 5 mL de DMSO, 1 mL
de agua destilada, 50 mg (.038 mmol) del compuesto 7, 142 mg (0.293 mmol) del compuesto 5,
y una solucién con 8.26 mg (0.033 mmol) de CuSO4-5H.0 en 1 mL de DMSO. Se evacua el
oxigeno del sistema mediante vacio y posteriormente se purga con Na. Se agrega una solucion
con 17.5 mg (0.099 mmol) de acido ascérbico en 1 mL de DMSO. La mezcla de reaccidon se
calienta a 50 °C y se mantiene en agitacién durante 22horas. Pasado el tiempo de reaccién se
evapora todo el disolvente a presidn reducida, el crudo de reaccidon se resuspende en metanol y
se filtra con celita. El sobrenadante se purifica mediante cromatografia de exclusién de tamano
con Sephadex LH-20 como fase estacionaria y metanol como fase mdvil. Se obtienen 161.5 mg
(91% de rendimiento) de B-ciclodextrina-[G2]-protegido (8) como un aceite viscoso de color
verde claro.

NMR H (400 MHz, DMSO-ds) &= 7.95 (s, 7H), 6.01 (s, 6H), 5.90 (s, 6H), 5.01 (d, J = 53.4 Hz, 23H),
4.48 (s, 6H), 4.32 (s, 6H), 4.18 (s, 31H), 3.95 (d, J = 11.2 Hz, 18H), 3.68 (s, 7H), 3.57 (d, J = 11.2 Hz,
19H), 3.41 (s, 14H), 3.25 (s, 7H), 1.33 (s, 36H), 1.20 (s, 39H), 1.14 (s, 19H), 0.98 (s, 42H).

3 Esta reaccidn se llevé a cabo con la asesoria de la Dra. Yareli Rojas Aguirre y su alumno M. en C Israel Gonzales
Méndez, de la Facultad de Quimica
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NMR 33C{'H} (101 MHz, DMSO-ds) 6= 173.94, 173.00, 141.21, 126.23, 101.68, 97.32, 64.96,
64.53, 63.61, 57.69, 50.16, 46.09 (d, J = 6.1 Hz), 41.38 (d, J = 8.2 Hz), 25.33 (d, J = 40.4 Hz), 21.67
(d, J = 43.2 Hz), 17.76, 17.00, 16.63.

FTIR (ATR, cm™): 3356, 2924, 1727, 1047, 824, 729
MALDI-TOF: m/z = 4725.89 [ M""+ Na*]

Formula molecular: C210H315N21098 masa calculada: 4701.83 g/mol

4.3.10 B-ciclodextrina-[G2]-OH (9)
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En un matraz bola de 50 mL provisto de un agitador magnético, se colocan 224 mg (0.054mmol)
del compuesto 8, y se disuelven con35 mL de metanol. Se agita a temperatura ambiente hasta
solubilizar todo el compuesto. Posteriormente se agregan 85 mg de Dowex® 50WX2. La mezcla
de reaccién se mantiene en agitacion a temperatura ambiente por 6 horas. Transcurrido este
tiempo la mezcla de reaccion se lleva a sequedad, para obtener 124 mg (99 % de rendimiento)
del producto 9 como un aceite viscoso color verde palido.

NMR!H (400 MHz, DMSO-ds) & = 7.93 (s, 7H), 5.99 (d, J = 6.1 Hz, 6H), 5.89 (s, 7H), 5.06 (s, 7H),
4.96 (q, J = 13.3 Hz, 14H), 4.62 (t, J = 5.5 Hz, 30H), 4.52 (d, J = 11.7 Hz, 7H), 4.33 (d, J = 12.8 Hz,
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7H), 4.09 (d, J = 11.5 Hz, 28H), 3.68 (t, J = 8.5 Hz, 8H), 3.46 — 3.38 (m, 57H), 3.26 (d, J = 9.4 Hz,
8H), 3.19 (s, 7H), 1.11 (s, 23H), 0.98 (s, 42H).

NMR3C{H} (101 MHz, DMSO-de) & = 173.98, 172.08, 141.17, 126.49, 101.66, 82.40, 72.19,
71.72,69.32, 64.42, 63.66, 57.62, 50.18, 49.41, 46.03, 17.06, 16.61.

FT-IR (ATR, cm™): 3349, 2923, 1732, 1225, 1144, 1050
MALDI-TOF: m/z = 4172.74 [M"* + CH30H]

Formula molecular: CiesH250N21098  masa calculada 4141.2 g/mol

4.4 Método general para la determinacion de la solubilidad de los derivados de B-
ciclodextrina

La determinacién de la solubilidad de la B-ciclodextrina-[G2]-OH asi como del derivado B-
ciclodextrina-PEG se realizd de acuerdo al método shake-flask®! el cual se puede dividir en dos
etapas; la primera es la preparacion de una curva de calibracion, via espectroscopia UV-vis de
los derivados de B-ciclodextrina, y la segunda es la elaboracion de un diagrama de solubilidad,
gue consiste en la preparacién de diferentes disoluciones en un volumen constante de agua
milli Q, con cantidades crecientes de los derivados de B-ciclodextrina. Dichas disoluciones se
ponen en agitacién por 6 horas y posteriormente se filtran con una membrana millipore con
tamafio de poro de 0.45um, y se cuantifica la cantidad del derivado en disolucién con ayuda de
la curva de calibracién. Finalmente, se hace un diagrama de solubilidad, graficando la cantidad
de derivado agregado contra la cantidad de derivado disuelto.

Determinacion de la solubilidad de la B-ciclodextrina-PEG
+* Preparacion de la curva de calibracion.

Se prepara una disolucidon inicial del derivado B-ciclodextrina-PEG en agua milli-Q, con una
concentracion de 0.1 mM, y a partir de esta disolucion se toman las alicuotas correspondientes
para preparar disoluciones con las siguientes concentraciones: 0.05 mM, 0.042 mM, 0.032 mM,
.021 mM, 0.011 mM. Por dultimo, se hacen lecturas de absorbancia a una longitud de onda
maxima de 278 nm para el derivado B-ciclodextrina-PEG.

¢+ Elaboracion del diagrama de solubilidad.

En diferentes viales se pesan las siguientes cantidades de B-ciclodextrina-PEG: 1.8 mg, 4.3 mg,
7.8 mg, 17.7 mg, 30.7 mg, 53.5 mg y 67 mg y se disuelven en 1 mL de agua milli Q. Se mantienen
en agitacién a 25 °C durante 1 dia. Pasado este tiempo se filtran las disoluciones con una
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membrana millipore de 0.45 um. Por ultimo, se hacen las diluciones necesarias para cuantificar,
con ayuda de la curva de calibracién, la cantidad de B-ciclodextrina-PEG.

Determinacion de la solubilidad de la B-ciclodextrina-[G2]-OH
¢+ Preparacion de la curva de calibracion

Se prepara una disolucidn inicial del derivado B-ciclodextrina [G2]-OH en agua milli-Q, con una
concentracion de 0.13 mM. A partir de esta disolucién se toman las alicuotas correspondientes
para preparar disoluciones con las siguientes concentraciones: 0.10 mM, 0.091 mM, 0.083 mM,
0.067 mM, 0.047 mM, 0.028 mM, 0.026 mM. Por ultimo, se hacen lecturas de absorbancia a una
longitud de onda maxima de 215 nm para el derivado B-ciclodextrina-[G2]-OH.

+* Elaboracion del diagrama de solubilidad

En diferentes viales se pesan las siguientes cantidades de B-ciclodextrina-[G2]-OH: 80.1 mg, 41.7
mg, 20.4 mg, 11.1 mg, 1.2 mg, y se disuelve cada una de las muestras anteriores en 0.130mL de
agua milli Q. Se dejan en agitacidon a 25 °C durante 1 dia. Pasado este tiempo se filtran las
disoluciones con una membrana millipore de 0.45 um, y se hacen las diluciones necesarias para
cuantificar, con ayuda de la curva de calibracién, la cantidad de B-ciclodextrina-[G2]-OH.

4.5 Método general para la formacion de complejos de inclusion de derivados de B-
ciclodextrina-albendazol

Se prepara una dispersion del albendazol en etanol y otra disolucién del derivado de PB-
ciclodextrina en agua milli Q. Se mezclan ambas disoluciones y se agita durante 6 horas a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se evapora el disolvente, se resuspende el sélido
obtenido en agua milli Q y se filtra la disolucién con una membrana millipore de 0.45um. La
disolucidn es liofilizada. El sélido obtenido es caracterizado por UV-vis.

4.5.1 Complejo B-ciclodextrina-albendazol

Se prepara una dispersidon con 2.60 mg (0.0098 mmol) de albendazol en 10 mL de etanol, de
manera paralela, se prepara una disolucién de 11.12 mg (0.0098 mmol) de B-ciclodextrina en 10
mL de agua milli Q. Se mezclan las soluciones anteriores en un matraz bola de 25 mL y mantener
en agitacion a 25 °C por 24 horas. Pasado este tiempo, se concentra al vacio, se resuspende el
solido en agua milli Q y se filtra con una membrana millipore de 25 um. Por ultimo, se liofiliza la
solucion.

4.5.2 Complejo B-ciclodextrina-PEG-albendazol
Se prepara una dispersion con 2.60 mg (0.0098 mmol) de albendazol en 10 mL de etanol, de
manera paralela, se prepara una disolucion de 54.9 mg (0.0098 mmol) de B-ciclodextrina-PEG
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en 10 mL de agua milli Q. Mezclar las disoluciones anteriores en un matraz bola de 25 mL y
mantener en agitacion a 25 °C por 24 horas. Pasado este tiempo, se concentra al vacio, se
resuspende el sélido en agua milli Q y se filtra con una membrana millipore de 25 um. Por
ultimo, se liofiliza la solucidn.

4.5.3 Complejo B-ciclodextrina-[G2]-OH-albendazol

Se prepara una dispersion con 2.60 mg (0.0098 mmol) de albendazol en 10 mL de etanol, de
manera paralela, se prepara una disolucién de 40.58 mg (0.0098 mmol) de B-ciclodextrina-[G2]-
OH en 10 mL de agua milli Q. Mezclar las disoluciones anteriores en un matraz bola de 25 mLy
mantener en agitacion a 25 °C por 24 horas. Pasado este tiempo, se concentra al vacio se
resuspende el sélido en agua milli Q y se filtra con una membrana millipore de 0.45 um. Por
ultimo, se liofiliza la solucidn.

4.6 Método general para la elaboracion de mezclas fisicas B-ciclodextrina-albendazol, y
derivados de B-ciclodextrina-albendazol

En un vial se colocan cantidades equimolares de albendazol y del derivado de B-ciclodextrina, se
mezclan con la ayuda de un agitador de vidrio durante 15 minutos. El sélido obtenido es
caracterizado por DSC.

4.6.1 Meazcla fisica B-ciclodextrina-albendazol

En un vial se colocan 11.12 mg (0.0098mmol) de B-ciclodextrina y 2.60 mg (0.0098mmol) de
albendazol. Se mezclan con la ayuda de un agitador de vidrio durante 15 minutos. El sélido
obtenido es caracterizado por DSC.

4.6.2 Mezcla fisicap-ciclodextrina-PEG-albendazol

En un vial se colocan54.9 mg (0.0098mmol) del derivado B-ciclodextrina-PEG y 2.60 mg
(0.0098mmol) de albendazol. Se mezclan con la ayuda de un agitador de vidrio durante 15
minutos. El sélido obtenido es caracterizado por DSC.

4.6.3 Mezcla fisica B-ciclodextrina-[G2]-OH-albendazol

En un vial se coloca 40.58 mg (0.0098mmol) del derivado B-ciclodextrina-[G2]-OH y 2.60 mg
(0.0098mmol) de albendazol. Se mezclan con la ayuda de un agitador de vidrio durante 15
minutos. El sélido obtenido es caracterizado por DSC.
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5. Analisis de resultados.

5.1 Estrategia sintética.

Como se ha mencionado, la estrategia sintética consistié en la aplicacién de un método
convergente en donde se prepararon por un lado los dendrones de segunda generacién de tipo
poli(éster), basados en Bis-MPA y por otro lado, a partir de la B-ciclodextrina, se sintetizé la
heptakis (6-deoxi-6-azido)-B-ciclodextrina con siete grupos azida en la cara primaria de la B-
ciclodextrina. Posteriormente estas unidades estructurales (dendrones y B-ciclodextrina) se
acoplaron en un solo paso para obtener los productos deseados. En primera instancia se
sintetizaron los dendrones de primera generacién utilizando como unidad estructural el Bis-
MPA, que se sometid a reacciones de proteccién (del grupo acido con un grupo bencilo para dar
1y de los grupos hidroxilo con la formacion de un cetal para dar 2. Los compuestos 1y 2 fueron
caracterizados por RMN de 'H y 13C, FT-IR y espectrometria de masas. Para el compuesto 1 se
muestra el espectro de RMN de H (Figura 5.1) en el cual se observan sefiales caracteristicas del
grupo bencilo; en 7.36 ppm un singulete que integra para 5 H, y que corresponde al anillo
aromatico, también se observa en 5.21 ppm la presencia de una sefial que integra para 2 Hy
que corresponde al CH, de este grupo protector, mientras que en 3.93 ppm y 3.73 ppm se
observan dos dobletes que corresponden a los grupos CH» del Bis-MPA, de igual manera a 2.88
ppm, se observa una sefial ancha que corresponde a los grupos OH. Y por ultimo a 1.08 ppm se
observa, un singulete que integra para 3 H, que corresponde al grupo CHsz presente en la
molécula.
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Figura 5.1. Espectro de RMN 'H en CDCls del compuesto 1.
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Por otro lado, se llevé a cabo la proteccidon de los hidroxilos del Bis-MPA mediante la formacién
de un cetal, para obtener el compuesto 2.

Para este producto se muestra a continuacion el espectro de masas (EM-IE), en el cual no se
observa el ion molecular, pero si un pico en 159 m/z [M-*- 15], que corresponde al ion molecular
con la pérdida de un radical metilo; esta pérdida puede explicarse mediante el mecanismo
propuesto que se muestra en la Figura 5.2, cuya fuerza motriz podria ser la formaciéon de un
producto m-conjugado (estructura mostrada en el recuadro).
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Figura 5.2. Espectro de masas del compuesto 2

Por otro lado en el espectro de RMN de H, se observan las sefiales que corresponden a este
producto; a 4.19 ppm y 3.68 ppm se observan dos dobletes que corresponden a los grupos CH;
mientas que a 1.45 ppm y a 1.42 ppm se observan dos singuletes que integran para 3 H cada
uno y que corresponden a los grupos CHs del cetal, por ultimo a 1.22 ppm se observa un
singulete que integra para 3 Hy que corresponde al grupo CHs en la posicién alfa. (Figura 5.3)
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Figura 5.3. Espectro de RMN *H en CDCls del compuesto 2

Una vez obtenidos 1y 2, se procede a su acoplamiento para la obtencién del dendrén protegido
ortogonalmente (3). La reaccién utilizada es una esterificacion de Steglich modificada en la cual
se utiliza DCC, DMAP y DPTS. Cabe mencionar que, por su eficiencia, este sistema ha sido
implementado en nuestro grupo de trabajo, ya que da mejores rendimientos que los sistemas
DCC, DMAP o DCC, DPTS, utilizados tradicionalmente.?? La obtencién de 3 fue confirmada
mediante RMN H el cual se muestra en la figura 5.4 C, en comparacion con los espectros de 1y
2 (Ay B respectivamente); Como primera sefial a campo bajo, se observa en 7.36 ppm una seiial
gue integra para 5 H y que corresponde al anillo aromatico del grupo bencilo, en 5.17 ppm una
sefial del CH; del grupo bencilo, en 4.36 ppm se observa una sefial que corresponde a los CH; de
la primera generacién, en 4.12 ppm y 3.59 ppm, se observan dos dobletes que corresponden a
los grupos CH; de los heterociclos, a 1.42 ppm y 1.35ppm dos senales que integran para 6H cada
una y que corresponden a los metilos del grupo cetal, finalmente a 1.33 ppm y a 1.10 ppm hay
dos sefiales que integran para 3 H cada una y que corresponden a los metilos de la primera y
segunda generacidn respectivamente.

Por otro lado, también podemos observar en la comparacién (Figura 5.4), de los espectros de
RMN 'H de los productos 1, 2 y 3, que para el compuesto 3 (espectro C) se encuentra la
presencia de sefiales de los grupos protectores mencionados anteriormente. La caracterizacion
de este producto fue completada con RMN 3C, FT-IR, y espectrometria de masas.
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Figura 5.4. Comparacion de los espectros de RMN 'H en CDCl; de A) 1, B) 2 C) 3.

Una vez obtenido el dendrdn de segunda generacidn 3, se desprotegid selectivamente el grupo
acido, mediante una hidrogendlisis catalizada por Pd/C para obtener el producto 4, con un
rendimiento del 99 %, que fue caracterizado por RMN de 'H y*3C, FT-IR y espectrometria de
masas. A continuacién, se analiza el espectro de RMN de H.

En 7.0 ppm se observa una sefial ancha que corresponde al H del acido carboxilico, a 4.32ppm
una sefial que integra para 4 H y que corresponde a los grupos CH; de la primera generacion,
mientras que a 4.15 ppm y a 3.62 ppm se observan los dos dobletes que corresponden a los
grupos CH; de los heterociclos, a campo alto se observan dos singuletes a 1.40 y 1.34 ppm que
integran para 6 H cada uno y que corresponden a los metilos del grupo protector cetal,
finalmente a 1.30 y 1.13 ppm se observan dos singuletes que corresponden a los grupos CHs de
la primera y segunda generacion respectivamente.
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Al comparar los espectros de RMN *3C de los productos 3 y 4(espectros A y B respectivamente),
se observa la desaparicion de las sefiales del grupo bencilo (Figura 5.6).

Una vez confirmada la obtencion del compuesto 4, se procedié a su derivatizacién con alcohol
propargilico para tener un grupo focal alquino, necesario para llevar a cabo la reaccién “click”.
Nuevamente se siguid el protocolo de Steglich modificado para este fin. Este producto
(compuesto 5) fue caracterizado por FT-IR, espectrometria de masas y RMN de *3C{*H} y H, este
ultimo se muestra en la figura 5.7.
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Figura 5.7. Espectro de RMN 'H en DMSO-ds de 5.

En el espectro se puede observar a 1.03 ppm una sefial que integra para 6 hidréogenos y que
corresponde a los metilos de la segunda generacién, mientras que a 1.33 ppm se observa una
sefial que integra para 3 hidrégenos que corresponde al metilo de la primera generacién. Como
confirmacién de la transformacion del punto focal acido al alquino, se observa una senal a 3.57
ppm que integra para un hidrogeno y que corresponde al hidrogeno de este ultimo grupo
funcional.

Para realizar la reaccion “click” son necesarios los grupos azida y alquino en los reactivos de
interés; por ello, una vez que se sintetizd el dendrdn con punto focal alquino, se procedid a la
incorporacion de siete grupos azida en la cara primaria de la B-ciclodextrina, para obtener la
heptakis(6-deoxi-6-azido)-B-ciclodextrina (compuesto 7).
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Como primer paso se lleva a cabo la sintesis de la heptakis(6-deoxi-6-iodo)-B-ciclodextrina 6, la
cual fue caracterizada por FT-IR, RMN 3C, RMN 'H, y espectrometria de masas, en este caso las
pruebas determinantes para corroborar la obtencion del producto son; el espectro de RMN *H
(Figura 5.8), en el que se observa la desaparicién de la sefial de los hidroxilos primarios,
reportada?® en 4.5 ppm en DMSO-ds. En este espectro también se puede observar a 6.02 y 5.92
ppm dos singuletes que corresponden a los hidroxilos secundarios de la B-ciclodextrina, a 4.99
ppm se observa un singulete que integra para 1 H y que corresponde al hidrogeno anomérico. v
finalmente a 3.65 ppm, 3.44 ppm y 3.27 ppm se observan las sefales de los demas hidrégenos
traslapadas, pero cuya asignacion se llevé a cabo segun lo reportado®® para terminar de
corroborar la obtencién de 6, se presenta el espectro de masas por MALDI-TOF (Figura 5.9),
donde se observa un pico en 1926.97m/z que corresponde al [M + Na]*.
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Figura 5.8 Espectro RMN 'H en DMSO-ds de 6
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Una vez caracterizado este producto se procedid a la sintesis del producto 7, En el espectro de

RMN de 'H de este producto se pueden observar dos singuletes a 5.89 ppm y 5.75 ppm que

integran para 1 H cada una y que corresponden a los hidrégenos de los hidroxilos secundarios

de la B-ciclodextrina.
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Figura 5.9. Espectro de masas por MALDI-TOF de 6

También a 4.92 ppm se observa un singulete que correspo
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En el FT-IR (Figura 5.8) de este producto se puede ver la aparicion de una banda a 2097 cm™ que
corresponde a la vibracién del enlace triple del grupo azida. El producto también fue
caracterizado por RMN 'H y 13C y por espectrometria de masas con MALDI-TOF.

—FT-IRde 7
FT-IR de 6

-1
2097 cm

Grupo azida

—

% Transmitancia

T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 5.11. Comparacion de los espectros de FT-IRde 6y 7
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5.1.1 Reaccion “click”
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Esquema 5.1. Sintesis del derivado B-ciclodextrina-[G2]-OH (9)
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La Reaccién utilizada para la obtenciéon del compuesto 8 fue la cicloadicién azida-alquino
catalizada por cobre (CAACu), la cual es una de las reacciones mas representativas del concepto
de quimica “click”. Al utilizar Cu(l) como catalizador se presenta la dificultad de su inestabilidad;
este problema se soluciona generando el Cu () in-situ a partir de CuSO4 y acido ascérbico como
agente reductor, en condiciones de atmosfera inerte. La reaccién resulté altamente eficiente y
selectiva, permitiendo obtener el compuesto 8 con un 91% de rendimiento. El producto fue
caracterizado por FT-IR, RMN®3C y'H y MALDI-TOF. En el espectro de RMN de 'H se puede
observar a 7.95 ppm, la presencia de una sefial que integra para 7 H y que corresponde a los
hidrégenos de los anillos de 1,2,3-triazol, a 6.01 y 5.90 ppm, se observan dos singuletes que
corresponden a los grupos hidroxilo secundarios del anillo de B-ciclodextrina, a 5.01 ppm se
puede observar una sefial ancha donde se traslapan la sefial correspondiente al hidrogeno
anomérico y al CH; del dendrén (53), en 4.48 y 4.32 ppm se observan dos sefiales que
corresponden al CH; unido al N del anillo de triazol, a 4.18 ppm se observa una sefial que
corresponde a los grupos CH; de la primera generacién del dendrén, a 3.95 y 3.57 ppm, se
observan dos dobletes que corresponden a los grupos CH, de la segunda generacion del
dendrén mientras que a 3.68, 3.41 y 3.25 ppm se observan tres senales que corresponden a los
hidrogenos 7, (5 y 12) y 9 respectivamente, finalmente a 1.33 y 1.20 ppm se observan dos
singuletes que corresponden a los CHs del grupo protector cetal, finalmente se observan dos
singuletes a 1.14 y 0.98 ppm que corresponden a los CH3 de la segunda y primera generacion
respectivamente.
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Figura 5.12. . Espectro de RMN 'H en DMSO-ds de 8

44



ANALISIS DE RESULTADOS

En el espectro de RMN de 3C{*H} (figura 5.13) en donde a 173.9 y 173.0 ppm se observa las
sefiales correspondientes a los grupos carbonilo de primera y segunda generacidn
respectivamente, a 141.2 y 126.2 ppm se observan las sefiales de los carbonos del triazol (18 y
19 respectivamente), en 101.68 ppm se observa una sefial correspondiente a los carbonos
cuaternarios del grupo protector cetal, mientras que a 97.32 ppm se observa la sefal
correspondiente a a los carbonos anoméricos de las unidades de glucosa, mientras que a 17.0y
16.6 ppm se encuentran las sefiales correspondientes a las carbonos de la primer y segunda
generacion respectivamente.
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Figura 5.13. . Espectro de RMN *3C {*H} en DMSO-ds de 8

La espectrometria de masas es una de las pruebas determinantes para corroborar la obtencién
de una molécula de elevado peso molecular, como lo es 8, en este caso en el espectro se
observa un patréon isotdpico cuyo pico mas intenso se encuentra en 4727 .95 m/z que
corresponde al [M + Na]* en 4711.97 m/z se observa un pico que corresponde al [M-CH3+Na]*
finalmente en 4687 m/z se observa un pico que corresponde al [M-cet+Na]* donde “cet” es el
grupo protector cetal (figura 5.10).

Una vez caracterizado el producto 8, se llevo a cabo la desproteccion de los grupos hidroxilo,
empleando la resina acida DOWEX 50WX2 en metanol, para obtener el producto objetivo
(molécula 9) cuantitativamente.
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Figura 5.14. Espectro de masas por MALDI-TOF de 8.

En el espectro de RMN de 'H, (Figura 5.15) se puede observar una sefial a 7.93 ppm que
corresponde al H de los anillos de triazol, mientras que a 5.99 y 5.89 ppm se observan dos
seflales que corresponden a los hidroxilos secundarios de la B-ciclodextrina,a 5.06 ppm se
observa una seial que corresponde al hidrogeno anomérico de cada una de las unidades de
glucosa, mientras que a 4.96 se observa una sefial ancha que corresponde al grupo CH; del
dendroén unido al triazol (53), es de destacar la sefial intensa que se observa en 4.62 la cual es
un triplete que corresponde a los grupos hidroxilo los cuales son el resultado de la
desproteccion de los dendrones. A 4.52 y 4.33 ppm se observan dos sefiales que corresponden a
los hidrégenos del grupo CHz; unido al atomo de N del triazol, mientras que a 4.09 ppm se
observa una sefial que corresponde a losCH; de la primera generacidn de los dendrones y a 3.42
una sefal que corresponde a los grupos CH, de la segunda generacién de los dendrones.
Finalmente a 1.11 y 0.98 ppm tenemos los hidrégenos que corresponden a los grupos CHs de
primera y segunda generacion respectivamente.
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Figura 5.15. . Espectro de RMN 'H en DMSO-ds de

En el espectro de RMN *3C{H} se pueden observar a 173.9 y 172.08 ppm dos sefiales que
corresponden a los carbonos de los grupos carbonilo de segunda y primera generacién
respectivamente, a 141.1 y 126.4 ppm se observan dos sefales correspondientes al anillo de
triazol, a 101.3 se puede observar una sefial mdas que corresponde al carbono anomérico de las
unidades de glucosa, a 82.4 ppm se observa una sefal que fue asignada al carbono (53) a 69.34
ppm se encuentra una sefial asignada al carbono (4) a 64.4 y 63.6 se observan dos sefiales que
corresponden a los grupos CH; de la primera y segunda generacién respectivamente, a 57.6
ppm hay una sefial que fue asignada al carbono (3) a 50.18 y 46.03 ppm se presentan dos
sefiales, que corresponden a los carbonos terciarios de la segunda y primera generacién
respectivamente, finalmente a 17.06 y 16.61 ppm se observan dos sefiales que corresponden a
los grupos CHs de primera y segunda generacidn respectivamente.
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Figura 5.16. . Espectro de RMN *3C {H} en DMSO-ds de 9

De nuevo la técnica concluyente para la obtencidén de este producto es la espectrometria de
masas por MALDI-TOF (Figura 5.11), en el que se observa un pico en 4145 m/z que corresponde
al [M]*, y en 4208 se observa otro pico a 4208.61 m/z, que puede corresponder al
[M+K+CH30H]*. Por otro lado, en la comparacion de los espectros de RMN *H de 8 y 9 (Figura
5.12) se observa la desaparicion de las sefiales a 1.23 y 1.34 ppm correspondientes al grupo
protector cetal (espectro B) y la aparicién de una senal a 4.62 ppm que corresponde a los
hidroxilos terminales de los dendrones de segunda generacion.

48



ANALISIS DE RESULTADOS

= 4145.184
I3 /\
<3000 M
|
[ 4208.616
| | A
( ‘ \
2000 | | M
|
| |
\ |
\ | ;
1000 ‘ \
‘ |
|
“‘\\4167,352
\‘,/'7‘\\\ ) J \
0| o) S
4075 4100 4125 4150 4175 4200 4225 4250 4275
Figura 5.17. Espectro de MALDI-TOF de 9 .
B L
[
A
=2
Y L
Aparicién d fal 2 4.62 Desaparecen las
ariciéon de una sefial a 4. m
parid ! . p.p sefiales a 1.23 y 1.34
B que corresponde a los hidroxilos
. ppm del grupo
terminales de los dendrones
protector cetal

T T T T T T T T T T T T T T T
11,5 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

Figura 5.18. Comparacién de los espectros de RMN *H en CDCl; de A) 8, B) 9
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5.2 Determinacion de la solubilidad de los derivados de B-ciclodextrina.

Se determind la solubilidad de dos derivados de B-ciclodextrina, uno sintetizado en este trabajo
(ciclodextrina-[G2]-OH; 9), mediante el esquema de sintesis mostrado anteriormente (Esquema
de reaccidén, pagina 24), y el otro sintetizado en el grupo de investigacién dirigido por la Dra.
Yareli Rojas de la Facultad de Quimica (B-ciclodextrina-PEG) esto se realiz6 con fines
comparativos. Entre la estructura ramificada del derivado 9 y la arquitectura lineal del derivado
B-ciclodextrina-PEG. Este uUltimo compuesto fue completamente caracterizado por RMN de Hy
13C, espectrometria de masas (MALDI-TOF) y FT-IR.

En los diagramas de solubilidad mostrados en la figura 5.14 se observa que el derivado B-
ciclodextrina-[G2]-OH (9) tiene una solubilidad mucho mayor al derivado B-ciclodextrina-PEG.

Como se observa en estos diagramas, a una concentracion de 148 mM aln no se presenta un
punto de saturacion en el caso del compuesto 9 (diagrama B), mientras que para el compuesto
B-ciclodextrina-PEG, la saturaciéon ocurre a una concentracion alrededor de 42 mM (diagrama
A). Es de destacar que la solubilidad de 9 (B-ciclodextrina-[G2]-OH) es al menos 9 veces mayor a
la reportada para laB-ciclodextrina (16mM).
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Figura 5.14. Diagramas de solubilidad de A) B-ciclodextrina-PEG y B) B-Ciclodextrina-[G2]-OH

Esta diferencia de solubilidades puede ser explicada en funcién del gran nimero de grupos
hidroxilo que tiene el derivado 9 en la periferia (figura 5.13 B), en comparacidon con B-
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ciclodextrina-PEG (figura 5.13 A). Al analizar las estructuras de ambos derivados de PB-
ciclodextrina se puede observar que el balance hidrofilico-hidrofébico (numero de grupos
polares/nimero de grupos no polares) presente en 9 podria ser el responsable de la elevada
solubilidad de este derivado, en comparacién con B-ciclodextrina-PEG.

Figura 5.13. Estructuras de A) B-ciclodextrina-PEG y B) B-ciclodextrina-[G2]-OH

5.3 Formacién de complejos de inclusidon de derivados de B-ciclodextrina-albendazol
Como se describe en la seccién de metodologia, se siguid un protocolo estdndar para formar
complejos de inclusidon entre el albendazol (farmaco antiparasitario) y los derivados de -
ciclodextrina, en proporciones equimolares de huésped y anfitriéon. Para la cuantificacion de
farmaco encapsulado, se realizé una curva de calibracién de éste a diferentes concentraciones,
mediante espectroscopia UV-vis (ver Anexo 2).

Los complejos de inclusién elaborados fueron caracterizados por espectroscopia UV-vis, estos
espectros se presentan en la Figura 5.15. El espectro A corresponde al albendazol en el cual se
observa un maximo a (A= 297 nm), el espectro B corresponde al complejo B-ciclodextrina-
albendazol, y dado que la B-ciclodextrina no absorbe en el UV-vis, la absorbancia observada es
debida al albendazol encapsulado, con un ligero corrimiento en el maximo (A= 295 nm), que
corresponde a una concentracidon de aproximadamente 0.22 mM,. Los espectros B y C
corresponden a los complejos de los derivados de PB-ciclodextrina con albendazol; (B-
ciclodextrina-[G2]-OH y B-ciclodextrina-PEG respectivamente); en ellos no se observa la banda a
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297 nm correspondiente al albendazol, por lo que se concluye que el farmaco no pudo ser
encapsulado en las mismas condiciones que con la B-ciclodextrina. No obstante que en el
espectro D se observa una banda en la regién de absorcién del farmaco, se corroboré por
triplicado que esta banda en aproximadamente 280 nm corresponde a una transicién propia del
derivado B-ciclodextrina-PEG.
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Figura 5.15. Espectros UV-vis de A) albendazol B) B-ciclodextrina-albendazol C) B-ciclodextrina
[G2]-OH-albendazol D) B-ciclodextrina-PEG-albendazol.

A pesar de que ambos derivados: B-ciclodextrina [G2]-OH-y B-ciclodextrina-PEG tienen el mismo
grupo cromoforo (anillo 1, 2, 3-triazol) responsable de la absorcién en la regiéon UV, la banda
adicional observada en el espectro D, se propone a manera de hipdtesis, que esto podria
deberse a una interaccion de apilamiento ©-w, entre los anillos de 1,2,3-triazol de las moléculas
de [-ciclodextrina-PEG, fendmeno que no se presenta en la P-ciclodextrina [G2]-OH,
seguramente por el impedimento estérico debido al mayor volumen de los dendrones. Un
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argumento a favor de la explicacion de un apilamiento entre moléculas de B-ciclodextrina-PEG
es la presencia en el DSC de una transicidn cristalina, como se mostrara mds adelante. A pesar
de esto no se descarta que la banda pueda deberse a algun contaminante, esto debera ser
corroborado con mds experimentos.

El hecho de que el encapsulamiento no haya ocurrido entre el albendazol y los derivados
sintetizados en las mismas condiciones que para la B-ciclodextrina, no descarta a estos
derivados como potenciales acarreadores; ya que existen diversos protocolos para la formacién
de complejos de inclusidn, especialmente dirigidos a sistemas macromoleculares mas complejos
como los aqui propuestos, en donde se involucra un mayor suministro de energia (por ejemplo
ultrasonido), y que podrian ser posteriormente probados.

5.4 Mezclas fisicas PB-ciclodextrina-albendazol, y derivados de pB-ciclodextrina-
albendazol

Las mezclas fisicas fueron caracterizadas por calorimetria diferencial de barrido (DSC), se
escogid esta técnica debido a que con ella se puede determinar el encapsulamiento del
albendazol, al observar la desaparicion de la curva correspondiente a su punto de fusién (207-
210 °C). En las figuras 5.16 a 5.18 se muestran los termogramas de DSC para las mezclas fisicas
entre B-ciclodextrina-albendazol, B-ciclodextrina-[G2]-OH-albendazol y pB-ciclodextrina-PEG-
albendazol, asi como los termogramas de sus respectivos componentes. En la figura 5.16 se
aprecia que en la mezcla fisica se conservan las transiciones propias de cada componente (-
ciclodextrina y albendazol), lo que indica que este escenario de interaccion no produce el
encapsulamiento.
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Figura 5.16. Termogramas de DSC de albendazol, B-ciclodextrina y B-ciclodextrina-albendazol
(mezcla fisica)

En la figura 5.17 se puede observar un abatimiento del punto de fusién del albendazol, asi como
un corrimiento de la transicion propia del derivado de B-ciclodextrina (B-ciclodextrina-[G2]-OH)
arriba de 250°C. La comparacién de termogramas en este caso podria sugerir una interaccién
superficial (y no de inclusidn) entre el farmaco y el derivado.
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Figura 5.17. Termogramas de DSC de albendazol, B-ciclodextrina-[G2]-OH, B-ciclodextrina-[G2]-
OH-albendazol (mezcla fisica)

En el caso de la mezcla fisica entre el albendazol y el derivado B-ciclodextrina-PEG (figura 5.18)
se observa una transicion exotérmica que puede asociarse a un evento de cristalizacién. Se sabe
que, conforme aumenta la temperatura, un polimero se vuelve menos viscoso y en algun punto
las moléculas pueden obtener suficiente libertad de movimiento para arreglarse
espontaneamente en una forma cristalina. En este caso, lo observado por DSC se puede
relacionar con el espectro de UV-vis para este derivado, en donde se propone un posible
apilamiento de unidades de B-ciclodextrina, via los anillos de triazol, resultando en arreglos
ordenados, cuya formaciéon podria ser facilitada por el relajamiento de las cadenas poliméricas
de PEG presentes con el aumento de la temperatura.

Claramente, la transicién correspondiente al albendazol (curva color rojo en la figura 5.18) no se
observa en la mezcla fisica, debido a que la temperatura de cristalizacién ocurre en la misma
regidn de esta transicién.
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ANALISIS DE RESULTADOS
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Figura 5.18. Termogramas de DSC de albendazol, B-ciclodextrina-PEG y B-ciclodextrina-PEG-

albendazol
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CONCLUSIONES

6. Conclusiones

Se logré la sintesis como ha sido reportado®®>® del dendrén de segunda generaciéon de
poli(éster) basado en Bis-MPA con punto focal alquino y de la heptakis(6-deoxi-6-azido)-B-
ciclodextrina con terminales azida, que son los grupos funcionales necesarios para llevar a cabo
la reaccién “click”.

Se llevd a cabo la reaccién de CAACu, representativa de la quimica “click”, la cual demostro ser
altamente eficiente y selectiva para la sintesis del derivado B-ciclodextrina-[G2]-OH, el cual se
obtuvo con altos rendimientos (91%).

Se determind la solubilidad de la B-ciclodextrina-[G2]-OH y la de otro derivado (la PB-
ciclodextrina-PEG) siendo la primera la mds soluble, con una solubilidad mucho mayor a la B-
ciclodextrina (al menos 9 veces mayor).

El protocolo de formacién de complejos de inclusion permitid el encapsulamiento del
albendazol en presencia de B-ciclodextrina, como ha sido reportado?®, el cual fue cuantificado
por UV-vis mediante una curva de calibracidon; sin embargo, este protocolo no pudo
extrapolarse a los derivados B-ciclodextrina-[G2]-OH y B-ciclodextrina-PEG, para los cuales no se
observé la formacién de complejos con albendazol, ni en solucién ni en un escenario de mezclas
fisicas, presumiblemente debido a factores estéricos.

No obstante lo anterior, los derivados estudiados en el presente trabajo no deben ser
descartados como potenciales acarreadores; ya que existen diversos protocolos para la
formacién de complejos de inclusién que podrian ser explorados.
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7. Anexo

Espectros del DPTS
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Caracterizacion de Bencil-2,2-bis(metilol)propionato (1)
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ANEXO 1

Caracterizacién de Acido isopropilideno-2,2-bis(metoxi)propidnico (2))
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Caracterizacion de G2]-CO,CH,CsHs (3)
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Caracterizacionde : [G2]- COOH (4)
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Caracterizacion de: [G2]- CO2CH2CoH (5
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Caracterizacion de Heptakis (6-deoxi-6-iodo)-B-ciclodextrina (6
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Caracterizacion de Heptakis (6-deoxi-6-azido)-B-ciclodextrina (7
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Complejos de inclusion
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ANEXO 2

y = 1.9345x + 0.0548 -
0.18
r* = 0.9944
©
3
<
O 0.12-
p
<
m
% .
)
m
<
0.06 - absorbancia de la solucion del
complejo B-ciclodextrina-albendazol

: , :
0.03 0.06 0.09
CONCENTRACION (mM)

Curva de calibracion del albendazol

Una vez obtenido el liofilizado del protocolo 4.5.1, se disolvid el sélido en 5 mL de agua mili Q,
de esta disolucidn, se toma una alicuota de 1 mL y se diluye en 5mL. A esta disolucién se le hizo
la lectura que se presenta en la curva de calibracién. Obteniendo una concentracién de 0.044
mM lo que equivale a 0.0011 mmol de albendazol.
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