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Introduccion

Los dendrimeros son macromoléculas de gran interés que han sido objeto de numerosos
estudios debido a sus propiedades intrinsecas unicas. El término dendrimero hace referencia a la
similitud de su estructura con la copa de un arbol. Tiene su origen en el griego, donde la palabra

dendron significa drbol mientras que la palabra méros significa parte.

Un dendrimero se describe generalmente como una macromolécula que se caracteriza por
poseer una estructura tridimensional altamente ramificada, ordenada y controlada, lo que le
proporciona un alto grado de funcionalidad superficial y versatilidad. Asimismo, un dendrén es como

una porcion en cufia de un dendrimero.

La principal diferencia entre los dendrimeros y los polimeros convencionales es el control de
su estructura. Este control se lleva a cabo en el proceso de sintesis mediante pasos iterativos que
permiten estructuras ordenadas, mientras que la sintesis de polimeros suele darse en un tinico paso

de polimerizacion, dando lugar a macromoléculas sin orden en su geometria.'

I.1. Estructura general

En la estructura general de una estructura dendrimérica (dendrimeros y dendrones) se

diferencian tres unidades estructurales:

- Un centro multivalente como nucleo del dendrimero ramificado o como grupo funcional
disponible del dendron, llamado punto focal
- Las estructuras dendriméricas que se ramifican desde el ntcleo

- Los grupos funcionales terminales

Cada paso de crecimiento de la estructura dendrimérica en la que se forma una nueva capa de
ramificaciones conforma una generacion. En la Figura 1 se representa un dendrimero de tercera
generacion donde las distintas generaciones se indican como un circulo con linea discontinua. En
esta misma figura también se representan las distintas generaciones del correspondiente dendrén

delimitado mediante una cufla con linea discontinua de color verde.
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Capitulo I

Nucleo o Punto Focal
(en el caso de dendroén)

O Nudos o Ramificaciones

DRl SR T T] T S

| O Grupos Terminales

/ A . B . I
_____ ) Delimitacion de Generacion

________ :""" Delimitacion de Dendron

ecescscdecsccce

Figura 1. Estructura general de una estructura dendrimérica

La cantidad de ramificaciones de la estructura dendrimérica dependera de la multivalencia del
nucleo, que puede ser tanto un atomo, como una molécula, y del nimero de grupos terminales que
queden en cada generacion. Asi, el numero de ramificaciones determinara el tamafio y la
multiplicidad de la estructura final, mientras que las propiedades variaran en funcion de los grupos
funcionales que posea. De este modo, mediante una seleccion apropiada de los grupos terminales se
pueden modular propiedades como la estabilidad, la viscosidad o la solubilidad, otorgandole distintas

caracteristicas a la estructura final esenciales para determinadas aplicaciones.

La sintesis de los dendrimeros se lleva a cabo por etapas, a través de una serie de reacciones
de acoplamiento de manera reiterativa. Esta sucesion de reacciones da lugar a que el numero de
unidades repetitivas, llamadas monoémeros, y grupos funcionales se multiplique, formando

dendrimeros de generaciones superiores.

Los dendrimeros de generaciones pequefias suelen tener una estructura flexible y abierta
mientras que los de generaciones superiores tienden hacia una forma globular, incluso suelen tener
aspecto de esfera. De manera general, los dendrimeros en solucion suelen tener menor viscosidad de

lo esperado, y ésta no aumenta linealmente con la masa molar.?

La estructura (semi)globular, el tamafio nanométrico y la monodispersidad,’ son caracteristicas
que diferencian a los dendrimeros de las moléculas hiperramificadas y polimeros convencionales.?
Otra de las diferencias entre estas estructuras es que, en los dendrimeros, cada una de las unidades

monomeéricas tiene, al menos, un grupo funcional que permite una ramificacién para formar una

generacion superior.
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Introduccion

1.2. Antecedentes histéricos

En 1978, Fritz Vogtle publicd la sintesis de una estructura dendrimérica mediante una
metodologia repetitiva que defini6 como “sintesis en cascada”.* La ruta sintética consistia en la
adicion de Michael entre una amina y un grupo acrilonitrilo, seguida de la reduccion de los grupos

nitrilos a aminas. Los productos obtenidos se denominaron “moléculas cascada”.

/_FNHZ

o~ CN NH,  Acoplamiento N
Z "CN /—/ /—/‘ /—F \/\/NH2
R=NH; R-N —— > R-N ——> R-N
Acoplamiento — Reduccién \—¥ Reduccién \—¥ ~""NH,
CN NH N

NI

2

Figura 2. Sintesis de moléculas cascada

Entre 1979 y 1981 se patentaron las primeras sintesis de estructuras dendriméricas.>® Robert
G. Denkewalter empled la molécula de L-lisina (con los grupos amino protegidos) como mondmero
y, tras una serie de reacciones de acoplamiento-desproteccion, obtuvo dendrimeros de polilisina
mediante la formacion de enlaces amidas.” Como se observa en la Figura 3, estos dendrimeros

presentan ramificaciones asimétricas debido a la propia estructura de L-lisina empleada como

monomero.
0 y NH;
o Acoplamiento . o » Acoplamiento R\MWNWNHZ
R-NH; 4 HO)K,/\/\/NHBOC - ‘H)J\/\/\/ 2 Df’ HN o 5
NHBoc Desproteccion NH, esproteccion .
. . ) HNY
Lisina amino-protegida
NH,

Figura 3. Sintesis de dendrimeros de polilisina

Unos afios mas tarde, en 1985, Donald A. Tomalia y George R. Newkome publicaron dos rutas
sintéticas para la formacion de diferentes dendrimeros. La sintesis de Tomalia dio lugar a 8
generaciones de dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) que fueron los primeros dendrimeros
comerciales, conocidos con el nombre de “Dendrimeros Starburst”.®? Para su obtencion se empled
una metodologia similar a la de Vogtle en la cual se repiten reacciones de acoplamiento mediante la
adicion de Michael entre grupos metilacrilato y grupos amino, seguidas de otra reaccion de
acoplamiento, en este caso entre etilendiamina y los grupos ésteres terminales. La sucesion de
reacciones de acoplamiento da lugar a las distintas generaciones de dendrimeros PAMAM (Figura

4).
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Figura 4. Sintesis de dendrimeros PAMAM

Por otro lado, la sintesis publicada por Newkome daba lugar a lo que se llamé “Sistema
Arborol” en referencia a su estructura ramificada, ya que la palabra arbor en latin significa arbol. La
ruta sintética propuesta consiste en el tratamiento de un haluro de alquilo con
trietilmetanotricarboxilato de sodio para dar lugar a un poliéster seguido de la reaccion con
tri(hidroximetil)aminometano con el que, mediante la formacion de enlaces amida, se origina la

estructura dendrimérica con grupos hidroxilo en su periferia (Figura 5).!°
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Figura 5. Sintesis de Arborol

Entre las sintesis descritas existe una diferencia destacable y es que, tanto en la ruta de Vogtle
como en la de Tomalia, la estructura se va ramificando desde los grupos funcionales terminales
mediante el empleo de mondmeros lineales mientras que, en el caso de las sintesis propuestas por
Denkewalter y Newkome, las ramificaciones surgen a través de un acoplamiento con estructuras ya
ramificadas, lo que implica el uso de monomeros que contienen nudos con 2 y 3 ramas

respectivamente.
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Posteriormente, al inicio de los 90, tanto Hawker y Fréchet'"'?> como Miller y Neenan,'? dieron
a conocer sus trabajos sobre la sintesis de dendrimeros con un enfoque convergente, lo cual amplio
el campo en la sintesis de dendrimeros. Esta sintesis, que se detalla en la siguiente seccion, y que
consiste en la formacion de la estructura dendrimérica del exterior hacia el interior, precisa de la
formacion de dendrones con un grupo funcional en el punto focal que posteriormente serdn anclados
al nucleo dendrimérico multivalente. Debido a la variedad de grupos funcionales en la periferia y en
el punto focal, este enfoque resulta muy versatil para la formacion de estructuras macromoleculares

complejas.

En esta misma época se consiguieron grandes avances en la sintesis de dendrimeros, donde se
establecieron los conceptos basicos de estas estructuras describiendo como controlar su tamatfio,

superficie, topologia y flexibilidad.'*

Debido al alto interés en las estructuras dendriméricas a lo largo de los afios, se han sintetizado
unas 100 familias de dendrimeros diferentes. Esto resulta en mas de 1000 estructuras diversas por

las modificaciones superficiales.!'

1.3. Metodologias Sintéticas

Los primeros métodos sintéticos empleados en la sintesis de dendrimeros fueron los enfoques
divergentes y convergentes, propuestos por Vogtle,* Tomalia,® Newkome!'® y Fréchet.!! Estas
metodologias sentaron las bases para la sintesis de dendrimeros, empleandose de forma

independiente o en combinacion.>!617:18

1.3.1. Sintesis divergente

Mediante esta metodologia, la formacion del dendrimero se lleva a cabo desde un nticleo
multifuncional hacia el exterior de la estructura. Para ello, se suelen emplear mondmeros del tipo
AB, (n>2) donde A y B son grupos funcionales diferentes de manera que, para controlar el
crecimiento de la estructura, uno de estos grupos funcionales estara activado mientras que el otro se
encontrara protegido.!” La cantidad de ramificaciones de la estructura dependera del numero de
grupos funcionales B que tenga el mondémero, que en la mayoria de los casos suele ser 2.2%*! La
reaccion del ntcleo multivalente (Ci) con un exceso de monomero AB, da lugar a la primera
generacion del dendrimero. La desproteccion o activacion de los grupos funcionales periféricos B,
seguida de la reaccidon de acoplamiento entre los grupos B de este dendrimero de primera generacion
con el grupo funcional A del monémero AB,, da lugar a la siguiente generacion de dendrimero. Asi,

mediante una secuencia de pasos de activacion/acoplamiento se van obteniendo las distintas
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generaciones con mayor tamafio y peso molecular, y n veces el nimero de sitios reactivos en la

periferia.?>8
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Figura 6. Sintesis divergente

Esta metodologia es util para dendrimeros con alto grado de ramificacion y, ademas, suele
tener buenos resultados con la sintesis de grandes cantidades de dendrimeros,*® aunque en ocasiones,
presenta problemas debido a reacciones incompletas que conlleven defectos estructurales y bajos
rendimientos.’** Es por ello que en la mayoria de los casos se emplea un exceso de monomero y

procesos tediosos de purificacion para la sintesis de las generaciones mas grandes.

1.3.2. Sintesis convergente

Mediante esta metodologia, la formacion del dendrimero tiene lugar desde el exterior hacia el
interior. Fue Fréchet!! el primero que introdujo este método donde los grupos terminales son el punto
de partida en la ruta sintética. Para la obtencion de dendrimeros mediante el enfoque convergente es
necesaria la sintesis de dendrones que posteriormente son unidos a un nucleo polifuncional dando
lugar al dendrimero de la generacion correspondiente. Los mondmeros que se emplean para la
formacion de los dendrones son del tipo AB, (n>2) donde A es el grupo funcional protegido, o no
activado, y B representa los grupos funcionales activados. La sucesion de pasos de
acoplamiento/activacion permite la formacion de dendrones con un grupo funcional en el punto focal
que, tras su activacion, se unird a otros monodmeros para formar las siguientes generaciones de

dendrones o al ntcleo para la obtencion del dendrimero final.

A diferencia del método anterior donde el numero de enlaces que se forman aumenta con el
aumento de la generacion, con el enfoque convergente, el numero de enlaces formados en cada paso
de acoplamiento es constante, por lo que so6lo es necesario un ligero exceso de monomero para llevar
a cabo estas reacciones.”® El método convergente suele minimizar los defectos estructurales y los
procesos de purificacion suelen ser mas sencillos en comparacion con el método divergente. Sin
embargo, el procedimiento para obtener un dendrimero de una generacion se ralentiza mediante este

método respecto al anterior.
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Figura 7. Sintesis convergente

La sintesis convergente permite funcionalizar selectivamente el punto focal de los dendrones
y obtener asi dendrimeros asimétricos mediante la union de diferentes dendrones al nucleo
polifuncional. No obstante, esta sintesis solo permite la construccion de dendrimeros de generaciones
relativamente bajas debido a los posibles efectos estéricos que surjan al intentar unir dendrones

voluminosos a un nucleo multifuncional.?®

1.3.3. Otros métodos

En los ultimos afios, la quimica de dendrimeros ha proliferado con la introduccion de
diferentes metodologias con el objetivo de optimizar y acelerar la construccion de estas
macromoléculas complejas. En este sentido, las estrategias aceleradas estan enfocadas a reducir el
numero de pasos de reaccién empleando reacciones ortogonales y quimioselectivas.?” Un ejemplo es
la estrategia de acoplamiento ortogonal en la que se emplean dos tipos diferentes de dendrones AB,

que contienen grupos funcionales complementarios.*®

Asi, se han incorporado a la literatura numerosas adaptaciones e innovaciones de los métodos
mas extendidos, como el método “double-stage” que consiste en la union de “hipermondémeros”
(dendrones grandes y muy ramificados) con “hipernucleos” (dendrimeros pequefios), multiplicando

asi el niimero de grupos terminales.?’

La estrategia sintética basada en el empleo de reacciones tipo click juega un papel importante
y permite la formacion de dendrimeros con varias clases de grupos en su periferia, con elevada pureza
y alto rendimiento a través de la sintesis de 1,2,3-triazoles por reaccion entre grupos azidas y

alquinos.’*?

La estrategia “one pot” también ha sido muy empleada,®*

y recientemente se ha aplicado
para obtener dendrimeros de hasta cuarta generacion utilizando cuatro reacciones quimioselectivas.*
Sin embargo, aunque el tiempo de sintesis se reduce, se requiere la preparacion de hasta cuatro

monomeros diferentes con diferentes funcionalidades.
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Otro método de sintesis de dendrimeros consiste en el autoensamblaje de dendrones por
puentes de hidrogeno o enlaces con un centro metélico.*** La incorporacion de centros metalicos
no debe ser necesariamente en el niicleo de la estructura dendrimérica, sino que pueden formar parte
de la unidad repetitiva, quedar en la periferia o permanecer encapsulado como en el caso de las

nanoparticulas dendriméricas. 0+

También se ha avanzado en una estrategia alternativa basada en el enfoque de autoensamblaje
donde los pequeiios componentes dendriméricos forman grandes estructuras supramoleculares no

covalentes que imitan a los dendrimeros de alta generacion.*’

En la bisqueda de un método sintético mas simple se ha descrito la “lego chemistry”,***” que

emplea nicleos multifuncionalizados y monomeros ramificados para dar lugar a dendrimeros con un
elevado ntimero de grupos terminales. Mediante esta estrategia, empleando monomeros tipo AB> y
CD; donde A reacciona especificamente con D y B lo hace con C, se forman dendrimeros de cuarta

generacion en soélo 4 pasos en lugar de los 8 pasos necesarios por el método tradicional.

A través de todos estos métodos, se han obtenido diferentes tipos de dendrimeros con
diferentes grupos funcionales. Estos se han clasificado, dependiendo de donde se encuentren las
modificaciones de los grupos funcionales, en dendrimeros de bloque de capa, dendrimeros de bloque

4851 Estos dendrimeros multifuncionales han

de superficie o dendrimeros de bloque de segmento.
despertado el interés debido a la posibilidad de combinar diferentes propiedades en una misma
estructura dendrimérica. Entre ellos, los dendrimeros Janus®**® forman parte de este tipo de

estructuras ya que poseen, al menos, dos funcionalidades distintas en su superficie.

Figura 8. Dendrimeros de bloque de capa, superficie y segmento respectivamente

1.4. Propiedades y Aplicaciones

Hoy en dia, los dendrimeros se consideran uno de los nanomateriales mas atractivos para
aplicaciones bioldgicas. Su estructura hiperramificada y bien definida, permite a los compuestos
dendriméricos confinar una gran cantidad de grupos funcionales en un espacio relativamente
pequeio, siendo este control sobre la multivalencia, la propiedad que hace que los dendrimeros sean
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Unicos para determinadas bioaplicaciones.’*> Ademas, la similitud de la escala de tamafio y de las
propiedades fisicoquimicas de los dendrimeros con biomoléculas los hace estructuras moleculares

de interés para aplicaciones donde actiien como emuladores de proteinas globulares.>

Hoy dia existen algunos dendrimeros comerciales ampliamente conocidos. Entre ellos, los mas
comunes son los dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM o Starburst)'® y los de polipropilenimina
(PPI o Astramol)*. De ellos estan bien establecidas muchas de sus propiedades como su
biocompatibilidad, citotoxicidad y los efectos hemoliticos, los cuales aumentan en ambos casos con
el aumento de la generacion.’’ > En este mismo sentido, estudios de toxicidad in vivo realizados en
la década de los 90 indican que, hasta la quinta generacion, los dendrimeros PAMAM no son toxicos

en una concentracion de 10 mg/Kg inyectados por via intraarterial.®*¢!

Los requisitos indispensables para que las estructuras dendriméricas puedan ser empleadas en
aplicaciones médicas incluyen: no ser tdxicas, nocivas 0 no causar respuesta inmune, se deben
excretar facilmente y el tiempo de degradacion debe ser tal que se evite la acumulacion celular. En
este sentido, los dendrimeros cuya estructura se basa en enlaces éster se degradan mas facilmente por

hidrolisis y se ha estudiado su empleo como adhesivo tisular.5%63

Entre todos los dendrimeros descritos, los amino terminales son una excelente alternativa para
aplicaciones bioldgicas ya que son solubles en medios acuosos y se conoce que son biocompatibles
a generaciones bajas. Ademas de PPl y PAMAM, otros dendrimeros amino terminales comerciales
bastante conocidos son los de poli L-lisina (PLL)’ y una modificacion de poliéster (bis-MPA).%
Aunque, si bien es cierto, entre todos lo dendrimeros comerciales probablemente PAMAM ha sido

el mas utilizado hasta el momento.*

Estos han sido estudiados en aplicaciones como la administraciéon de farmacos dirigida, la
obtencion de imagenes y la terapia génica entre otras, donde se han transferido, exitosamente, genes

a través de la membrana celular hasta el nicleo.®¢7

Un gran niamero de estudios se ha centrado en intentar adaptar las propiedades de
encapsulacion de los dendrimeros para aplicaciones como, por ejemplo, la administracion dirigida
de farmacos.®® La capacidad de encapsular también hace que puedan emplearse como moléculas
portadoras de metales, moléculas orgénicas e inorganicas. Ademas, esta capacidad se puede regular
en base a la funcionalizacidn periférica de la estructura dendrimérica. En este campo, se ha estudiado
una modificacion de PAMAM con cadenas de polietilenglicol con la intenciéon de mejorar su

biocompatibilidad y encapsular farmacos anticancerigenos.**7°

La multivalencia de los dendrimeros hace de estas estructuras ttiles para el empleo como
transportadores de farmacos, proporcionando mayor estabilidad y facilitando la difusion por las

barreras bioldgicas hasta alcanzar a las células objetivos. De este modo, se han descrito compuestos
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dendriméricos para aplicaciones terapéuticas contra el céncer.”! Estos potenciales agentes
quimioterapéuticos poseen tres estructuras distintas que se encuentran en la periferia dendrimérica y
que poseen tres actividades diferentes, actian como vectores, marcadores y como agentes

anticancerigenos.”

La multivalencia de las estructuras dendriméricas también permite el disefio de agentes
terapéuticos antivirales, que presentan multiples interacciones con receptores biologicos.”>’*7 El uso
de una estructura multivalente aumenta la inmunorespuesta debido a la mayor cantidad de antigeno

y, por tanto, mayor produccion de anticuerpos.’

I.5. Antecedentes del grupo de investigacién

El grupo de investigacion en el que se ha desarrollado esta tesis tiene una amplia experiencia
en el campo de los dendrimeros. En particular, las lineas de investigacion del grupo estan basadas en
el estudio de estructuras dendriméricas con potenciales aplicaciones en dos areas biomédicas: en el
estudio de las reacciones adversas a farmacos (RAF), y en los procesos de regeneracion tisular
empleando células madre mesenquimales (MSC). Inicialmente, para estos estudios se han empleado
dendrimeros comerciales PAMAM. Posteriormente, y debido a las necesidades que han ido
surgiendo a lo largo de los afios, el grupo se embarcé en el disefo y sintesis de nuevas estructuras

dendriméricas amino terminales.

[.5.1. Estudio de las reacciones adversas a farmacos (RAF)

Las reacciones adversas a farmacos constituyen actualmente un problema sanitario importante
ya que existe un gran desconocimiento sobre sus mecanismos. Esto se traduce en una ausencia de
pruebas diagnodsticas suficientemente sensibles y especificas. Como consecuencia existe una gran
disparidad de criterios tanto en el diagnoéstico como en el tratamiento, generando una gran
incertidumbre en la valoracion de este tipo de patologias. Existen dos grandes handicaps a la hora de
abordar el estudio de los aspectos relacionados con la respuesta inmune en los procesos de reaccion
adversa a farmacos: baja sensibilidad de los métodos diagndsticos in vivo e in vitro y falta de kits

comerciales para todos los farmacos evaluados.”” "

En esta investigacion, el estudio de las RAF con base inmunoldgica se realiza siempre en
colaboracion con el grupo de investigacion liderado por la Dra. M. J. Torres Jaén (Jefa de Servicio
de la Unidad de Gestion Clinica de Alergologia) del Hospital Regional Universitario de Malaga
(HRUM).
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La capacidad que tienen los antibidticos betalactamicos para producir reacciones alérgicas se
debe a su gran facilidad para unirse covalentemente a proteinas portadoras. Esta propiedad es la que
se utiliza para su acoplamiento a proteinas exdgenas u otras macromoléculas con grupos aminos
disponibles, produciendo asi conjugados in vitro. Estos conjugados son utilizados en las pruebas
cutaneas (in vivo) y test in vitro para el diagndstico de hipersensibilidad inmediata a antibioticos
betalactamicos. La prueba cutanea ha sido la técnica mas utilizada universalmente, asi como la mas
sensible y practica de todas las disponibles. Con respecto a las técnicas in vitro, se emplea una
macromolécula sintética, la polilisina (PLL), como proteina portadora. El grupo de investigacion se
ha centrado en el estudio de la potencialidad de los dendrimeros para emular las proteinas portadoras
endogenas, que conforman el conjugado hapteno-portador, es decir, el antigeno responsable del

proceso alérgico a farmacos. 8%

En este sentido, en el grupo de investigacion en el que se ha desarrollado esta tesis se han
realizado diferentes estudios sobre la sintesis de conjugados hapteno-portador en el que el hapteno
es un antibidtico P-lactamico (bencilpenicilina y/o amoxicilina) y el portador es un dendrimero
PAMAM. De este modo, se ha estudiado la sintesis y el desarrollo de dendrimeros antigénicos
(conjugados antibiotico-dendrimero) con el objetivo de identificar y cuantificar anticuerpos IgE de
manera sensible y especifica, con objeto de implementar la sensibilidad y especificidad de los test de
diagndstico in vitro disponibles actualmente.®**® Se han realizado estudios sobre la inmovilizacion
de estos conjugados hapteno-portador a diferentes superficies solidas como discos de celulosa,?’

90,91

zeolitas,®® nanodiscos de oro® y nanoparticulas de silica®®®' y se han evaluado estos materiales

mediante inmunoensayos in vitro.

Debido a los excelentes resultados en la deteccion y cuantificacion de IgE en suero humano
de pacientes alérgicos a amoxicilina y/o bencilpenicilina, estos nuevos materiales han supuesto un
prometedor candidato para las pruebas in vitro en el diagndstico clinico y una prometedora linea de

investigacion donde el grupo sigue enfocando su trabajo.

1.5.2. Regeneracion tisular

La segunda area biomédica en la que esta involucrada el grupo de investigacion se basa en las
aplicaciones biotecnoldgicas de procesos de regeneracion tisular empleando células madre
mesenquimales. Es necesario dotar a los procesos de regeneracion tisular de herramientas Utiles que
permitan fijar las células en los sustratos adecuados y su retencion en el sitio apropiado para que se
produzca el crecimiento celular y se regenere el tejido. La adhesion intercelular mediada por
derivados dendriméricos puede presentar ventajas sobre otros métodos utilizados en la actualidad,

como es la inclusion de las células en polimeros o geles. Durante los tltimos afios, hemos estado
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realizando estudios preliminares para verificar la posibilidad de preparar estructuras dendriméricas
que soporten en su superficie la secuencia peptidica RGD (Arginina-Glicina-Acido aspértico) como

patron de reconocimiento celular.”>%3

Esta linea de trabajo se realiza en cooperacion con el grupo de investigacion del Ciber-BBN

liderado por el Dr. J. Samitier y la Dra. A. Lagunas.

Para estos estudios se empled el dendrimero comercial PAMAM. En un primer estudio, se
analizo si la orientacion de la secuencia peptidica tenia influencia en la actividad del conjugado
dendrimero-péptido. Para ello se emplearon los péptidos lineales RGD-Cys (Arginina-Glicina-Acido
aspartico-Cisteina) y Cys-RGD (Cisteina-Arginina-Glicina-Acido aspértico), empleando la unidad
de cisteina para el acoplamiento covalente del péptido al dendrimero. Se obtuvieron dos dendrimeros
modificados: (RGD-Cys)s-D1 y D1-(Cys-RGD)g respectivamente (Figura 9). De estos se observo

que era el primero el que provocaba mejores procesos de fijacion y crecimiento celular.*
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Figura 9. Dendrimeros PAMAM funcionalizados con el tripéptido RGD

Los estudios realizados, soportando el dendrimero (RGD-Cys)s-D1 sobre diferentes
superficies, como laminas de oro o polimeros de acido polilactico, han dado resultados muy
prometedores. En estos estudios se ha presentado un método para la preparacion de nanoestructuras
con control sobre la densidad de RGD en la superficie de las mismas por adsorcion superficial. Esta
densidad local se ha cuantificado mediante microscopia de fuerza atomica y se ha correlacionado
con la respuesta de adhesion y diferenciacion celular. Los resultados revelan que la densidad local
de RGD actiia como reguladora de la adhesion y favorece la condensacion de MSC.” Las

nanoestructuras se presentan, por tanto, como una herramienta adecuada y controlada para abordar
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el efecto de la densidad local del ligando sobre la respuesta celular. Ademas, debido a la sencilla
modificacion de los grupos periféricos del dendrimero, las nanoestructuras dendriméricas pueden
extenderse adicionalmente a otros ligandos de la matriz extracelular (ECM) que tienen efectos de

densidad sobre las células.”¢19

1.5.3. Disefio y sintesis

Los alentadores resultados obtenidos en estas investigaciones previas motivaron el
planteamiento de una nueva eleccion de dendrimero o dendron a emplear. En los trabajos realizados
se han empleado dendrimeros comerciales tipo PAMAM, sin embargo, estos presentan una serie de
inconvenientes como son las reacciones de degradacion que se han observado en el producto, las
limitaciones inherentes a productos ya estructurados y no disefiados quimicamente para satisfacer
necesidades especificas, los elevados precios y la polémica de aplicar patentes de aplicacion sobre la
base de productos ya patentados previamente. Con estos antecedentes, el grupo de investigacion se
embarco en el disefio y la sintesis de nuevos tipos de dendrimeros y dendrones que representaran un

modelo versatil a la hora de incorporar determinadas funcionalidades en su estructura.

Como resultado el grupo disefid y patentd un nuevo modelo de dendrimero basado en el
acoplamiento iterativo de unidades de 2,2-Bis(aminoalquil)propanamidas (BAPAD).!® La sintesis
de este nuevo dendrimero se abordo utilizando como sustrato de partida el 4cido 3,3 -dicloropivalico
(comercial). La reaccion de sustitucion de los atomos de cloro de este precursor por grupos azido
permite obtener el acido 3,3"-diazidopivalico, que se emplea como como unidad de crecimiento del
dendrimero (Figura 10). Con este compuesto se acometid la sintesis de dendrimeros y dendrones
mediante una secuencia de reacciones que requieren: 1) acoplamiento del mondémero previamente
activado a una unidad central, en este caso etilendiamina, mediante la formacion de enlaces amida,
para obtener un dendrimero de generacion 1 con cuatro grupos azido en la superficie. 2) La reduccion
por hidrogenacion catalitica de estos grupos azido a los correspondientes aminos, lo que da lugar a
un dendrimero con cuatro grupos amino en la superficie situados en posiciones relativas 1,3. La

repeticion de estas secuencias permite obtener dendrimeros de generaciones superiores.
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Figura 10. Sintesis de dendrimeros BAPAD

La estructura inherente del dendrimero y la metodologia sintética propuesta permite la
construccion de dendrimeros hasta tercera generacion, con 16 grupos amino terminales.'® Estas
estructuras dendriméricas basadas en enlaces tipo amida han resultado ser completamente estables,
solubles en agua y lo suficientemente versatiles para ser utilizadas en diferentes aplicaciones de

interés biologico.

En este sentido se ha sintetizado un dendrimero antigénico (DeAn) basado en estructuras tipo

BAPAD con grupos amoxiciloilos terminales (Figura 11).
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Figura 11. Sintesis de dendrimero antigénico (DeAn) tipo BAPAD

En este estudio, ademas, se han combinado en una nueva estructura, las propiedades de este
nuevo modelo de dendron BAPAD con un marcador fluorescente, presentando una poderosa
herramienta para estudios biomédicos. Por estrategia sintética, el dendrimero BAPAD se ha disenado

con un nucleo de cisteamina, de modo que, la reduccion del enlace disulfuro da lugar a la formacion
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de dendrones BAPAD con un grupo tiol en su punto focal. Esto permite su posterior acoplamiento a

una estructura de 1,8-naftalimida funcionalizada con un grupo maleimida (Figura 12).
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Figura 12. Dendrimero antigénico BAPAD fluorescente

Se ha estudiado el comportamiento de esta estructura en experimentos in vitro con células
dendriticas humanas, observandose mediante microscopia confocal que internaliza eficientemente

en el interior de las células, localizandose preferentemente en el citoplasma.!'®

En base a los buenos resultados obtenidos y, siguiendo la experiencia previa del grupo de
investigacion en estudios sobre regeneracion tisular, se han empleado estructuras dendriméricas
BAPAD como estructura de soporte de péptidos bioactivos (RGD-Cys) en discos de titanio
empleados en implantes maxilofaciales. Para ello, los discos de Ti se han tratado inicialmente en
condiciones oxidantes fuertes para activar la presencia de grupos hidroxilos que nos permitiesen la
modificacion quimica necesaria. Tras este tratamiento, los discos se han hecho reaccionar con una
disolucion de 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS) y, posteriormente se han unido
covalentemente dendrones BAPAD con un grupo 4cido carboxilico en el punto focal. Una vez
insertada la estructura dendrimérica en los discos, se han unido los tetraéptidos RGD-Cys empleando
la metodologia quimica optimizada previamente. En este estudio se ha observado un aumento de la
biocompatibilidad de los implantes orales de titanio tras la inmovilizacion covalente de estas
estructuras dendriméricas, demostrando que estos dendrones amino terminales basados en enlaces
amida actian como un andamiaje perfecto para presentar moléculas bioactivas, favoreciendo la

interaccion de las células con la superficie.'®
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Figura 13. Disco de titanio modificado con restos RGD'%

NH2

Tras los buenos resultados obtenidos con el desarrollo de estructuras tipo BAPAD, el grupo se

planted la formacion de nuevos dendrimeros haciendo uso de la reactividad de los grupos azido

empleados en la ruta sintética desarrollada. De esta forma, la unién entre los mondmeros en esta

nueva ruta sintética se basa en reacciones tipo click, por lo que, para llevar a cabo este tipo de

reacciones, estos dendrones presentan un triple enlace en su punto focal que se hace reaccionar con

los grupos azida presentes en el monémero (Figura 14). De este modo, mediante una metodologia

sintética convergente, se han disefiado, sintetizado y caracterizado dendrones de hasta tercera

generacion con rendimientos superiores al 85%.'%
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Figura 14. Sintesis de dendrones tipo click

A través de la union de estos dendrones a nucleos de diferente multiplicidad se han preparado
diferentes dendrimeros (Figura 15). Este proceso se ha llevado a cabo alternando el empleo de
reacciones tipo click, reacciones de desproteccion y reacciones para la formacion de enlaces tipo
amida. Se ha demostrado el potencial de esta metodologia para el ensamblaje de dendrimeros con

forma y nimero de grupos amino terminales controlados.

Ademas, se ha sintetizado un dendrimero empleando un derivado de 1,8-naftalimida como
nacleo, originando por tanto un dendrimero fluorescente con potenciales aplicaciones en
bioimagen.'” La diferente multiplicidad de los nucleos hace que, partiendo del dendron de tercera
generacion en todos los casos (dG3), se obtengan dendrimeros con diferente nimero de grupos amino
en la periferia del producto final, variando entre 16 en el caso de los nucleos bifuncionales
(G3epaNH: y G3naNH2 en Figura 15) y 24 grupos amino periféricos en el caso del nucleo
trifuncional (G33asNH: en Figura 15).
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Figura 15. Dendrimeros amino terminales tipo click

Tras los resultados alentadores de la potencial aplicacion en bioimagen de los dendrimeros

luminiscentes sintetizados, se disefid una nueva estructura dendrimérica con un nucleo de Pt (II), ya

que es bien conocido que los complejos de Platino (II) poseen unas propiedades fotofisicas que los

hacen tnicos'?’ como su fotoestabilidad, su desplazamiento de Stokes!®® o la posibilidad de regular

su luminiscencia a azul, verde, rojo o blanco mediante el disefio de sus ligandos.!®!!2 Su largo

tiempo de vida de luminiscencia permite la posibilidad de realizar imagenes de tiempo de vida de

fosforescencia (PLIM) lo que ofrece ventajas sobre la tradicional imagen de tiempo de vida de

fluorescencia (FLIM).'® Esto hace posible el registro de imagenes de tiempo de vida evitando la

autofluorescencia, la emision natural de luz que ocurre normalmente en la escala de nanosegundo y

que constituye un problema importante en bioimagen.''* Estas caracteristicas suponen la potencial

aplicacion de marcaje de tejidos in vivo con estos complejos. Sin embargo, a pesar de estas
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cualidades, su aplicacion en el campo de la bioimagen es atn limitado debido a la baja solubilidad

en medios acuosos que presentan y a los problemas de desactivacion en estos medios.

Asimismo, la sintesis de complejos de platino solubles en agua puede abrir una ventana a
aplicaciones en bioimagen. En imagenes celulares, la localizacion y absorcion del cromdéforo son
aspectos importantes a tener en cuenta. Estas células se incuban normalmente en soluciones acuosas
tamponadas, asi que el cromoéforo debe ser lo suficientemente soluble como para ser absorbido por
las células. El transporte pasivo (difusion a través de la membrana) se favorece por la presencia de
compuestos cationicos y la localizacion se puede manipular mediante la seleccion de grupos que
reaccionen especificamente con las especies objetivo o mediante el control de propiedades como la

polaridad.!'"®

Es por todo ello que se han insertado estructuras dendriméricas tipo BAPAD en complejos de
Pt (II), confiriéndoles asi propiedades unicas a estos complejos como son la solubilidad en agua, la
proteccion frente a ser desactivados por oxigeno molecular y, ademas, se ha observado la union a la
pared bacteriana.!'® Este estudio abre camino para el desarrollo de nuevos biomarcadores

fosforescentes con propiedades prometedoras

El uso del acido 3,3’-diaminopivalico, empleado como unidad de crecimiento en la sintesis de
los dendrimeros BAPAD, da lugar a una posicion relativa 1-3 entre los grupos amino terminales en
las estructuras dendriméricas. Esta proximidad de los grupos periféricos puede promover un
empaquetamiento superficial extremadamente denso que, junto con el back-folding (plegamiento de
la estructura hacia el interior), puede llegar a inhibir reacciones de los grupos terminales por
impedimentos estéricos, impidiendo de esta manera la obtencion de estructuras dendriméricas
BAPAD de generaciones superiores a la tercera.'!'” La menor reactividad de los grupos amino puede
afectar, no solo en la dificultad de obtener dendrimeros de mayor generacion, sino que también puede
contribuir a la funcionalizacién incompleta de los grupos amino terminales necesarios para ciertas

bioaplicaciones.!®

Se nos plante6 por tanto la necesidad de sintetizar estructuras dendriméricas estables,
biocompatibles, solubles en agua y que minimicen los efectos estéricos a la hora de incorporar otras

funcionalidades en su superficie para aplicaciones biologicas.

De este modo, esta tesis doctoral se ha centrado en el diseno, la sintesis y caracterizacion de
nuevas estructuras dendriméricas donde los grupos amino superficiales se encuentren mas alejados.
De este modo, en este trabajo de tesis se proponen estructuras en las que dichos grupos queden en
posiciones relativas 1,7, lo que formalmente implica la preparacion de dendrimeros y dendrones con

brazos mas largos que podran minimizar los problemas de congestion estérica.
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Objetivos

En base a la necesidad manifiesta de poder disponer de estructuras dendriméricas estables, que

puedan sintetizarse a gran escala y cuyos grupos amino-terminales puedan ser funcionalizados de

forma eficiente con diferentes moléculas de interés bioldgico, y gracias a la amplia experiencia del

grupo de investigacion en el que se ha desarrollado esta tesis en el campo de los dendrimeros, tanto

en el empleo de dendrimeros comerciales para diferentes aplicaciones en biomedicina, como en el

disefio y sintesis de nuevas estructuras dendriméricas, se proponen los siguientes objetivos para este

trabajo de tesis doctoral:

1. El disefio y la sintesis de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales basadas en

enlace tipo amida, en las que los grupos amino de la periferia queden en posiciones

relativas 1,7, con objeto de minimizar los problemas ocasionados por impedimentos

estéricos. Se disefiaran dendrimeros y dendrones con diferente funcionalizacién en el

punto focal.

2. El empleo de las nuevas estructuras dendriméricas obtenidas en el disefio y sintesis de

nuevos materiales funcionalizados convenientemente para su aplicacion en varios campos,

en particular:

2.1

2.2

23

Preparacion de nuevos dendrimeros antigénicos. Estos se ensayaran en la obtencion
de nuevos materiales empleados en la deteccion in vitro de alergia a farmacos,
concretamente a antibidticos -lactamicos.

Preparacion de dendrimeros recubiertos en su periferia con péptidos que contengan la
secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) para su estudio en procesos de
condrogénesis y diferenciacion celular para aplicacion en procesos de regeneracion
tisular.

Preparacion de estructuras dendriméricas amino terminales con nucleo luminiscente
para el estudio de su posible aplicacion como biomarcadores. En particular, la sintesis
de estructuras que contengan complejos de Pt (II), con una fosforescencia tal que sea
capaz de funcionar como marcador eficiente en técnicas FLIM y la sintesis de
estructuras que contengan un nucleo de naftalimida, con una fluorescencia tal que sea
capaz de funcionar como marcador eficiente bajo condiciones de excitacion mono y

bifotdnica.
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Sintesis y caracterizacion de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales

II1.1 Sintesis de nuevos dendrimeros amino terminales

En este trabajo se ha propuesto la sintesis, a través de una metodologia divergente, de nuevos
dendrimeros basados en enlaces amida con grupos amino terminales en los que la posicidn relativa

de dichos grupos es 1-7, dando lugar a estructuras menos congestionadas.

La unidad estructural elegida de crecimiento (mondmero) de estos dendrimeros es el acido 5-
amino-2-(3-aminopropil) pentanoico. Se ha elegido una tnica estructura tipo AB; sencilla que ya
posee los grupos terminales en las posiciones relativas deseadas, mientras que el acido carboxilico
actiia como unidad de conexion. La ruta sintética disefiada para la obtencion de este monomero consta
de cuatro etapas en las que, inicialmente, se protege el grupo amino de la 3-bromopropilamina para
dar lugar al compuesto 1. Posteriormente se hace reaccionar 1 con di-ferc-butil malonato dando como
resultado el compuesto 2, cuyo tratamiento en medio acido a alta temperatura da lugar a 3. Por
estrategia sintética, es necesario que los grupos amino de este mondmero se encuentren protegidos,
de modo que, se lleva a cabo la proteccion de los grupos aminos de 3 para originar el mondmero

deseado 4.

(o} o
>< >< NH, NH, NHBoc  NHBoc
o O (0]
oyl .
r ” O
1 NHBoc  NHBoc 3 4
T HO™ "0 HO Yo
Br” >""NH, 2
Figura 16. Esquema sintético del monomero o unidad de crecimiento (4)
Para la formacion de la estructura dendrimérica de primera generacion (Figura 17), se lleva a
cabo el acoplamiento entre dos unidades de mondmero 4 y etilendiamina, elegida como nucleo del

dendrimero. Para ello, se realiza un paso intermedio de activacion del grupo acido carboxilico de 4

originando el compuesto 5.

NHBoc NHBoc NH
HNT 2 0

o N=N
’\’l H
BocHN/vJ))‘\o/ _— HoN NN NHz .4HCI
- > H
—_— O
Ho Yo 4 5 DG1

BocHN HyN
Figura 17. Esquema sintético de DG1
La ruta sintética para la obtencion de generaciones superiores, esquematizada en la Figura 18, se
basa en la sucesion de dos pasos:
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- Acoplamiento entre el mondomero activado (5) y los grupos amino periféricos del
dendrimero mediante la formacién de enlaces tipo amida.

- Desproteccion de los grupos amino terminales.

Asi, mediante reacciones iterativas de acoplamiento/desproteccion se ha conseguido sintetizar
hasta la quinta generacion de esta familia de dendrimeros de poliamida, donde el nimero de grupos
amino terminales se va duplicando con el aumento de las generaciones. Por tanto, se han sintetizado

estructuras dendriméricas con 4, 8, 16, 32 y 64 grupos amino periféricos.

Figura 18. Esquema sintético dendrimeros

III.1.1. Sintesis del monomero (4)

Para la sintesis de 4 se ha disefado la ruta sintética mostrada en la Figura 16, en la que se parte
de 3-bromopropilamina comercial. Tras proteger el grupo amino, se hace reaccionar con di-ferc-butil
malonato dando lugar al compuesto 2 cuya descarboxilacion y posterior proteccion de los grupos

amino originan el monémero 4.
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I11.1.1.1. Sintesis de terc-butil (3-bromopropil)carbamato (1)

La primera reaccién para la sintesis del mondmero, es la proteccion del grupo amino de la 3-
bromopropilamina con di-ferc-butil dicarbonato (Boc,0). Para ello, se emplea diclorometano como

disolvente y la reaccion se lleva a cabo en presencia de trietilamina (Figura 19).!"

Boc,0 / EtzN o)

B >"NH,HBr — PCM B,/\/\Nkox
16h, t.a. H 1

94%

Figura 19. Sintesis de 1

El compuesto 1 se ha obtenido con un rendimiento del 94% en escala de multigramo. Se ha
caracterizado por resonancia magnética nuclear de proton y carbono (Figura 139 y Figura 140 del
ANEXO) asi como por espectrometria de masas, donde se obtienen los picos correspondientes al
cation [M+H]" a m/z 239.039 - 241.0370. En el espectro de RMN-'H del compuesto 1 se observa que
aparece un singlete a 1.44 ppm correspondiente a las sefiales de los 9H de los metilos del grupo

protector introducido en la estructura.

I11.1.1.2. Sintesis de di-terc-butil 2,2-bis(3-((ferc-butoxicarbonil)amino)propil)malonato (2)

El segundo paso en la sintesis de 4 es el acoplamiento de dos moléculas de 1 con di-ferc-butil
malonato.'?° Se han realizado numerosos ensayos para optimizar este proceso ya que, inicialmente,
se observaba la introducciéon en la molécula de una unica cadena alquilica como producto
mayoritario, obteniendo, por tanto, rendimientos muy bajos para el producto deseado. Todas las
condiciones de reaccion ensayadas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de reaccion ensayadas

Tiempo (h) Base Temperatura equi\[};?rfs:snd??terc- Mmoles de di-ere: volumen Rendimiento
butil malonato-1 butil malonato-1 disolvente (mL)

16 NaH Reflujo 1-2.5 0.45-1.13 5 38%
16 NaH t.a. 1-2.5 0.45-1.13 5 33%
16 LDA t.a. 1-2.5 0.45-1.13 10 -

4 NaH t.a. 1-2.5 0.27-0.67 5 24%
4 NaH Reflujo 1-2.5 0.27-0.67 5 20%
16 NaH Reflujo 1-4 0.45-1.8 5 30%
48 NaH Reflujo 1-2.5 0.45-1.13 5 329,
16 NaH t.a. 1-2.5 4.46-11-15 20 80%
16 NaH t.a. 1-4 0.45-1.79 20 93%
16 NaH t.a. 1-2.5 28.66-71.66 30 92%

Finalmente, el factor relevante en esta optimizacion ha resultado ser el volumen de
tetrahidrofurano anhidro empleado. Se ha observado que ni la temperatura, ni el tiempo de reaccion,

ni un mayor exceso de reactivo, afectan al desplazamiento de la reaccion hacia la sintesis del producto
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disustituido tanto como la cantidad de disolvente. Ademas, como se puede ver en la tltima fila de la
tabla anterior, el escalado a multigramos no afecta negativamente al rendimiento. Finalmente, la
reaccion se ha llevado a cabo en tetrahidrofurano anhidro, en presencia de hidruro sodico, a
temperatura ambiente durante una noche. Tras la extraccion y purificacion por cromatografia en
columna se obtiene el compuesto 2 en escala de multigramo como un sélido incoloro con un

rendimiento del 92%.

(o}

o o O o)
NaH/THF anh.
sy Aol + ML N nameamn - NN
H 16h,t.a.

1 92% 2

NHBoc NHBoc

Figura 20. Sintesis de 2

Mediante espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + Na]" a m/z 553.3462.
Ademas, el compuesto obtenido se ha caracterizado completamente por resonancia magnética
nuclear de proton, carbono, COSY y HSQC (Figura 141 - Figura 144 del ANEXO). En el espectro
de proton del compuesto 2 (Figura 141 del ANEXO) se observan las sefiales a 3.10, 1.79 y 1.35 ppm
correspondientes a los metilenos de la estructura. Ademas, se aprecian dos singletes a 1.44 y 1.43
ppm que integran por 18H, correspondientes a los metilos provenientes de los grupos protectores

Boc.

II1.1.1.3. Sintesis de acido 5-amino-2-(3-aminopropil)pentanoico (3)

El siguiente paso en la sintesis del mondmero consiste en la descarboxilacion de 2.'%° Para ello,
es necesario disolver dicho compuesto en una mezcla de acido acético y HC1 3 M y calentar a reflujo
durante una noche. En este proceso ocurre tanto la desproteccion de los grupos aminos como la
pérdida de una molécula de CO,. Tras enfriar a temperatura ambiente y eliminar completamente el
disolvente, se obtiene 3 como un s6lido viscoso e incoloro de manera cuantitativa. Como se pretendia,
el compuesto 3 ya incluye en su estructura dos grupos aminos terminales en posiciones relativas 1,7
y conforma la estructura base en la formacion y crecimiento de los dendrimeros.

Ao

o O

O>< CH3;COOH/HCI H,N OH

—_—

16h, 120°C

cuantitativa -2HCI
NHBoc NHBoc

2

Figura 21. Sintesis de 3

El compuesto 3 ha sido caracterizado por resonancia magnética nuclear de proton, carbono,
COSY y HSQC (Figura 145 - Figura 148 del ANEXO) y por espectrometria de masas donde se
encuentra el pico asociado al cation [M + H]" a m/z 175.1440.
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III.1.1.4. Sintesis de acido S5-((zerc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-((terc-butoxicarbonil)amino)

propil)pentanoico (4)

La proteccion de los grupos aminos del compuesto 3 da lugar al monomero empleado en la
formacion y crecimiento de las estructuras dendriméricas. El grupo protector terc-butoxicarbonilo
(Boc) ha sido elegido ya que implica reacciones de proteccion/desproteccion bien descritas, faciles
de llevar a cabo y practicamente cuantitativas. La estrategia sintética de proteger estos grupos es
estrictamente necesaria para evitar tanto reacciones intramoleculares como reacciones
intermoleculares no deseadas entre los grupos aminos y el grupo acido carboxilico. La reaccion entre
3 y el grupo protector di-terc-butil dicarbonato en las condiciones descritas en la Figura 22, da lugar

al compuesto 4 como un aceite incoloro con un rendimiento del 94%.

(Boc),0/NaOH
Dioxano:H,0
HoN OH —————— > BocHN OH
16h, 0°C - t.a.
94%
-2HCI 3 ° 4
HoN BocHN

Figura 22. Sintesis de 4

Este compuesto ha sido completamente caracterizado por resonancia magnética nuclear de
proton, carbono, COSY y HSQC (Figura 149 - Figura 152 del ANEXO), asi como por espectrometria
de masas donde se observa el pico correspondiente al cation [M + Na]" a m/z 397.2309. El espectro
de RMN-'H (Figura 149 del ANEXO) muestra, ademas de las sefiales correspondientes a los
metilenos que ya se observaban en el compuesto 3, un singlete a 1.40 ppm correspondiente a los 18H
de los metilos de los grupos protectores introducidos en 4. En esta figura se observa por primera vez
la distribucion de las sefiales correspondientes a la estructura base de estos dendrimeros, que como

se vera mas adelante, sigue este patron de distribucion en los espectros de proton.

II1.1.2. Sintesis de DG1

Para la sintesis del dendrimero de primera generacion (DG1) se ha disefiado la ruta sintética
mostrada en la Figura 23, en la que la formacion de los enlaces amidas para la construccién de DG1-
NHBoc consta de dos etapas. La primera de ellas es la activacion del grupo acido carboxilico presente
en 4, dando lugar al compuesto 5. La segunda etapa es el acoplamiento entre dos unidades de 5 y
etilendiamina para la obtencion del dendrimero DG1-NHBoc. La desproteccion de los grupos aminos

terminales da lugar a DG1.
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Figura 23. Esquema sintético de DG1

III.1.2.1. Sintesis de 5-((ferc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-((ferc-butoxicarbonil)amino)propil)

pentanoato de 1H-benzo[1,2,3]triazol-1-ilo (5)

La activacion del acido carboxilico con 1-Hidroxibenzotriaxol (HOBt), se lleva a cabo en
condiciones anhidras, empleando DCM anhidro como disolvente y en presencia de la carbodiimida
EDCI. Tras una noche en agitacion a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se elabora lavando
con agua, HCI diluido y una disoluciéon de NaHCO; 1M para eliminar el exceso de los reactivos
afiadidos. El producto formado, como un so6lido viscoso incoloro, se obtiene con un rendimiento del
90%, estable si se mantiene en frio aproximadamente durante un mes, tiempo a partir del cual

empieza a observarse la hidrolisis del grupo benzotriazol.

o HOBt/DMAP/EDCI 0 =N

N=
o DCM anh. ’\t‘
BocHN H EEE— -
16h, 0°C-t.a. BocHN o
94%
BocHN 4 5

BocHN

Figura 24. Sintesis de 5

El compuesto 5 ha sido caracterizado por resonancia magnética nuclear de protén y carbono
(Figura 153 y Figura 154 del ANEXO) asi como por espectrometria de masas, donde se observa la
sefial correspondiente a [M + Na]* a m/z 514.2627. En el espectro de RMN-'H del compuesto 5
(Figura 153 del ANEXO) aparecen entre 8.07 y 7.40 ppm las sefiales correspondientes al anillo
aromatico insertado. También es caracteristico el desplazamiento del singlete ancho correspondiente
al proton “a”, de 2.33 ppm en el espectro de 4 (Figura 149 del ANEXO) a 2.97 ppm en 5. Este
desplazamiento es debido a que el entorno quimico de dicho proton se ve afectado tras la reaccion.
Las sefiales correspondientes a los metilos del grupo protector Boc asi como las correspondientes a
los metilenos “b”, “c” y “d” aparecen practicamente a los mismos desplazamientos en ambos

espectros.
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La asignacion de sefales y correlacion entre protones y carbonos realizada se muestra en la Tabla

3 2 4 H 8
.0 3 5 N__O
a Cc
Cpopifieiyed)
N=N o (o} e /p

Tabla 2. Correlacién de las sefiales en RMN-'H y RMN-3C en 5 (espectro en CDCl3)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)
a 2 2.97 (s, 1H) 42.7
1.92-1.82 (m, 2H)
b 3 29.4
1.83-1.75 (m, 2H)
c 4 1.75-1.65 (m, 4H) 28.1
d 5 3.25-3.20 (m, 4H) 40.1
e 8 1.44 (s, 18H) 285
2’ 8.06 (d,J=8.6 Hz, 1H) 129.0
3’ 125.0
7.46-7.38 (m, 2H)
4 108.4
5 7.80-7.50 (m, 1H) 120.7

I11.1.2.2. Sintesis de DG1-NHBoc

La sintesis de DG1-NHBoc se realiza a través de la formacion de dos enlaces amidas entre el
compuesto 5 y etilendiamina, elegida como ntucleo de la estructura dendrimérica. Esta reaccion se
lleva a cabo en DCM anhidro, en presencia de trietilamina, durante una noche a temperatura
ambiente. Tras la elaboracion de la reaccion se obtiene DG1-NHBoc con buen rendimiento sin

necesidad de purificar.

NHBoc

NH
o N=N HNT 2 )
! H
_N
BocHN o \Q " BocHN NN NHBoc
Et;N / DCM anh. H S
16h, t.a.
0,
BocHN 5 90%.

BocHN DG1-NHBoc

Figura 25. Sintesis de DGI-NHBoc

Por espectrometria de masas (MALDI-TOF) en matriz de DT se observa el pico correspondiente

al ion [M + Na]" a m/z 795.9.

Este compuesto ha sido completamente caracterizado por resonancia magnética nuclear de 'H,

BC (SEFT), COSY y HSQC (Figura 155 - Figura 158 del ANEXO). En el espectro de RMN-'H de
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DGI1NHBoc (Figura 155 del ANEXO) se observa como la sefial correspondiente a los metilenos
terminales “d”, se desplaza a 2.89-2.80 ppm respecto de 3.25-3.20 ppm que aparecia en el espectro
de 5 (Figura 153 del ANEXO). También se observa la aparicion de la sefial a 3.06 ppm, que integra
por los 4H correspondiente a los protones del nucleo de etilendiamina. Otro dato significativo es el
desplazamiento de la sefial correspondiente a los protones “a” de 2.97 ppm en 5 a 2.03 ppm en DG1-
NHBoc. Este desplazamiento es debido a que el entorno quimico de ese protdn se ve directamente

afectado por la formacion del enlace amida tras la reaccion.
En la Tabla 3 se recoge la correlacion entre las sefiales de proton y carbono de DG1-NHBoc.

H 23 4, H 8
EDA ‘b11d1T><2
O e 2

(e}

Tabla 3. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en DG1-NHBoc (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)
EDA 3.10-3.03 (m, 4H) 38.3
a 2 2.03 (s, 2H) 453
N N 1.40-1.33 (m, 4H) 1os
1.30-1.20 (m, 4H)
¢ 4, 1.30-1.20 (m, 8H) 27.6
d, 5, 2.89-2.80 (m, 8H) 39.8
e 8 1.40-1.33 (m, 36H) 28.3

1I1.1.2.3. Sintesis de DG1

Mediante el tratamiento de DG1-NHBoc en medio acido se produce la desproteccion de los
grupos aminos terminales de la estructura dendrimérica, de este modo se obtiene DG1 como un so6lido

viscoso de manera cuantitativa sin necesidad de purificacion.

NHBoc

NH,
o) H\(d//v HCI 4M:dioxano / THF o) Y
A~UN NHBoc N NH, .
BocHNA/Jj)LH 16h, 0°C-t.a. HoN m/\/ 2 -4HCI
o)

cuantitativa 0o

BocHN DG1-NHBoc HoN DG1

Figura 26. Sintesis de DG1

Mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF) se confirma la formacion del producto ya que
se observa el pico a m/z 395.4 correspondiente a [M+Na]*. La matriz empleada para ello ha sido

DHB.
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Se ha caracterizado DG1 mediante técnicas de resonancia magnética nuclear homonuclear de
proton y carbono (Figura 159 - Figura 160 del ANEXO) asigndndose todas sus sefiales con ayuda de
los espectros bidimensionales de resonancia magnética nuclear heteronuclear COSY y HSQC (Figura
161 - Figura 162 del ANEXO). En el espectro de RMN-'H de DG1 (Figura 27 a) y Figura 41) aparece
el singlete correspondiente a los metilenos del nucleo de etilendiamina “EDA” a 3.13 ppm, el
multiplete de los metilenos terminales “d;” a 2.82-2.69 ppm y el singlete ancho correspondiente al
proton del carbono terciario “a;” a 2.38 ppm. Cabe destacar que las sefiales correspondientes a los
metilenos “b;” en a al carbono terciario se desdoblan entre el multiplete de 1.56-1.46 ppm, donde
solapan con la sefial de los metilenos restantes “ci”, y el multiplete de 1.35-1.30 ppm. Este hecho se
sigue observando a lo largo de las distintas generaciones de esta familia de dendrimeros. En el
espectro de RMN-3C (SEFT) (Figura 27 b)) se identifica la sefial correspondiente al carbono
terciario “2,” a 43.9 ppm, que aparece como un carbono secundario. Las sefales correspondientes a
los metilenos “3,” y “4,” aparecen a 29.3 y 24.8 ppm respectivamente y, sobre 40 ppm, se observan
las sefiales correspondientes a los carbonos de etilendiamina “EDA” y a los carbonos terminales de
la estructura “5,”, muy cerca de la sefial residual de DMSO-ds. Este patron de distribucion de sefiales

se repite a lo largo de las generaciones.

a)

— — — — —
3.96 8.17 2.00 12.12 4.13

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 1.2 11
* ppm

EDA

T T
45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 2
ppm

Figura 27. Espectros de DG1 (DMSO-ds)* a) RMN-"H y b) RMN-3C (SEFT)

La correlacion entre las sefiales de proton y carbono se recogen en la Tabla 4.
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N N3 5 NH2>
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Tabla 4. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en DGI (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)

EDA 3.13 (s, 4H) 384

a1 2, 2.38 (s, 2H) 43.9
1.56-1.46 (m, 4H)

by 3 29.3
1.35-1.30 (m, 4H)

¢ 4, 1.56-1.46 (m, 8H) 248

d, 5 2.82-2.69 (m, 8H) 38.5

111.1.3. Sintesis de DG2

La sintesis de DG2, al igual que las reacciones de crecimiento de las generaciones posteriores,
consta de dos etapas (Figura 28). La primera de ellas es el crecimiento del dendrimero mediante el
acoplamiento de DG1 con el mondémero activado (5) para dar lugar al dendrimero de segunda
generacion con los grupos aminos protegidos. Posteriormente tiene lugar la desproteccion de dichos

grupos dando lugar a DG2.

NH, BocHN
o
N NH, b%o‘N’NtN
H/\/ 2 BocHN @
5

B HN
NH, NHBoc oc
o NH, NHB
HZN/VIH ) BOCHN/V\)\)) 0C
NH
o NH
Q H
NN -~ /\/
H (0]
HN
NH
HoN o ? BocHN NHBoc
DG2 DG2-NHBoc

NHBoc
NH, NHBoc

Figura 28. Esquema sintético de DG2
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I11.1.3.1. Sintesis de DG2-NHBoc

La formacion de DG2-NHBoc consiste en el acoplamiento, mediante enlaces amidas, entre DG1

y 4 unidades del compuesto 5.

NHBoc BocHN

BocHN NHBoc

O
NH
Resina Amberlyst A-26 07 NH
MeOH (o}
9 H 1hta. N
H.N N/\/N NHy 4 —mM8M8M8m™ N
2 N 5 H o)
(o}
N-Metilmorfolina
HN HN__O

(0]

DMF anh.
HN DG1 16h, ta.

NHB
019 BocHN ¢

DG2-NHBoc NHBoGc NHBoc

Figura 29. Sintesis de DG2-NHBoc

DGI1 se trata con la resina de intercambio idnico Amberlist A-26. En este proceso, mediante
RMN-'H se observa un desplazamiento a campo alto de todas las sefiales (a excepcion de las
correspondientes al nucleo de etilendiamina “EDA”) tal y como se muestra en la Figura 30. No
obstante, la sefial correspondiente a los metilenos terminales “d;” son las que se desplazan de manera
mas drastica, de 3.01 ppm en el compuesto como sal de amonio a 2.63 ppm en el dendrimero con los
grupos aminos libres. Es 16gico que sean éstas las sefiales que mas se desplazan ya que son las que

se encuentran en o a los grupos aminos afectados.

a) c

H @ 1
EDA\& NWNH& }
EDA d N T

2

b,
C1

,JJ\/\\A P S
— — —T
3.81 7.18 2.00 15.42

4.03 7.69 2.00 15.57

36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 241 20 19 18 17 16 15 14
ppm

Figura 30. Espectros de RMN-'H de DGI en D20 a) después del tratamiento con resina y b) antes del tratamiento con

resina

Una vez comprobado por RMN-'H que los grupos terminales se encuentran como aminos libres,

se hace reaccionar DG1 con un exceso de 5, bajo condiciones anhidras y en presencia de N-
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metilmorfolina. Tras una noche en agitacion a temperatura ambiente se obtiene DG2-NHBoc sin

necesidad de purificacion, como un sélido incoloro, con un rendimiento de 91%.

Se ha caracterizado DG2-NHBoc¢ completamente por resonancia magnética nuclear de 'H, *C
(SEFT), COSY y HSQC (Figura 163 - Figura 166 del ANEXO). El espectro de masas (MALDI-

TOF) en matriz de DT muestra el pico asociado al ion molecular [M+Na]" a m/z 1822.6.

En la Figura 31 se muestran los espectros de RMN-'H de DG1-NHBoc y DG2-NHBoc en
DMSO-ds. En el espectro de proton del dendrimero de primera generacion (Figura 31 b)) aparece
una sefial a 2.85 ppm, asociada a los metilenos “d;”, mientras que en el espectro del dendrimero de
segunda generacion (Figura 31 a)) aparecen dos sefiales a 2.09 ppm y 2.86 ppm. Esto indica que hay
dos tipos de metilenos en esta posicion, los que ya se encontraban en la estructura dendrimérica “d;”
que ahora quedan internos en la estructura y los que se acaban de introducir que ocupan la posicion
de metilenos terminales “d,”. El resto de las sefiales aparecen a desplazamientos similares en ambos

espectros, variando los valores de sus integrales y observandose un ensanchamiento de las bandas.

a)
IS N -
EDAY} \((w/ - NN /,/ \>}
[ I \b, d11 b, & I A
-/\_A_AT-L i
4.51 8.84 15.91 6.00 122.37
b) eoal N 2 S R o b
_ )
<, .
dy b,
Cq
EDA
i !
T T —
2.94 7.98 2.00 42.1312.75
‘ . : : ‘ . : : ; : : : . : :
.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5

ppm

Figura 31. Espectros de RMN-'H de a) DG2-NHBoc y b) DGI-NHBoc en DMSO-ds

En el espectro obtenido por RMN-3C (SEFT) (Figura 32) se observan las sefales
correspondientes a los carbonos “6”, “7” y “8” del grupo protector di-ferc-butil dicarbonato a 155.6,
77.3 y 28.3 ppm. También se aprecia la aparicion de nuevas sefiales cercanas a las anteriores,
correspondientes a los carbonos de la nueva generacion. Asi, se identifican “3,”y “3,” a 30.0 y 29.8
ppmy “4,”y “4,” a27.2 y 27.6 ppm respectivamente, ademas de las sefiales de los carbonilos de las
amidas formadas con etilendiamina “1,” a 174.9 ppm, y las amidas formadas en esta reaccion de

crecimiento con las aminas terminales de DG1 y el monomero activado, “1,” a 174.5 ppm.
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EDA
512
1, 6 7j 40 39 38 )N 31, 44
ppm
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Figura 32. Espectro de RMN-">C (SEFT) de DG2NHBoc en DMSO-ds*

Se han realizado también experimentos bidimensionales de resonancia magnética heteronuclear
COSY y HSQC (Figura 165 y Figura 166 del ANEXO) que han sido muy ttiles para la completa
asignacion de las sefiales tanto de proton como de carbono. La correlacion de estas sefiales se recoge

en la Tabla 5.

Mo e, :« d, HMH o e)
EDA ArEa O Oyt gy @A
0 0 o /8 "2l,

Tabla 5. Correlacion de las sefiales en RMN-"H y RMN-3C en DG2-NHBoc (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-"*C (ppm)

EDA 3.08 (s, 4H) 383

ai 2 2.13-2.00 (m, 2H) 45.1
1.40-1.32 (m, 4H)

by 3 30.0
1.29-1.20 (m, 4H)

¢ 4, 1.40-1.32 (m, 8H) 272

d 5 3.05-2.93 (m, 8H) 38.5

a 2, 2.13-2.00 (m, 4H) 45.1
1.40-1.32 (m, 8H)

b> 3 29.8
1.29-1.20 (m, 8H)

C2 4, 1.40-1.32 (m, 16H) 27.6

d 5, 2.91-2.80 (m, 16H) 39.8

e 8 1.40-1.32 (m, 72H) 28.3
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II1.1.3.2. Sintesis de DG2

La desproteccion de los grupos aminos de DG2-NHBoc con HCl 4M en dioxano da lugar a la
estructura dendrimérica de segunda generaciéon amino terminal (DG?2). Para llevar a cabo esta
reaccion de desproteccion, primero se disuelve DG2-NHBoc en tetrahidrofurano y dicha mezcla se
enfria en bafio de agua-hielo donde, gota a gota, se afiade el dcido mencionado para dejarla en
agitacion durante una noche. Tras este tiempo se elimina el disolvente completamente, se filtra en

columna de Sephadex™ G-10 y se obtiene DG2, de manera cuantitativa, como un sélido viscoso.
HZN/\/{ Ob\/\/NHz
07 NH NH 0P NH NH
o H HCI 4M:dioxano / THF o H
NN - - NN -8HCI
H o 16h, 0°C-t.a. H h
cuantitativa
HN N__O
HZN/\/\ﬁo NH,

HoN
NHBoc BockN NH,

BocHN O NHBoc

BocHN o NHBoc

NH
NHBoc NHBoc  DG2-NHBoc NH, 2 DG2

Figura 33.Sintesis de DG2

Mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF), empleando DHB como matriz, se observa el

pico asociado a [M+Na]" a m/z 1020.5.

Este compuesto también esta completamente caracterizado por técnicas de resonancia magnética
nuclear de 'H, 3C (SEFT), COSY y HSQC (Figura 41 y Figura 167 - Figura 170 del ANEXO). La

correlacion entre las sefales de proton y carbono se recoge en la Tabla 6.

H H
N ay b, 21 d NMN"Q)
EDA 2\3 % s, 23, %25, 2
) o 21,

Tabla 6. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en DG2 (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-3C (ppm)

EDA 3.11-2.90 (m, 4H) 38.4
an 2 2.32-2.15 (m, 2H) 452
by 3 1.56-1.22 (m, 8H) 30.1
¢ 4, 1.56-1.22 (m, 8H) 273
d, 5, 3.11-2.90 (m, 8H) 38.6
as 2, 2.32-2.15 (m, 4H) 441
b 3 1.56-1.22 (m, 16H) 29.3
C2 4, 1.56-1.22 (m, 16H) 24.8
& 5 2.84-2.65 (m, 16H) 38.6
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II1.1.4. Sintesis de DG3

La sintesis de DG3 se lleva a cabo siguiendo el procedimiento general de crecimiento de

dendrimeros descrito previamente.

I11.1.4.1. Sintesis de DG3-NHBoc

Para la sintesis de DG3-NHBoc se lleva a cabo el acoplamiento de DG2 con el compuesto 5
siguiendo el procedimiento general de crecimiento de dendrimeros descrito previamente. Una vez
elaborada la reaccion, para su purificacion, se afade hexano para precipitacion de DG3-NHBoc

como un soélido incoloro con un rendimiento del 91%.
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BocHN (o] NHBoc
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e H 1h, ta.. H
N/\VN . 06600 N/A\¢N
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gre H 0 5 NHE H o NHBoc
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N Q o " 91% N [ ° H
P o
,LH) L HN.__O NHBoc
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NHBoc
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Figura 34. Sintesis de DG3-NHBoc

El espectro de masa (MALDI-TOF) en matriz de DT confirma la formacion de DG3-NHBoc

mediante la presencia del pico asociado a [M+Na]" a m/z 3873.7.

Se ha caracterizado este compuesto por técnicas de resonancia magnética nuclear, y se ha
comparado el espectro de RMN-'H de las tres generaciones de dendrimeros con los grupos amino
protegidos (Figura 35). En ellos, se observa que en el espectro de DG3-NHBoc las sefiales
correspondientes a los metilenos “d,” y “d,” se solapan en el mismo desplazamiento quimico (en
torno a 3.00 ppm) mientras que la sefal de los metilenos “ds” aparece a 2.85 ppm donde, en los
espectros de proton de DG2-NHBoc y DG1-NHBoc, se observaban “d,” y “d;” respectivamente. Es
decir, las sefiales correspondientes a los metilenos terminales de cada generacion van apareciendo al
mismo desplazamiento quimico (2.85 ppm) mientras que las sefiales asociadas a los metilenos “d”
internos se van superponiendo unas con otras, ademas de con la sefial correspondiente a EDA, a partir

de la tercera generacion. La distribucion de las demas sefiales de proton de las tres generaciones es
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practicamente la misma, variando los valores de sus integrales, pero no sus desplazamientos

quimicos.

a)

\ e —
27.44 32.14 14.00 246.58
EDA Ty 3)
Pyt e ), |
d,
EDA d,
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Figura 35. RMN-'H de a) DG3-NHBoc b) DG2-NHBoc y ¢) DG1-NHBoc en DMSO-ds

DG3NHBoc se ha caracterizado por resonancia magnética nuclear de 'H, '*C (SEFT), COSY y
HSQC (Figura 171 - Figura 174 del ANEXO). Con la ayuda de los experimentos bidimensionales se
han asignado todas las sefiales. La correlacion entre las sefiales de proton y de carbono se recoge en

la Tabla 7.
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S9N e 28 NMN
1314151 23 25 333

Tabla 7. Correlacion de las sefiales en RMN-'H y RMN-*C en DG3-NHBoc (espectro en DMSO-ds)

2

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-BC (ppm)

EDA 3.13-2.93 (m, 4H) 38.3
a 2, 2.16-1.98 (m, 2H) 45.1
by 3, 1.48-1.17 (m, 8H) 30.0
Ci 4, 1.48-1.17 (m, 8H) 27.3
di 51 3.13-2.93 (m, 8H) 38.3
a 2> 2.16-1.98 (m, 4H) 45.1
b, 3 1.48-1.17 (m, 16H) 29.8
C2 4, 1.48-1.17 (m, 16H) 27.6
d> 5 3.13-2.93 (m, 16H) 38.3
a3 2 2.16-1.98 (m, 8H) 45.1
bs 33 1.48-1.17 (m, 32H) 29.8
C3 43 1.48-1.17 (m, 32H) 27.6
d; 5, 2.94-2.77 (m, 32H) 39.7
e 8 1.48-1.17 (m, 144H) 28.3

I11.1.4.2. Sintesis de DG3

Mediante el procedimiento general de desproteccion de los grupos aminos, empleando HCI 4M
en dioxano, y el posterior filtrado en columna de Sephadex™ G-15 se obtiene DG3 cuantitativamente

como un solido viscoso.
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Figura 36. Sintesis de DG3
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Este compuesto ha sido completamente caracterizado por técnicas de resonancia magnética
nuclear de 'H, *C (SEFT), COSY y HSQC (Figura 41 y Figura 175 - Figura 178 del ANEXO), los
cuales han permitido la asignacion de todas las sefiales y la correlacion entre ellas que se recoge en

la siguiente tabla:

o (¢}

H a c H a [¢ H a [
N 1b141d1N 2ft>242<1zN ;b343daNH2)>
EDA 2\ 3, % s, 2\3, 2 5, \3, 5, 2/
o 2
2

Tabla 8. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en DG3 (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)

EDA 3.18-2.89 (m, 4H) 384
a1 2, 2.35-2.12 (m, 2H) 45.1
b, 3, 1.57-1.20 (m, 8H) 30.2
¢ 4, 1.57-1.20 (m, 8H) 273
d, 5, 3.18-2.89 (m, 8H) 38.4
a 2 2.35-2.12 (m, 4H) 44.1
b 3, 1.57-1.20 (m, 16H) 30.0
e 4, 1.57-1.20 (m, 16H) 27.1
& 5 3.18-2.89 (m, 16H) 38.6
a3 2 2.35-2.12 (m, 8H) 44.1
b3 33 1.57-1.20 (m, 32H) 29.3
¢ 4 1.57-1.20 (m, 32H) 24.8
& 5, 2.84-2.67 (m, 32H) 38.6

II1.1.5. Sintesis de DG4

La sintesis del dendrimero amino terminal de cuarta generacion se lleva a cabo en dos pasos,

como en las generaciones anteriores.

II1.1.5.1. Sintesis de DG4-NHBoc

La reaccion de acoplamiento entre DG3 y 5 para la formacion de DG4-NHBoc, se lleva a cabo

siguiendo el procedimiento previamente descrito.
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Figura 37. Sintesis de DG4-NHBoc

Tras el tratamiento de DG3 con la resina de intercambio i6nico, se hace reaccionar con un exceso
5, en presencia de N-metilmorfolina, en DMF anhidra durante ocho dias a temperatura ambiente. A
los cuatro dias, la mezcla de reaccion se refresca con la misma cantidad de 5 y de N-metilmorfolina
para forzar el sistema de reaccion y que no quede ningin grupo amino de DG3 sin reaccionar. Al
cabo del tiempo indicado, se elimina el disolvente y el crudo de reaccion se purifica mediante
precipitacion en hexano, dando lugar a DG4-NHBoc como un sélido incoloro con un rendimiento

del 90%.

Se ha caracterizado DG4-NHBoc por RMN-'H, *C, COSY y HSQC (Figura 179 - Figura 182
del ANEXO) observandose la misma tendencia en cuanto a las sefiales que las observadas para
generaciones inferiores. La correlacion entre las sefales de proton y carbono se recoge en la Tabla

9.
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H ol J G4 H % b, i d HWHMH o e) >
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Tabla 9. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-"3C en DG4-NHBoc (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-3C (ppm)

EDA 3.20-2.70 (m, 4H) 38.3
a 2, | 2.20-2.00 (m, 2H) 45.1
b 3 | 1.40-1.20 (m, 8H) 29.9
ci 4 | 1.40-1.20 (m, 8H) 27.3
d 5 | 3.20-2.70 (m, 8H) 39.5
a; 2 | 2.20-2.00 (m, 4H) 45.1
b, 3, 1.40-1.20 (m, 16H) 29.9
c2 4, 1.40-1.20 (m, 16H) 273
d 5 3.20-2.70 (m, 16H) 39.5
a3 2 2.20-2.00 (m, 8H) 45.1
bs 3; 1.40-1.20 (m, 32H) 29.9
c3 45 1.40-1.20 (m, 32H) 27.6
ds 55 3.20-2.70 (m, 32H) 39.5
a4 2 2.20-2.00 (m, 16H) 45.1
bs 3, 1.40-1.20 (m, 64H) 29.9
s 44 1.40-1.20 (m, 64H) 27.6
ds 54 3.20-2.70 (m, 64H) 39.5
e 8 1.40-1.20 (m, 288H) 28.2

II1.1.5.2. Sintesis de DG4

DG4 se obtiene siguiendo el procedimiento general de desproteccion de grupos aminos descrito
anteriormente. Para ello se disuelve DG4-NHBoc en tetrahidrofurano, se enfria en bafio de hielo y
se adiciona, gota a gota, HCl 4M en dioxano. La mezcla de reaccion se deja en agitacion durante una
noche y el producto deseado se obtiene cuantitativamente como un sélido viscoso tras la eliminacion

del disolvente y purificacion por columna de exclusion por tamafio molecular de Sephadex™ G-15.
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Figura 38. Sintesis de DG4

DG4 se ha caracterizado mediante técnicas de resonancia magnética nuclear de 'H, *C (SEFT),

COSY y HSQC (Figura 41 y Figura 183 - Figura 186 del ANEXO) al igual que los dendrimeros

sintetizados anteriormente. La correlacion de las asignaciones de las sefiales de protdn y carbono se

recogen en la Tabla 10.
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H H a H a
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Tabla 10. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en DG4 (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)

EDA 3.17-2.90 (m, 4H) 38.5
a1 2, 2.34-2.16 (m, 2H) 45.0
b, 3, 1.60-1.21 (m, 8H) 30.2
e 4 1.60-1.21 (m, 8H) 24.8
d, 5, 3.17-2.90 (m, 8H) 39.5
2 2 2.34-2.16 (m, 4H) 45.0
b 3 1.60-1.21 (m, 16H) 29.3
C2 4, 1.60-1.21 (m, 16H) 24.8
& 5 3.17-2.90 (m, 16H) 39.5
as 2 2.34-2.16 (m, 8H) 44.1
b3 33 1.60-1.21 (m, 32H) 29.3
C3 43 1.60-1.21 (m, 32H) 24.8
& 5, 3.17-2.90 (m, 32H) 39.5
a 2 2.34-2.16 (m, 16H) 44.1
by 3, 1.60-1.21 (m, 64H) 273
C4 44 1.60-1.21 (m, 64H) 24.8
ds 54 2.82-2.69 (m, 64H) 39.5

II1.1.6. Sintesis de DG5S

Para la sintesis del dendrimero de quinta generacion se siguen los pasos sucesivos de reaccion

de crecimiento con un exceso de monomero activado (5) seguido de la desproteccion de los grupos

amino terminales.

II1.1.6.1. Sintesis de DG5-NHBoc

Mediante el procedimiento general de crecimiento de generacion de los dendrimeros, se obtiene
DGS5-NHBoc a partir de DG4. Con la finalidad de asegurar la reaccion completa de cada uno de los
grupos amino presentes en DG4 y debido a la dificultad de seguir la evolucion de la reaccion
mediante cromatografia en capa fina o resonancia magnética nuclear, la mezcla de reaccion se

mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante catorce dias. A los dias cuatro y ocho, se afiade
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la misma cantidad de 5 y de N-metilmorfolina que inicialmente. Una vez transcurrido el tiempo de
reaccion se lleva a sequedad y el crudo de reaccion se precipita en hexano, donde se obtiene DGS-

NHBoc como un soélido incoloro con un rendimiento del 90%.
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DG5-NHBoc
Figura 39. Sintesis de DG5-NHBoc

Se ha caracterizado DG5-NHBoc mediante técnicas mono y bidimensionales de resonancia
magnética nuclear (Figura 187 - Figura 190 del ANEXO) recogiéndose en la Tabla 11 la correlacion

observada entre las sefiales de protdn y carbono.
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Tabla 11. Correlacién de las sefiales en RMN-'"H y RMN->C en DG5-NHBoc (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)

EDA 3.11-2.93 (m, 4H) 383
a1 2, 2.15-2.01 (m, 2H) 452
b, 3, 1.39-1.16 (m, 8H) 29.9
¢ 4, 1.39-1.16 (m, 8H) 27.7
d, 5, 3.11-2.93 (m, 8H) 39.5
2 2 2.15-2.01 (m, 4H) 452
b 3, 1.39-1.16 (m, 16H) 29.9
& 4 1.39-1.16 (m, 16H) 27.7
& 5 3.11-2.93 (m, 16H) 39.5
a3 2 2.15-2.01 (m, 8H) 452
b3 33 1.39-1.16 (m, 32H) 29.9
¢ 45 1.39-1.16 (m, 32H) 27.7
d 5, 3.11-2.93 (m, 32H) 39.5
a4 24 2.15-2.01 (m, 16H) 45.2
b 3, 1.39-1.16 (m, 64H) 29.9
¢ 4, 1.39-1.16 (m, 64H) 27.7
ds 5, 3.11-2.93 (m, 64H) 39.5
as 2 2.15-2.01 (m, 32H) 452
bs 3s 1.39-1.16 (m, 128H) 29.9
Cs 45 1.39-1.16 (m, 128H) 27.7
ds S5s 2.90-2.81 (m, 128H) 39.5
e 8 1.39-1.16 (m, 288H) 28.3

II1.1.6.2. Sintesis de DG5S

DGS5 se obtiene tras la desproteccion de los grupos amino de DGS5-NHBoc mediante el
procedimiento previamente descrito, y posterior purificacion mediante columna de exclusion por
tamafo con Sephadex™ G-25 como fase estacionaria para dar lugar a DG5S como un solido muy

higroscopico, de manera cuantitativa.
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Figura 40. Sintesis de DG5

El estudio de este compuesto por resonancia magnética nuclear de proton, carbono (SEFT) y
bidimensionales como COSY y HSQC (Figura 41 y Figura 191 - Figura 194 del ANEXO) ha
permitido la completa caracterizacion de DG5 asignando todas las sefiales de dichos espectros que,

para mayor claridad, la correlacion entre las sefiales de proton y de carbono, se presenta en la Tabla
12.
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Tabla 12. Correlacién de las sefiales en RMN-"H y RMN-3C en DGS (espectro en DMSO-ds)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)

EDA 3.17-2.86 (m, 4H) 38.6
a1 2, 2.36-2.13 (m, 2H) 45.0
b, 3, 1.64-1.10 (m, 8H) 29.9
e 4 1.64-1.10 (m, 8H) 272
d, 5, 3.17-2.86 (m, 8H) 39.5
2 2 2.36-2.13 (m, 4H) 45.0
b 3, 1.64-1.10 (m, 16H) 29.9
e 4, 1.64-1.10 (m, 16H) 247
& 5 3.17-2.86 (m, 16H) 39.5
a3 2 2.36-2.13 (m, 8H) 44.5
b3 33 1.64-1.10 (m, 32H) 29.2
¢ 4 1.64-1.10 (m, 32H) 247
d 5, 3.17-2.86 (m, 32H) 39.5
a4 24 2.36-2.13 (m, 16H) 44.5
b 3, 1.64-1.10 (m, 64H) 29.2
C4 44 1.64-1.10 (m, 64H) 24.7
ds 5, 3.17-2.86 (m, 64H) 39.5
as 2 2.36-2.13 (m, 32H) 44.0
bs 3s 1.64-1.10 (m, 128H) 29.2
Cs 45 1.64-1.10 (m, 128H) 24.7
ds S5s 2.86-2.66 (m, 128H) 39.5

En la Figura 41 se recopilan los espectros de resonancia magnética nuclear de proton de las 5
generaciones de dendrimeros amino terminales sintetizados. Estos espectros se han realizado
empleando DMSO-ds como disolvente. En el espectro de DG1, los protones correspondientes al
etileno del nucleo “EDA” se distinguen claramente como un singlete a 3.13 ppm, los protones
correspondientes a los metilenos adyacentes a los grupos amino terminales “d;” aparecen como un

multiplete a 2.75 ppm, la sefial ancha a 2.38 ppm corresponde al proton adyacente al grupo carbonilo

[Tt

a1’ y, finalmente, los protones correspondientes al resto de metilenos “b,” y “c,” aparecen como

multipletes. Los protones de los metilenos “b;” presentan diferente desplazamiento quimico,
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apareciendo entre 1.33 ppm y 1.51 ppm junto con los protones “c;”. Este mismo comportamiento se

habia observado previamente en el caso de los dendrimeros tipo BAPAD.!*

El crecimiento de una generacion se puede observar claramente en el espectro de RMN-'H de
DG2 donde la sefial correspondiente a “d;” se desplaza de 2.85 ppm donde aparecia en el espectro
del dendrimero de primera generacion, a 3.08 ppm, indicando la reaccidon de los grupos amino de
DG1 formando enlaces amida en DG2. Las sefiales nuevas aparecen superpuestas a las
correspondientes en DG1, provocando esto un ensanchamiento de las sefiales. Lo mas relevante es
la sefial a 2.74 ppm, correspondiente a los nuevos metilenos adyacente a los grupos amino terminales
“d,”. Esta misma tendencia se observa en los espectros de RMN-'H de los dendrimeros de
generaciones superiores. Una nueva capa provoca la superposicion de las sefiales de los protones “d-
internos” debido a la formacién de los nuevos enlaces amida. El ensanchamiento de esas sefales
también supone una superposicion con la sefial de los protones “EDA”, mientras que la nueva
generacion de protones “d-terminal” aparece alrededor de 2.75 ppm. En todos los casos, los picos
correspondientes a los protones “a”, “b” y “c” se superponen, provocando un ensanchamiento de

senales en cada generacion.
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Figura 41. Espectros de RMN-'H de DGI1-5 en DMSO-ds
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[Pl

Para estudiar los valores de las integrales se ha usado la sefial correspondiente a los protones “a
como referencia, ajustandose este valor al ntimero de protones de este tipo en cada dendrimero. No
obstante, se han usado los valores de medio dendrimero para simplificar, ya que el numero de
protones aumenta significativamente con el aumento de las generaciones. Cémo se puede observar
en la Figura 41, los valores de las integrales en cada espectro se correlacionan muy bien con la
relacion tedrica mostrada en la figura, lo que parece indicar una reaccion de crecimiento completa
en cada caso. Las caracterizaciones completas de RMN de DG1-5 asi como de los derivados

protegidos con Boc se encuentran en el ANEXO de este trabajo de tesis (Figura 155 - Figura 194).

II1.2. Caracterizacion de los dendrimeros

Tras la sintesis y purificacion de las cinco generaciones de esta familia de dendrimeros
poliamida, asi como tras su determinacion estructural mediante resonancia magnética nuclear y
espectrometria de masas, se han llevado a cabo diferentes experimentos analiticos para su completa

caracterizacion.

II1.2.1. Estudios de estabilidad

Para evaluar la estabilidad de DGS5 en solucion acuosa, se ha disuelto la muestra en D,O y se ha
mantenido 7 dias a 37°C, durante los cuales se ha hecho un seguimiento mediante resonancia
magnética nuclear de proton. Como se observa en la Figura 42, el dendrimero se mantiene estable en
estas condiciones, permaneciendo el espectro de RMN-'H invariable desde el momento de su

preparacion (Figura 42 b)) hasta transcurrida una semana a 37° C (Figura 42 a)).
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Figura 42. Espectro de RMN-'H de DGS5 en D20 a) tras 7 dias a 37°C y b) recién preparado

II1.2.2. Espectrometria de masas

Tal y como se ha mostrado en apartados previos (de I11.1.2. a I11.1.4.), para las generaciones mas
pequefias de esta familia de dendrimeros se han obtenido valores de masas mediante MALDI-TOF
que coinciden con los valores tedricos. Sin embargo, como ya se ha descrito anteriormente, la
caracterizacion de dendrimeros con numerosas cargas y alto peso molecular mediante MALDI-TOF
es extremadamente dificil.!% 121122 Para las generaciones 4 y 5 no se han podido obtener espectros
MALDI probablemente debido a la labilidad de los grupos protectores Boc (en DGn-NHBoc) y a la

gran cantidad de cargas positivas (en DG4-5) durante las medidas.

I11.2.3. Cromatografia de exclusion por tamario

Los dendrimeros protegidos (DGn-NHBoc) se han analizado mediante cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC). Para ello se ha empleado una disolucion de LiCl en DMF como eluyente
y una columna Styragel® HR 4E, a un flujo de 0.7 mL/min, obteniéndose asi los cromatogramas
representados en la Figura 43. Estos, muestran bandas a menor tiempo de eluciéon a medida que

aumentan las generaciones de los dendrimeros y, por tanto, los tamafios. Para las generaciones 4 y 5,
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las bandas muestran un hombro a menor tiempo de elucion (mayor masa molecular) probablemente
debido a la presencia de agregados tal y como se ha descrito en otros casos para dendrimeros de

generaciones altas.>

——— DG5-NHBoc
—— DG4-NHBoc

DG3-NHBoc
—— DG2-NHBoc

— DG1-NHBoc

14.0 145

Tiempo de elucion (min)

Figura 43. Cromatogramas de exclusion por tamario de DGn-NHBoc. La banda negra corresponde a DG1-NHBoc, la
verde a DG2-NHBoc, la naranja a DG3-NHBoc, la roja a DG4-NHBoc y la azul a DG5-NHBoc.

I11.2.4. Experimentos DOSY

Los experimentos de espectroscopia de difusion ordenada (DOSY) proporcionan una medida de
la difusién molecular. DOSY es una técnica de resonancia magnética nuclear bidimensional en la
que la intensidad de la sefial decae exponencialmente al disminuir el gradiente, debido al
comportamiento de difusion de las moléculas individuales.'?® Es decir, es una herramienta analitica
muy Uutil para analizar la formacién de copolimeros o agregados en una sustancia asi como para
evaluar la monodispersidad de la misma. El coeficiente de difusion que se obtiene depende, por tanto,
de distintas propiedades como la agregacion, el tamafio, la masa o la carga de la molécula, asi como
de propiedades del medio como la temperatura o el disolvente empleado. Los primeros experimentos
de difusion con dendrimeros, concretamente dendrimeros de poli(propilenimina), mostraron que los
coeficientes de difusion disminuian con el aumento del tamafio molecular y con la disminucion de la
temperatura.'”* Como es de esperar, el coeficiente de difusion que se obtiene aumenta de forma

inversamente proporcional a la generacion de los dendrimeros.

Los dendrimeros amino terminales sintetizados en esta tesis se han analizado por técnicas de
difusiéon empleando D,O como disolvente (Figura 349 - Figura 353 del ANEXO). En todas las
generaciones se ha tomado como referencia la integral de la sefial correspondiente a los protones “a”
y se observa que el decaimiento de las sefiales es monoexponencial en todos los casos. En la Figura
44 se muestra el apilamiento de espectros de proton para DG1 donde se aprecia el decaimiento de la

sefal. Esto mismo sucede con las 4 generaciones sucesivas de dendrimeros.

76



Sintesis y caracterizacion de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales

H a;, ¢
{\/NW }
EDA [ b,

! NH2>
4o
N SRR PR

A
OB WY
e A N
A A
| A
L (NN
|
| i
\ I /|
‘KM ANV AN \
A
b
«»’\t\ EDA| d, a, e
‘ 0 5.5 5‘ 0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 é 5 é 0 1‘ 5 ’I‘.O d 5 d 0
ppm

Figura 44. Apilamiento de espectros 'H-RMN de DGI (D:0)

Este decaimiento se traduce en graficos lineales de Stejskal-Tanner. La Figura 45 a) muestra la

representacion grafica del decaimiento del logaritmo de la intensidad de sefial normalizada, la

correspondiente a los protones llamados “a”, frente al cuadrado del gradiente, en cada una de las

generaciones para los dendrimeros sintetizados. La relacion lineal indica que son macromoléculas

monodispersas.'?* En la Figura 45 b) se representa el logaritmo del coeficiente de difusion frente al

logaritmo del nimero aproximado de atomos por cada generacion.

a)

Ln (#y)

-2.3 o

3.3

log (D)

-10.1 +

-10.3

G? (Glem)?

1.5 2 25 3 35
log (N)

Figura 45. a) Grdfico de Stejskal-Tanner. b) Representacion log(D)-log(N). Para ambas figuras se ha representado DG1
negro, DG2 verde, DG3 naranja, DG4 rojo y DGS5 azul.

Los coeficientes de difusion (D) vienen determinados por la pendiente de la grafica de Stejskal-

Tanner segln la siguiente ecuacion:
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1 é
o 285202 (a2
ln(lo) y8°G (A 3)D

Donde G es la intensidad del campo del gradiente (Gauss/cm), / es la integral del area del pico a
un valor G dado, /yes la integral del area del pico a G=0, y es la constante giromagnética de los
ntcleos (2.672 x 108 T-'s! para 'H), J es el gradiente de difusion del parametro longitud (4.0 ms), A

es el retraso de difusion (100.0 ms) y D es el coeficiente de difusion.'?
A partir del coeficiente de difusion se puede estimar el tamafio de los dendrimeros en disolucion
mediante el calculo del radio hidrodindmico (Ry) por la ecuacion de Stokes-Einstein. 2127

"™ 6mnD

Donde k3 es la constante de Boltzmann (J/K), T es la temperatura (K) y 7 es la viscosidad de la

solucién (1.0963 cP para D,0).'%

En la Tabla 13 se recogen el coeficiente de difusion (D) y el radio hidrodinamico (Rj)
determinado por este experimento para cada una de las generaciones de dendrimeros sintetizadas.

Tabla 13. Datos de difusion.

Dendrimero DG1 DG2 DG3 DG4 DG5S
Férmula CisH40N6O2 CsoH10aN14Og  Ci14H232N30014  Co4oHassNe2030 - CaosHi000N12606
-NH; terminal 4 8 16 32 64
M.M. (g/mol) 372.56 997.47 224731 4746.97 9746.30
D (m?s) 3.039-10°1° 2.2135-10°1° 1.5275-10°1° 1.2035-10°1° 9.7121-101
Ry (A) 6.59 9.05 13.12 16.65 20.63

Como era de esperar, los coeficientes de difusion y los radios hidrodindmicos varian con las
generaciones. DG1 presenta una D mayor, lo que corresponde al menor R, Ya se ha descrito
previamente que los coeficientes de difusion de los dendrimeros PAMAM (hasta generacion 5)
aumentan exponencialmente con el nimero de 4tomos en la estructura, siguiendo la relacion D ~ N*
(donde N es el nimero de 4tomos y « es la constante de variacion).!?>12%127 a Figura 45 b) muestra
la relacion entre el logaritmo de D y el logaritmo de N de los dendrimeros sintetizados. Como puede
observarse, las distintas generaciones de los dendrimeros se ajustan perfectamente a una dependencia
lineal. De la pendiente de este grafico se obtiene la constante de variacion a = -0.36, practicamente

idéntico al valor observado para las soluciones acuosas de PAMAM (a = -0.35).1261%7
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II1.2.5. Microscopia de fuerza atobmica (AFM)

Los dendrimeros amino terminales se han analizado por microscopia de fuerza atomica (AFM)

en colaboracion con el grupo del Dr J. Samitier en Barcelona. Este analisis se ha realizado mediante

la deposicion de disoluciones de dendrimeros sobre sustratos monocristalinos de oro (111).9%7

9.27 nm

0.00 nm 0.00 nm 0.00 nm

Z[nm]
Z[nm]
Z[nm]

[ 1 PR B | n I P I — T ' S Y T N s |
0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 &0 100 0 10 20 30 40 50 60 70

X[nm] X[nm| X[nm]

Figura 46. a) Imdagenes obtenidas de DG3, DG4 y DGS depositado en sustrato de oro (111). Las imdgenes en b)
corresponden a la ampliacion de las secciones sefialadas en a) y, por ultimo, en c) se representan los perfiles de

distancia obtenidos para la marca sefialada con una linea negra en b).

Para DG3 y DG4 se encuentran dendrimeros aislados junto con algunos agregados
bidimensionales, mientras que en DGS predomina la agregacion apareciendo incluso agregados
tridimensionales (Figura 46 a)). El analisis de los dendrimeros en las secciones ampliadas de las
imagenes de AFM (Figura 46 b)) muestra que las medidas de sus didmetros son aproximadamente
25,30y 45 A para DG3, DG4 y DGS5 respectivamente. Estos valores concuerdan con los resultados

observados mediante los experimentos DOSY mostrados en la Tabla 13.
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I11.2.6. Simulacién de Dinamica Molecular

Para obtener mds informacion sobre la estructura de estos dendrimeros se han construido los
modelos moleculares de cada uno de ellos y se han sometido a simulaciones de dinamica molecular
en una caja de agua. Este estudio ha sido realizado en colaboracion con el Dr. F. Najera de la

Universidad de Malaga.

La construccion de los modelos moleculares de los dendrimeros se ha realizado dividiéndolos en
tres unidades. La correspondiente al nicleo (COR), la de la unidad de repeticion (REP), y la unidad
terminal (TAM), tal y como se ilustra en la Figura 47. Para mantener la integridad estructural de cada
una de estas unidades se han completado con acetilos o N-metilos: cap-COR (N,N'-
diacetiletilendiamina), cap-REP (V,N’-(4-(metilcarbamoil)heptano-1,7-diil)diacetamida) y cap-

TAM (4-(metilcarbamoil)heptano-1,7-diamino) (representados en rojo en la Figura 47).

O (@] o)
(@] HSC\ )J\ H.C
H N CH3 3 \N NH+
T s 0
O PN
N° CHs NH*
cap-COR cap-REP cap-TAM

Figura 47. Unidades estructurales empleadas para la construccion de los dendrimeros. En negro se representan las
unidades propias de los dendrimeros y en rojo los residuos empleados para mantener la integridad estructural de los

residuos.

Todas las unidades estructurales se han optimizado usando el campo de fuerza AMBER
(parm99) y los parametros que no se incluyen se han obtenido mediante el campo de fuerza general
AMBER (GAFF).!?® La conformacion de minima energia y la carga parcial de cada uno de sus
atomos se han calculado mediante un calculo DFT empleando el funcional B3LYP y la base 6-31G(d)
usando Gaussian 09.'% Los residuos cap-COR y cap-REP se han optimizado en el vacio mientras
que el cap-TAM se ha optimizado empleando PCM (Polarizable Continuum Model) y agua como
disolvente."*® La carga total de los atomos cap y la carga total de los residuos se ha fijado a cero
durante el calculo. A excepcion del residuo protonado TAM que se ha mantenido a +2. Los residuos
(COR, REP y TAM) se han creado usando el médulo Antechamber de AmberTools12,*! y se ha
utilizado el potencial RESP (Restrained Electrostatic Potential) para el ajuste de las cargas

132

parciales.”* Finalmente, los residuos obtenidos se han usado para construir la generacion de

133

dendrimeros deseada con DBT (Dendrimer Building Tool).

131 Para

Todos los calculos para la simulacion se han realizado con el software AMBER 12 MD.
preservar la carga total del sistema se ha agregado la cantidad adecuada de iones CI". Las moléculas

de agua se han agregado usando el modelo TIP3P!** en una celda octaédrica truncada teniendo en
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todos los casos, una capa de solvatacion minima de 10 A alrededor de la estructura del dendrimero.
Las propiedades iniciales de los dendrimeros y los detalles de la simulacidn se recogen en la Tabla
14, donde Nuen, Nct', Nisotvene Y Niota SON, Tespectivamente, el nimero de a&tomos en el dendrimero, de
iones cloruros, de &tomos en las moléculas de disolvente y el numero total de 4&tomos, mientras que
V es el volumen inicial de la celda octaédrica.

Tabla 14. Propiedades iniciales de los dendrimeros y detalles de la simulacion

Dendrimero Nien Ner Nuisolvente Niotal V(4%
DG1 70 4 1423 1497 52445
DG2 182 8 3497 3687 124257
DG3 406 16 4318 4740 159319
DG4 854 32 7948 8834 290099
DG5S 1750 64 13633 15447 501907

Las estructuras solvatadas se han estabilizado siguiendo un protocolo descrito previamente.'%
Inicialmente se ha permitido que las moléculas de agua de la caja se optimicen manteniendo los
dendrimeros en su conformacion inicial aplicando una fuerza de restriccion armoénica grande.
Después, se ha seguido con cinco periodos de minimizacion en los que se ha disminuido la constante

de fuerza de restriccion armoénica desde 20 kcal/mol-A2 a 0 kcal/mol-A2.

Los dendrimeros minimizados se han calentado de 0 a 300 K empleando tres pasos de 40 ps de
Dinamica Molecular (DM), el primero en condiciones de volumen y temperatura constantes (NVT)
y el resto en condiciones de presion y temperatura constantes (NPT). Finalmente, se ha equilibrado
el sistema a 300 K empleando DM durante 2 ns sin restricciones y en condiciones de NPT. La
ecuacion de movimiento se ha resuelto utilizando el algoritmo de Verlet!** con un paso de integracion
de 2 fs. Las longitudes de los enlaces con atomos de hidrogeno se han restringido con el algoritmo

SHAKE.!3¢

Finalmente, se ha obtenido una trayectoria de 20 ns bajo condiciones NPT. Para la regulacion de
la temperatura se ha empleado el termostato de Berendsen."*” Se ha empleado el algoritmo PME
(Particle Mesh Ewald) para tratar las interacciones electrostaticas de largo alcance,'® con un espacio
real de corte de 9 A. Para las interacciones de Van der Waals se ha utilizado la misma distancia de
corte. Para el analisis estructural (R,, RDF, etc.) se ha usado el ultimo nanosegundo de la trayectoria
obtenida empleando los médulos ptraj y cpptraj de AMBER, mientras que para la obtencion de las

figuras de los dendrimeros se ha utilizado el software VMD.'¥

En la Figura 48 se representan las cinco generaciones de dendrimeros obtenidas mediante
simulacién de dindmica molecular donde, para simplificar, los 4&tomos de carbono estan en gris, los

de oxigeno en rojo, los de nitrégeno en azul y los de hidrogeno en blanco.
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Figura 48. Imagen de simulacion de dinamica molecular de DG1-5.

Al analizar las estructuras obtenidas se han calculado algunas propiedades como el radio de giro
(Rg), la relacion de aspecto (I/1, v I./I:) y 1a esfericidad (d) que se recogen en la Tabla 15.

Tabla 15. Datos de dinamica molecular de los dendrimeros sintetizados

Dendrimero DG1 DG2 DG3 DG4 DG5
Formula CisHoN¢O2 CsoH104aN1406  C114H232N30014  Ca42HassNe2O30 - CaosHi000N12606
-NH, terminal 4 8 16 32 64
M.M. (g/mol) 372.56 997.47 2247.31 4746.97 9746.30
Ry (A) 6.59 9.05 13.12 16.65 20.63
Ry (A) 5.26+0.26 8.06 £0.19 11.02 £0.24 14.87 £0.23 18.81 +£0.28
L/I, 1.19+£0.10 1.53+£0.10 1.37+£0.09 1.08 £ 0.04 1.26 £0.08
L/I 3.08+0.49 2.05+0.21 1.68+0.12 1.57+0.11 1.58 +0.09
0 0.080+0.016 0.045 +0.008 0.024 +0.006 0.017 +£0.005 0.018 +0.003

En la Figura 49 se representan los R, obtenidos para cada generacion de dendrimero. Estos datos
concuerdan con los radios hidrodindmicos previamente calculados por DOSY y muestran un

aumento de tamano de los dendrimeros con el aumento de generacion.
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Figura 49. Valores del Radio de giro Rg para DG1-5.

A través de los valores de los tres momentos de inercia principales (/y, [,y I- en orden decreciente)
se puede deducir la relacion de aspecto de los dendrimeros. Las relaciones (Ii/ 1) y (I/ I.) son las
medidas de la excentricidad (relacion de ejes menores-mayores) de los dendrimeros. Al aumentar la
generacion del dendrimero, la relacion entre los valores de 1./ 1,y I/ I. disminuye, lo que indica una
modificacion en la forma de elipsoide a globular de DG1 a DGS5. Esta variacion en el aspecto se

corrobora con la disminucion de los valores de esfericidad (Tabla 15 y Figura 50).

— Ix/ly —= Ix/lz
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3,00 A
0,080 -
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Esfericidad
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0,00 T T T T ! 0,000 T T T T
DG1 DG2 DG3 DG4 DG5 DG1 DG2 DG3 DG4 DG5

Figura 50. Valores de relacion de aspecto y esfericidad para DG1-5.

La relacion lineal entre el logaritmo del numero de atomos (log/N) y el del radio de giro (logRy)
permite calcular la dimension fractal (dy), que se correlaciona con lo compacta que es la estructura
interna de los dendrimeros. En una esfera perfecta y compacta el valor de dr es 3.1 Para los
dendrimeros estudiados se ha obtenido un valor de N = R,**! (dy= 2.51, Figura 51). Esto implica que
estos dendrimeros son mas parecidos a una estructura polimérica en lugar de una perfecta esfera

compacta.
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Figura 51. Relacion entre el numero de atomos (N) de DGI-DGS y sus radios de giro (Rg).

Las Funciones de Distribucion Radial (p(7)) de los dendrimeros y sus unidades se muestran en
la Figura 52. Estas funciones permiten conocer la distribucion de los atomos dentro de los
dendrimeros. En todos los casos presentan la méxima densidad atomica cerca del ntcleo del
dendrimero y decrece hacia el exterior de la molécula. En los dendrimeros DG3-DGS5 aparece una
meseta formada principalmente por la unidad REP que decae lentamente. Esto sugiere una region
con alta localizacion y baja movilidad atdomica, indicando una estructura del dendrimero densa. Con
el aumento de generacion se dobla el nimero de unidades TAM, apreciandose que en DG1-3 estan
presentes siempre en la parte mas exterior de los dendrimeros. Sin embargo, en las generaciones
superiores DG4-5 se aprecia un alto grado de back-folding, mostrando que las unidades TAM estan
distribuidas a lo largo de toda la molécula, aunque su presencia en la zona exterior de los dendrimeros

sigue siendo significativa (Figura 52).
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Figura 52. Funcion de distribucion radial de DG1-DGS5 y sus monomeros usando el centro de masas del dendrimero

como referencia. p(r) estd expresado en dtomos/4A>.

En esta seccion del capitulo 11 se ha disefiado, sintetizado, purificado y caracterizado una familia
de dendrimeros amino terminales basados en enlaces tipo amida. Esta familia consta de 5
generaciones en las que el nimero de grupos aminos en la periferia se va duplicando, partiendo de 4
en el caso de DG1 hasta 64 en DGS. Se han realizado numerosos intentos para optimizar los procesos
de acoplamiento/desproteccion de esta ruta sintética y finalmente se ha conseguido poner a punto
una metodologia eficaz empleando reactivos sencillos y econdmicos, obteniéndose rendimientos
superiores al 90% sin necesidad de procesos de purificacion tediosos. Se ha propuesto una ruta
sintética de pocos pasos, en la que el crecimiento de cada generacion consta solo de dos etapas, una
de acoplamiento y otra de desproteccion de los grupos amino terminales. El uso de una tinica unidad
de crecimiento (5) en la sintesis ha evitado la necesidad de construir una familia de diferentes
monomeros, al tiempo que simplifica la estructura final del dendrimero. Esta metodologia sintética

constituye una forma facil y eficaz para la preparacion de dendrimeros basados en enlaces tipo amida.

Estos dendrimeros solubles en agua son aparentemente estables ya que se han realizado estudios
de estabilidad con el dendrimero de mayor generacion (DGS) sin observarse degradacion del mismo.
Las estructuras preparadas se han caracterizado y evaluado mediante espectrometria de masas (ESI
y MALDI-TOF), resonancia magnética nuclear (RMN-'H, RMN-!*C, COSY, HSQC, DOSY),
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) y microscopia de fuerza atomica (AFM). También se
han realizado simulaciones de dinamica molecular (SDM) con el resultado de valores concordantes

con los determinados experimentalmente.'#!
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II1.3. Sintesis de nuevos dendrones amino terminales

De manera paralela y debido al interés en estructuras dendriméricas estables, biocompatibles,
solubles en agua y que minimicen los efectos estéricos a la hora de incorporar otras funcionalidades
en su superficie, también se ha propuesto la sintesis de dendrones con la misma unidad estructural
en la que los grupos amino superficiales quedan en posiciones relativas 1,7. De este modo se ha
disefiado y optimizado la sintesis de tres familias de dendrones con el mismo esqueleto, pero con

diferentes grupos funcionales en la posicion del punto focal, lo que los hace extremadamente

versatiles para diferentes aplicaciones.

En la Figura 53 se muestran los dendrones sintetizados en este trabajo donde los puntos focales
varian entre: Acido carboxilico (protegido con el grupo bencilo), grupo alquino y grupo azida. En
todos los casos se ha sintetizado y caracterizado hasta la generacion 3, con 8 grupos amino terminales,

obteniéndose los dendrones en escala de gramos y con buenos rendimientos.

-
L7 HN
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K HQN&Q
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HN
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! ’ L
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HoN ¥

\\HQN dg3Bn \\HZN

dg3-ino

Figura 53. Dendrones sintetizados

II1.3.1. Sintesis de dg1Bn

Para la obtencion de dgl1Bn se ha disefiado la ruta sintética mostrada en la Figura 54, que consta
de la proteccion del grupo acido carboxilico en el punto focal de 4 y la posterior desproteccion de los
grupos amino. De este modo, el punto focal se mantendra protegido para las proximas reacciones de

crecimiento, evitando que pueda interferir en reacciones secundarias no deseadas.

BocHN BocHN HoN
o O (o]
+ BnBr ——> 2HCI
—_—
OH (0] (¢]
BocHN BocHN b H,N f
4 dg1Bn-NHBoc dg1Bn

Figura 54. Esquema sintético de dgl1Bn
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I11.3.1.1. Sintesis de dglBn-NHBoc

Para la sintesis de dg1Bn-NHBoc se emplea como producto de partida el compuesto 4 y se hace
reaccionar con bromuro de bencilo, dando lugar a la formacion del correspondiente éster bencilico.
Se ha elegido este grupo protector para poder desproteger selectivamente frente a los grupos
protectores Boc y viceversa. Asi, mediante hidrogenacion catalitica se obtiene facilmente el dendron
con el grupo 4cido carboxilico en su punto focal y los grupos aminos protegidos, mientras que el
grupo bencilo resiste a las condiciones acidas de desproteccion de los grupos ferc-butoxicarbonil. La
reaccion de formacion de este compuesto se lleva a cabo en DMF, en presencia de Na,CO3, agitando
durante una noche a temperatura ambiente. Posteriormente se purifica mediante cromatografia de

silica gel en columna para dar lugar a dg1Bn-NHBoc como un so6lido incoloro.

o) BnBr/Na,CO3
DMF
BocHN OH _— BocHN
16h, t.a. /\©
87%
BocHN 4 BocHN

dg1Bn-NHBoc
Figura 55. Sintesis de dglBn-NHBoc

El compuesto obtenido ha sido completamente caracterizado por resonancia magnética nuclear

y espectrometria de masas donde, el pico asociado a [M + H]" aparece a m/z 465.2945.

Las sefiales de los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (Figura 61 y Figura 195
del ANEXO) y carbono (Figura 196 del ANEXO) han sido asignadas con ayuda de los espectros
bidimensionales COSY y HSQC (Figura 197 y Figura 198 del ANEXO). Para mayor claridad, la

correlacion de estas sefiales se recoge en la Tabla 16.

Tabla 16. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en dg1Bn-NHBoc (espectro en CDCl3)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-3C (ppm)
Bn 7.39-7.32 (m, 5H) 136.2, 128.7, 128.5, 128.4
_CH;Bn 5.12 (s, 2H) 66.3
an 2 2.48-2.37 (m, 1H) 44.9
by 3, 1.68-1.59 (m, 4H) 29.5
¢ 4, 1.52-1.38 (m, 4H) 27.9
d; 5, 2.89-2.80 (m, 4H) 40.5
e 8 1.52-1.38 (m, 18H) 28.6
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I11.3.1.2. Sintesis de dg1Bn

La desproteccion de los grupos amino terminales de dglBn-NHBoc se lleva a cabo siguiendo el
procedimiento general de desproteccion, con HCl 4M en dioxano, durante una noche a temperatura
ambiente. Tras este tiempo se elimina el disolvente y se obtiene dglBn de manera cuantitativa sin

necesidad de purificacion.

Q o
HCI 4M:dioxano / THF
BocHN A/Jj)‘\o/\g - = HoN o/\©
16h, 0°C-t.a.
cuantitativa
-2HCI
N

BocHN H,
dg1Bn-NHBoc dg1Bn

Figura 56. Sintesis de dglBn
Mediante espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + H]" a m/z 265.1911. Este
compuesto también ha sido caracterizado por resonancia magnética nuclear de 'H, *C (SEFT),
COSY y HSQC (Figura 199 - Figura 202 del ANEXO), donde en 'Hy *C se observa la desaparicion

de las senales tipicas del grupo Boc. La correlacion entre las sefiales de proton y carbono se recoge

en la Tabla 17.

o}
-CH,Bn W
1 3 5, NH )
Bn ©/\O ' 2 141 ' 2 2

Tabla 17. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en dg1Bn (espectro en D20)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)
Bn 7.49-7.46 (m, 5SH) 135.8, 129.1, 129.0, 128.8
-CH;Bn 5.23 (s, 2H) 67.5
a 2 2.61-2.56 (m, 1H) 44.6
by 3, 1.69-1.60 (m, 4H) 28.5
¢ 4, 1.69-1.60 (m, 4H) 24.7
d, 5, 2.98-2.94 (m, 4H) 39.4

II1.3.2. Sintesis de dg2Bn

Siguiendo la estrategia de sintesis basada en las etapas de acoplamiento/desproteccion, se ha
sintetizado la segunda generacion de dendrones con 4cido carboxilico protegido en su punto focal.
Al igual que en la sintesis de los dendrimeros, se emplea el mondmero activado con

hidroxibenzotriazol (5), descrito previamente, como unidad estructural de crecimiento.
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H,N BocHN

o} 0-N
HoN i BocHN @

dg1Bn 5

Figura 57. Esquema sintético de dg2Bn

I11.3.2.1. Sintesis de dg2Bn-NHBoc

H,N
o)
HoN HN
0
o)
o)
HzN dg2Bn

El acoplamiento entre dg1Bn y el compuesto 5, al igual que las reacciones de crecimiento de los

dendrimeros, se lleva a cabo en DMF anhidra en presencia de base. En este caso, se observo que el

producto no toleraba el tratamiento con la resina de intercambio idnico, probablemente por la

hidrolisis del éster bencilico. Con las condiciones descritas se ha obtenido un rendimiento del 96%

en escala de gramos sin necesidad de purificacion.

H,N BocHN N-metilmorfolina
0 (0] DMF anh.
2HCI + Nap
o O-N 16h, t.a.
@ 96%

Figura 58. Sintesis de dg2Bn-NHBoc
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Mediante espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + H]"a m/z 977.6549. Este

compuesto también se ha caracterizado por resonancia magnética nuclear de 'H, '*C (SEFT), COSY

y HSQC (Figura 61 y Figura 203 - Figura 206 del ANEXO).

Para mayor claridad, se han recogido los desplazamientos quimicos y la correlacion de las

sefales de proton y carbono en la Tabla 18.
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Tabla 18. Correlacion de las sefiales en RMN-'H y RMN-3C en dg2BnNHBoc (espectro en CDCl3)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-BC (ppm)
Bn 7.37-7.31 (m, 5H) 136.0, 131.0, 128.7, 128.4
_CH:Bn 5.10 (s, 2H) 66.4
a 2 2.49-2.39 (m, 1H) 44.4
1.63-1.57 (m, 2H)
b, 31 30.0
1.48-1.33 (m, 2H)
¢ 4 1.48-1.32(m, 4H) 28.1
& 5 3.27-3.14 (m, 4H) 403
a 2, 2.20-2.08 (m, 2H) 46.2
1.63-1.57 (m,4H)
bz 3 29.8
1.48-1.33 (m, 4H)
e 4, 1.48-1.33 (m, 8H) 273
d 5, 3.11-3.01 (m, 8H) 38.8
e 8 1.41 (s, 36H) 28.6

I11.3.2.2. Sintesis de dg2Bn

La desproteccion de los grupos amino terminales de dg2Bn-NHBoc da lugar a este dendron
hidrosoluble de segunda generacion de manera cuantitativa. Esta reaccion se lleva a cabo en medio
acido, produciéndose la adicion de HCl:dioxano en frio y dejando en agitacion constante a
temperatura ambiente durante una noche. Tras este tiempo, se elimina completamente el disolvente
y se purifica mediante cromatografia de exclusion por tamafio empleando Sephadex™ G10 como

fase estacionaria para dar lugar a dg2Bn.

H,oN-—
BocHN-— 2
N e

> HN - -
BocHfo 0 HCI 4M:dioxano / THF e H,N— o
o 16h, 0°C-t.a.
BN ’@ cuantitativa HN— . o
Da P 2}
HoN-

BocHN*/ 2

dg2Bn-NHBoc dg2Bn
Figura 59. Sintesis de dg2Bn

Mediante espectrometria de masas se obtiene el pico asociado a [M + H]*" a m/z 289.2254. Se

ha realizado la caracterizacion de este compuesto con técnicas de resonancia magnética nuclear,
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Sintesis y caracterizacion de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales

asignando todas las sefiales de proton (Figura 63 y Figura 207 del ANEXO) y carbono (Figura 208
del ANEXO) con ayuda de los experimentos bidimensionales, homo y heteronucleares, COSY y
HSQC (Figura 209 y Figura 210 del ANEXO). Ademas de indicar dicha asignacion en las figuras
correspondientes, se han recogido en la Tabla 19 indicando asimismo la correlacion de sefiales entre

proton y carbono.

2

0 0
-CH,Bn b, di b, dy
2 a (¢, 3 (2 Gy - NH)

Tabla 19. Correlacion de las sefiales en RMN-"H y RMN-3C en dg2Bn (espectro en D20)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-BC (ppm)
Bn 7.51-7.40 (m, 5H) 135.9,129.1, 128.9, 128.5

_CH:Bn 5.22 (s, 2H) 67.3

a 2 2.58-2.51 (m, 1H) 45.0

by 3 1.63-1.45 (m, 4H) 29.4

¢ 4, 1.63-1.45 (m, 4H) 26.6

d; 5, 3.24-3.11 (m, 4H) 39.2

a 2 2.34-2.25 (m, 2H) 46.1

b, 3, 1.63-1.45 (m, 8H) 29.1

e 4 1.63-1.45 (m, 8H) 25.0

d 55 3.02-2.91 (m, 8H) 39.5

I11.3.3. Sintesis de dg3Bn

Mediante la misma estrategia sintética empleada anteriormente, se obtiene dg3Bn-NHBoc a
partir de dg2Bn y del monémero activado (5) que, en una segunda etapa tras desproteccion de los

grupos aminos, da lugar a dg3Bn.

I11.3.3.1. Sintesis de dg3Bn-NHBoc

La formacion de enlaces amidas entre los grupos aminos del compuesto dg2Bn y el grupo
carboxilico del compuesto S bajo condiciones anhidras, origina el dendron de tercera generacion
dg3Bn-NHBoc. Para ello, es necesario emplear un exceso de monomero y asegurar asi la reactividad
de todos los grupos amino terminales de dg2Bn. Por esta misma razon, la reaccion se deja en
agitacion a temperatura ambiente durante 3 dias y, como en el caso anterior, se aflade un exceso de

N-metilmorfolina para asegurar la desprotonacion de todos los grupos aminos.
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Figura 60. Sintesis de dg3Bn-NHBoc

El pico asociado a [M + Na]** se observa por espectrometria de masas a m/z 1012.6784.
Mediante técnicas de resonancia magnética nuclear de 'H, '*C (SEFT), COSY y HSQC (Figura 211
- Figura 214 del ANEXO) se ha identificado y caracterizado este compuesto. En la Figura 61 se
superponen los espectros de proton de dg3Bn-NHBoc, dg2Bn-NHBoc y dgl Bn-NHBoc en CDCl;,
donde se observa como las sefiales de las nuevas generaciones se van superponiendo a las anteriores,
aumentando el valor de sus integrales. El espectro de dg3Bn-NHBoc se resuclve mejor empleando
como disolvente DMSO-d;s (Figura 211 en ANEXO), sin embargo, para una correcta comparacion,

en la Figura 61 se ha incluido el espectro en CDCls.

a) CHBnWWW)kX>>Z

Bl s i
2.61 2.00 4.59 10.81 1.31 4.10 24.4371.96
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d,
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T e R 7
palt

2.00 3.798.11 1.08 2.08 6.32 54.32

CHBnM\/\)&X o

-CH,Bn d,

o

A

i
T G BN e
3.06 2.00 4.04 1.05 4.24 23.90
0 . 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1
ppm

Figura 61. Espectros de RMN-'H de a) dg3Bn-NHBoc y b) dg2Bn-NHBoc y c) dg1Bn-NHBoc en CDCl3

En la Tabla 20 se recogen los desplazamientos quimicos y la correlacion correspondiente de

las sefales de proton y carbono de dg3Bn-NHBoc.

92



Sintesis y caracterizacion de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales
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Tabla 20. Correlacion de las sefiales en RMN-'"H y RMN-C en dg3Bn-NHBoc (espectro en DMSO-ds)

2

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)
Bn 7.37-7.31 (m, 5H) 136.2,128.4,128.0, 127.8

-CH,Bn | 5.09 (s, 2H) 65.4

a 2, 2.13-1.99 (m, 1H) 45.0

by 3 1.39-1.21 (m, 4H) 293

Ci 4, 1.39-1.21 (m, 4H) 27.0

di 51 3.07-2.92 (m, 4H) 38.1

a 2 2.13-1.99 (m, 2H) 45.1

b, 3 1.39-1.21 (m, 8H) 29.8

¢ 4, 1.39-1.21 (m, 8H) 273

d 5, 3.07-2.92 (m, 8H) 382

a3 2 2.13-1.99 (m, 4H) 45.1

bs 33 1.39-1.21 (m, 16H) 30.0

C3 43 1.39-1.21 (m, 16H) 27.6

ds 55 2.90-2.79 (m, 16H) 39.8

e 8 1.35 (s, 72H) 28.3

I11.3.3.2. Sintesis de dg3Bn

La desproteccion de los grupos amino del dendrén de tercera generacion da lugar a dg3Bn. Esta
reaccion se hace siguiendo el procedimiento general descrito en este trabajo donde se adiciona el
acido en frio y se mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante una noche. Pasado este
tiempo, se elimina el disolvente y se purifica mediante cromatografia de exclusion por tamafio para

dar lugar a dg3Bn de forma cuantitativa.
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Figura 62. Sintesis de dg3Bn

Mediante espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + H]*" a m/z 601.4791.
Ademas, dg3Bn se ha caracterizado por resonancia magnética nuclear de 'H, 1*C (SEFT), COSY y
HSQC (Figura 63 y Figura 215 - Figura 218 del ANEXO), cuyos datos de desplazamientos quimicos,

asi como la correlacion de las sefiales de protdn y carbono se recogen en la Tabla 21.
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Tabla 21. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en dg3Bn (espectro en D:20)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-C (ppm)
Bn 7.58-7.39 (m, 5H) 136.0, 129.2, 129.0, 128.6

-CH;Bn 5.22 (s, 2H) 67.3

an 2 2.58-2.46 (m, 1H) 453

by 3 1.70-1.35 (m, 4H) 29.1

¢ 4, 1.70-1.35 (m, 4H) 25.1

d, 5, 3.23-3.11 (m, 4H) 39.2

as 2, 2.33-2.24 (m, 2H) 46.2

by 3 1.70-1.35 (m, 8H) 29.6

e 4, 1.70-1.35 (m, 8H) 26.8

& 5 3.23-3.11 (m, 8H) 39.4

a3 2 2.33-2.24 (m, 4H) 46.5

bs 33 1.70-1.35 (m, 16H) 30.0

C3 4; 1.70-1.35 (m, 16H) 26.9

d 5, 3.05-2.91 (m, 16H) 39.6
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En la Figura 63 se representan los espectros de RMN-'H de las distintas generaciones de esta
familia de dendrones donde se observa como varian las integrales de las sefiales correspondientes a
los protones de la estructura del monémero, coincidiendo en todos los casos con la relacion teorica.
Las sefiales correspondientes al punto focal permanecen invariables, encontrandose a 7.5 — 7.4 ppm
el multiplete correspondiente a los SH del anillo de benceno y a 5.2 ppm el singlete que corresponde
a los 2H del metileno del bencilo. La sefial de los metilenos terminales “d” aparece entre 3.0 — 2.9
ppm en todas las generaciones, desplazandose la senal correspondiente a “d;” y “di»” a 3.2 — 3.1
ppm en dg2Bn y dg3Bn respectivamente. Esto indica la transformacion del entorno quimico de estos
metilenos, que pasan de ser metilenos en alfa a un grupo amino a metilenos en alfa a un grupo amida.
En el espectro de proton de dg2Bn también se aprecia la aparicion de una sefial a 2.3 — 2.2 ppm que
corresponde a los protones a de la nueva generacion “a,”. La sefial de estos mismos protones aparece
al mismo desplazamiento quimico en la siguiente generacion junto con los nuevos protones “as”. Las

“ 2

sefales correspondientes a los protones “b” y se van superponiendo en todas las generaciones.
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Figura 63. Espectros de RMN-'H en D20 de a) dg3Bn Ratio tedrico [Hai/Ha12:1/12]; [Hat/Ha3:1/16]; [Ha1/Ha2,3:1/6];
[Hai/Hp+c):1/56] b) dg2Bn Ratio teérico [Hai/Hai:1/4]; [Hai/Ha2:1/8]; [Hat/Ha2:1/2]; [Hai/Hp+o):1/24] ¢) dgl1Bn Ratio
teorico [Hat/H cri2pn:1/2]; [Hat/Hai:1/4]; [Hat/Hp+e):1/8]

I11.3.4. Sintesis de dgl-ino

Tal y como se ha detallado en el apartado II1.3. Sintesis de nuevos dendrones amino terminales,
otra familia de dendrones que se ha sintetizado y caracterizado en este trabajo contiene un grupo
alquino en su punto focal, otorgdndole asi las propiedades de reactividad propias del triple enlace

como, por ejemplo, las reacciones tipo click con moléculas o superficies que contengan grupos azida.
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Para abordar la sintesis de esta familia de dendrones se ha empleado la misma unidad estructural
que para la sintesis y crecimiento de las estructuras dendriméricas anteriores, donde las posiciones
relativas de los grupos amino se encuentran a 1,7. El paso inicial en esta ruta sintética es, tal y como
aparece en la Figura 64, la insercion del triple enlace en el punto focal del dendrén que, mediante la

desproteccion de los grupos amino, da lugar a dgl-ine.

BocHN H,N
BocHN 0 0
o)
— > 2HCI
PSR ¢ &
BocHN H.N
BocHN oc \ 2 AN
4 .
dg1Bn-ino-NHBoc dg1-ino

Figura 64. Esquema sintético de dgl-ino

I11.3.4.1. Sintesis de dgl-ino-NHBoc

Se hace reaccionar el mondémero 4 con propargilamina para que, mediante la formacion de un
enlace amida, el grupo alquino se incorpore a la estructura. Se emplea 1,1’-carbonildiimidazol (CDI)
como agente de acoplamiento y la reaccion se lleva a cabo en condiciones anhidras durante una noche

a temperatura ambiente.

BocHN

BocHN o
j:>_/<o . HZN/\% CDI/MeCN L
BocHN o "o BocHN ’\\

4 dg1-ino-NHBoc

Figura 65. Sintesis de dgl-ino-NHBoc

El producto obtenido ha sido completamente caracterizado por resonancia magnética nuclear de
'H, '3C (SEFT), COSY y HSQC (Figura 219 - Figura 222 del ANEXO). Ademas, se ha identificado
mediante espectrometria de masas el pico asociado a [M + H]" a m/z 412.2805. En el espectro de
proton de dgl-ino-NHBoc (Figura 219 del ANEXO) se observa la aparicion de las sefales
correspondientes a los protones introducidos en la estructura con propargilamina donde la sefial mas
caracteristica es la que aparece sobre 4 ppm, que corresponde a los 2H del metileno introducido. El
desplazamiento quimico de la sefal correspondiente al proton terminal del triple enlace coincide con
la sefial del proton “a;”, que ademas se ve ligeramente desplazada de 2.33 ppm en el producto de

partida (4) a 2.22 ppm en dgl-ino-NHBoc.

I11.3.4.2. Sintesis de dgl-ino

Siguiendo el procedimiento general de desproteccion de los grupos aminos se obtiene dgl-ino.

En este caso, la reaccion se lleva a cabo en condiciones anhidras y se hace un seguimiento mediante
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cromatografia en capa fina para mantenerla el menor tiempo posible, obteniéndose un resultado

cuantitativo a las 2 horas. De esta manera, se ha observado que no se produce la adicion de HCI al

BocHN o HCI 4M:dioxano HoN
THF anh. O
T . 2Hal
HN 2h, 0°C - rit. HN
BocHN N\ \

triple enlace.

cuantitativa HoN
dg1-ino-NHBoc dg1-ino

Figura 66. Sintesis de dgl-ino

Por espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + H]"a m/z 212.1757. Este
compuesto ha sido completamente caracterizado por resonancia magnética nuclear de 'H, *C
(SEFT), COSY y HSQC (Figura 67, Figura 77 y Figura 223 - Figura 226 del ANEXO) observandose
la desaparicion de las sefiales del grupo Boc y recogiéndose la asignacion y correlacion de las sefiales

en la Tabla 22.

CHye O b d

1 1
/\N 1, 5 3, 7 5, NHZ)Z

H
CHin, '

Tabla 22. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en dgl-ino (espectro en D20)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)
“CH mo 2.67 (s, 1H) 721
-CHz no 4.05-4.02 (d, 2H) 292
ay 2 2.53-2.22 (m, 1H) 45.9
by 3, 1.76-1.55 (m, 4H) 28.9
¢ 4, 1.76-1.55 (m, 4H) 24.9
d; 5, 3.09-2.98 (m, 4H) 39.5

En la Figura 67 se han superpuesto los espectros de resonancia magnética nuclear de proton de
dgl-ino-NHBoc y de dgl-ino. Estos experimentos se han tenido que realizar en diferentes
disolventes deuterados debido a las diferentes solubilidades de los compuestos, no obstante, lo mas
destacable es como la sefial correspondiente al hidrogeno del triple enlace que aparece a 2.17 ppm,
coincidiendo con la sefial correspondiente a “a;”, en el espectro de dgl-ino-NHBoc en CDClIs, se
desplaza a 2.67 ppm en el espectro de dgl-ino en D;O. Esto mismo se observara en las siguientes

generaciones en las que, para los dendrones amino protegidos apareceran las sefales de “a” y “-CH

ino~ superpuestas y para los dendrones amino terminales se separaran.
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Figura 67. Espectros de RMN-'H de a) dgl1-ino en D20 y b) dgl-ino-NHBoc en CDCl3

II1.3.5. Sintesis de dg2-ino

Para la sintesis de dg2-ino se han llevado a cabo dos estrategias sintéticas diferentes. Una de
ellas (a la que se hace referencia como ruta a)) parte del dendrén de segunda generacion con el grupo
bencilo en el punto focal (dg2Bn-NHBoc) para dar lugar a dicho dendron con el acido carboxilico
libre tras ser hidrogenado. Posteriormente, se introduce propargilamina en el punto focal
obteniéndose dg2-ino-NHBoc (Figura 68).
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Figura 68. Esquema sintético a) de dg2-ino
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La otra ruta sintética que se ha empleado (a la que se hace referencia como ruta b)) es la
correspondiente al procedimiento general de crecimiento del dendréon de primera generacion con
triple enlace en el punto focal (dgl-ino), con el monémero activado (5) como unidad de crecimiento

para dar lugar a dg2-ino-NHBoc (Figura 69).

b)
HoN o BocHN
o)
N<
HN N o-N N
HoN N\ BocHN
dg1-ino 5

HoN BocHN
HoN HN BocHN HN

(o) o)
HN HN
BocHN
HoN HN \ oc! HN ’\\\
(6] o
dg2-ino BocHN dg2-ino-NHBoc

HoN

Figura 69. Esquema sintético b) de dg2-ino

El ultimo paso, que es comun para las dos vias, consiste en la desproteccion de los grupos amino

terminales para finalmente dar lugar a dg2-ino.

Mediante las dos rutas mencionadas se obtiene el dendron objetivo con buenos rendimientos,
teniendo asi la posibilidad de seguir una u otra en funcion de los reactivos previamente preparados

de los que se disponga.

I11.3.5.1. Sintesis de dg2-ino-NHBoc
Ruta a)

Para la obtencion de este producto mediante esta via, primero es necesaria la sintesis del dendrén
de segunda generacion con el acido carboxilico libre. Para ello se lleva a cabo una reaccion de
hidrogenacion empleando hidroxido de paladio (II) como catalizador. Posteriormente se introduce
propargilamina en el punto focal a través de la formacion de un enlace amida, empleando el agente
de acoplamiento CDI en acetonitrilo, tal y como se ha descrito para la sintesis de dgl-ino-NHBoc

en la seccion 111.3.4.1 de esta tesis.
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BocHN—
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dg2Bn-NHBoc dg2COOH-NHBoc dg2-ino-NHBoc

Figura 70. Sintesis a) de dg2-ino-NHBoc

En la Figura 71 se pueden observar los espectros de proton de los distintos productos. Se aprecia
como desaparecen las sefiales correspondientes al grupo bencilo tras el primer paso, es decir, de
dg2Bn-NHBoc a dg2COOH-NHBoc y cémo aparecen las sefales correspondientes al resto de
propargilamina tras el segundo paso, confirmando la sintesis de dg2-ino-NHBoc.

a)
-CHzino

o o o °
b 4 M?‘EJLV\>

-CH 2 e

ino

N o i P
2.00 3.91 8.73 1.19 0.82 2.11 4.85 58.09

b) o L0 o JO>/

1 1 / 2 2 \

ay Cq H a' Cp H 2
I B

el e b
3.56 8.71 1.00 2.12 4.30 56.80

o o o]

-CH,Bn b, d, w JIl
o) O)WN o \O,\,Q >
Bn ay Cq H a, c; H 2 )

— — ot R e

3.90 2.00 3.79 8.11 1.08 2.08 6.32 54.32

74 72 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 5.4 52 50 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 22 2.0 1.8 1.6 1.4
ppm

Figura 71. Espectros de RMN-"H de a) dg2-ino-NHBoc b) dg2COOH-NHBoc y c) dg2Bn-NHBoc en CDCl3

Ruta b)

Siguiendo las condiciones de reaccion descritas para el crecimiento de estas estructuras
dendriméricas, se disuelve dgl-ino en DMF anhidra y se afiade N-metilmorfolina. Al igual que en el
caso de los dendrones con el grupo bencilo en el punto focal, éstos tampoco se tratan con la resina

de intercambio idnico, sino que se adiciona un exceso de base en el crudo de reaccion.
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Posteriormente, se hace reaccionar, durante una noche a temperatura ambiente con el mondémero

activado 5 para dar lugar a dg2-ino-NHBoc con un buen rendimiento y sin necesidad de purificacion.

HoN
(0]
-2HCI
HN
HoN
2 ‘\\

dg1-ino

BocHN X .
o N-metilmorfolina
% N DMF anh.
+ NN S ——
O-N 16h, t.a.
BocHN @

94%

Figura 72. Sintesis b) de dg2-ino-NHBoc

BocHN
b%o
BocHN HN
O
HN
BocHNx HN \

0]

BocHN dg2-ino-NHBoc

Se ha identificado el pico asociado a [M + H]" por espectrometria de masas a m/z 924.6393.

Ademas, dg2-ino-NHBoc ha sido caracterizado por resonancia magnética nuclear de proton y

carbono (Figura 227 y Figura 228 del ANEXO) siendo posible la asignacion de todas las sefiales

gracias a la ayuda de los espectros bidimensionales COSY y HSQC (Figura 229 y Figura 230 del

ANEXO). En la Tabla 23 se recogen los datos de los espectros de proton y carbono de este producto.

o 0 o ¢
-Gy Mo W W )k ><
SE N A5 N 6077
_CHM///\H 1 2, 1 . 1 H 1, 2,0 %2 4, 2 H g /2 )

Tabla 23. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-3C en dg2-ino-NHBoc (espectro en CDCl3)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-C (ppm)
“CH mo 220 (s, 1H) 713
-CHz no 3.98-3.96 (d, 2H) 29.0
a 2, 2.35-2.25 (m, 1H) 453
by 3 1.48-1.31 (m, 4H) 30.0
¢ 4, 1.48-1.32(m, 4H) 28.0
d, 5, 3.30-3.19 (m, 4H) 402
a 2 2.17-2.10 (m, 2H) 46.1
N N 1.64-1.53 (m,4H) .

1.48-1.31 (m, 4H)

e 4, 1.48-1.31 (m, 8H) 27.5
d 55 3.15-2.98 (m, 8H) 38.7
¢ 8 1.39 (s, 36H) 285
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II1.3.5.2. Sintesis de dg2-ino

Una vez obtenido dg2-ino-NHBoc, se obtiene dg2-ino mediante la desproteccion de los grupos
aminos en medio acido. En este proceso, al igual que con la primera generacion, se tiene la precaucion

de mantener el sistema de reaccioén en condiciones anhidras para evitar adiciones al triple enlace.

BocHN H,N

BocHN HN HCI 4M:dioxano HoN HN

O THF anh. 0
N > “4HCI
N Cuantiatva HN
BocHN uantitativ: H.N
QN ’\\ z HN ’\\
o) j<o
BocHN dg2-ino-NHBoc H,N dg2-ino

Figura 73. Sintesis de dg2-ino

El producto obtenido de manera cuantitativa se ha identificado mediante espectrometria de masas
al observar el pico correspondiente a [M + H]|" a m/z 524.4283. También se ha caracterizado
completamente por técnicas de resonancia magnética nuclear (Figura 77 y Figura 231 - Figura 234
del ANEXO) cuya asignacion de las sefiales presentes en los espectros de proton y carbono se recoge

en la Tabla 24.

Tabla 24. Correlacion de las sefiales en RMN-'H y RMN-3C en dg2-ino (espectro D20)

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-"C (ppm)
“CH mo 2.67 (s, 1H) 71.9
“CH2 no 4.02-4.00 (d, 2H) 28.8
an 2, 2.38-2.34 (m, 1H) 46.2
b, 3, 1.69-1.51 (m, 4H) 30.1
¢ 4 1.69-1.51 (m, 4H) 26.8
& 5, 3.99-3.15 (m, 4H) 39.3
2 2 2.38-2.34 (m, 2H) 46.3
by 3, 1.69-1.51 (m, 8H) 29.1
e 4, 1.69-1.51 (m, 8H) 25.0
d> 5 3.10-2.98 (m, 8H) 39.5
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II1.3.6. Sintesis de dg3-ino

La sintesis de la tercera generacion se ha intentado abordar también siguiendo las dos estrategias
descritas anteriormente. Sin embargo, en el caso de la ruta a), en la que se parte de dg3Bn-NHBoc,
no se han obtenido buenos resultados. La reaccion de hidrogenacion para la desproteccion del grupo
-COOH sucede de manera cuantitativa, mientras que no se ha conseguido la insercion de
propargilamina en el punto focal mediante la formacion del enlace amida. Para ello se han probado
diferentes condiciones como un aumento en el tiempo de reaccidn, en los equivalentes adicionados
de CDI y en los de propargilamina. También se ha pretendido la formacion de dicho enlace amida
con las condiciones de reaccion de crecimiento empleada en la sintesis de dendrimeros, es decir, la
activacion del acido con HOBt, DMAP y EDCI en DCM anhidro en una primera etapa y el posterior
acoplamiento con la amina en una segunda etapa. En ningln caso se ha observado la introduccion
del resto propargilo en la estructura del dendron. Esto puede deberse a un posible back-folding de los
brazos de la molécula, dificultando asi el acceso al grupo acido carboxilico e imposibilitando su

reactividad.

De este modo, la generacién mads alta de esta familia de dendrones sintetizada en este trabajo se

lleva a cabo siguiendo los procedimientos generales de crecimiento / desproteccion ya descritos.

I11.3.6.1. Sintesis de dg3-ino-NHBoc

La formacion de enlaces amida entre los grupos amino de dg2-ino y el grupo carboxilico de 5
en las condiciones empleadas, da lugar a la formacion de dg3-ino-NHBoc. En este caso, la mezcla
de reaccion se mantiene en agitacion durante 3 dias con el fin de asegurar la reaccion de todos y cada

uno de los grupos amino terminales y evitar asi la obtencion de una estructura con defectos.

BocHN

BocHNﬁ\%

- BocHN

oN- BocHN BocHN

HN o] o] N-metilmorfolina ¢
4HCI N=n DMF anh. o
HN- * O-N
HoN— \”7 N \\\ BocHN 3 dlaso t.a. HN—
>< 82% BocHN N /\ \\
S O dg2-ino 5 A\
HoN—

BocHN

BocHN?/& dg3-ino-NHBoc

BocHN

Figura 74. Sintesis de dg3-ino-NHBoc

La sintesis de este dendron en escala de gramos se ha obtenido con un rendimiento del 82%.

Mediante espectrometria de masas se ha identificado el pico correspondiente a [M + Na]** a m/z
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986.6729. En el espectro de proton de dg3-ino-NHBoc se observa una distribucion de sefiales
analoga al espectro del compuesto de segunda generacion, apreciandose la superposicion de las
senales de la nueva generacion con las sefiales correspondientes a los metilenos de las generaciones
anteriores ensanchandose asi, las sefiales. Asimismo, la sefial correspondiente al proton terminal del

triple enlace, aparece superpuesta con las sefiales correspondientes a los protones “a;2;3”.

o o o e
a) e R oo T W D)
"N N ) )
/N al o Nl N oa & § © 2/, e

-CHino

2 bios
C123

2.00 3.91 8.73 1.190.82 2.11 4.85 58.09

44 43 42 41 40 3.9 3.8 37 3.6 35 34 3.3 3.2 31 3.0 2.9 2.8 27 2.6 2.5 2.4 2.3 22 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4
ppm

Figura 75. Espectros de RMN-'H de a) dg3-ino-NHBoc y b) dg2-ino-NHBoc en CDCl3

Se ha caracterizado dg3-ino-NHBoc por resonancia magnética nuclear de proton, carbono,
COSY y HSQC (Figura 235 - Figura 238 del ANEXO). Se han asignado todas las sefales y la

correlacion entre las sefiales de proton y carbono se recogen en la Tabla 25.

104



Sintesis y caracterizacion de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales

o] e 8
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c. “CHzino Q b, d b, & by . G
O NI N)j\az/é\%ﬁsN A N N)sj\o )
/\th 314151H1222 24, 2 h P2 343 * H 7 22
-CH
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Tabla 25. Correlacion de las sefiales en RMN-'"H y RMN-3C en dg3-ino-NHBoc (espectro en CDCl3)

Posicién RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)
CHumo 2.32-2.08 (m, 1H) 711
-CH2 ino | 3.98 (s, 2H) 28.9
a 2 2.32-2.08 (m, 1H) 46.3
bi 3 1.82-1.19 (m, 4H) 29.8
Ci 4, 1.82-1.19 (m, 4H) 27.8
d 5 3.42-2.95 (m, 4H) 38.9
a 2 2.32-2.08 (m, 2H) 463
b, 3 1.82-1.19 (m, 8H) 29.8
e 4 1.82-1.19 (m, 8H) 28.0
d 5, 3.42-2.95 (m, 8H) 39.1
a 2 2.32-2.08 (m, 4H) 463
bs 33 1.82-1.19 (m, 16H) 30.1
C3 43 1.82-1.19 (m, 16H) 28.1
ds 55 3.42-2.95 (m, 16H) 40.4
e 8 1.43 (s, 72H) 28.6

I11.3.6.2. Sintesis de dg3-ino

La desproteccion de los grupos amino de dg3-ino-NHBoc en medio acido da lugar al producto
deseado de manera cuantitativa. Para ello, bajo condiciones anhidras, se disuelve el dendron de
tercera generacion con los aminos protegidos en THF anhidro y se enfria en bafio de agua-hielo.
Posteriormente se adiciona, gota a gota, HCI 4M en dioxano y se deja en agitacion constante durante
una noche. Pasado este tiempo, se elimina completamente el disolvente y se purifica mediante

cromatografia de exclusion molecular empleando Sephadex™ G10 como fase estacionaria.
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Figura 76. Sintesis de dg3-ino

Mediante espectrometria de masas se observa el pico correspondiente a [M + HJ*" a m/z
574.9703. dg3-ino se ha caracterizado completamente por resonancia magnética nuclear de proton,
carbono, COSY y HSQC (Figura 77 y Figura 239 - Figura 242 del ANEXO), recogiéndose la

asignacion de las sefiales de proton y carbono en la Tabla 26.

o o 0]
c CHy ino b, d, b, d, by o ds
O a23025N133335NH>
/”1'21 314151N1227 2 2 g\ Ty, 222

Tabla 26. Correlacion de las sefiales en RMN-"H y RMN-3C en dg3-ino (espectro D20)

2

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-3C (ppm)
CHumo 2.32-2.08 (m, 1H) 711
“CHaino 3.98 (s, 2H) 28.9

a 2 2.32-2.08 (m, 1H) 46.3
b, 3 1.82-1.19 (m, 4H) 29.8
¢ 4, 1.82-1.19 (m, 4H) 27.8
d 5, 3.42-2.95 (m, 4H) 38.9
a2 2 2.32-2.08 (m, 2H) 46.3
b 3 1.82-1.19 (m, 8H) 29.8
2 4 1.82-1.19 (m, 8H) 28.0
d 55 3.42-2.95 (m, 8H) 39.1
a 2 2.32-2.08 (m, 4H) 46.3
b3 33 1.82-1.19 (m, 16H) 30.1
c3 45 1.82-1.19 (m, 16H) 28.1
ds 55 3.42-2.95 (m, 16H) 40.4

En la Figura 77 se muestran los espectros de RMN-'H de a) dg3-ino b) dg2-ino y c¢) dgl-ino en

D,0. Las integrales de las sefiales de proton varian entre las distintas generaciones, ajustandose a la
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relacion tedrica indicada en el pie de la figura. La sefial correspondiente a los metilenos terminales

“d” aparece entre 3.3 — 2.9 ppm en todas las generaciones. En los espectros del dendrén de segunda

y tercera generacion, las sefales correspondientes a “a,” y “as” aparecen superpuestas con la sefial
[Pt

correspondiente a “a;”. Las sefiales correspondientes a los protones “b” y “c” se van superponiendo

en todas las generaciones produciéndose un ensanchamiento de las sefiales.

T
b) 1.29 12.93 16.80 0.62 7.00 56.79

2.00 4.31 0.37 1.01 8.14

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
44 4342414039 38373635343332313029282726252423222120191817161514131211
ppm

Figura 77. Espectros de RMN-'H en D20 de a) dg3-ino Ratio teérico [Ho/H-crizino:7/2]; [Ha/Hai,2:7/12]; [Ho/Ha3:7/16];
[Ho/Hp+c):7/56] b) dg2-ino Ratio teorico [Ho/H crizino:3/2]; [Ho/Hai:3/4]; [Ho/Ha2:3/8]; [Ho/Hp+c):3/24] ¢) dgl-ino Ratio
teorico [Hai/H-ctzino:1/2]; [H-ctizino /H-CHino:2/1]; [Hai/Hai1:1/4]; [Hai/Hp+c):1/8]

II1.3.7. Sintesis de dg1N3

Otro tipo de dendrones sintetizados en este trabajo son, tal y como se ha detallado anteriormente,
aquellos que poseen un grupo azida en su punto focal. La estructura base del dendrén contintia siendo
la misma, por tanto, para su sintesis se parte del compuesto 4 y se introduce 3-azidopropilamina tal

y como se refleja en la Figura 78.
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Figura 78. Esquema sintético de dgl1N3

II1.3.7.1. Sintesis de 6

Para la insercion del grupo azida en el punto focal, el primer paso es la sustitucion de bromo por
azida en 3-bromopropilamina. Esta reaccion se lleva a cabo empleando un exceso de azida sodica en
agua, calentando a 80°C durante 3 dias. La peculiaridad de esta reaccion sucede en la extraccion y
aislamiento del producto, la cual se realiza con dietiléter que, debido a la alta volatilidad del

compuesto 6, se elimina evaporando a temperatura ambiente.

NaN3/ H,0
Br” ™>""NH, ‘HBr

Ny~ > NH,
3 dias, 80°C
60% 6

Figura 79. Sintesis de 6

II1.3.7.2. Sintesis de dglN;-NHBoc

El acoplamiento entre los compuestos 4 y 6 da lugar a la formacion de un enlace amida por el
cual queda introducido el resto propilazido en el punto focal del dendron. Las condiciones de esta
reaccion son las mismas que se han empleado para la sintesis del dendrén con triple enlace, es decir,
1,1'-carbonildiimidazol en acetonitrilo durante un dia a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, y

tras la elaboracion de la reaccion, se obtiene dg1N3-NHBoc sin necesidad de purificacion.

BocHN BocHN o
0 P CDI/MeCN
+ N; NH, _—
OH 16h ta. HN’\ﬂ\
BocHN
4

0y
BocHN 6 54% N,

dg1N;-NHBoc

Figura 80. Sintesis de dgIN3-NHBoc

El compuesto obtenido se ha estudiado por espectrometria de masas donde se observa el pico
correspondiente a [M + H]" a m/z 457.3131. Ademas, se ha caracterizado por resonancia magnética
nuclear de proton, carbono, COSY y HSQC (Figura 85 y Figura 244 - Figura 247 del ANEXO). En
el espectro de RMN-'H de dg1N3;-NHBoc (Figura 85 y Figura 244 del ANEXO) se aprecia como se
desplaza la sefial correspondiente al proton unido al carbono terciario de 2.33 ppm en el producto de

partida 4 a 2.15 ppm en el espectro de dglN3-NHBoc. Esto es debido a que el entorno quimico de
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este proton se ha visto modificado con la formacion del enlace amida. Ademads, se observan las

sefiales correspondientes a los tres metilenos introducidos con la cadena de propilazida.

II1.3.7.3. Sintesis de dg1N3
La desproteccion de los grupos amino de dgl1N3-NHBoc en medio acido, da lugar al compuesto

con el grupo azida en el punto focal de manera cuantitativa.

BocHN HCI 4M:dioxano HoN

o] THF o]
2h, 0°C - t.a.

BocHN ’L\N cuantitatitlz HaN ‘\‘\

3

N
dg1N,-NHBoc dgiN, ¢

Figura 81. Sintesis de dg1Ns

Para ello se siguen las condiciones descritas en el procedimiento general de desproteccion de
grupos aminos. El compuesto obtenido ha sido identificado mediante el pico correspondiente a [M +
H]" a m/z 257.2081 por espectrometria de masas. Este compuesto también ha sido completamente
caracterizado por resonancia magnética nuclear de proton, carbono, COSY y HSQC (Figura 87 y

Figura 248 - Figura 251 del ANEXO).

I11.3.8. Sintesis de dg2N3

El crecimiento de dglN; mediante el protocolo general da lugar al dendréon de segunda
generacion. Este crecimiento consta de la etapa de acoplamiento con el monomero activado (5) y la

posterior etapa de desproteccion de los grupos aminos terminales.

I11.3.8.1. Sintesis de dg2N3;-NHBoc

La reaccion de acoplamiento entre dglN3 y el mondmero activado (5) se lleva a cabo en DMF
anhidra empleando un exceso de base. Pasado este tiempo se elabora la reaccion y, tras precipitacion

en hexano, se obtiene dg2N3-NHBoc como un s6lido incoloro.

BocHN

(0]
H,N BocHN— . .
o o) N-metilmorfolina BocHN—/ HN
N_ DMF anh. [e]
-2HCI + 4 =N T
HN O-N | 16h, t.a.
H,N \—\ BocHN = 82% HN”\_\
N, N / BocHN/\wN
N3
dg1N, 5 Ve ©
BocHN—
dg2N,-NHBoc

Figura 82. Sintesis de dg2N3-NHBoc
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El compuesto obtenido ha sido identificado a través del pico correspondiente [M + H]" a m/z
969.6702 por espectrometria de masas. Ademas, este producto ha sido caracterizado por resonancia
magnética nuclear de protén, carbono, COSY y HSQC (Figura 85 y Figura 252 - Figura 255 del
ANEXO). En el espectro de proton se identifican las sefiales correspondientes a todos los protones
de la estructura. La distribucion de sefiales a lo largo del espectro de dg2N3-NHBoc es muy similar
a la de dglN3;-NHBoc, variando sobre todo el valor de las integrales y el ensanchamiento de las
sefales. La sefal de los protones de los metilenos terminales de cada generacion se desdobla y

algunos se superponen con las sefales de los metilenos correspondientes al resto de propilazida.

III. 3.8.2. Sintesis de dg2N;

La desproteccion de los grupos aminos del dendron anterior da lugar a dg2Nsz. Mediante el
procedimiento general de desproteccion se obtiene este dendron de manera cuantitativa sin necesidad

de purificar.

BocHN HoN
b\(o o)
BocHN HN HCI 4M:dioxano H2N HN o
0 THF
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HN N
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o) [¢]
BochN dg2N,-NHBoc HoN dg2N,

Figura 83. Sintesis de dg2Ns

Se ha observado el pico correspondiente a [M + H]" a m/z 569.4606 mediante espectrometria de
masas. Este dendron ha sido caracterizado por resonancia magnética nuclear de protén, carbono,
COSY y HSQC (Figura 87 y Figura 256 - Figura 259 del ANEXO) donde ha sido posible asignar

todas las sefiales cuya correlacion se recoge en la Tabla 27.
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Tabla 27. Correlacion de las sefiales en RMN-'"H y RMN-3C en dg2Ns (espectro DMSO-ds)

Posicién RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)
aNs 3.38-3.35 (¢, 2H) 48.4
bN; 1.70-1.62 (m, 2H) 28.4
cN; 3.13-3.08 (m, 2H) 35.7
a 2 2.252.15 (m, 1H) 45.1
by 3 1.55-1.26 (m, 4H) 30.1
¢ 4, 1.55-1.26 (m, 4H) 273
d, 5, 3.07-2.89 (m, 4H) 38.4
a 2, 2.25-2.15 (m, 2H) 44.2
b, 3 1.55-1.26 (m, 8H) 39.2
e 4, 1.55-1.26 (m, 8H) 24.8
d 5, 2.82-2.69 (m, 8H) 38.6

I11.3.9. Sintesis de dg3N3

La sintesis de la generacion mas alta que se ha preparado de esta familia de dendrones se lleva a

cabo siguiendo el procedimiento general.

I11.3.9.1. Sintesis de dg3N3;-NHBoc

El acoplamiento entre dg2N; y 5 se realiza siguiendo las condiciones descritas en el
procedimiento general de crecimiento, el cual consta en hacer reaccionar ambos reactivos en DMF
anhidra en presencia de N-metilmorfolina para dar lugar a dg3N3-NHBoc. En este caso, la reaccion
se mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante 3 dias para asegurar la completa formacion
del dendron de tercera generacion. dg3N3;-NHBoc se obtiene con muy buen rendimiento tras

precipitacion en hexano.
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Figura 84. Sintesis de dg3N3-NHBoc

Mediante espectrometria de masas se observa el pico correspondiente a [M + Na]** a m/z
1008.6871 por el que se identifica dg3N3-NHBoc. Ademas, este producto ha sido caracterizado por
resonancia magnética nuclear de proton, carbono, COSY y HSQC (Figura 85 y Figura 260 - Figura

263 del ANEXO) donde ha sido posible asignar todas las sefiales cuya correlacion entre las de proton

y carbono se recogen en la Tabla 28.
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Tabla 28. Correlacion de las sefiales en RMN-'"H y RMN->C en dg3N3-NHBoc (espectro DMSO-ds)

2

Posicién RMN-'H (ppm) RMN-1C (ppm)

aNs 3.433.27 (m, 2H) 48.9

bN; 1.69-1.60 (m, 2H) 29.0

cN; 3.14-3.06 (m, 2H) 36.2
a 2 2.15-2.01 (m, 1H) 45.6
by 3, 1.49-1.17 (m, 4H) 30.1
¢ 4, 1.49-1.17 (m, 4H) 27.7
d, 5, 3.06-2.95 (m, 4H) 38.7
a 2 2.15-2.01 (m, 2H) 45.6
b, 3 1.49-1.17 (m, 8H) 30.3
e 4, 1.49-1.17 (m, 8H) 27.8
d 5, 3.06-2.95 (m, 8H) 38.7
a3 2 2.15-2.01 (m, 4H) 45.6
b3 33 1.49-1.17 (m, 16H) 30.5
C3 43 1.49-1.17 (m, 16H) 28.1
ds 53 2.91-2.78 (m, 16H) 38.7
e 8 1.49-1.17 (m, 72H) 28.7

En la Figura 85 se muestran los espectros de proton de las tres generaciones de dendrones con
grupo azido en el punto focal y con los grupos amino terminales protegidos. En el caso de dg3Ns-
NHBoc esta realizado en DMSO-ds debido a la dificultad de disolver el compuesto en CDClj,
obteniéndose en este caso un espectro de 'H-RMN con poca resolucion. En estos espectros se observa
el mismo patrén de distribucion de las sefiales, coincidiendo el valor de las integrales en todos los
casos con los valores tedricos. También se aprecia el ensanchamiento de las sefales (por

superposicion de estas) a medida que aumenta la generacion.
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Figura 85. Espectros de RMN-'H de a) dg3N3-NHBoc en DMSO-ds b) dg2N3-NHBoc en CDCl3
vy ¢) dgIN3-NHBoc en CDCl3

I11.3.9.2. Sintesis de dg3N;

La desproteccion de los grupos aminos de dg3Ns;-NHBoc mediante el procedimiento general, y
posterior purificacion por cromatografia de exclusion molecular con Sephadex™ G10 como fase

estacionaria, da lugar a dg3N3; de manera cuantitativa.
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Figura 86. Sintesis de dg3Ns
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Por espectrometria de masas se observa el pico correspondiente a [M + H]*" a m/z 597.4718.
dg3Ns se ha caracterizado por técnicas de resonancia magnética nuclear de protén, carbono, COSY
y HSQC (Figura 87 y Figura 256 - Figura 259 del ANEXO) cuya asignacion de las sefales y la

correlacion entre las sefiales de protdn y carbono se recoge en la Tabla 29.

o) o] o)
aN,  oN, o[ 4 e & oo &
N NI RS N NI R ONNIE g (N 53NH2>>
NS H'L T4 Y2,V 4 CH 2%\ g 2/,

Tabla 29. Correlacion de las seiiales en RMN-'H y RMN-*C en dg3Ns (espectro DMSO-ds)

2

Posicion RMN-'H (ppm) RMN-BC (ppm)

aN; 3.40-3.34 (m, 2H) 48.5

bN; 1.71-1.63 (m, 2H) 28.5

N 3.17-2.92 (m, 2H) 35.7
a 2, 2.30-2.19 (m, 1H) 44.1
by 3, 1.56-1.25 (m, 4H) 30.1
¢ 4 1.56-1.25 (m, 4H) 273
d; 5 3.17-2.92 (m, 4H) 38.7
a 2 2.30-2.19 (m, 2H) 44.1
b 3, 1.56-1.25 (m, 8H) 292
e 4 1.56-1.25 (m, 8H) 24.8
d 5 3.17-2.92 (m, 8H) 38.5
a3 2 2.30-2.19 (m, 4H) 438
bs 3 1.56-1.25 (m, 16H) 28.9
¢ 45 1.56-1.25 (m, 16H) 24.7
ds 53 2.81-2.66 (m, 16H) 38.3

Al comparar los espectros de RMN-'H de las diferentes generaciones de dendrones (Figura 87)
se encuentra un patrén de asignacion en las sefiales. En esta figura se aprecia como los protones “a”
se van superponiendo conforme aumentan las generaciones siempre en el mismo rango de
desplazamiento quimico. Los metilenos periféricos “d” aparecen a menor desplazamiento que los
correspondientes metilenos “d” internos, apareciendo muy cercanos ¢ incluso superpuestos a los
metilenos “cN3” en las segunda y tercera generaciones. Los metilenos del punto focal “aN3” “bNs”

(3 2 : 4 . . . ,

y “cN3” permanecen a un desplazamiento practicamente invariable en los espectros de proton de las

tres generaciones de esta estructura dendrimérica.
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Figura 87. Espectros de RMN-'H en DMSO-ds de a) dg3NsRatio teérico [Ho/Havs:7/2]; [Ho/Hans:7/2]; [Ho/Ha1,2:7/12];
[Ha/ Has:7/16]; [Ho/Hins:7/2]; [Hao/Hopso:7/56] b) dg2NsRatio teérico [Ha/Huns:3/2]; [Ho/Hans:3/2]; [Ha/Har:3/4]; [Ha!
Hai2:3/8]; [Ho/Hpn3:3/2]; [Ho/Hp+c):3/24] ¢) dg1N3 Ratio teorico [Hai/Hans: 1/2]; [Hat/Hans:1/2]; [Hai/Hai:1/4];
[Hat/Hpn3:1/2]; [Hat/Hp+e):1/8]

En este trabajo se ha disefiado una metodologia sintética eficiente y versatil para preparar
estructuras dendriméricas basadas en enlaces tipo amida, donde la escala de gramo se logra con
rendimientos muy buenos. Ademas, s6lo son necesarios procesos de purificacion a partir de la
segunda generacion, y éstos son muy sencillos tanto para las estructuras con los grupos amino
terminales libre como protegidos. Se han obtenido dendrones con diferentes grupos funcionales en
el punto focal, proporcionando asi distinta reactividad y, por tanto, ampliando el rango de potenciales
aplicaciones. Estos dendrones han sido completamente caracterizados por resonancia magnética

nuclear (RMN-'H, RMN-*C, COSY, HSQC) y espectrometria de masas (ESI-TOF).
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Sintesis de dendrimeros antigénicos para la deteccion de alergia a farmacos

IV.1. Introduccién

Las reacciones adversas a antibidticos B-lactimicos son muy comunes y estan mediadas por un
mecanismo inmunolégico especifico.!*>!*3 El estudio de las penicilinas y su inmunoquimica se usa
como modelo en el estudio de reacciones adversas a otros medicamentos ya que ha sido el antibidtico
mas estudiado debido a su elevado consumo y a la estabilidad quimica de los conjugados formados.'*
Ciertos estudios demostraron que su determinante antigénico principal y por tanto, responsable de la

reaccion alérgica es el grupo peniciloilo.!#>:14¢

El inmunoensayo ha sido el método para deteccion de anticuerpos IgE mas utilizado durante
mucho tiempo. Actualmente se usan métodos basados en la activacion de basofilos por la actividad
de un determinado farmaco en pacientes alérgicos. Para los métodos de diagnostico es necesario que
el farmaco esté unido covalentemente a una proteina para que asi pueda ser reconocido por los
anticuerpos IgE de membrana de mastocitos y baséfilos y por los linfocitos T. Por ello es necesario

el estudio de la estructura quimica resultante tras la union covalente entre farmaco y proteina.

Tal y como se puede ver en la Figura 88, el anillo f-lactdmico en la estructura quimica de
penicilinas se encuentra fusionado a un anillo de tiazolidina. Los distintos sustituyentes (R) dan lugar

a las distintas penicilinas. En el caso de interés para este capitulo: amoxicilina y bencilpenicilina.

HHH
NG =S
O T j;N(% Amoxicilina
(o} -
CO,Na*
N s
0 j;Nf% I
(0] P
CO,Na*
Penicilinas HHH
NG =LS
) j;,(% Bencilpenicilina o penicilina G
°© o, Na*

Figura 88. Estructura quimica de las penicilinas

La alta reactividad de las penicilinas, determinada por la gran tension del anillo de B-lactama,
provoca que, tras su reaccion in vivo, se generen distintos metabolitos reconocibles por el sistema

inmunolégico.
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El determinante antigénico principal de amoxicilina es amoxiciloilo (AXO), mientras que el que
se forma tras metabolizar bencilpenicilina es bencilpeniciloilo (BPO). Estos determinantes
antigénicos se generan tras el ataque nucleofilico de grupos aminos de restos de lisina presentes en
las proteinas (portador) a la molécula de penicilina. Estos restos de lisina se encuentran generalmente
en la albumina de suero humano (HSA) en plasma y membranas celulares. Tras el ataque nucledfilo
se produce la apertura del ciclo de B-lactama que, debido a la tension de la estructura generada por

los dos heterociclos fusionados, es una apertura rapida y efectiva.

Grupo peniciloilo

H HH ®’Z<NH _
ﬁ% ka% NE

©o,Na* BPO

QA A0
o

\ Portador

/,/ & » -
| Portador NH2 o )
<’ T -

Figura 89. Determinantes antigénicos principales

AXO y BPO son lo suficientemente estables para ser aislados y caracterizados, de modo que
estas mismas reacciones en las que se producen los determinantes antigénicos se pueden imitar in
vitro. Ademas, se puede sustituir la molécula portadora por otra macromolécula que también

disponga de grupos aminos y emule la proteina.

Uno de los mayores retos para el diagnostico de alergia a antibidticos P-lactamicos in vitro
consiste en emular los procesos de reconocimiento molecular que tienen lugar in vivo entre el

conjugado hapteno-portador y los anticuerpos.

En este caso, son factores clave para el reconocimiento molecular tanto el tamafio del portador
como la distribucion y densidad de hapteno en él. Tradicionalmente se han empleado albumina de
suero humano (HSA)'*7 y poli-L-Lisina (PLL) artificial como moléculas portadoras en estos estudios,
aunque los conjugados formados no se han caracterizado quimicamente por completo. Estas
moléculas han resultado muy ttiles para el avance de los estudios, aunque presentan ciertos
inconvenientes. Por ejemplo, en el conjugado BPO-HSA se observan pocos residuos de BPO en la
superficie de la molécula quedando los demas impedidos para su reconocimiento por el anticuerpo,
lo que hace pensar que HSA no es la mas adecuada para extrapolarla al diagnostico de IgE in vitro.
En el caso de PLL se aumenta el nimero de haptenos por molécula respecto a HSA, lo que conlleva
mayor sensibilidad y reproducibilidad en la técnica, sin embargo, en los conjugados con PLL se
encuentra distinta densidad y distribucion de haptenos lo cual repercute en la fiabilidad y

reproducibilidad de los tests diagnosticos.'*®
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Como estructura quimica alternativa que actiie como transportadora y que no presente los
problemas de las macromoléculas tradicionales (HSA y PLL), el grupo de investigacion en el que se
ha desarrollado esta tesis ha empleado los dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM). En este caso
se propone la sintesis del conjugado hapteno-portador, empleando como macromolécula portadora
los nuevos dendrimeros sintetizados y descritos en el capitulo I1I.1 de este trabajo. Estos dendrimeros
serian los sustitutos de las proteinas globulares en inmunodiagnostico. Las proteinas globulares son
muy susceptibles a condiciones desnaturalizantes como temperatura, luz, y pH, por el contrario, los
dendrimeros son inertes, con estructuras tridimensionales fijas. Estas propiedades hacen de estos
compuestos candidatos idoneos para su empleo en inmunoensayo. La presencia de grupos aminos en
su superficie permite la reaccion con los anillos B-lactamicos presentes en las penicilinas y, ademas,

son solubles en medio acuoso.

IV.2. Sintesis de DGnAXO

Se ha sintetizado hasta la cuarta generacion de dendrimeros funcionalizados con grupos
amoxiciloilos en su periferia. Para la sintesis de cada uno de ellos se parte del dendrimero amino
terminal y se hace reaccionar con un exceso de amoxicilina. En esta reaccion se produce un ataque
nucleofilico de los grupos aminos terminales de la estructura dendrimérica al ciclo B-lactamico del

farmaco, produciéndose la apertura de éste y la formacion de un enlace tipo amida.

IV.2.1. Sintesis de DG1AXO

Se trata DG1 con la resina de intercambio i6nico Amberlist durante 1h en metanol, tras la cual
se filtra y elimina el disolvente. Posteriormente se disuelve el dendrimero en tampdén carbonato
acuoso, pH 10.4 y se enftria a 4°C, donde se adiciona amoxicilina sddica y se mantiene en agitacion
a dicha temperatura durante 16h. Pasado este tiempo, el crudo de reaccion se purifica mediante
cromatografia de exclusion por tamafio para dar lugar a DG1AXO como un so6lido incoloro con un

rendimiento del 87%.
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Figura 90. Sintesis de DG1AXO

Este compuesto ha sido caracterizado por resonancia magnética nuclear de proton (Figura 91,
Figura 95), carbono, y los bidimensionales COSY y HSQC, los cuales han sido de gran utilidad para
la asignacion de las sefiales (Figura 268 - Figura 271 del ANEXO).

Tanto la naturaleza del disolvente, el pH del medio o la temperatura afectan en los espectros de
proton y carbono de estas estructuras.'*!>° Se ha estudiado la estabilidad de estas estructuras
mediante RMN en D»O a distintos pD y distintos tiempos, observandose una mejor resolucion en las
sefiales de proton a pD basico.'*® Es por esto que, los espectros de RMN de los productos sintetizados

en este capitulo se han realizado en DO a pD bésico por adicion de Na,COs.

En la Figura 91 se presenta el espectro de 'TH-RMN de DG1AXO y el del conjugado amoxicilina-
butilamina (Bu-AXO). En ella se han podido observar los picos caracteristicos de la unidad AXO,

“ L3

como las sefiales correspondientes al anillo de B-lactama abierto “f” y “e” que aparecen a 4.96 y 4.29
ppm respectivamente. Cuando el anillo esta cerrado, las sefiales correspondientes a estos protones

aparecen juntas en torno a 5.5 ppm.
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Figura 91. Espectros de 'H-RMN en D20 + NaxCOjs de a) DGI-AXO y b) Bu-AXO
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Ademas, en el espectro de DG1AXO (Figura 91 a)), se observan las sefiales asociadas a los
metilenos de la estructura dendrimérica “EDA”, “a;”, “b1”, “ci” y “di” ya estudiadas en el capitulo
anterior. También son caracteristicas las sefiales de la region aromatica a 7.17 y 6.72 ppm

4‘1”

correspondientes a “k” y

1V.2.2. Sintesis de DG2AXO

Para la sintesis de DG2AXO se sigue el procedimiento general, ya descrito en el apartado
anterior, con la salvedad de que, en este caso, la reaccion se mantiene 42h en agitacion a 4°C
refrescandose a las 24h con la misma cantidad de farmaco que se afiadid inicialmente. Transcurrido
el tiempo de reaccion, se purifica por cromatografia de exclusion por tamafio obteniéndose

DG2AXO como un solido incoloro con un 82% de rendimiento.
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H
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DG2AXO

Figura 92. Sintesis de DG2

Se ha caracterizado esta estructura por resonancia magnética nuclear de proton, carbono, COSY

y HSQC (Figura 95 y Figura 272 - Figura 275 del ANEXO)

1V.2.3. Sintesis de DG3AXO

DG3AXO se obtiene como un solido incoloro con un 85% de rendimiento tras seguir el
procedimiento general con DG3 como sustrato de partida. Para ello, el tiempo de reaccion se ha
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prolongado a 3 dias refrescando con un exceso de amoxicilina sodica cada 24h, y tras este tiempo, el

crudo de reaccion ha sido purificado mediante cromatografia de exclusion por tamafio molecular.
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Figura 93. Sintesis de DG3AX0

Se ha caracterizado DG3AXO por técnicas de resonancia magnética nuclear de protdn, carbono,
COSY y HSQC (Figura 95 y Figura 276 - Figura 279 del ANEXO). Con la ayuda de los experimentos

bidimensionales ha sido posible la asignacion de las sefales de protdn y carbono.

1V.2.4. Sintesis de DG4AXO

Siguiendo el procedimiento general, se mantiene la reaccion en agitacion a 4°C durante 4 dias,
refrescando con un exceso de farmaco cada 24h. Tras purificar mediante cromatografia de exclusion

por tamaiio, se obtiene DG4AXO como un sélido incoloro con un rendimiento del 87%.
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Figura 94. Sintesis de DG4AX0

DG4AXO ha sido caracterizado por resonancia magnética nuclear de protén, carbono, COSY y

HSQC (Figura 95 y Figura 280 - Figura 283 del ANEXO).

En la Figura 95 se muestran los espectros de protoén de todas las generaciones de dendrimeros
antigénicos sintetizadas en esta seccion. En dichos espectros se identifican las senales
correspondientes a los protones de las estructuras dendriméricas previamente descritas “EDA”, “a”,
“b”, “c” y “d”, y se observan las sefales correspondientes a los protones del resto amoxiciloilo. Son
caracteristicas las sefiales asociadas a los protones del anillo B-lactimico, llamados “e” y “f” que
indican que éste se ha abierto. La variacion en la multiplicidad de estas sefiales y de la senal

g

correspondiente a los protones “g” se puede deber a las distintas configuraciones espaciales

originando una variedad de epimeros en las distintas cadenas de cada estructura dendrimérica.
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Figura 95. Espectros de RMN-"H de DG1-44X0 en D20 + Na:CO3

IV.2.5. Cromatografia de exclusion por tamaiio

Esta familia de dendrimeros se ha analizado mediante cromatografia de exclusion por tamafio
(SEC) empleandose agua Mili Q como fase mévil en una columna Ultrahydrogel™ 250 a un flujo
de 0.7 mL/min. Los cromatogramas obtenidos, cuyas bandas se han normalizado, se presentan en la
Figura 96. Estos muestran una unica banda en cada muestra donde los tiempos de retencién van

aumentando conforme disminuye la generacion del dendrimero analizado.
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Figura 96. Cromatogramas de exclusion por tamario de DGnAXO. La banda roja corresponde a DG4AXO0, la naranja a

DG3A4XO0, la verde a DG2AXO0 y la negra a DG14XO0.

IV.2.6. Experimentos DOSY

Se han realizado experimentos de difusiéon para esta familia de dendrimeros con restos de

amoxiciloilo en su periferia y se observa que el decaimiento de la sefial es monoexponencial en todas

las generaciones, lo que indica que son muestras monodispersas. En la Figura 97 a) se muestra el

decaimiento de las sefiales de proton para DG4AXO al variar el gradiente, obteniéndose resultados

similares para las tres generaciones previas.

o G2 (Glem)?

0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

ppm

Figura 97. a) Apilamiento de espectros 'H-RMN de DG4AXO (D:0) usando pulsos de gradiente bipolar para difusion b)
Grafico de Stejskal-Tanner de DGnAXO en D:0. Se ha empleado el color negro para DG1AXO0, verde para DG2AXO0,

naranja para DG3AXO0 y rojo para DG4AXO0.

El decaimiento monoexponencial de la sefial se traduce en graficos lineales de Stejskal-Tanner

como el de la Figura 97 b), donde se muestra la representacion grafica del logaritmo de la intensidad

de sefial normalizada frente al cuadrado del gradiente en cada una de las generaciones.
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Al igual que en el capitulo I11.2.4., mediante el calculo de los coeficientes de difusion (D) y su
relacion con los radios hidrodindmicos (Rp) por la ecuacion de Stokes-Einstein se obtienen los datos
recogidos en la Tabla 30, ademas de su peso y formula molecular.

Tabla 30. Datos de difusion de los dendrimeros DGnAXO

Dendrimero DG1AXO DG2AXO DG3AXO DG4AXO

Férmula Cs2H10sN18NagO22S4  Ci7s8H240N38Na16046Ss  C370Hs504N78Na32094S16 C754H1160N158NacaO190S32

-AXO
. 4 8 16 32

terminal

M.M.

2010.03 4272.41 8813.31 17879.97

(g/mol)
D (mz/s) 1.482-10°10 1.242-1010 1.145-1010 9.884-10!
Ry (A) 13.52 16.13 17.50 20.27

Como era de esperar, los coeficientes de difusion disminuyen al aumentar la generacion de
dendrimero mientras que, los radios hidrodindmicos aumentan. Los resultados de este experimento
indican que DGnAXO son macromoléculas monodispersas. Los espectros DOSY de estas

estructuras se encuentran en el ANEXO de este trabajo (Figura 356 - Figura 359).

Desafortunadamente, todos los intentos realizados para obtener espectros por MALDI han

resultado infructuosos.

IV.3. Sintesis de DGnBPO

Con el mismo objetivo se han modificado los dendrimeros amino terminales, de generacion 1
a 4, descritos en el capitulo III.1. de este trabajo de tesis con grupos bencilpeniciloilos. Esta familia
de dendrimeros antigénicos se ha sintetizado siguiendo el mismo protocolo que para los analogos
amoxiciloilos. La formacion del enlace tipo amida entre los grupos amino de los dendrimeros y el
grupo carbonilo del anillo B-lactamico de bencilpenicilina da lugar a las estructuras dendriméricas

DGnBPO (n = 1-4).

I1V.3.1. Sintesis de DG1BPO

Siguiendo el procedimiento general para estas estructuras dendriméricas, se disuelve DGI,

previamente tratado con la resina de intercambio idnico, en tampdn carbonato acuoso, pH 10.4. Se
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aflade un exceso de bencilpenicilina sddica a dicha disolucion y la mezcla de reaccion se mantiene
en agitacion a temperatura ambiente durante 16h. Tiempo tras el cual se purifica el crudo de reaccion

por cromatografia de exclusidon por tamafio para dar lugar a DG1BPO como un s6lido incoloro.
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j;r v
DG1 * m N7>< tampon pH 10.4 }\3\8
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e
N, <o :

cosNa*  DG1BPO

Figura 98. Sintesis de DG1BPO

Se ha caracterizado DG1BPO por resonancia magnética nuclear de proton (Figura 99, Figura

103), carbono, COSY y HSQC (Figura 284 - Figura 287 del ANEXO).
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Figura 99. Espectros de 'H-RMN en D20 + Na2COs de a) DGIBPO y b) Bu-BPO

En la Figura 99 se presentan los espectros de 'H-RMN de DG1BPO y del conjugado
butilamina-bencilpenicilina (Bu-BPO). En ambos espectros se observa como aparecen los picos

correspondientes al resto BPO donde el anillo de B-lactama se encuentra abierto, apareciendo las
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[13 ”

sefales asociadas a “f” y “e” a 4.92 y 4.33 ppm respectivamente, en lugar de a 5.5 ppm que es donde
aparecen cuando dicho anillo se encuentra cerrado. La sefial correspondiente a los hidrogenos
aromaticos “k”, “I” y “m”, aparece sobre 7.36 ppm en los dos casos. Ademas, en el espectro de
DGI1BPO (Figura 99 a)), aparecen las sefiales asociadas a los metilenos de la estructura dendrimérica

“EDA”, “a;”, “b1”, “c1” y “di” ya estudiadas en el capitulo III.1. de este trabajo de tesis.

IV.3.2. Sintesis de DG2BPO

Para la obtencion de DG2BPO se siguen las mismas condiciones que en el caso anterior a
excepcion de que el tiempo de reaccion se aumenta a 42h. A las 24h se refresca la mezcla de reaccion
con la misma cantidad de farmaco. Pasado el tiempo de reaccion, el crudo se purifica mediante

cromatografia de exclusion por tamaiio obteniéndose DG2BPO como un sélido incoloro con un 84%

o
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Figura 100. Sintesis de DG2BPO
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Esta estructura dendrimérica se ha caracterizado por resonancia magnética nuclear de proton,

carbono, COSY y HSQC (Figura 103 y Figura 288 - Figura 291 del ANEXO).

1V.3.3. Sintesis de DG3BPO

La sintesis de DG3BPO se lleva a cabo siguiendo el procedimiento general, pero en este caso,

la mezcla de reaccion se enfria a 4°C y se mantiene en agitacion durante 3 dias. La reaccion se
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refresca cada 24h con la misma cantidad de bencilpenicilina sodica que se adiciono inicialmente y,

pasado el tiempo de reaccion, se purifica por cromatografia de exclusion por tamafio para dar lugar

a DG3BPO como un solido incoloro con un 87% de rendimiento.
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Figura 101. Sintesis de DG3BPO
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Se ha caracterizado DG3BPO por resonancia magnética nuclear de protén, carbono, COSY y

HSQC (Figura 103 y Figura 292 - Figura 295 del ANEXO).

IV.3.4. Sintesis de DG4BPO

Para la obtencion de DG4BPO, se siguen las mismas condiciones que para el dendrimero

antigénico anterior manteniendo la reaccion 4 dias, refrescandola cada dia con la misma cantidad de

farmaco que se afiadio inicialmente. Tras este tiempo, se purifica por cromatografia en columna de

exclusion por tamafio obteniéndose DG4BPO como un sélido incoloro con un 84% de rendimiento.
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Figura 102. Sintesis de DG4BPO

Este dendrimero se ha caracterizado por resonancia magnética nuclear de proton, carbono,
COSY, HSQC (Figura 103 y Figura 296 - Figura 299). Los espectros bidimensionales han resultado

de gran utilidad para la asignacion de sefiales de proton y carbono.

Los espectros de protén de cada generacion de estos dendrimeros antigénicos, al igual que
ocurria con los andlogos modificados con amoxiciloilo, presentan una distribuciéon de senales que
practicamente difiere en los valores de sus integrales entre las distintas generaciones. Como se puede
observar en la Figura 103, las sefiales correspondientes a los protones de distintas generaciones
suelen superponerse con las sefiales correspondientes de dichos protones de las generaciones

‘6 2

inferiores asi, la sefial correspondiente a los protones “b” y se va ensanchando por superposicion
de la sefal asociada a los nuevos protones “b” y “c” de la siguiente generacion. Cabe destacar como
ha variado el desplazamiento quimico de la sefial correspondiente a los protones “j” de 4.4 ppm en
los espectros de DGnAXO, donde se encuentran en o a un grupo amino, a 3.5 ppm en los de

DGnBPO.
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Figura 103. Espectros de RMN-'H de DG1-4BPO en D:0 + Na:CO3

IV.3.5. Cromatografia de exclusion por tamafio

Al igual que con los analogos modificados con amoxiciloilo, estas estructuras dendriméricas con

restos de bencilpeniciloilo se han analizado mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC)

empleandose agua Mili Q como fase movil en una columna Ultrahydrogel™ 250 a un flujo de 0.7

mL/min. En la Figura 104 se muestran las bandas normalizadas de los cromatogramas resultantes.

En ellos se observa una sola banda por muestra y los tiempos de retencion disminuyen conforme

aumenta la generacion del dendrimero.
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Figura 104. Cromatogramas de exclusion por tamaiio de DGnBPO. La banda roja corresponde a DG4BPO, la naranja

a DG3BPO, la verde a DG2BPO y la negra a DG1BPO.

IV.3.6. Experimentos DOSY

El comportamiento de DGnBPO en los experimentos DOSY realizados es similar al de la

familia de dendrimeros antigénicos DGnAXOQO, obteniéndose resultados que indican que tenemos

macromoléculas monodispersas.

Para las cuatro generaciones sintetizadas se observa un decaimiento monoexponencial de las

sefales como el que se muestra en la Figura 105 a) para DG3BPO a modo de ejemplo. En la grafica

de Stejskal-Tanner de la Figura 105 b) se representa linealmente el logaritmo de la intensidad de

sefal normalizada frente al cuadrado del gradiente en cada una de las generaciones.

0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm

[ . .
‘ °
G2 (G/cm)?

Figura 105. a) Apilamiento de espectros 'H-RMN de DG3BPO (D:0) usando pulsos de gradiente bipolar para difusion
b) Grdfico de Stejskal-Tanner de DGnBPO en D:0. Se ha empleado el color negro para DG1BPO, verde para

DG2BPO, naranja para DG3BPO y rojo para DG4BPO.

Los datos calculados para cada generacion de DGnBPO como sus coeficientes de difusion

(D) y sus radios hidrodinamicos (Ry), se recogen en la Tabla 31.
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Tabla 31. Datos de difusion de los dendrimeros DGnBPO

Dendrimero DG1BPO DG2BPO DG3BPO DG4BPO

Féormula Cs2H10sN14Na4O18S4 Ci78H240N30NasO38Ss  C370Hs504N62Na16078S16 C75aH1160N126Na320158S32

-BPO
, 4 8 16 32

terminal

M.M.

1798.04 3848.45 7965.34 16184.02

(g/mol)
D (m%/s) 1.663-10710 1.319-1010 1.051-10710 9.507-101
Ry (A) 12.05 15.19 19.05 21.07

Tal y como se habia obtenido para los derivados antigénicos analogos, el coeficiente de
difusion aumenta inversamente proporcional al aumento de la generacion del dendrimero mientras
que el radio hidrodinamico lo hacer de manera directamente proporcional. Los espectros DOSY de

estas estructuras se encuentran en el ANEXO de este trabajo de tesis (Figura 360 - Figura 363).

Con esta familia de dendrimeros antigénicos también han resultado infructuosos todos los

intentos realizados para obtener espectros por MALDI.

En este capitulo se han sintetizado dos familias de dendrimeros antigénicos con distinto
determinante antigénico en cada una de ellas, como son amoxiciloilo (AXO) y bencilpeniciloilo
(BPO). Dentro de cada familia, se han obtenido 4 generaciones de dendrimeros antigénicos,
duplicandose el nimero de restos AXO y BPO en la periferia de dichas estructuras en cada
generacion. La sintesis de estos dendrimeros se ha obtenido con muy buenos rendimientos (entre

82% y 87%), y todos ellos han sido completamente caracterizados por resonancia magnética nuclear.

Actualmente, estas estructuras se estan empleando en el grupo de investigacion liderado por
la Dra. Maria José Torres de Enfermedades alérgicas a farmacos y alérgenos del Hospital Regional
Universitario de Malaga para evaluar su comportamiento en ensayos de deteccion de alergias a

farmacos.
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Sintesis de estructuras RGD-dendriméricas

V.1. Introduccién

Hoy dia son necesarias estructuras adecuadas para aplicaciones de regeneracion tisular in vivo,
donde son criticas las interacciones entre las células y el biomaterial implantado. Se han empleado
técnicas mecanicas, fisicas y quimicas para la modificacion de las superficies de los implantes. Entre
ellas, ha sido ampliamente estudiado el empleo de la secuencia peptidica Arginina-Glicina-Acido
Aspartico (RGD), conociéndose desde hace mas de 40 afios la importancia de este tripéptido en los

procesos de adhesion celular.”>%?

La cadena peptidica RGD puede funcionar como promotor de la adhesion y proliferacion de
células madre mesenquimales (MSC). Varios estudios se han centrado en la modificacion de las
superficies de implantes con este resto peptidico con la intencién de mejorar la osteointegracion. ™!
Estos estudios demuestran que mayores concentraciones de RGD estimulan la unién y proliferacion
de MSC y sugiere potenciales aplicaciones en regeneracion tisular. Se han publicado numerosos

trabajos con los efectos positivos de RGD en la diferenciacion de MSC cuando forman parte de

152 153

diferentes estructuras como geles de PEG,">* microesferas de acido poli(lactico-glicolico) (PLGA),
materiales basados en poliuretanos'>* o materiales porosos basados en alginato.'”> Ademas, se ha
demostrado recientemente que la inmovilizacion de RGD en implantes de titanio muestra

prometedores resultados en la formacion del hueso y la osteointegracion. 36157

Las técnicas utilizadas tradicionalmente para la modificacion de las superficies de
biomateriales con el tripéptido RGD consisten en la disposicion de monocapas'® o la inmovilizacion
de péptidos que contienen la secuencia peptidica RGD en superficies poliméricas.'*® La unién del
péptido a estas superficies se puede lograr por adsorcion o por enlace covalente, siendo la union
covalente mas Optima ya que otorga una uniéon mas estable y permite mejor adhesion celular. En este
sentido, se han unido restos de RGD a superficies mediante formacion de enlaces amida,'®® enlaces
1162

disulfuro,'! a través de péptidos que contienen grupos tioles y pueden dar la adicion de Michae

o con superficies funcionalizadas con unidades de maleimida.'®

En el grupo de investigacion en el que se ha realizado la tesis, se han empleado
satisfactoriamente dendrimeros como soporte para el tripéptido RGD.**!1%%105 L3 posibilidad de
modificar la naturaleza de las estructuras dendriméricas y controlar el nimero de grupos terminales
en ellas, las convierte en una herramienta muy poderosa. Estudios previos han demostrado que los
conjugados de dendrimeros PAMAM-RGD mejoran la eficacia de los farmacos hacia las dianas
terapéuticas (Drug Delivery)'** y pueden usarse como vectores de distribucion. 6
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El objetivo de este trabajo es el disefio de dendrimeros que presenten en su periferia unidades
de RGD y estén basados en las estructuras previamente preparadas. Para ello, se ha propuesto la
union covalente de restos RGD-Cys mediante enlaces tipo amida al dendrimero descrito en el

capitulo III.1. de este trabajo de tesis.

V.2. Sintesis de RGD-DG1

La obtencion de esta estructura dendrimérica ha constituido todo un reto sintético. Para ello,
se ha invertido mucho esfuerzo en optimizar esta sintesis empleando distintos reactivos y condiciones

hasta obtener el compuesto deseado.

Para la unioén covalente del tetrapéptido RGD-Cys a la estructura dendrimérica, es necesaria
la insercion de un linker o espaciador entre el dendrimero y el péptido. Este linker debe ser tal que
se pueda unir a los grupos amino terminales del dendrimero mediante enlace covalente y, ademas
que posea un grupo funcional tal que, al quedar en la superficie de la estructura dendrimérica sea

capaz de reaccionar con el grupo tiol del resto de cisteina de la cadena peptidica RGD-Cys.

Inicialmente, y en concordancia a los trabajos previos del grupo de investigacion, se propuso

la estrategia sintética empleada con los dendrimeros PAMAM (Figura 106).>*

o] o) QNﬂO 4 i
Hat N-succinimidil o
DG1 3-maleimidopropionato DG1M4

Figura 106. Esquema de reaccion entre DG1 y N-succinimidil-3-maleimidopropionato

Sin embargo, los resultados obtenidos no han sido satisfactorios. Se han probado distintas
condiciones de reaccion de acoplamiento entre el dendrimero de primera generacion (DG1) y N-
succinimidil-3-maleimidopropionato.'®® Para ello se ha ensayado con diferentes tiempos de reaccion
y disolventes. En todos los casos se ha obtenido un crudo de reaccion completamente aglomerado
dificil de disolver, complicando esto su purificacion y analisis. A pesar de los distintos intentos, los
resultados obtenidos por resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas han mostrado que

en ningun caso no se ha formado la estructura deseada.
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Tabla 32. Condiciones de reaccion ensayadas con derivado de maleimida

Relacion de equivalentes entre grupo amino- Disolvente Tiempo Temperatura
derivado de maleimida
1-2 DCM anh. l6h ta.
1-2 DCM anh. 2 dias ta.
1-2 DMEF anh. 16h ta.
1-2 DMF anh. 2 dias ta.
1-2 DCM/DMSO 2 dias ta.

Este hecho ha redirigido la estrategia de sintesis a la propuesta de otro espaciador, el acido
cloroacético. En este caso, también se han probado diferentes condiciones de reaccion, tanto con
dicho acido como con el cloruro de acido correspondiente, sin obtener resultados alentadores. La
Tabla 33 muestra las condiciones de reaccion probadas partiendo del dendrimero de primera

generacion previamente tratado con la resina de intercambio i6nico.

Tabla 33. Condiciones de reaccion ensayadas con derivados del acido cloroacético

Relacion de

Reactivo Agenteg e SALE iss Base Disolvente Tiempo  Temperatura

acoplamiento de DG1-

reactivo

CIAcOH  HOBt#DMAP/EDCI 1-44 N-metilmorfolina ~ DCM anh. 16 h ta.
CIAcOH  HOBYDMAP/EDCI 1-44 N-metilmorfolina ~ DMF anh. 3 dias ta.
ClAcOClI - 1-44 NaOH 10% DCM anh. 3 dias 0°C - ta.
ClAcOCl - 1-44 Et:N DCM anh 3 dias 0°C — ta.
CIAcOH CDI 1-44 N-metilmorfolina ~ MeCN anh. 16h ta.
CIAcOH EDCI/NHS 1-44 N-metilmorfolina ~ DMF anh. 16h 0°C —ta.
ClAcOH EDCI/NHS 1-88 N-metilmorfolina ~ DMF anh. 3 dias 0°C - ta.
CIAcOH EDCI/NHS 1-48 N-metilmorfolina MeOH anh. 2 dias 0°C —t.a.
CIAcOCI - 1-6 K2CO3 Acetona:H20 lh 0°C —ta.
ClAcOC1 - 1-6 K>COs Acetona:H>O 5h 0°C —t.a.
ClAcOCl - 1-6 K2CO3 Acetona:H20 16h 0°C - ta.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén de los crudos de estas reacciones
muestran numerosas sefiales, que indican que no se ha formado un producto en particular, sino que
han ocurrido una serie de reacciones inter o intra-moleculares que dificultan el proceso de

caracterizacion y hacen que esta ruta sintética no sea viable.

7 se ha

Finalmente, basandonos en otros estudios de anclaje de péptidos a dendrimeros,'®
propuesto la sintesis de 2-(acriloiloxi)etilmetacrilato (AEMA) como espaciador entre el dendrimero

y el tripéptido.
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V.2.1. Sintesis de AEMA

Para la sintesis de AEMA se parte de 2-hidroxietilmetacrilato y cloruro de acriloilo que, en
presencia de base y de 2,6-di-ferc-butil-4-metilfenol (butilhidroxitolueno o BHT), da lugar a AEMA
como un aceite amarillo palido. El empleo de BHT es para inhibir la formacion de radicales,

asimismo ayuda a la estabilidad de AEMA al ser almacenada.'®’

BHT / Et;N o
o o] DCM anh
: o
OH + —_— /\/
Yko/\/ \)ka 16h; ta. Yko D
84% o
AEMA

Figura 107. Sintesis de AEMA

Este compuesto se ha caracterizado por técnicas de resonancia magnética nuclear de proton,
carbono, COSY y HSQC (Figura 300 - Figura 303 del ANEXO). En la Figura 108 se muestra el
espectro COSY, el cual ha sido muy 1til para asignar la correlacion entre las sefiales de proton de

este compuesto.
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Figura 108. Espectro de RMN COSY de AEMA en CDCl3
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V.2.2. Sintesis de DG1AEMA

Para la reaccién de DG1 con AEMA se trata el dendrimero con la resina de intercambio i6nico
y se hace reaccionar con un exceso de AEMA en DMF. Esta reaccion se lleva a cabo en condiciones

anhidras y a 50°C durante 16h, tiempo tras el cual se obtiene DG1AEMA sin necesidad de

purificacion.
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Figura 109. Sintesis de DGIAEMA

Por espectrometria de masas (MALDI-TOF) en matriz de DT/TFANa se observa el pico
correspondiente a [M + H]|" am/z 1845.4 y a[M + Na]" a m/z 1867.5.

Este compuesto también se ha caracterizado por RMN de protén, carbono, COSY, HSQC y
HMBC (Figura 304 - Figura 308 del ANEXO). Gracias a los espectros bidimensionales, se ha podido
hacer una completa asignacion de las sefales. En el espectro de proton de DGIAEMA (Figura 110
b)) se observan las sefiales correspondientes a la estructura dendrimérica y las nuevas sefiales de los
sustituyentes AEMA. A 6.0 y 5.6 ppm aparecen las sefiales correspondientes a los protones “i” de
los metilenos de los dobles enlaces terminales, tal y como se observa en el espectro de 'H-RMN de
AEMA (Figura 110 c)). Las sefiales correspondientes a “e” y “f”, por el contrario, se desplazan desde
esta misma zona en el espectro de AEMA (Figura 110 ¢)) a 2.6 y 2.4 ppm en el compuesto
DG1AEMA. Esto es indicador de que el doble enlace del compuesto AEMA ha reaccionado con los
grupos amino terminales del dendrimero, ademas en el espectro de DG1AEMA se observa la sefial
correspondiente a “g” y “h” proveniente del compuesto AEMA. Las sefiales correspondientes a la
estructura dendrimérica se observan a los desplazamientos esperados, variando la sefial asociada a
“d” de 2.7 ppm en el caso de DG1 a 3.0 ppm para DGIAEMA. Este desplazamiento se debe a que,
tras la reaccion, estos metilenos han pasado de estar en alfa a grupos amina primaria, a encontrarse
en alfa a amina terciaria. Ademas, las integrales corresponden a la insercion de 8 cadenas de AEMA
en la estructura. Cabe destacar que el poco exceso de AEMA afiadido a la reaccion, no es detectable

por RMN, tal y como se observa en la Figura 110 b).
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Figura 110. Espectros de RMN-"H de a) DG1 (DMSO-ds), b) DGIAEMA (DMSO-ds) y c) AEMA (CDCl3)

V.2.3. Sintesis de RGD-DG1

El dendrimero con restos del tripéptido en su periferia se obtiene mediante la reaccion entre
DG1AEMA y RGD-Cys en PBS bajo atmodsfera de argon. Ademas, se adiciona dimetil(fenil)fosfano
(DMPP) como catalizador. Tras 3 dias a temperatura ambiente se purifica el crudo de reaccion
mediante cromatografia de exclusion por tamafio para dar lugar a RGD-DG1 como un soélido

amarillo palido con un 72% de rendimiento.
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Figura 111. Sintesis de RGD-DG1

Mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF) en matriz de CHCA se observa el pico
correspondiente al ion [M + 4H]*" a m/z 1352.6.

Este compuesto se ha caracterizado por RMN de proton, carbono, COSY y HSQC (Figura 309
- Figura 312 del ANEXO) y, aunque la asignacion completa de todas las sefiales de proton y carbono
es bastante compleja, los desplazamientos de las sefiales son los esperados. En la Figura 112 se
observa como las sefiales correspondientes a los protones terminales de los dobles enlaces, que se
pueden ver a 6.0 y 5.6 ppm en el espectro de proton de DG1AEMA, desaparecen en el espectro de
RGD-DGI1. Este hecho indica que los dobles enlaces de la estructura dendrimérica han reaccionado
con el grupo tiol presente en RGD-Cys dando lugar a la formacion de RGD-DGI1. Las sefales
correspondientes a los restos de RGD, mas las sefales inherentes a la estructura dendrimérica,

aparecen entre 4.5 y 1 ppm a desplazamientos similares a los de sus correspondientes precursores.
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Figura 112. Espectros de 'H-RMN de a) DGIAEMA (DMSO-ds), b) RGD-DG1 (D:20) y ¢) RGD-Cys (D:20)

V.38. Sintesis de RGD-DG2

Para la sintesis de RGD-DG?2 se ha seguido la misma estrategia sintética que para el analogo
de primera generacion. Asi, inicialmente se ha sintetizado el compuesto DG2AEMA mediante la
reaccion entre DG2 y el compuesto AEMA para el posterior acoplamiento de restos RGD en su

periferia.

V.3.1. Sintesis de DG2AEMA

Para llevar a cabo la reaccion de DG2 con AEMA, previamente se trata el dendrimero con la
resina de intercambio i6nico Amberlyst y, tras llevarlo a sequedad, se hace reaccionar con un exceso
de AEMA en DMF anhidra. La reaccion tiene lugar a 50°C durante 3 dias, obteniéndose DG2AEMA

sin necesidad de purificar.

146



Sintesis de estructuras RGD-dendriméricas

0]
O~ 'NH \/>f
o’<—/ I P
Resina Amberlyst A-26 /—/ [¢] (0] H o]
MeOH 0 N
1h, ta. d u/\/
DG2 + AEMA I — (¢} o
N

DMF anh.

O
] HN__O o~
3 dias, 50°C (o) H /\)X\
66% /Z%?/ \/\OJK/\ Mé N ° j\
N (0]

DG2AEMA

Figura 113. Sintesis de DG2AEMA

Este compuesto ha sido caracterizado por RMN de proton, carbono, COSY, HSQC y HMBC
(Figura 313 - Figura 317 del ANEXO). En la Figura 114 se observa como en el espectro de proton
de DG2AEMA aparecen las sefiales correspondientes a los protones terminales de los dobles enlaces
provenientes de la insercion del compuesto AEMA, mientras que las sefiales correspondientes a los
metilenos en o y B a las aminas terciarias en DG2AEMA se desplazan desde 6.4-5.8 ppm en el
espectro de AEMA a 2.6-2.4 ppm en el de DG2AEMA, indicando esto que se ha dado la reaccion
entre los dobles enlaces de AEMA vy los grupos amino terminales de DG2. Ademas, en la zona
alifatica aparecen sefiales similares a las que se observaban en el dendrimero precursor DG2. Todas
estas sefiales, junto con las del resto de experimentos realizados por RMN, parecen indicar la

formacion del compuesto deseado.
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Figura 114. Espectros de RMN-'H de a) DG2 (DMSO-ds), b) DG2AEMA (DMSO-ds) y c) AEMA (CDCl3)

V.3.2. Sintesis de RGD-DG2

La reaccion entre DG2AEMA y RGD-Cys catalizada por dimetil(fenil)fosfano (DMPP), tiene
lugar en PBS y atmoésfera de argon. Después de 3 dias a temperatura ambiente y tras purificacion por
cromatografia de exclusion por tamafio, se obtiene el dendrimero de segunda generacion con restos

RGD en su periferia (RGD-DG2) como un sélido amarillo palido.
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Figura 115. Sintesis de RGD-DG2

Se ha caracterizado este compuesto por RMN de protdn, carbono, COSY y HSQC (Figura 318
- Figura 321 del ANEXO). Por RMN de protéon (Figura 116 y Figura 318 del ANEXO) se observa
como las sefales correspondientes a los protones terminales del doble enlace a 6.0 y 5.6 ppm en el
espectro de DG2AEMA, desaparecen en el espectro de RGD-DG2, lo que indica que se ha dado la
reaccion entre los dobles enlaces de la estructura dendrimérica y el grupo tiol de la secuencia
peptidica RGD-Cys. El resto de distribucion de sefiales del espectro de proton de RGD-DG2, aunque
es complicada su asignacion completa, al compararlo tanto con el espectro de DG2AEMA como con
el del tetraptido, parece indicar la formacion del compuesto deseado, por lo que ha motivado su

estudio en procesos de regeneracion tisular.

Desafortunadamente, al igual que para los dendrimeros de mayor generacion, todos los

intentos realizados para obtener un espectro de masas han resultado infructuosos.
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Figura 116. Espectros de 'H-RMN de a) DGIAEMA (DMSO-ds), b) RGD-DG1 (D:20) y ¢) RGD-Cys (D:20)

V.4. Experimentos DOSY

Se ha realizado el experimento de RMN de difusiéon DOSY de estos dendrimeros con restos de

RGD en su periferia. Las muestras se han disuelto en DO a una concentracion de ImM.

Los espectros obtenidos muestran, ademas de una tnica especie que difunde en el medio acuoso,
un coeficiente de difusion de 1.854-1071° m%/s para RGD-DG1 (Figura 117 a)) y de 1.726:1071° m%/s
para RGD-DG2 (Figura 117 b))

Por la ecuacion de Stokes-Einstein se ha calculado que el R, para RGD-DGI1 es de 10.81A y
para RGD-DG2 de 11.60A.

Como en el caso de las estructuras dendriméricas analizadas en la seccion 111.2.4. Experimentos
DOSYde este trabajo de tesis, la grafica lineal de Stejskal-Tanner (Figura 117 b)) también muestra
un decaimiento monoexponencial de la sefial en el caso de este dendrimero, lo cual indica que esta

molécula es monodispersa y no forma agregados.'?’
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Figura 117.a) Espectro de RMN DOSY y Grdfica de Stejskal-Tanner de RGD-DG1; b) Espectro de RMN DOSY y
Grafica de Stejskal-Tanner de RGD-DG2

Se ha sintetizado una nueva estructura dendrimérica con restos RGD en su periferia,

duplicandose el ntimero de grupos funcionales respecto al nimero de grupos amino terminales que

posee el dendrimero de partida.

Estos compuestos se encuentran actualmente en el grupo de investigacion liderado por el Dr.

J. Samitier y la Dra. A. Lagunas del Instituto de Bioingenieria de Catalufia para evaluar la actividad

de estos compuestos en procesos de regeneracion tisular.
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Sintesis de dendrimeros luminiscentes como marcadores biologicos

VI.1. Introduccién

Como ya se ha descrito en la Introduccion de este trabajo de tesis, el grupo de investigacion
en el que se ha desarrollado la tesis, ha sintetizado dendrimeros luminiscentes con excelentes
propiedades para ser empleados como biomarcadores.!*1%116 Agi  debido a las potenciales
aplicaciones en bioimagen de estos dendrimeros luminiscentes, se ha centrado el estudio en la sintesis
y caracterizacion de nuevas estructuras dendriméricas, basadas en las descritas en el capitulo IIL.1.
en las que los grupos terminales se encuentran en posiciones relativas 1,7, pero con la insercion de

un nucleo luminiscente.

VI1.2. Sintesis del dendrimero luminiscente DG2Naft

Con el objetivo de introducir un nucleo fluorescente y debido a las potenciales aplicaciones
luminiscentes de los derivados de naftalimida, se ha disefiado la estructura de un dendrimero cuyo
nucleo estd formado por 4-amino-1,8-naftalimida, otorgando excelentes propiedades luminiscentes

a la estructura dendrimérica.

La sintesis de este compuesto se lleva a cabo mediante la reaccion tipo click entre dg2-ino-
NHBoc (descrito en el apartado I11.3.5.1.) y el derivado de naftalimida (7), que seguido de la reaccion
de desproteccion de los grupos amino, da lugar a DG2Naft (Figura 118)
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Figura 118. Esquema sintético de DG2Naft

VI1.2.1. Sintesis de N-(3-azidopropil)-4-((3-azidopropil)amino)-1,8-naftalimida (7)

Se propone la sintesis de la molécula 4-amino-1,8-naftalimida convenientemente funcionalizada

con grupos azida para hacer posible una reaccion click con el grupo acetileno de dg2-ino-NHBoc.

El primer paso de esta sintesis es la formacion del compuesto 6 a partir de 1-bromo-3-

aminopropano comercial, descrito previamente en el apartado I11.3.7.1.
0._0._0

_ Dmso
+ N7 ONH
OO s 2 “len g0 —\_\
68%

6
Br
Figura 119. Sintesis de 7

Posteriormente se hace reaccionar el anhidrido 4-bromo-1,8-naftalico con un exceso de 6 en
DMSO, a 80°C, para dar lugar al compuesto 7 como un solido amarillo tras ser purificado por

cromatografia en columna.

Mediante espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + H]" a m/z 379.1625.
Ademas, el compuesto 7 ha sido completamente caracterizado por resonancia magnética nuclear de
proton, carbono, COSY y HSQC (Figura 322 - Figura 325 del ANEXO), donde el espectro de proton
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muestra que se han introducido las cadenas con los grupos azida en la estructura ya que aparecen

nuevas sefiales correspondientes a los grupos alquilicos de la cadena a 4.25, 3.57, 3.41 y 2.06 ppm.

V1.2.2. Sintesis de DG2Naft-NHBoc¢

La reaccion click entre dg2-ino-NHBoc y el compuesto 7 da lugar a un dendrimero fluorescente
con ocho grupos amino protegidos en su superficie que, tras su elaboracion y precipitacion en hexano,

se obtiene como un solido amarillo con un rendimiento del 91%.

NHBoc

CuS0,4-5H,0
dg2-ino-NHBoc Ascorbato sédico
t-BuOH:H,0 1:2
1 semana; t.a.
91%

NH
NHBoc

NHBoc

o

NHBoc

Figura 120. Sintesis de DG2Naft-NHBoc

El espectro de IR de DG2Naft-NHBoc (Figura 121) muestra que la banda caracteristica del
grupo funcional azida a 2095cm!, presente en el espectro del compuesto 7 (mostrado con linea de
color naranja en la Figura 121), desaparece tras la formacion del dendrimero. Esto indica que los

grupos azida han reaccionado con el grupo acetileno del dendron de partida dando lugar a la

formacion de los dos ciclos de 1,2,3-triazol.
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Figura 121. Espectro IR de 7 (naranja) y de DG2Naft-NHBoc (azul)

Mediante espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + K]*" a m/z 1133.1937.

Ademas, este compuesto se ha caracterizado completamente mediante resonancia magnética nuclear
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de proton, carbono, COSY y HSQC (Figura 326 - Figura 329 del ANEXO). En el espectro de proton
(Figura 326 del ANEXO) se observan las sefiales tipicas de esta estructura dendrimérica ademas de
las sefiales correspondientes al derivado de naftalimida. En la parte aromatica, entre 8.73 y 7.97 ppm,
aparecen las sefiales correspondientes a los protones del anillo de triazol y los protones aroméaticos
del nticleo. En la region alifética, entre 4.57 y 1.17 ppm, aparecen las sefales correspondientes a
todos los metilenos, tanto los de las cadenas del nucleo como los de las cadenas de la estructura

dendrimérica, asi como la sefial correspondiente a los metilos del grupo protector Boc a 1.36 ppm.

VI.2.3. Sintesis de DG2Naft

Finalmente, se lleva a cabo la desproteccion de los grupos amino periféricos bajo condiciones
acidas. El producto resultante ha resultado ser soluble en medios acuosos, por lo que se ha purificado
mediante columna de exclusion por tamafio Sephadex obteniendo el dendrimero fluorescente con 8

grupos amino terminales como un so6lido amarillo de manera cuantitativa.

HCI 4M:dioxano / THF
DG2NafttNHBoc ——F———
16h, 0°C - t.a.
cuantitativa

- NH
&7NH \—NHZ e
o ~NH,
NH
DG2Naft o
NH,

Figura 122. Sintesis de DG2Naft

Mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF), empleando HABA como matriz, se observa
el pico asociado a [M+Na]" a m/z 1449.5.

Este dendrimero se ha caracterizado por técnicas de resonancia magnética nuclear de proton,
carbono, COSY y HSQC (Figura 330 - Figura 333 del ANEXO). En el espectro de proton (Figura
123) se observa como desaparece la sefial correspondiente a los metilos de los grupos protectores
Boc que se encontraba en el espectro de DG2Naft-NHBoc. Las senales correspondientes a los
protones aromaticos del nicleo, asi como las de los protones de los anillos de triazol, aparecen en
torno a 8.23 — 7.84 ppm. Las sefiales asociadas a los metilenos de las cadenas alquilicas del nticleo
se observan entre 4.58 — 3.97 ppm y 2.35 — 2.09 ppm, esta Gltima sefial aparece superpuesta a la de
los protones de la estructura dendrimérica “a;” y “a,”. Las sefales correspondientes al resto de

metilenos del compuesto aparecen entre 3.13 —2.64 ppm y 1.58 — 1.10 ppm.
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Figura 123. Espectro de RMN-'H de DG2Naft en DMSO-dss

V1.3. Sintesis del dendrimero luminiscente DG2Pt

Para llevar a cabo la sintesis de esta estructura dendrimérica primero se procede a la formacion
de 3,5-bis(azidometil)piridina (11), que actuara como nucleo del dendrimero. Debido a la experiencia
del grupo en colaboraciones previas, se ha elegido este derivado de piridina como punto de anclaje
entre el dendrimero y el complejo de Pt (II), ya que el enlace entre el nitrogeno del resto de piridina
y el platino ha sido previamente estabilizado.''®!® Primero, se sintetiza el bromo-derivado de piridina
(10) siguiendo el procedimiento previamente descrito.'® Esta ruta sintética parte del 4cido comercial
3.,5-piridindicarboxilico, el cual se esterifica (8) y reduce (9), para finalmente dar lugar al compuesto
10 mediante una reaccion de bromacion con una disolucion concentrada de acido bromhidrico. El

ultimo paso para la obtencion del nticleo (11) es la sustitucion de los grupos bromuros por azidas.

o o o o
HO Ny oH EtO Ny OEt HO™Y; Ny oH BFWBF NS NN
‘ _ I ‘ _ R — _ > = B — P
N N N N N
Acido 3,5-

piridindicarboxilico 8 9 10 11

Figura 124. Esquema sintético de 11

La reaccion de acoplamiento tipo click entre 11 y dg2-ino-NHBoc (descrito en el apartado
II1.3.5.1.), seguida de la reaccion con el complejo de platino (13) y, finalmente, de la desproteccion

de los grupos amino terminales, da lugar DG2Pt.
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Figura 125. Esquema sintético de DG2Pt

VIL.3.1. Sintesis de 3,5-bis(azidometil)piridina (11)

Para la sintesis del azido-derivado de piridina primero se ha sintetizado el bromo-derivado (10)
:ouiend dimi descri oridad. ' El ori
siguiendo un procedimiento ya descrito con anterioridad. primer paso en esta ruta sintetica es
la esterificacion del 4cido 3,5-piridindicarboxilico para dar lugar al compuesto 8. Esta reaccion tiene
lugar con la adicion, gota a gota, de 4cido sulftrico a una disolucion del acido dicarboxilico comercial
en etanol absoluto. Tras una noche a reflujo se obtiene el compuesto 8 como un aceite amarillo con

un 67% de rendimiento.

o o o o
H,SO, / EtOH
HO X “OH T E07 Y N7 OEt
L 16 h, 80 °C N
N 67% 8

Figura 126. Sintesis de 8

Mediante RMN-'H (Figura 334 del ANEXO) se observan las sefiales correspondientes a los

protones del anillo aromatico a 9.36 y 8.86 ppm. Las sefiales correspondientes a los metilenos de las
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cadenas alquilicas aparecen como un cuadruplete a 4.45 ppm mientras que la sefial correspondiente

a los metilos se observa como un triplete a 1.43 ppm.

La reduccién de 8 con LiAlH4 da lugar a 3,5-bis(hidroximetil)piridina (9). Para ello, se afiade
una suspension de dicho agente reductor en THF anhidro a una disolucion de 8, en el mismo
disolvente, bajo atmosfera de nitrégeno y con agitacion vigorosa. La reaccion se detiene con la
adicion lenta de agua con el fin de hidrolizar el exceso de LiAlH4. El precipitado blanco que aparece
se elimina por filtracion y el crudo se purifica mediante cromatografia en columna, obteniendo el

producto como un aceite incoloro con un 38% de rendimiento.

o o 1) LiAIH, / THF
2) H,0 BN
EtO ‘ A OEt _ > HO ‘ OH
P>
o
N/ 8 38% N 9

Figura 127. Sintesis de 9

El espectro de RMN-'H (Figura 335 del ANEXO) muestra las sefiales correspondientes a los
protones del anillo aromatico a 8.38 y 7.66 ppm mientras que los protones de los metilenos aparecen

como un doblete a 4.53 ppm.

La sustitucion de los grupos hidroxilos por bromo da lugar al compuesto 10. Esta reaccion se
lleva a cabo con una disolucion acuosa de acido bromhidrico a 125°C durante una noche, tras la cual,
la mezcla resultante se disuelve en H,O y se afiade Na,COs hasta pH 8. Esta disolucion acuosa se

extrae con DCM obteniéndose 10 con un rendimiento del 73%.

HO™ N on HBr ac. B N e
/ /
N 16 h, 125 °C N
9 73% 10

Figura 128. Sintesis de 10

La estructura se confirma por RMN-'H (Figura 336 del ANEXO) donde se observan las sefiales
correspondientes a los protones del anillo aromatico a 8.54 y 7.75 ppm y el singlete correspondiente

a los protones de los grupos metilenos a 4.45 ppm.

Finalmente, el intercambio de los sustituyentes bromuros por grupos azida da lugar al compuesto
11, empleado como nucleo en la sintesis del dendrimero fosforescente DG2Pt. La reaccion,
previamente descrita,'’® se lleva a cabo en DMF donde, una vez disuelto el compuesto 10, se afiade
NaNs y se calienta a 85°C durante una noche. Tras este tiempo, la mezcla de reaccion se lleva a
temperatura ambiente, se afiade H>O y se extrae con DCM dando lugar al compuesto 11 como un

aceite marrdn con un 83% de rendimiento.
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Br | N Br NaN,/ DMF Ng ‘ N Ny
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10 83% 11

Figura 129. Sintesis de 11

Mediante espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + H]" a m/z 190.0836. Se ha
caracterizado el compuesto por resonancia magnética nuclear de proton, carbono, COSY y HSQC
(Figura 337 - Figura 340 del ANEXO). El espectro de RMN-'H muestra las sefiales asociadas a los
protones del anillo aromdtico a 8.55 y 7.65 ppm mientras que el singlete asociado a los protones de

los metilenos aparece a 4.44 ppm.

V1.3.2. Sintesis de la estructura dendrimérica 12

La reaccion de acoplamiento tipo click entre los grupos azida del compuesto 11 y el triple enlace
del dendrén dg2-ino-NHBoc da lugar al compuesto 12, mediante la formacion de dos ciclos 1,2,3-
triazol. Esta reaccion transcurre en una mezcla de ferc-butanol:agua (1:2), con cantidades cataliticas
de sulfato de cobre (II) y ascorbato de sodio. Tras una semana en agitacion a temperatura ambiente
se elimina el disolvente, se disuelve en DCM vy se lava con NH4OH 25% obteniéndose el compuesto

12 con un rendimiento del 83% tras precipitarlo en hexano.
BocHN
bYO
BocHN HN
o N3 ‘ o N3
+ -
BocHN HNX N
HN \\ 1
o
BocHN
dg2-ino-NHBoc CuS0,-5H,0
Ascorbato sédico
t-BuOH:H,0 1:2

1 semana; t.a.
83%

N=n ‘N\ NN
\
oo ~A AN~ o
NH HN

o) (0]
NH HN
HN 12 NH
(e} o}
BocHN NHBoc
BocHN NHBoc
BocHN NHBoc
BocHN NHBoc

Figura 130. Sintesis de 12

162



Sintesis de dendrimeros luminiscentes como marcadores biologicos

Por espectrometria de masas se observa el pico asociado a [M + K]*" a m/z 1038.6558. Ademas,
este dendrimero se ha caracterizado por resonancia magnética nuclear de protdn, carbono, COSY y
HSQC (Figura 341 - Figura 344 del ANEXO) donde se confirma la estructura. En el espectro de
proton (Figura 131) se observa el desplazamiento, hacia campo bajo, de la sefial correspondiente a
los protones del grupo metileno en alfa al triple enlace en dg2-ino-NHBoc “-CHai,”’ y al anillo 1,2,3-
triazol en 12 “P”, de 3.97 ppm a 4.24 ppm respectivamente. La sefial correspondiente a los protones
de los metilenos del resto de piridina “P4” también se ve afectada, desplazandose de 4.44 ppm en el
espectro de 11 a 5.62 ppm en el de 12. Los desplazamientos de estos metilenos confirman la
formacion de los ciclos de 1,2,3-triazol. Ademas, aparecen sefiales en la region aromatica
correspondientes al resto de piridina y a los ciclos de triazol formados. Los experimentos de RMN
de este compuesto presentados en el ANEXO de esta tesis estan realizados en DMSO-ds, donde las
senales se resuelven mejor. No obstante, para llevar a cabo la comparacion con los compuestos dg2-

ino-NHBoc y 11, en la Figura 131, se presenta el espectro de RMN-'H en CDCl;.

0

e
BocHN—"""" L\
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BocHN— b,
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N. ‘ = N.
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P,
Py
J L
o o i
2.02 1.00 5.10
8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15

ppm

Figura 131. Espectros de RMN-"H de a) 12 (DMSO-ds) b) dg2-ino-NHBoc (CDCl3) y ¢) 11 (CDCl3)

El espectro de IR (Figura 132) muestra como para el compuesto 12 (mostrado con linea de color
azul), desaparece la banda tipica de azida a 2095 cm™ que, puede observarse en el espectro del
compuesto 11 (representado con linea naranja). Esto indica que se han formado los dos ciclos de
triazol, ademas, la banda a 2030 cm™ en 12 es caracteristica de piridina, lo que verifica que dicha

estructura se ha integrado en la estructura dendrimérica.
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Figura 132. Espectro IR de 11 (naranja) y 12 (azul)

VI1.3.3. Sintesis de DG2Pt

La estructura dendrimérica con Pt (II) se obtiene mediante la reaccion de intercambio del ligando
cloruro en la posicion auxiliar del complejo de platino empleado (13). Esta reaccion tiene lugar entre
el dendrimero 12 y el compuesto de platino 13 suministrado por el grupo de investigacion del Dr.
Strassert de la Universidad de Miinster.!”! La reaccion de intercambio de ligandos se lleva a cabo en
THF a reflujo durante una noche. Pasado este tiempo, se elimina el disolvente y se procede a la
desproteccion de los grupos amino terminales en presencia de TFA dando como resultado un
compuesto completamente soluble en medios acuosos. Tras purificacion por cromatografia de

exclusion por tamafio, se obtiene DG2Pt como un solido amarillo con un 34% de rendimiento.
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\
3 N— N/
3 | |
N
_N—P{—
N él F 13 N:[\\j ‘N\ N=N
e YL A S
NH HN

NH HN

12 —_

HN DG2Pt NH,
Figura 133. Sintesis de DG2Pt
Este dendrimero se ha caracterizado por resonancia magnética nuclear de proton, carbono, COSY

y HSQC (Figura 345 - Figura 348 del ANEXO). Ademas, se ha confirmado su estructura mediante

espectrometria de masas (MALDI-TOF), empleando DT/TFANa como matriz, donde se observa el
pico asociado a [M+Na]" a m/z 2656.1.
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VI1.4. Caracterizacién de los dendrimeros luminiscentes amino terminales

Para complementar la caracterizacion de estas estructuras, ademas de las técnicas de resonancia
magnética nuclear homo y heteronucleares y espectrometria de masas (MALDI), estos dendrimeros

se han analizado por HPLC, DOSY y sus propiedades fotofisicas.

VI1.4.1. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Los dendrimeros amino terminales sintetizados se han analizado por HPLC obteniéndose los
cromatogramas mostrados en la Figura 134. Para ello se ha empleado una columna de exclusion por
tamafio (SEC) Ultrahydrogel™ 250 y agua como fase movil. En los cromatogramas se observa un
unico pico en cada muestra, ademds, como era de esperar debido al tamafio de los dendrimeros,

DG2Pt (Figura 134 b)) aparece a un tiempo de retencion menor que DG2Naft (Figura 134 a)).

a) b)

119 19

Picos normalizados
Picos normalizados

0 - == 0 B

T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo de elucion (min) Tiempo de elucion (min)

Figura 134. Cromatogramas de a) DG2Naft y b) DG2Pt

VI1.4.2. Experimentos DOSY

Se han realizado experimentos de difusion (DOSY) de estos compuestos, para ello, las muestras

se han disuelto en D,O a una concentracion de 1 mM.

Se han obtenido los coeficientes de difusion para estos compuestos que, en el caso de DG2Naft

es 1.925-10° m?/s (Figura 135 a)) y en el de DG2Pt, 1.845-10"'° m%/s (Figura 135 b)).

Por la ecuacion de Stokes-Einstein se puede estimar el tamafio de los dendrimeros en disolucion

mediante el célculo del radio hidrodindmico (R;) a partir del coeficiente de difusion. 26127

kgT
h. =
6mnD
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Donde ks es la constante de Boltzmann, 7 es la temperatura expresada en Kelvin y 1 es la

viscosidad de la solucion (1.0963 ¢P para D,0).!2° Asi, se ha calculado que el R, para DG2Naft es
de 10.41A y para DG2Pt de 10.86A.
Como en el caso de las estructuras dendriméricas analizadas en el apartado I11.2.4. de este trabajo

de tesis, la grafica lineal de Stejskal-Tanner (Figura 135 c¢)) también muestra un decaimiento

monoexponencial de la sefial en el caso de estos dos dendrimeros, lo cual indica que las moléculas

son monodispersas.'?’
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Figura 135. a) Espectro de RMN DOSY y grdfica de Stejskal-Tanner de DG2Naft; b) Espectro de RMN DOSY y grdfica
de Stejskal-Tanner de DG2Pt

V1.4.3. Caracterizacion fotofisica

Las propiedades fotofisicas de los derivados de naftalimida dependen considerablemente de los
sustituyentes en el anillo aromatico, en concreto, es especialmente importante el sustituyente en la
posicion C-4. La naturaleza de estos sustituyentes (electron dador o aceptor) puede inducir una

transferencia de carga polar (CT) a un estado excitado.!”? Se ha descrito como la introduccion de
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halégenos genera compuestos incoloros con fluorescencia azul!” mientras que la sustituciéon con

grupos amino en esa posicion origina compuestos amarillos con fluorescencia verde.!”

Tal y como se observa en la Figura 136 a), el espectro de absorcion de DG2Naft en agua a una
concentracion de 10° M presenta las siguientes bandas: Amax nm (g, cm™ M™1): 258 (31361), 284
(27749) y 447 (20682). En la Figura 136 b) se muestra, en verde, una emision de fluorescencia a 545
nm en solucion acuosa de concentracion 10° M (hexe = 450 nm) con un tiempo de vida del estado

excitado de 6 ns y un rendimiento cuantico de 9.27%.
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Figura 136. a) Espectro de absorcion b) Espectros normalizados de excitacion (azul) y emision (verde). Ambos de

DG2Naft (10° M) en agua

DG2Naft puede llegar a ser una excelente herramienta para bioaplicaciones donde se requiera
luminiscencia. Esta molécula combina las excelentes propiedades de los dendrimeros amino

terminales con un cromoforo ampliamente respaldado por sus excelentes propiedades fisicas.!”

Asimismo, se han estudiado las propiedades fotofisicas de DG2Pt en solucioén acuosa a una
concentracion de 10 M. El espectro de absorcion muestra las siguientes bandas: Amax nm (g, cm™ M-
1): 246 (40615) y 349 (40095). De acuerdo con los resultados observados en los experimentos DOSY,

y al igual que ocurre con DG2Naft, no se aprecian sefiales que indiquen estados de agregacion.

El complejo emite una luminiscencia verde, Amax = 503 nm (Aexe = 350 nm) con un rendimiento

cuantico de 15.63%.
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Figura 137. a) Espectro de absorcién. b) Espectros normalizados de excitacion (azul) y emision (verde) de DG2Pt (107

M) en agua
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VI1.4.4. Aproximacion al empleo como marcadores biologicos

Se han realizado estudios en colaboracion con el grupo de investigacion liderado por el Dr. Pérez-
Pomares del Departamento de Biologia Animal de la Universidad de Malaga, para evaluar el uso de
estos dendrimeros como marcadores luminiscentes en muestras bioldgicas. Para ello, se han
empleado las condiciones descritas en el apartado VIIL.2.4. Condiciones de la aproximacién al
empleo como marcadores celulares de esta tesis doctoral, obteniéndose las siguientes imagenes a

partir del uso de un microscopio 6ptico multifoton.

Figura 138. Imagen confocal de células de fibroblastos embrionarios de raton (MEF) incubadas durante 5 h con a) PBS
b) DG2Naft 10° M en PBSy ¢c) DG2Pt 10 M en PBS

Se puede observar en la Figura 138, que cuando las células se cultivan en presencia de
determinadas disoluciones de dendrimeros, éstas se marcan de forma especifica. Internalizdndose las
estructuras dendriméricas en las células de fibroblastos embrionarios de raton (MEF) y pudiéndose

localizar preferentemente en el citoplasma de las mismas.

Tras la obtencion de estos resultados preliminares se puede plantear el uso de estas nuevas
estructuras de dendrones caracterizadas por presentar un nucleo luminiscente, como una novedosa
herramienta dirigida hacia estudios en bioimagen. En este sentido, seria interesante continuar con los

trabajos preliminares que se han llevado a cabo hasta el momento y realizar nuevos ensayos de
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toxicidad para estudiar los efectos que causan la presencia de estos dendrimeros en la viabilidad
celular. De este modo, estos compuestos se encuentran actualmente en el grupo del prof. Strassert

para continuar con estos estudios.

169



YOVIYI 30
QvaiSy3AINN




CAPITULO VII

CONCLUSIONES



YOVIYI 30
QvaiSy3AINN




Conclusiones

El disefio de una metodologia sintética apropiada ha permitido la preparacion de una nueva
familia de dendrimeros y dendrones amino terminales, basados en enlaces amida, que ha podido
escalarse a cantidades multigramo. Estos han resultado ser solubles en agua y estables en las
disoluciones acuosas. Se han alcanzado dendrimeros de generacion 5 y dendrones de generacion

3 con distintas funcionalidades en el punto focal.

Tanto los diferentes métodos empleados para analizar los compuestos (RMN, SEC, DOSY y
AFM), como los valores de simulaciones de dindmica molecular (SDM) han permitido la

caracterizacion completa de estos dendrimeros (DG 1-5).

Estas estructuras han resultado muy prometedoras para aplicaciones donde se requiere la

combinacion de estabilidad, multivalencia y conjugacion eficiente. En este sentido:

3.1. Se han preparado dendrimeros antigénicos para su evaluacion en ensayos clinicos. Se han
obtenido estructuras tipo DGnAXO y DGnBPO que estan preparadas para su estudio en
ensayos de reconocimiento de IgE especifica de AX y BP.

3.2.Se han preparado dendrimeros recubiertos en su periferia con el tetrapéptido RGD-Cys,
que contiene la secuencia RGD con la orientaciéon adecuada para reconocimiento
molecular eficiente. Estas estructuras, sintetizadas con dendrimeros de generaciones 1 y
2, estan preparadas para su estudio en procesos de regeneracion tisular

3.3. Se han preparado dendrimeros luminiscentes empleando como nucleos de los mismos una
unidad de naftalimida y un complejo de Pt (II). En el primer caso, el dendrimero presenta
la caracteristica emision de fluorescencia de la unidad de naftalimida. En la segunda
estructura, las propiedades luminiscentes del dendrimero modificado con Pt (II) han
resultado muy prometedoras en soluciones acuosas. En ambos casos, la estructura
dendrimérica les ha aportado a los nucleos luminiscentes no solo la solubilidad necesaria,
sino que ha evitado los procesos de desactivacion de la luminiscencia tipicos en medios
acuosos. Se ha demostrado, ademas, a través de una prueba de concepto, la capacidad de

ambas moléculas para actuar como marcadores luminiscentes en células.
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VIII.1 Reactivos, disolventes y técnicas analiticas

Todas las reacciones se han llevado a cabo usando reactivos y disolventes comerciales sin previa
purificacion. Los reactivos y disolventes empleados se han obtenido de diferentes casas comerciales
como Sigma Aldrich, Alfa Aesar, Panreac o VWR. El agua ha sido purificada con un sistema de

purificacion Mili-Q de Millipore.

A menos que se indique lo contrario, las reacciones se han llevado a cabo en atmosfera de aire.
Para aquellas reacciones que necesitasen de condiciones anhidras se han empleado técnicas standard
de atmosfera inerte libre de oxigeno con nitrogeno, empleando disolventes secos mediante un sistema
de purificacion MBRAUN (MB SPS-800) o, en su defecto, los correspondientes disolventes anhidros

comerciales.

Las cromatografias en capa fina se han realizado en placas de aluminio cubiertas de Silica Gel
60 F254 Merck de 0.25 mm de grosor. Los compuestos se han visualizado mediante luz UV (254
nm) o mediante el empleo de soluciones reveladoras como 0.04 % verde de bromocresol en etanol,

1.5 % ninhidrina en etanol 0 KMnO,.

Para la purificacion por cromatografia en columna se ha empleado gel de silice 60 (tamafio de
particula 0.040-0.063 mm) de Merck. La purificacion por cromatografia de exclusion de tamafio de
los compuestos de masa molecular entre 700 y 1500 g/mol se ha realizado empleando como fase
estacionaria Sephadex™ G-10 en una columna de 5 cm de didmetro o bien, para cantidades pequefias
con columnas pre-compactadas de Sephadex™ G-10 (GE Healthcare Life Science). Para aquellos
compuestos hidrosolubles de masa molecular entre 1500 y 5000 g/mol se han empleado columnas
de 2 y 4 cm de diametro con fase estacionaria Sephadex™ G-15. En el caso de los compuestos de
mayor masa molecular la fase estacionaria usada ha sido Sephadex™ G-25 empaquetada en
columnas de 2 y de 4 cm de diametro. En todos los casos se ha empleado como fase movil agua Mili-

Q por gravedad.

Los experimentos de RMN-'H y RMN-C se han realizado en los disolventes deuterados
indicados en cada caso a una temperatura de 25°C en un espectrometro Bruker Ascend de 400 MHz.
Los desplazamientos quimicos de proton (&) estan referenciados respecto a los picos del disolvente
empleado como patrén interno (CDCls & 7.26 ppm, DMSO-ds 6 2.50 ppm, D,O & 4.79 ppm). Los
datos de RMN-'H que se expresan son el desplazamiento quimico (ppm), la multiplicidad, las

constantes de acoplamiento (Hz) y las integrales. La multiplicidad se ha expresado mediante
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abreviaturas (s: singlete, d: doblete, t: triplete, c: cuadruplete, q: quintuplete, dd: doble doblete, m:
multiplete). Los desplazamientos quimicos de carbono, expresados en ppm, estan referenciados
respecto al pico de resonancia del disolvente como patrén interno (CDCl3 6 77.16 ppm, DMSO-ds o
39.52 ppm). Estos experimentos se han realizado en el Centro Andaluz de Nanomedicina y

Biotecnologia (BIONAND).

Los compuestos sintetizados han sido examinados mediante técnicas de Resonancia Magnética
Nuclear DOSY (difusion-ordered spectroscopy). Para ello, se han preparado las muestras en D>O en
una concentracion entre 0.5 y 2 mM (dentro del rango de dilucion infinita para muestras similares).!'?’
Los experimentos, realizados en BIONAND, se han llevado a cabo en un espectrometro The Bruker
Ascend™ 400 MHz equipado con una sonda BBFO™S de 5 mm con canal de “bloqueo” 2H y
gradiente en Z. El espectrometro también estd equipado con un sistema de control de temperatura
que permite trabajar entre 0 °C y 50 °C, realizdndose estos experimentos a 27 °C. La fuerza del
gradiente ha sido calibrada mediante la medida de la velocidad de difusion de los protones residuales
de agua en agua deuterada. Para determinar la velocidad de difusion se ha utilizado una secuencia
2D doble Eco de espin estimulado con compensacion por conveccion y LED utilizando pulsos

bipolares para la difusion.

Los coeficientes de difusion (D) se han determinado con la pendiente de la grafica de Stejskal-

Tanner, la cual relaciona la intensidad de la sefial mediante la ecuacion:

I é
In (—) = —y?62G* (A - —)D
To v 3
Donde / es la integral del area del pico a un valor dado de G, Iy es la integral del area del pico a
G =0, G es la fuerza del gradiente, y el radio giromagnético o constante giromagnética, ¢ la duracion
del gradiente, A el tiempo de difusion y D el coeficiente de difusion.'?® Los coeficientes de difusion

determinados se han usado para calcular el radio hidrodindmico mediante la ecuacion de Stokes-

Einstein:
Ry, = KgT/6mnD

Donde K3 es la constante de Boltzmann, 7 es la temperatura y 71 es la viscosidad dinamica del

disolvente (1.0963 cP para el agua).'?’

Los espectros de masa (MS) de tiempo de vuelo con ionizacion por electrospray (ESI-TOF) se
han realizado en un Espectrometro de Masas de Alta Resolucion Orbitrap, Q-Exative™ (Thermo
Fisher Scientific, Walthman, MA, USA), ya sea en modo de iones positivo o negativo. Estos
experimentos se han llevado a cabo en los Servicios Centrales de Investigacion de la Universidad de

Malaga.
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Para la caracterizacion fotofisica de los compuestos luminiscentes se ha preparado una disolucion
en agua MilliQ de los mismos a una concentracién 10° M. Estos espectros se han realizado en los

Servicios Centrales de Investigacion de la Universidad de Malaga.

Los espectros de MALDI se han realizado en un espectrometro de masas Bruker MicroFlex
MALDI-TOF MS. Los espectros obtenidos se han analizado con la version FlexAnalysis Bruker
Daltonics. El rango del detector de masa es de 100 a 5000 Da, dependiendo del tamafio de la
estructura dendritica analizada. Como matriz se ha usado una solucion de 10 mg/mL de ditranol
(DT), 4cido a-ciano-4-hidroxi-cindmico (CHCA) o &cido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB). Este analisis
se ha llevado a cabo en el Servicio de Espectrometria de Masas del Instituto de Nanociencia y

Materiales de Aragon (INMA).

Los espectros de infrarrojo (IR) se han obtenido usando un espectrofotometro Jasco FT/IR-4100

a temperatura ambiente en BIONAND.

Las reacciones de hidrogenacion se han realizado bajo una atmosfera de hidrogeno de 50 bar con

un Mini-Reactor de Erie-Autoclave Engineers en BIONAND.

Los experimentos de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) de los dendrimeros amino
terminales se han obtenido usando un sistema de HPLC Jasco equipado con dos detectores, uno de
indice de refraccion (IR) y otro detector ultravioleta (UV), y una columna de exclusiéon por tamafio
(SEC) Ultrahydrogel™ 250. Las medidas se han realizado a temperatura ambiente usando H,O grado
milli-Q como fase movil y las muestras se han preparado a una concentracion de 1 mg mL™! con un
flujo de 0.7 mL min'. Los cromatogramas de los correspondientes dendrimeros amino protegidos
con Boc se han obtenido en el mismo equipo con una columna de exclusion por tamafio (SEC)
Styragel® HR 4E a temperatura ambiente, empleando DMF/LiCl 10 mM como fase movil

manteniendo la misma concentracion de las muestras y el mismo flujo.

Se han obtenido imégenes de los dendrimeros mediante Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)
en un equipo AFM Dimension 3100 (Veeco Instruments) operado en modo fapping en el aire. Se han
empleado puntas AFM de silicio (Budget Sensors) con una constante de resorte k = 40 N/m y una
frecuencia de resonancia v = 300 kHz. Se han analizado al menos 4 areas en dos muestras

independientes. Las imagenes AFM se han procesado con el Software WSxM.!7

La deposicion de los dendrimeros y el analisis de Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) se ha
realizado en el Instituto de Bioingenieria de Catalufia (IBEC) en Barcelona, por el grupo del Dr. J.
Samitier. Para ello, los discos monocristalinos de Au (111) atomicamente planos de 10 mm de
diametro y 1 mm de espesor (MaTeck) se han calentado a la llama antes de ser usados y se han
incubado con 150 uL de una solucién acuosa del dendrimero a 1.5-107, 1.1:107 y 7.2-10% p/p de
DG3, DG4 y DGS respectivamente.”® °” Todas las soluciones se han preparado en agua pura (18 MQ
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cm’! <4 ppb TOC Milli-Q, Millipore) y sonicadas durante 10 minutos antes de su uso. Las soluciones

de los dendrimeros se han usado dentro de los 6 meses desde su preparacion.

La Simulacion de Dindmica Molecular se ha llevado a cabo en colaboracién con el Dr. F. Njjera
del Dpto. de Quimica Orgénica de la Universidad de Mélaga, se ha realizado en agua como disolvente
explicito usando el software AMBER12 MD.!*!' Se han usado los pardmetros de campo de fuerza
AMBER (parm99) y los pardmetros de campo de fuerza general del atomo (GAFF) para incluir
pardmetros cuando sea necesario.'”® Las conformaciones iniciales de los dendrimeros se han
realizado utilizando la herramienta de construccion Dendrimer Building Tool (DBT).!3? Los sistemas
se han minimizado y después se han calentado a 300 K alrededor de 40 ps. Las interacciones no
enlazadas se han cortado a 9 A. Se han Ilevado a cabo pasos de 2 fs de duraciéon empleando la rutina
SHAKE.!* Las simulaciones se han realizado a pH fisiologico (7.4) en conjunto isotérmico-isobarico
NPT (300 K y 1 atm). Se han equilibrado los dendrimeros durante 2 ns y a partir de estas
configuraciones se han realizado corridas de producciéon de trayectorias de 20 ns. Los analisis de
trayectoria se han realizado utilizando los médulos Amber ptraj y cpptraj. Las imagenes de las

trayectorias se han obtenido con el software VMD.!*

La caracterizacion fotofisica se ha realizado en el Servicio Central de Apoyo a la Investigacion

(SCAI) de la Universidad de Malaga.

VIIL.2. Procedimientos generales

VIII.2.1. Desproteccion de grupos amino terminales

Se disuelve Gx-NHBoc (1 eq.) o gx-NHBoc (1 eq.) en THF (10 mL) y se enfria en bafio de hielo-
agua donde se adiciona, gota a gota, HCI 4M en dioxano (10 mL). La mezcla se deja en agitacion
hasta que la reaccion se haya completado. Después de este tiempo, se evapora el disolvente dando
lugar al producto de manera cuantitativa. En caso necesario, los compuestos se han purificado por

cromatografia de exclusion por tamao.

VIII.2.2. Reacciones de crecimiento de las estructuras dendriticas

El dendrimero amino terminal Gx (1 eq.) como sal de amonio, se disuelve en la minima cantidad
posible de MeOH y se le afiade la resina de intercambio i6nico Amberlyst A-26 (OH) (500 mg/mmol
de grupo amino). La mezcla se deja en el agitador durante una hora, tras la cual se elimina la resina
mediante filtrado a vacio y el disolvente se evapora a presion reducida. La estructura dendrimérica
se disuelve en DMF anhidra bajo atmosfera de nitrogeno y se adicionan el compuesto 5 (1.1 eq. por

grupo amino) y N-metilmorfolina (1.5 eq. por grupo amino). La mezcla de reaccion se deja agitando
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a temperatura ambiente hasta la completa reaccion de todos los grupos amino terminales, para
favorecer esto, en el caso de generaciones grandes se refresca la mezcla de reaccion con la misma
cantidad de 5 y de base, es por esto que el tiempo de reaccion depende de la generacion de la
estructura dendritica. Una vez terminada la reaccion, se evapora el disolvente, el crudo se disuelve
en DCM (60 mL) y se lava con H,O (2 x 30 mL) y NaHCOs3 ac. 1M (2 x 30 mL). La fase organica
se seca con MgSQOy anhidro y se evapora a sequedad. En caso necesario se purifica el producto por

precipitacion en hexano.

VIIIL.2.3. Reacciones con amoxicilina y bencilpenicilina

El dendrimero amino terminal DGn (1leq.) se trata con la resina de intercambio idnico Amberlyst
A-26 (OH) bajo las mismas condiciones anteriores. Tras este proceso, la estructura dendritica se
disuelve en tampdn carbonato acuoso 0.02M, pH 10.4, se enfria a 4°C (excepto DG1-2 en el caso de
BPO que se mantiene a temperatura ambiente) y se adiciona amoxicilina soédica (2 eq. por grupo
amino) o bencilpenicilina sodica (2 eq. por grupo amino) en exceso. La mezcla de reaccion se
mantiene a dicha temperatura durante el tiempo indicado en cada caso, que al igual que en el
procedimiento anterior, es mayor para las generaciones mas grandes. Cada 24 horas se adiciona un
exceso de 0.2 eq. de reactivo B-lactdmico por grupo amino terminal del dendrimero. Completada la
reaccion, el producto se purifica mediante columna de exclusion por tamafio con Sephadex como

fase estacionaria.

VIIIL.2.4. Condiciones de la aproximacion al empleo como marcadores celulares

Para este estudio llevado a cabo en colaboracion con el grupo del Dr. J. M. Pérez del Dpto. de
Biologia Animal de la Universidad de Malaga, se ha seleccionado una linea celular sana que consiste
en células de fibroblastos embrionarios de raton (MEF). Las células MEF se han aislado de embriones
de raton siguiendo protocolos estandar y se han cultivado en un medio a 37°C humidificado con un
5% de COs. Para los experimentos de microscopia, las células MEF se han cultivado en platos con
fondo de vidrio adecuados para la microscopia optica. Los compuestos DG2Naft y DG2Pt se han
adicionado a las células completamente disueltos. Las propiedades de fluorescencia de DG2Naft y
DG2Pt dentro de las células MEF vivas se han analizado mediante microscopia de 2 fotones.
Después de incubar las células MEF con estos compuestos, se han visualizado tras la excitacion 2P
en 350 nm y 450 nm respectivamente, y se ha detectado fluorescencia en ambos casos entre 503 nm

y 545 nm mediante un detector HyD
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VIII.3. Sintesis de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales

Sintesis de zerc-butil (3-bromopropil)carbamato (1)

Boc,O / Et3N

o
Br " NHyHBr DM Br/\/\N)kox
16h, t.a. H 1

Este compuesto se ha sido sintetizado empleando protocolos previamente descritos.!'” El
hidrobromuro de 3-bromopropilamina (16.20 g, 74.00 mmol, 1.2 eq.) se disuelve en DCM (60 mL).
A esta mezcla se adiciona di-terc-butil dicarbonato (13.57 g, 61.70 mmol, 1 eq.) disuelto en DCM
(40 mL) y trietilamina (9.40 mL, 67.90 mmol, 1.1 eq.) y se deja agitar a temperatura ambiente durante
16h. La fase organica se lava con NaHCO3; 1M (2 x 50 mL) y Brine (50 mL), se seca con MgSO,
anhidro y se elimina el disolvente a presion reducida dando lugar al compuesto deseado como un
aceite incoloro (13.75 g, 94%). Se realiza un seguimiento de la reaccion mediante cromatografia en

capa fina (AcOEt:Hexano; 1:9). Rf: 0.8

RMN-'H (400 MHz, CDCI;) & ppm: 4.65 (s, 1H), 3.44 (t,J = 6.5 Hz, 2H), 3.30 — 3.20 (m, 2H), 2.10
—1.99 (m, 2H), 1.44 (s, 9H). RMN-3C (100 MHz, CDCl3) & ppm: 156.1, 79.6, 39.1, 32.8, 30.9, 28.5.
ESI-TOF calculado para CsH;sBrNO-H", 239.1328, [M + H]" experimental, 239.0391.

o O

Sintesis de di-terc-butil 2,2-bis(3-((ferc-butoxicarbonil)amino)propil)malonato (2)
i >< o 0 NaH/THF anh.
Bl’/\/\H O * XoMox e ><O

X
16h, t.a.

1 2
NHBoc NHBoc

Este compuesto se ha sintetizado empleando protocolos previamente descritos.!?° Para ello, se
disuelve NaH (60% en aceite mineral (3.09 g, 77.23 mmol, 3 eq.)) en THF anhidro (20 mL) en
atmosfera de nitrogeno. A esta disolucion se le afiade di-terc-butil malonato (5.77 mL, 25.74 mmol,
1 eq.) y se deja agitar durante unos 15 minutos. Al cabo de este tiempo se adiciona gota a gota 1
(15.25 g, 64.35 mmol, 2.5 eq.) disuelto en THF anhidro (20 mL) en atmdsfera inerte. La mezcla de
reaccion se deja agitando 16h a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo, el disolvente se
elimina a presion reducida, el residuo se disuelve en H,O (50 mL) y se extrae con AcOEt (3 x 30
mL). La fase organica se seca con MgSOy4 anhidro y se elimina el disolvente. El crudo de reaccion
se purifica por cromatografia en columna (AcOEt:hexano; 2:8) dando lugar al producto deseado
como un so6lido incoloro (12.58 g, 23.73 mmol, 92%). Se comprueba que la reaccion ha finalizado

por cromatografia en capa fina (AcOEt:hexano; 2:8). Rf: 0.4

RMN-'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 4.58 (s, 2H), 3.18 — 3.05 (m, 4H), 1.86 — 1.71 (m, 4H), 1.4 (s,
18H), 1.43 (s, 18H), 1.40 — 1.30 (m, 4H). RMN-"C (100 MHz, CDCls) § ppm: 170.8, 156.0, 81.5,
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79.2, 57.9, 40.8, 29.5, 28.5, 28.0, 24.6. ESI-TOF calculado para C,7HsoN,OsNa*, 553.3465, [M +
Na]* experimental, 553.3462.

Sintesis de acido 5-amino-2-(3-aminopropil)pentanoico (3)

o o o)
X >< CH3COOH/HCI
o} o) ————— H,N OH
16h, 120°C
NHBoc  NHBoc 2 H,N 3

Este compuesto se ha sintetizado empleando protocolos previamente descritos.!?’ El compuesto
2 (12.58 g, 23.73 mmol) se disuelve en AcOH (20 mL) y HCI 3 N (20 mL). La mezcla se calienta a
reflujo durante 16h, tras lo cual se deja enfriar a temperatura ambiente, se elimina el disolvente en
rotavapor y se liofiliza para eliminar las trazas de agua dando lugar a un sélido viscoso incoloro (5.86

g, 23.73 mmol) de manera cuantitativa.

RMN-'H (400 MHz, D,0): & ppm: 8.12 (s, 4H), 2.81 — 2.65 (m, 4H), 2.27 (s, 1H), 1.67 — 1.34 (m,
8H). RMN-13C (400 MHz, D,0): & ppm: 176.2, 43.8, 38.3, 28.4, 24.7. ESI-TOF calculado para
CsH1sN20,H", 175.1446, [M + H]* experimental, 175.1440.

Sintesis de acido 5-((terc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-((terc-butoxicarbonil)

amino)propil)pentanoico (4)

0o (Boc),0/NaOH o
Dioxano:H,0
HyN OH —————————> BocHN OH
16h, 0°C -.t.a.
3 4

H,N BocHN

Se disuelven 3 (5.86 g, 23.70 mmol, 1 eq.) y NaOH (2.84 g, 71.10 mmol, 3 eq.) en una mezcla
de dioxano:agua (2:1, 30 mL). La mezcla se enfria en bafio de hielo-agua, donde se adiciona, gota a
gota, di-terc-butil dicarbonato (11.07 g, 52.14 mmol, 2.2 eq.) disuelto en dioxano:agua (2:1, 15 mL).
Una vez adicionado todo, la mezcla de reaccion se lleva a temperatura ambiente y se deja agitando
durante 16h. Se elimina el disolvente a presion reducida, el crudo se disuelve en HO (50 mL) y se
lava con AcOEt (2 x 30 mL). La fase acuosa se acidifica con HCI 1M hasta pH 1-2 y se extrae con
AcOEt (3 x40 mL). La fase orgéanica se seca con MgSQO4 anhidro y se elimina el disolvente a presion

reducida dando lugar al compuesto 4 como un aceite incoloro (8.34 g, 22.31 mmol, 94%).

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 4.75 (s, 2H), 3.16 — 2.95 (m, 4H), 2.33 (s, 1H), 1.73 — 1.55 (m,
2H), 1.52 — 1.30 (m, 24H). RMN-"3C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 180.4, 156.2,79.3, 44.8, 40.4, 29.4,
28.5, 27.9. ESI-TOF calculado para CisH34N>O¢Na", 397.2315, [M + Na]" experimental, 397.2309.
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Sintesis de  5-((terc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-((terc-butoxicarbonil)amino) propil)

pentanoato de 1H-benzo[1,2,3]triazol-1-ilo (5)

o HOBt/DMAP/EDCI o N=N
DCM anh. [
BocHN OH —_— BocHN O/N
16h, 0°C-t.a.
BocHN 4 5

BocHN

Se disuelve 4 (8.34 g, 22.31 mmol, 1 eq.) en DCM anhidro (50 mL) bajo atmoésfera de nitrogeno
y se enfria en bafo de hielo. A la disolucion previa se adiciona EDCI (4.70 g, 24.53 mmol, 1.1 eq.)
disuelta en DCM anhidro (30 mL) gota a gota durante un periodo de 10 minutos. Después de este
tiempo se afaden HOBt (9.03 g, 69.90 mmol, 3 eq.) y DMAP (218 mg, 1.78 mmol, 0.08 eq.)
previamente disueltos en DCM anhidro (50 mL). La reaccion se lleva a temperatura ambiente y se
deja agitando durante 16h. Al cabo de este tiempo, se diluye con DCM (50 mL) y se lava con H,O
(50 mL), HC1 0.5M (2 x 50 mL) y una disolucion de NaHCOs saturada (2 x 50 mL). La fase organica
se seca con MgSQO; y se concentra a presion reducida. El compuesto 5 se obtiene como un sélido
viscoso incoloro (9.86 g, 20.08 mmol, 90%). La reaccion se sigue mediante cromatografia en capa

fina (EtOAc:n-hexano; 8:2). Rf: 0.6

RMN-'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8.06 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.80 — 7.50 (m, 1H), 7.46 — 7.38 (m,
2H), 4.70 (s, 2H), 3.25 — 3.20 (m, 4H), 2.97 (s, 1H), 1.92 — 1.82 (m, 2H), 1.83 — 1.75 (m, 2H), 1.75
— 1.65 (m, 4H), 1.44 (s, 18H). RMN-13C (100 MHz, CDCls) & ppm: 172.2, 156.2, 143.6, 129.0,
128.7, 125.0, 120.7, 108.4, 79.5, 42.7, 40.1, 29.4, 28.6, 28.1. ESI-TOF calculado para
C24H37NsOeNa*, 514.2642, [M + Na]* experimental, 514.2627.

Sintesis de DG1-NHBoc

NHBoc

NH
o N=N HNT 2 o
! H
N
BocHN (o \Q T BocHN N/\/N NHBoc
EtzN /DCM anh. H o
16h, t.a.
BocHN
5 BockiN DG1-NHBoc

El compuesto 5 (4.71 g, 9.60 mmol, 2.2 eq.), etilendiamina (290 pL, 4.36 mmol, 1 eq.) y
trietilamina (1.82 mL, 13.08 mmol, 3 eq.) se disuelven en DCM anhidro bajo atmoésfera de nitrogeno.
La reaccion se mantiene 16h agitando a temperatura ambiente y luego se lava con H,O (50 mL), HCI
0.5M (2 x 30 mL) y con NaHCO; saturado (2 x 30 mL). La fase organica se seca con MgSQO, y se
concentra a presion reducida dando lugar a DG1-NHBoc¢ como un soélido incoloro (3.03 g, 3.92
mmol, 90%) sin necesidad de purificacion. Se comprueba que la reaccion ha finalizado por

cromatografia en capa fina (EtOAc:n-hexano; 7:3). Rf: 0.5
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Parte Experimental

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 7.86 (s, 2H), 6.77 — 6.71 (m, 4H), 3.10 — 3.03 (m, 4H), 2.89
—2.80 (m, 8H), 2.03 (s, 2H), 1.40 — 1.33 (m, 40 H), 1.30 — 1.20 (m, 12 H). RMN-3C (100 MHz,
DMSO-ds) & ppm: 174.8, 155.6, 77.3, 45.3, 39.8, 38.3, 29.8, 28.3, 27.6. MALDI-TOF calculado
para C3sH72NeO1oNa*, 795.5, [M + Na]* experimental, 795.9.

Sintesis de DG1

NHBoc

NH,
o HYiv HCI 4M:dioxano / THF 0 "
/\/N NHBoc N NH, .
BOCHNA?)LN 16h, 0°C-ta. HN N 2 -4HCI
o]

o

BocHN H.N
DG1-NHBoc 2 DG1

La desproteccion de DG1-NHBoc (2.05g, 2.65 mmol) con HCI 4M: dioxano, da lugar a DG1

(1.35g, cuantitativamente) como un s6lido viscoso de color amarillo palido.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.46 (s, 2H), 8.10 (s, 8H), 3.13 (s, 4 H), 2.82 — 2.69 (m, 8
H), 2.38 (s, 2H), 1.56 — 1.46 (m, 12H), 1.35 — 1.30 (m, 4 H). RMN-*C (100 MHz, DMSO-d) &
ppm: 174.4,43.9, 38.5, 35.4, 29.3, 24.8. MALDI-TOF calculado para CisHsNsO>Na", 395.3, [M +
Na]* experimental, 395.4.

Sintesis de DG2-NHBoc

BocHN

NHBoc
BocHN/\/{ lo) NHBoc
NH, NH
Resina Amberlyst A-26 07 'NH
MeOH o
2 H 1h, ta. N
HN NN NHy 4pc) @ ——m— N
2 H
H o 5 [0}
N-Metilmorfolina
HN HN_O
N\ﬁo NHBoc

DMF anh.
H,oN 16h, t.a.
NHBoc
DG2-NHBoc

BocHN
DG1
NHBoc

DG1 (1.80 g, 3.47 mmol) es tratado con la resina Amberlist A-26 (7g) en MeOH (10 mL) durante
una hora. El compuesto obtenido, 5 (7.46 g, 15.20 mmol, 4.4 eq) y N-metilmorfolina (2.28 mL, 20.70
mmol, 6 eq) se disuelven en DMF anhidra (60 mL) bajo atmdsfera de nitrogeno y se deja agitando
durante 16h a temperatura ambiente. Se elimina completamente el disolvente, el crudo se disuelve
en DCM (100 mL) y se lava con H,O (50 mL), HCI 0.5M (2 x 50 mL) y una disoluciéon de NaHCO;
saturada (2 x 50 mL). La fase orgénica se seca con MgSQO, y se concentra a presion reducida para
obtener DG2-NHBoc (5.62 g, 3.12 mmol, 90 %) como un sélido incoloro. La reaccion se monitoriza

por cromatografia en capa fina (AcOEt:hexano; 7:3). Rf: 0.4
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Capitulo VIII

RMN-'H (400 MHz, DMSO-d) & ppm: 7.97 — 7.89 (m, 2 H), 7.83 — 7.75 (m, 4 H), 6.82 — 6.70 (m,
8 H), 3.13 —3.05 (m, 4 H), 3.05 -2.93 (m, 8 H), 2.91 —2.80 (m, 16 H), 2.13 —2.00 (m, 6 H), 1.42 —
1.17 (m, 120 H). RMN-2C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 174.9, 174.5, 155.6, 77.3, 45.1, 39.5 (con
la sefial de DMSO-d;), 38.5, 38.3, 30.0, 29.8, 28.3, 27.6, 27.2. MALDI-TOF calculado para
CooH16sN14022Na”, 1821.4, [M + Na]" experimental, 1821.6.

Sintesis de DG2
H N
NHBoc BocHN NHz 2
BocHN (@) NHBoc
07 NH NH
1 d HCI 4M:dioxano / THF anh. H
NN N/\/N -8HCI
H 5 H
16h, 0°C-t.a.
N HN__O
BocHN o NHBoc
NHBoc NHBoc NHz NH2
DG2-NHBoc DG2

La desproteccion de los grupos aminos de DG2-NHBoc (5.39 g, 3.00 mmol) con HCI

4M:dioxano da lugar a DG2 (3.85 g, cuantitativamente) como un s6lido viscoso de color amarillo
palido.
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.53 — 7.96 (m, 22 H), 3.11 —2.90 (m, 12 H), 2.84 — 2.65
(m, 16 H), 2.32 — 2.15 (m, 6 H), 1.56 — 1.22 (m, 48 H). RMN-C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm:
175.4,174.0,45.2,44.1, 39.5 (con la seiial de DMSO-dy), 38.6, 38.4, 30.1,29.3, 27.3, 24.8. MALDI-
TOF calculado para CsoH104sN14O6Na*, 1020.5, [M + Na]" experimental, 1020.5.

Sintesis de DG3-NHBoc

Resina Amberlyst A-26
MeOH

o 1h, ta. fﬂwﬂwﬂwﬂrox )2 )”2

5
N-Metilmorfolina

DMF anh.
3 dias, t.a. DG3-NHBoc

Se trata a DG2 (1.73 g, 1.34 mmol) en MeOH (10 mL) con la resina Amberlyst A-26 (5.4 g)
durante una hora. El compuesto obtenido, 5 (5.79 g, 11.80 mmol, 8.8 eq) y N-metilmorfolina (1.76
mL, 16.08 mmol, 12 eq) se disuelven en DMF anhidra (60 mL) y se deja agitando durante 3 dias a
temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrogeno para obtener DG3-NHBoc (4.68 g, 1.22 mmol,

91 %) como un so6lido incoloro tras precipitacion en hexano.
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.12 — 7.85 (m, 2 H), 7.86-7.67 (m, 12 H), 6.87 — 6.58 (m,

16 H), 3.13 - 2.93 (m, 28 H), 2.94 — 2.77 (m, 32 H), 2.16 — 1.98 (m, 14 H), 1.48 — 1.17 (m, 246 H).
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Parte Experimental

RMN-3C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 174.9, 174.5, 155.6, 77.3, 45.1, 39.5 (con la sefial de
DMSO—dG), 38.3, 30.0, 29.8, 28.3, 27.6, 27.3. MALDI-TOF -calculado para C194H360N30046Na+,
3872.2, [M + Na]" experimental, 3873.7.

Sintesis de DG3

H H H
HCI 4M:dioxano / THF N N N NH,
DG3-NHBoc J( Tod\/y Tod\/v WV llﬂ
2

16h, 0°C-t.a.

2

DG3

La desproteccion de G3-NHBoc (4.68 g, 1.22 mmol) con HCI 4M:dioxano da lugar a DG3 (3.43

g, cuantitativamente) como un so6lido viscoso de color amarillo palido.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.40 — 8.05 (m, 46 H), 3.18 — 2.89 (m, 28 H), 2.84 — 2.67
(m, 32 H), 2.35 — 2.12 (m, 14 H), 1.57 — 1.20 (m, 112 H). RMN-1*C (100 MHz, DMSO-d¢) 5 ppm:
175.3, 175.2, 174.1, 45.1, 44.1, 39.5 (con la sefial de DMSO-ds), 38.6, 38.4, 30.2, 30.0, 29.3, 27.3,
27.1,24.8.

Sintesis de DG4-NHBoc

Resina Amberlyst A-26
MeOH

DG3 ne %HWHWHWHW%OK L), )”

N-Metilmorfolina

DMF anh.
8 dias, t.a. DG4-NHBoc

Se trata DG3 (831 mg, 0.30 mmol) en MeOH (10 mL) con la resina Amberlyst A-26 (2.40 g)
durante una hora en agitaciéon. El compuesto obtenido, 5 (2.45 g, 5 mmol, 17.6 eq) y N-
metilmorfolina (740 pL, 6.72 mmol, 24 eq) se disuelven en DMF anhidra (60 mL) bajo atmosfera de
nitrégeno, y la mezcla de reaccion se deja agitando a temperatura ambiente durante ocho dias.
Después de cuatro dias, la reaccion se refresca con la misma cantidad de 5 y N-metilmorfolina para
asegurar la reaccion de todos los grupos amino terminales. A los ocho dias se elimina la DMF y tras

precipitacion en hexano se obtiene DG4-NHBoc (2.00 g, 0.25 mmol, 90 %) como un sélido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 8.20 — 7.80 (m, 30H), 6.90 — 6.30 (m, 32H), 3.20 — 2.70 (m,
124H), 2.20 —2.00 (m, 30H), 1.40 — 1.20 (m, 318 H). RMN-13C (100 MHz, DMSO-d¢) & ppm 174.5,
155.6, 77.3, 45.1, 39.5 (con la sefial de DMSO-ds), 38.3, 29.9, 28.2, 27.6, 27.3.
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Capitulo VIII

Sintesis de DG4

HCI 4M:dioxano / THF “ H H H NH2> )
DG4-NHBoc A
o 0] (¢] (e} 2/,
2
DG4

16h, 0°C-t.a.

La desproteccion de los grupos amino de G4-NHBoc (2.00 g, 0.25 mmol) siguiendo el
procedimiento general da lugar a DG4 (1.45 g, cuantitativamente) como un solido viscoso de color

amarillo palido.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-d¢) § ppm: 8.49 — 7.28 (m, 94 H), 3.17 — 2.90 (m, 60 H), 2.82 — 2.69
(m, 64 H), 2.34 —2.16 (m, 30 H), 1.60 — 1.21 (m, 240 H). RMN-"*C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm:
176.5, 175,2, 174.1, 45.0, 44.1, 39.5 (con la sefial de DMSO-ds), 38.5, 30.2, 29.3, 27.3, 24.8.

Sintesis de DG5-NHBoc

Resina Amberlyst A-26
MeOH

H H H H H H

1h ta. N N N N N N__O

DG4 W/ﬁ/\/ m/é/\/ M M W/‘Q/\/ Y 7< )2 >2 >2>
5 (0] (0] (0] (0] (0] (¢] 2/,

N-Metilmorfolina 2

DMF anhidra
14 dias, ta. DG5-NHBoc

Tras el tratamiento de DG4 (600 mg, 0.10 mmol) con la resina de intercambio i6nico Amberlist
A-26 (1.60 g) en MeOH (10mL) durante una hora, el producto obtenido se disuelve en DMF anhidra
(60mL), donde se adicionan 5 (1.73 g, 3.52 mmol, 35.2 eq) y N-metilmorfolina (529 uL, 4.80 mmol,
48 eq) bajo atmosfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se deja agitando a temperatura ambiente
durante catorce dias. A los cuatro y ocho dias se refresca la reaccion con la misma cantidad de 5y
N-metilmorfolina. G5-NHBoc (1.44 g, 0.09 mmol, 90 %) se obtiene como un so6lido incoloro tras

precipitacion en hexano.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.05 — 7.67 (m, 62 H), 6.81 — 6.68 (m, 64 H), 3.11 — 2.93
(m, 124 H), 2.90 — 2.81 (m, 128 H), 2.15 - 2.01 (m, 62 H), 1.39 — 1.16 (m, 1072 H). RMN-1*C (100
MHz, DMSO-ds) § ppm: 174.6, 155.6, 77.3, 45.2, 39.5 (con la sefial de DMSO-ds), 38.3, 29.9, 28.3,
27.7.

Sintesis de DG5S

HCI 4M:dioxano / THF y N HMHMHMNHJ > )
DG5-NHBoc 272/,
o) o) o] o) o] 2/,

16h, 0°C-t.a. )

DG5

La desproteccion de los grupos amino de DG5-NHBoc (1.77 g, 0.11 mmol) da lugar a DG5 (1.30

g, cuantitativamente) como un so6lido viscoso de color amarillo palido.
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Parte Experimental

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.42 — 8.02 (m, 190 H), 3.17 — 2.86 (m, 124 H), 2.86 — 2.66
(m, 128 H), 2.36 — 2.13 (m, 62 H), 1.64 — 1.10 (m, 496 H). RMN-3C (100 MHz, DMSO-ds) § ppm:
175.1, 174.5, 174.0, 45.0, 44.5, 44.0, 39.5 (con la sefial de DMSO-ds), 38.6, 29.9, 29.2, 27.2, 24.7.

Sintesis de dg1Bn-NHBoc

o o}
BnBr/Na,CO3
BocHN OH - > BocHN o/\©
DMF
16h, t.a.

BocHN 4 BocHN dg1Bn-NHBoc

Se disuelve el compuesto 4 (3.19 g, 8.5 mmol, 1 eq.) en DMF y se afiade Na,COs (1.35 g, 12.8
mmol, 1.5 eq.). Tras cinco minutos en agitacion se adiciona BnBr (1.5 mL, 13.2 mmol, 1.55eq.) y
la mezcla se deja en agitacion durante 16h. Tras eliminar la DMF, el crudo de reaccion se disuelve
en DCM (50 mL) y se lava con H>O (3 x 50 mL). Se purifica mediante cromatografia en columna de
gel de silice (AcOEt:Hexano; 1:9) para dar lugar al compuesto deseado como un so6lido incoloro

(3.44 g, 87%). RF: 0.3

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 7.39 — 7.32 (m, 5 H), 5.12 (s, 2 H), 4.46 (s, 2 H), 3.06 (t, J =
6.2Hz, 4 H), 2.48 — 2.37 (m, 1 H), 1.68 — 1.59 (m, 4 H), 1.52 — 1.38 (m, 22 H). RMN-3C (100 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 175.8, 156.1, 136.2, 128.7, 128.5, 128.4, 79.3, 66.3, 44.9, 40.5, 29.5, 28.6, 27.9. ESI-
TOF calculado para CosHaoN2O6H™, 465.2964, [M + H]" experimental, 465.2945.

Sintesis de dg1Bn

Q o
HCI 4M:dioxano / THF
BocHN O - = HoN (¢]
16h, 0°C-t.a.
-2HCI

BocHN

dg1Bn-NHBoc dg1Bn

Se disuelve dglBn-NHBoc (3.44 g, 7.4 mmol, 1 eq.) en THF (10 mL) y se enfria en bafio de
hielo donde se anade, gota a gota, HCl 4M:dioxano (10 mL). La mezcla de reaccion se deja en
agitacion durante 16h, tiempo tras el cual se evapora hasta sequedad dando lugar al compuesto

deseado (2.49 g, cuantitativamente) como un so6lido viscoso de color amarillo palido.
RMN-'H (400 MHz, D,0) & ppm: 7.49 — 7.46 (m, 5 H), 5.23 (s, 2 H), 2.98 — 2.94 (m, 4 H), 2.61 —
2.56 (m, 1 H), 1.69 — 1.60 (m, 8 H). RMN-"3C (100 MHz, D,0) & ppm: 177.8, 135.8, 129.1, 129.0,

128.8, 67.5, 44.6, 39.4, 28.5, 24.7. ESI-TOF calculado para CisH»N->O-H", 265.1916, [M + H]"
experimental, 265.1911.
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Capitulo VIII

Sintesis de dg2Bn-NHBoc

0] (0]
0 o n=N BocHN N o}
N N-metilmorfolina
H2N o . BocHN (o) —
DMF anh.
2HCI 16h, ta. BocHN HN
H,oN o
5

2 BocHN
dg1Bn

BocHN

BocHN dg2Bn-NHBoc

Se disuelve dg1Bn (1.39 g, 4.12 mmol, 1 eq.) en DMF anhidra (60 mL) y se le afiade 5 (4.45 g,
9.06 mmol, 2.2 eq.) y N-metilmorfolina (2.76 mL, 24.72 mmol, 6 eq.). La mezcla de reaccion se deja
agitando a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrogeno durante 16h. Al cabo de este tiempo se
elimina la DMF, se disuelve en DCM (50 mL) y se lava con H>O (3 x 50 mL) dando lugar a dg2Bn-
NHBoc como un sélido incoloro (3.87 g, 3.96 mmol, 96%).

RMN-'H (400 MHz, CDCL;) & ppm: 7.37 — 7.31 (m, 5 H), 6.43 (s, 2H), 5.10 (s, 2 H), 4.88 (s, 4H),
3.27 —3.14 (m, 4 H), 3.11 — 3.01 (m, 8 H), 2.49 — 2.39 (m, 1 H), 2.20 — 2.08 (m, 2 H), 1.63 — 1.57
(m, 6 H), 1.48 — 1.33 (m, 54 H). RMN-5C (100 MHz, CDCl3) & ppm: 175.9, 175.8, 156.4, 136.0,
131.0, 128.7, 128.4, 79.3, 66.4, 46.2, 44.4, 40.3, 38.8, 30.0, 29.8, 28.6, 28.1, 27.3. ESI-TOF
calculado para CsHssN¢O12H', 977.6538, [M + H]" experimental, 977.6549.

Sintesis de dg2Bn

0]

o
BocHN N (0]
H HCI 4M:dioxano / THF H,N /\©
-,
16h, 0°C-t.a.
HN

BocHN

o o
N O
H
H,N HN
BocHN (¢} .
4HCI HZN/\/J)/&O
HoN

BochN dg2Bn-NHBoc dg2Bn

2

Se disuelve dg2Bn-NHBoc (1 g, 1.02 mmol, 1 eq.) en THF (10 mL) y se enftria en bafio de hielo
donde se afiade, gota a gota, HCl 4M:dioxano (10 mL). La mezcla de reaccion se mantiene en
agitacion durante 16h. Al cabo de este tiempo se elimina el disolvente dando lugar a dg2Bn (733

mg, cuantitativamente) como un sélido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, D,0) 6 ppm: 7.51 — 7.40 (m, 5 H), 5.22 (s, 2 H), 3.24 - 3.11 (m, 4 H), 3.02 —
2.91 (m, 8 H), 2.58 — 2.51 (m, 1 H), 2.34 - 2.25 (m, 2 H), 1.63 — 1.45 (m, 24 H). RMN-3C (100
MHz, D;O) & ppm: 178.8, 177.6, 135.9, 129.1, 128.9, 128.5, 67.3, 46.1, 45.0, 39.5, 39.2, 29.4, 29.1,
26.6, 25.0. ESI-TOF calculado para Cs;HssNeOsH?*, 289.2260, [M + H]** experimental, 289.2254.
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Parte Experimental

Sintesis de dg3Bn-NHBoc

BocHN

BocHN vb\fo

HN

HoN
b\(e BocHN
HoN 0
“4HCI N-Metilmorfolina BocHN N

o - S HN

HoN . DMF anh o}
3 dias, t.a.
o}

o

o BocHN HN

BocHN
HN

BOCHN/\PA
o
dg3Bn-NHBoc

BocHN

Se disuelven dg2Bn (76 mg, 0.11 mmol, 1 eq.), S (227 mg, 0.46 mmol, 4.4 eq.) y N-
metilmorfolina (104 pL, 0.95 mmol, 9 eq.) en DMF anhidra (60 mL). La mezcla de reaccion se
mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante tres dias bajo atmosfera de nitrogeno. Tras
este tiempo se elimina el disolvente, el crudo se disuelve en DCM (50 mL) y se lava con H,O (3 x
50 mL) y Na,COs 1M (3 x 50 mL) dando Iugar a dg3Bn-NHBoc (187 mg, 89%) como un sélido

incoloro.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 7.82 — 7.75 (m, 6 H), 7.37 — 7.31 (m, 5H), 6.77 — 6.74 (m,
8H), 5.09 (s, 2 H), 3.07-2.92 (m, 12 H), 2.90-2.79 (m, 16 H), 2.13-1.99 (m, 7 H), 1.39 — 1.21 (m, 128
H). RMN-3C (100 MHz, DMSO-dc) & ppm: 175.1, 174.5, 174.4, 155.6, 136.2, 128.4, 128.0, 127.8,
77.3,65.4,45.1, 45.0, 39.8, 38.2, 38.1, 30.0, 29.8, 29.3, 28.3, 27.6, 27.3, 27.0. ESI-TOF calculado
para Cio3His34aN14024Na**, 1012.6769, [M + Na]** experimental, 1012.6784.

Sintesis de dg3Bn

BocHN HoN

BocHN\/b\fo HoN Mb\fo
BocHN HN HoN HN
o}
H\/bf( H o]
BocHN N HoN N
HN HN
o o HCI 4M:dioxano / THF 0o
— > 8HCI O
o o 16h, 0°C-t.a. o o
BocHN/\?/u\ HN HN
BocHN /\?\« /\?\g
HN

BocHN“?/&o HzN/\?/go
BocHN dg3Bn-NHBoc dg3Bn

191

Iz
(¢}
I
S
\\\\/Zé
Iz
o



Capitulo VIII

Se disuelve dg3Bn-NHBoc (182 mg, 0.09 mmol, 1eq.) en THF (10 mL) y se enfria en bafio de
hielo. Una vez esté la mezcla fria, se afiade, gota a gota, HCl 4M:dioxano (10 mL). La mezcla de
reaccion se deja en agitacion durante 16h tras lo cual se evapora hasta sequedad dando lugar a dg3Bn

(132 mg, cuantitativamente).

RMN-'H (400 MHz, D,0) & ppm: 7.58 — 7.39 (m, 5 H), 5.22 (s, 2 H), 3.23 — 3.11 (m, 12 H), 3.05 -
2.91 (m, 16 H), 2.58 — 2.46 (m, 1 H), 2.33 — 2.24 (m, 6 H), 1.70 — 1.35 (m, 56 H). RMN-C (100
MHz, D,O) 6 ppm: 178.8, 178.5, 177.8, 136.0, 129.2, 129.0, 128.6, 67.3, 46.5, 46.2, 45.3, 39.6, 39.4,
39.2,30.0, 29.6, 29.1, 26.9, 26.8, 25.1. ESI-TOF calculado para Ces3Hi20N140sH?*, 601.4785, [M +
H]** experimental, 601.4791.

Sintesis de dg1-ino-NHBoc

o (o]

BocHN oH HZN/\ CDI/ MeCN BocHN N\
16h, t.a.
BocHN
BocHN .
4 dg1-ino-NHBoc

Bajo condiciones anhidras, se disuelve el compuesto 4 (350 mg, 0.94 mmol, 1 eq.) en MeCN (10
mL) y se afiade CDI (228 mg, 1.41 mmol, 1.5 eq.) disuelta también en MeCN (10 mL). Esta mezcla
de reaccion se deja en agitacion durante una hora, tras la cual se adiciona propargilamina (180 pL,
2.81 mmol, 3 eq.) y se agita durante 16h a temperatura ambiente. Se elimina el disolvente, se disuelve
el crudo en DCM y se lava con HCI 0.05 M (3 x 20 mL). La fase organica se lleva a sequedad dando
lugar a dgl-ino-NHBoc como un soélido incoloro (353 mg, 91 %).

RMN-H (400 MHz, CDCl;) & ppm: 6.60 (s, 1H), 4.73 (s, 2H), 3.99 (dd, J = 5.4, 2.6 Hz, 2H), 3.14
~3.01 (m, 4H), 2.22 — 2.14 (m, 2H), 1.64 — 1.58 (m, 2H), 1.45 — 1.38 (m, 24H). RMN-"*C (100
MHz, CDCl3) 6 ppm: 175.5, 156.3, 79.9, 79.3, 71.3, 45.4, 39.91 29.6, 29.0, 28.5, 27.9. ESI-TOF
calculado para C,H37N3OsH", 412.2811, [M + H]" experimental, 412.2805.

Sintesis de dgl-ino

0 o)
HCI 4M:dioxano / THF anh.
BocHN N\ HN ”/\\\
2h, 0°C - t.a.
-2HCI
BocHN HoN
dg1-ino-NHBoc dg1-ino

Se disuelve dgl-ino-NHBoc (353 mg, 0.86 mmol, 1 eq.) en THF anhidro (5 mL) y se enfria en
bafio de hielo. Una vez frio, se afiade HCI 4M:dioxano (5 mL) gota a gota y la mezcla de reaccion se
deja agitando durante 2 horas. Al cabo de este tiempo se lleva a sequedad originando dgl-ino como

un so6lido incoloro (240 mg, cuantitativamente).
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RMN-'H (400 MHz, D,0) & ppm: 4.03 (d, J = 2.6 Hz, 2H), 3.09 — 2.98 (m, 4H), 2.67 (s, 1H), 2.53
—2.22 (m, 1H), 1.76 — 1.55 (m, 8H). RMN-3C (100 MHz, D,0) é ppm: 177.9, 79.8, 72.1,45.9, 39.5,
29.2, 289, 24.9. ESI-TOF calculado para C;HzN;OH", 212.1763, [M + H]" experimental,
212.1757.

Sintesis de dg2-ino-NHBoc
BocHN
b%"
o
N metilmorfolina BocHN HN
+  BocHN O
DMF anh.
16h, ta. BoctN HN—\
OCl
FN dg1-ino BocHN HN A
o)
BocHN dg2-ino-NHBoc

Bajo condiciones anhidras se disuelve dgl-ino (264 mg, 0.93 mmol, 1 eq.) en DMF anhidra (15

N

I

[¢] I

- N
=z
/

mL) y se afiade N-metilmorfolina (615 pL, 5.58 mmol, 6 eq.). Posteriormente se adiciona el
compuesto 5 (1 g, 2.05 mmol, 2.2 eq.) disuelto también DMF anhidra (30 mL) y se deja en agitacion
durante 16h. Tras este tiempo, la mezcla de reaccion se lava con H>O (3 x 30 mL) y HC1 0,05 M (3
x 20 mL), se evapora la fase organica y se obtiene dg2-ino-NHBoc como un soélido incoloro (807

mg, 94%).

RMN-'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 7.17 (s, 1H), 6.57 (s, 2H), 4.97 (s, 4H), 3.96 (dd, J = 5.5, 2.5
Hz, 2H), 3.30 — 3.19 (m, 4H), 3.15 — 2.98 (m, 8H), 2.35 — 2.25 (m, 1H), 2.20 (s, 1H), 2.17 — 2.10 (m,
2H), 1.64 — 1.53 (m, 4H), 1.48 — 1.31 (m, 56H). RMN-*C (100 MHz, CDCls) & ppm: 175.9, 175.8,
156.3, 80.1, 79.2, 71.3, 46.1, 45.3, 40.2, 38.7, 30.0, 29.7, 29.0, 28.5, 28.0, 27.5. ESI-TOF calculado
para C47HssN7O11H", 924.6385, [M + H]" experimental, 924.6393.

Sintesis de dg2-ino
BocHN HN
\b\(o O
HoN HN
BockiN HN o HCI 4M:dioxano / THF anh. o
- . -4HC|
HN
HN 16h, 0°C - ta. HN X
2
BocHN?«HN \ HN N\

o) @)

HoN
BockN dg2-ino-NHBoc dg2-ino

Se disuelve dg2-ino-NHBoc (321 mg, 0.35 mmol, 1 eq.) en THF anhidro (10 mL) y se enfria en
bafio de hielo donde se adiciona, gota a gota HCI 4M:dioxano (5 mL). La mezcla de reaccion se
mantiene en agitacion durante 16h tras las cuales se lleva a sequedad para dar lugar a dg2-ino (180

mg, cuantitativamente) como un sélido incoloro.

193



Capitulo VIII

RMN-'H (400 MHz, D,0) & ppm: 4.01 (d, J = 2.5 Hz, 2H), 3.39 — 3.15 (m, 4H), 3.10 — 2.98 (m,
8H), 2.67 (s, 1H), 2.38 — 2.34 (m, 3H), 1.69 — 1.51 (m, 24H). RMN-C (100 MHz, D,0) & ppm:
178.8,177.6, 80.0,71.9,46.3,46.2,39.5, 39.3, 30.1, 29.1, 28.8, 26.8, 25.0. ESI-TOF calculado para
C27Hs53N70s, 524.4288, [M + H]" experimental, 524.4283.

Sintesis de dg3-ino-NHBoc

BocHN

BocHN\/b\fo
H,N BocHN HN
O o)
N
H,N HN o 5 BocHN HN
N-metilmorfolina 0 0
‘4HCI _—
HN DMF anh o
HoN v\ 3 dias, t.a. HN
HN \\ BocHN N HN
o) H“P\Q
HoN
H BocHN
dg2-ino oc HN
@)

o]
BocHN/?/g
dg3-ino-NHBoc

BocHN

Se disuelve dg2-ino (489 mg, 0.73 mmol, 1 eq.) en DMF anhidra (15 mL) y se le afiade N-
metilmorfolina (724 pL, 6.57 mmol, 9 eq.). Posteriormente, se adiciona 5 (1.58 g, 3.21 mmol, 4.4
eq.) disuelto en DMF anhidra (40 mL). La mezcla de reaccion se deja en agitacion a temperatura
ambiente durante tres dias bajo atmoésfera de nitrogeno. Tras este tiempo se lava con H>O (3 x 50
mL) y Na,CO; 1M (3 x 50 mL) dando lugar a dg3-ino-NHBoc (1.167 g, 82 %) como un so6lido

incoloro.

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) 8 ppm: 7.12 -6.52 (m, 7H), 5.22 — 4.79 (m, 8H), 3.98 (s, 2H), 3.42 —
2.95 (m, 28H), 2.32 — 2.08 (m, 8H), 1.82 — 1.19 (m, 128H). RMN-C (100 MHz, CDCls) & ppm:
175.7, 156.4, 85.3, 79.1, 71.1, 46.3, 40.4, 39.1, 38.9, 30.1, 29.8, 28.9, 28.6, 28.1, 28.0, 27.8. ESI-
TOF calculado para CooH51N15023Na*", 986.1693, [M + Na]** experimental, 986.6729.
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Sintesis de dg3-ino

BocHN

H,N
BocHN\/b\fo HzNyb\(o
HN HN
o o HCI 4M:dioxano / THF anh o
[ -8HCI 0
o
HN 16h, 0°C - t.a. o
HN \ HN HN

H,N

o o]
HN H N

BocHN

HN
BocHNKP/&o HN .
dg3-ino-NHBoc dg3-ino

BocHN

Se disuelve dg3-ino-NHBoc (207 mg, 0.11 mmol, 1 eq.) en THF anhidro (10 mL) y se enfria en
bafio de hielo donde se adiciona, gota a gota, HC1 4 M:dioxano (10 mL) y se deja en agitacion durante
16h. Tras este tiempo, se elimina completamente el disolvente y se obtiene dg3-ino (153 mg,

cuantitativamente) como un sélido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, D,0) & ppm: 3.97 (s, 2H), 3.23 — 3.15 (m, 12H), 3.01 —2.98 (m, 16H), 2.62 (s,
1H), 2.37 — 2.19 (m, 7H), 1.65 — 1.43 (m, 56H). RMN-3C (100 MHz, D,0) & ppm: 178.7, 178.4,
177.7, 80.0, 71.9, 46.4, 46.1, 39.5, 39.3, 39.2, 30.0, 29.1, 28.8, 26.8, 25.0. ESI-TOF calculado para
CsoH117N1507H,2, 574.9708, [M + H]** experimental, 574.9703.

Sintesis de 3-azidopropilamina (6)

NaN;/ H,0
B — N3/\/\NH2
72h, 80°C

Br” ™" NH, -HBr

6

Se disuelven hidrobromuro de 3-bromopropilamina (3 g, 13.7 mmol, 1 eq.) y azida sodica (2.67
g, 41.1 mmol, 3 eq.) en H>O (10 mL). La mezcla de reaccion se calienta a 80°C y se deja agitando
durante tres dias. Al cabo de este tiempo se enfria en bafio de hielo y se afiaden 20 mL de Et,O.
Posteriormente se adiciona KOH hasta pH basico. Se separa la fase orgéanica y la fase acuosa se
extrae con Et;0 (3 x 20 mL). Las fases organicas se combinan, se seca con MgSO4y se concentra

para obtener el producto (820 mg, 60%) como un aceite incoloro.

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) § ppm: 3.37 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.80 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.76 — 1.69
(m, 2H).
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Sintesis de dg1N3;-NHBoc

o (0]

CDI/MeCN e
BocHN oH PN _CDUNVeRN | BocHN N N
+ N NH,
16h, t.a.
4 6 BocHN dg1N;-NHBoc

BocHN

Se disuelven 4 (782 mg, 2.1 mmol, 1 eq.) y CDI (510 mg, 3.15 mmol, 1.5 eq.) en MeCN (10 mL)
bajo condiciones anhidras y se deja en agitacion durante una hora. Tras este tiempo se adiciona el
compuesto 6 (627 mg, 6.27 mmol, 3 eq.) previamente disuelto en MeCN (5 mL). La mezcla de
reaccion se mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante 16h. Tras este tiempo se elimina
el disolvente a vacio, el crudo resultante se disuelve en DCM y se lava con HC1 0.05 M (3 x 30 mL).
La fase organica se seca con MgSQOs, se concentra y se eliminan las trazas de disolvente a vacio

dando lugar a dg1N3-NHBoc (517 mg, 54 %) como un sélido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) 6 ppm: 6.39 (s, 1H), 4.71 (s, 2H), 3.36 — 3.22 (m, 4H), 3.12 — 3.00 (m,
4H), 2.15 (s, 1H), 1.76 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 1.63 — 1.56 (m, 2H), 1.44 — 1.38 (m, 24H). RMN-13C
(100 MHz, CDCl3) 8 ppm: 175.8, 156.3,79.3,49.4,45.7,40.0, 37.0, 29.7, 29.1, 28.5, 28.0. ESI-TOF
calculado para C,1H4N¢OsH", 457.3138, [M + H]" experimental, 457.3131.

Sintesis de dg1N3
o o
HCI 4M:di / THF
BocHN H/\/\N3 ioxano HN u/\/\N3
2h, 0°C - t.a.
-2HCI
BocHN™  dg1N,-NHBoc HoN dgiN,

Se disuelve dg1N3-NHBoc (218 mg, 0.48 mmol, 1 eq.) en THF (10 mL) y se enfria en bafio
de hielo. A esta disolucion, se le afiade, gota a gota, HCI 4 M:dioxano (5 mL) y se deja en agitacion
durante 2 horas. Al cabo de este tiempo se elimina el disolvente a vacio para obtener el producto (153

mg, cuantitativamente) como un sélido viscoso de color amarillo palido.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 8.25 — 8.17 (m, 1H), 8.12 — 7.98 (m, 4H), 3.37 (t, J = 6.7
Hz, 2H), 3.14 — 3.09 (m, 2H), 2.80 — 2.68 (m, 4H), 2.27 — 2.16 (m, 1H), 1.67 (q, J = 6.7 Hz, 2H),
1.55-1.43 (m, 6H), 1.41 — 1.30 (m, 2H). RMN-3C (100 MHz, DMSO-ds) 5 ppm: 174.0, 48.5, 44.2,
38.5, 35.7, 29.1, 28.5, 24.8. ESI-TOF calculado para C;iHuNcOH", 257.2090, [M + H]*
experimental, 257.2081.
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BocHN
O
N:N

N/\/\NS N- metllmorfollna BocHN HN

BocHN O
DMF anh.
16h, t.a. HN
-2HCI ’\_\
BocHN
HzN oc HN

BocHN N3
dgiN, o
BocHN

Sintesis de dg2N3;-NHBoc

dg2N,-NHBoc

Bajo condiciones anhidras se disuelve dg1N3 (136 mg, 0.41 mmol, 1 eq.) en DMF anhidra (10
mL) y se adiciona N-metilmorfolina (271 pL, 2.46 mmol, 6 eq.) Tras 5 minutos aproximadamente se
afiade el compuesto 5 (443 mg, 0.90 mmol, 2.2 eq.) disuelto en DMF anhidra (10 mL) y se deja en
agitacion a temperatura ambiente durante 16h. Tras este tiempo, se elimina completamente el
disolvente, se disuelve en DCM (50 mL) y se lava con H,O (50 mL), HC1 0.5M (2 x 30 mL) y con
una disolucion saturada de NaHCOs (2 x 30 mL). La fase organica se seca con MgSQ, y se concentra
a presion reducida. Para su purificacion, el crudo obtenido se disuelve en la minima cantidad de DCM

y se precipita en hexano frio, dando lugar a dg2Ns;-NHBoc (326 mg, 82%) como un so6lido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, CDCl;3) & ppm: 6.82 (s, 1H), 6.43 (s, 2H), 4.92 (s, 4H), 3.35 — 3.26 (m, 6H),
3.13-3.01 (m, 10H), 2.21 — 2.14 (m, 3H), 1.76 (q, J= 6.7 Hz, 2H), 1.62 — 1.55 (m, 6H), 1.45 — 1.34
(m, 54H). RMN-3C (100 MHz, CDCl;) & ppm: 176.0, 175.8, 156.4, 79.3, 49.5, 46.2, 45.5, 40.2,
38.7, 37.0, 30.0, 30.0, 29.1, 28.6, 28.1, 27.6. ESI-TOF calculado para C47HssN10O11H", 969.6712,
[M + H]" experimental, 969.6702.

Sintesis de dg2Nj3
BocHN e
b%c’ o
HoN
BocHN ’ i
0C HN 0 HCI 4M:dioxano / THF o
R -4HCI
HN
HN 16h, 0°C - t.a.
BOCHN?%HN /\—\ N ’\_\

BochiN dg2N,-NHBoc dg2N,

Se disuelve dg2N3-NHBoc (125 mg, 0.13 mmol, 1 eq.) en THF (10 mL) y se enfria en bafio de
hielo. Una vez frio, se afiade, gota a gota, HCl 4M:dioxano (5 mL) y se mantiene en agitacion durante
16h. Pasado este tiempo, se elimina el disolvente a vacio obteniéndose el producto (90 mg,

cuantitativamente) como un s6lido viscoso de color amarillo palido.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 8.25 (s, 1H), 8.12 (s, 2H), 7.98 (s, 8H), 3.37 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 3.13 — 3.08 (m, 2H), 3.07 — 2.89 (m, 4H), 2.82 — 2.69 (m, 8H), 2.25 — 2.15 (s, 3H), 1.66 (q, J =
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6.7 Hz, 2H), 1.55 — 1.26 (m, 24H). RMN-!*C (100 MHz, DMSO-d;) & ppm: 175.1,173.7,48.4,45.1,
44.2, 38.6, 38.4, 35.7, 30.1, 29.2, 28.4, 27.3, 24.8. ESI-TOF calculado para C,7HssN0OsH",
569.4615, [M + H]" experimental, 569.4606.

Sintesis de dg3N3;-NHBoc

BocHN

BocHN\/b\fo
HaN BocHN HN
° \/5’(0
H
HoN N s BocHN N Y
o N-metilmorfolina o o
-4HCI - =
HN DMF anh. o
HoN ’\—\ 3 dias, t.a. HN
HN N BocHN HN \\\
o) o N3
H,N dg2N,

BocHN

BocHN

dg3N,;-NHBoc
BocHN

Se disuelve dg2N; (71 mg, 0.10 mmol, 1 eq.) en DMF anhidra (10 mL) y se afade N-
metilmorfolina (99 pL, 0.90 mmol, 9 eq.). Posteriormente, bajo condiciones anhidras, se adiciona el
compuesto 5 (216 mg, 0.44 mmol, 4.4 eq.) disuelto en DMF anhidra (10 mL) y la mezcla de reaccion
se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 3 dias. Tras este tiempo, se elimina el disolvente,
el crudo se disuelve en DCM (50 mL) y se lava con H,O (50 mL), HC1 0.5M (2 x 30 mL) y con una
disolucion saturada de NaHCOs (2 x 30 mL). La fase organica se seca con MgSQOs y se concentra a
presion reducida. Para su purificacion, el crudo obtenido se disuelve en la minima cantidad de DCM

y se precipita en hexano frio, dando lugar a dg3N3-NHBoc (189 mg, 95 %) como un s6lido incoloro.

RMN-"H (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm: 8.03 (s, 1H), 7.89 —7.76 (m, 6H), 6.78 — 6.66 (m, 8H), 3.43
—3.27 (m, 2H), 3.14 — 3.06 (m, 2H), 3.06 — 2.95 (m, 12H), 2.91 — 2.78 (m, 16H), 2.15 — 2.01 (m,
7H), 1.65 (q,J = 6.7 Hz, 2H), 1.49 — 1.17 (m, 128H). RMN-3C (100 MHz, DMSO-ds)  ppm: 175.3,
175.1,174.9, 156.0, 77.7, 48.9, 45.6, 38.7, 36.2, 30.5, 30.3, 30.1, 29.0, 28.7, 28.1, 27.8, 27.7. ESI-
TOF calculado para CooH;34N13023Na*", 1008.1840, [M + Na]*" experimental, 1008.6871.
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BocHN

BocHN\/b\fo
BocHN HN
o]
H
BocHN N
N

Parte Experimental

o
@]
N N\

N

o) N3 H

) Na
BocHN
HN HoN

BocHN/\?/g HN
H,N

o

d93N3'NHBoc /\?/g

BocHN

H
o HCI 4M:dioxano / THF 8 HN
_— -8HCI (o]
HN 16h, 0°C - t.a.
BocHN HN Q HN
HoN HN
0

dg3N,

Se disuelve dg3N3-NHBoc (92 mg, 0.05 mmol, 1 eq.) en THF (10 mL) y se enfria en bafio de
hielo. Una vez esté la mezcla fria, se afiade, gota a gota, HCI 4M:dioxano (10 mL). La mezcla de
reaccion se deja en agitacion durante 16h, tras lo cual se evapora hasta sequedad dando lugar a dg3N3

(55 mg, cuantitativamente) como un sé6lido viscoso de color amarillo palido.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.34 — 7.90 (m, 23H), 3.40 — 3.34 (m, 2H), 3.17 — 2.92 (m,
14H), 2.81 — 2.66 (m, 16H), 2.30 — 2.19 (m, 7H), 1.67 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 1.56 — 1.25 (m, 56H).
RMN-C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 175.0, 174.0, 173.9, 48.5, 44.1, 43.8, 38.7, 38.5, 38.3, 35.7,
30.1,29.2, 28.9, 28.5, 27.3, 24.8, 24.7. ESI-TOF calculado para CsoH20N13507H?*, 597.4872, [M +
H]** experimental, 597.4718.

VIII.4. Sintesis de antigenos dendriméricos para la deteccién de alergia a farmacos

Sintesis de DG1AXO

NH
2 X\NH o H,N
Resina Amberlist A-26 S o H H ONa*
o H - MeOH o N NN N HN
1h, ta. NH
HN N 2 4Hel _hta H H 5 O}“&\ o}
H -~ +Nar S
0 Amoxicilina NaO N

HN
tampon pH 10.4 HN N
o

HN DG1 16h, 4°C HN  H Na0,C
= N/ ©
o) S NH

DG1AXO
*Na0 COyNa

Siguiendo el procedimiento general, se disuelve DG1 (31 mg, 8.33:102 mmol, 1 eq.),
previamente tratado con la resina de intercambio i6nico, en un tampén carbonato acuoso, pH 10.4 (5

mL) y se enfria a 4°C. Se aflade amoxicilina sodica (258 mg, 0.66 mmol, 8 eq.) y la reaccion se deja
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16h a dicha temperatura. Tras la purificacion del crudo de reaccion mediante una columna de
exclusion por tamafio de Sephadex™ G-15 se obtiene DG1AXO (146 mg, 87%) como un sélido

blanco.

RMN-'H (400 MHz, D0 + Na,COs, pD = 11) & ppm: 7.19 — 7.01 (m, 8H), 6.71 — 6.56 (m, 8H),
4.95 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 4.40 (s, 4H), 4.29 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 3.46 — 3.33 (m, 4H), 3.30 — 3.10 (m,
8H), 3.08 — 2.96 (m, 4H), 2.10 (s, 2H), 1.56 — 1.44 (m, 12H), 1.43 — 1.26 (m, 16H), 1.20 — 1.09 (m,
12H). RMN-C (100 MHz, D,O + Na,COs, pD = 11) § ppm: 178.7, 176.4, 174.9, 171.0, 159.0,
128.3, 126.4. 118.4, 74.4, 64.8, 59.3, 59.0, 57.9, 39.1, 38.6, 29.3, 27.0, 26.7, 26.2.

Sintesis de DG2AXO

O'Na*
H,N
Resina Amberlist A-26
MeOH
1h, ta. N § WAy o
DG2 T TN N )
Amoxicilina \>< 2/
(¢] (¢]
tampén pH 10.4 O HN A 2
42 h, 4°C CO,Na*
DG2AXO

Mediante el procedimiento general, se hace reaccionar DG2 (41 mg, 4.1-102 mmol, 1 eq.) con
amoxicilina sodica (255 mg, 6.58-10 mmol, 16 eq.) en tampdn de carbonato acuoso (5 mL) durante
dos dias. Se obtiene DG2AXO (144 mg, 82%) como un sélido blanco tras ser purificado con
Sephadex™ G-15.

RMN-'H (400 MHz, D>0 + Na,COs, pD = 11) & ppm: 7.23 — 7.11 (m, 16H), 6.69 (s, 16H), 4.95 (d,
J=8.7 Hz, 8H), 4.48 (s, 8H), 4.29 (d, J = 8.7 Hz, 8H), 3.50 — 3.41 (m, 8H), 3.40 — 3.29 (m, 8H),
3.26 — 3.09 (m, 26H), 2.19 (s, 6H), 1.57 (s, 24H), 1.53 — 1.38 (m, 48H), 1.25 (s, 24H). RMN-3C
(100 MHz, D,O + Na,COs, pD = 11) § ppm: 175.1, 171.0, 170.9, 170.7, 157.1, 130.0, 127.3, 116.5,
74.8,65.2, 59.8, 59.2, 56.6, 46.2, 39.5, 39.3, 39.1, 31.0, 29.7, 29.5, 26.8, 26.3, 25.0.

Sintesis de DG3AXO

ONa*
H,oN
Resina Amberlist A-26
MeOH HN

H H H H o
1h, rt.
DG3 TNWNWNWNWS > )
Amoxicilina e} o Io) \>< 272
tampén pH 10.4 O HN / A ,

3 dias, 4°C CO,Na*

DG3AXO

Tal y como se describe en el procedimiento general, este compuesto se obtiene al hacer
reaccionar DG3 (102 mg, 3.6-10 mmol, 1 eq.), tratado previamente con la resina de intercambio

ionico, con amoxicilina soédica (447 mg, 1.15 mmol, 32 eq.) en tampon carbonato acuoso (5 mL)
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durante tres dias a 4°C. La reaccion se refresca con un exceso de amoxicilina sddica (44 mg, 0.11
mmol, 3.2 eq.) cada 24 horas y una vez transcurrido el tiempo de reaccidén se purifica mediante
columna de exclusion por tamafio con fase estacionaria Sephadex™ G-25. Finalmente se obtiene

DG3AXO (270 mg, 85%) como un s6lido blanco.

RMN-'H (400 MHz, D;0 + Na,CO3, pD = 11) 8 ppm: 7.27 — 7.09 (m, 32H), 6.72 (s, 32H), 4.95 (d,
J=28.7Hz, 16H), 4.49 (s, 16H), 4.28 (d, J= 8.7 Hz, 16H), 3.45 (s, 16H), 3.34 — 3.01 (m, 56H), 2.81
(s, 4H), 2.32 — 2.10 (m, 14H), 1.57 (s, 42H), 1.53 — 1.34 (m, 112H), 1.25 (s, 42H). RMN-"*C (100
MHz, D,0 + Na,COs, pD = 11) § ppm: 178.3, 176.4, 175.1, 171.2, 155.0, 128.6, 127.6, 118.1, 74.7,
65.0, 59.6, 59.2, 58.6, 46.2, 39.4, 39.1, 29.9, 29.6, 29.5, 27.3, 27.0, 26.8, 26.5, 26.4.

Sintesis de DG4AXO0O

O'Na*
Resina Amberlist A-26

o4 i VR SYR St G G- b))
0 0 0 0 0 HN 2))

Amoxicilina
tampén pH 10.4 CO,Na* 2
4 dias, 4°C

DG4AXO

Siguiendo el procedimiento general se trata DG4 con la resina de intercambio idnico y
posteriormente se disuelve (52 mg, 8.79-10° mmol, 1 eq.) en tampdn carbonato acuoso, pH 10.4 (5
mL) y se enfria a 4°C. Se afiade amoxicilina sédica (218 mg, 5.63-10! mmol, 64 eq.) y la reaccion
se mantiene 4 dias en agitacion a dicha temperatura, refrescando cada 24 horas con un exceso de
amoxicilina sodica (22 mg, 5.68-102 mmol, 6.4 eq.). Tras la purificacion del crudo de reaccion
mediante una columna de exclusion por tamafio de Sephadex™ G-25 se obtiene DG4AXO (136 mg,

87%) como un sélido blanco.

RMN-'H (400 MHz, D,0 + Na,COs, pD = 11) § ppm: 7.20 — 7.00 (m, 64H), 6.70 — 6.55 (m, 64H),
5.02 —4.87 (m, 32H), 4.42 (s, 32H), 4.30 — 4.18 (m, 32H), 3.39 (s, 32H), 3.26 — 2.99 (m, 120H), 2.98
~2.89 (m, 16H), 2.76 — 2.64 (m, 8H), 2.27 — 2.04 (m, 30H), 1.52 (s, 96H), 1.47 — 1.28 (m, 240H),
1.20 (s, 96H). RMN-3C (100 MHz, D,O + Na,COs, pD = 11) & ppm: 178.0, 176.4, 175.1, 171.1,
163.3, 128.5, 126.9, 118.5, 74.6, 65.0, 59.5, 59.1, 58.5, 46.1, 41.3, 40.0, 39.3, 39.1, 29.8, 29.5, 27.3,
27.0,26.8, 26.4.
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Sintesis de DG1BPO

Nz X\NH
° Resina Amberlist A-26 SM 0 " " {@
H MeOH o) N N/\/N N HN
HZNN/P)LH/\/N Weoae e <: > " HNJ))LH ° d o

0] Bencilpenicilina HN
tampon pH 10.4 HN \/%
16 h, t.a. 2
DG1BPO
CO,Na*

Tal y como se indica en el procedimiento general, se disuelve DG1 (31 mg, 8.33-102 mmol, 1
eq.), tras haber sido tratado con la resina de intercambio i6nico, en tampon carbonato acuoso, pH
10.4 (5 mL). A esta disolucion se afiade bencilpenicilina sodica (238 mg, 0.66 mmol, 8 eq.) y la
reaccion se mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante 16h. Tras la purificacion del crudo
de reaccién mediante una columna de exclusion por tamafio de Sephadex™ G-15 se obtiene

DG1BPO (124 mg, 83%) como un sélido blanco.

RMN-'H (400 MHz, D>O + Na,COs, pD = 11) § ppm: 7.47 — 7.24 (m, 20H), 4.91 (d, J = 9.3 Hz,
4H), 4.31 (d, J=9.3, Hz, 4H), 3.79 — 3.58 (m, 8H), 3.50 (s, 4H), 3.33— 3.24 (m, 4H), 3.20 — 3.03 (m,
8H), 2.14 (s, 2H), 1.60 (s, 12H), 1.48 — 1.32 (m, 16H), 1.26 (s, 12H). RMN-3C (100 MHz, D,O +
Na,COs, pD = 11) 6 ppm: 178.8, 175.1, 174.4, 171.2, 135.1, 129.3, 129.1, 127.5, 74.6, 65.0, 59.6,
59.4,45.9,42.2,39.1, 38.9,29.4,27.4,27.0, 26.3.

Sintesis de DG2BPO

Resina Amberlist A-26
MeOH HN

1h, ta. N N N °
DG2 R Se )
Bencilpenicilina ) o o HN\>< 2
2

tampon pH 10.4 z
42 h, ta. co,Na*
DG2BPO

Siguiendo el procedimiento general, se trata DG2 con la resina de intercambio idnico y
posteriormente se disuelve (52 mg, 5.2:102 mmol, 1 eq.) en tampdn carbonato pH 10.4 (5 mL). Se
adiciona bencilpenicilina sodica (297 mg, 0.83 mmol, 16 eq.) y se deja en agitaciéon a temperatura
ambiente durante 2 dias. A las 24h, la mezcla de reaccion se refresca con BPO (25 mg, 8.3-107
mmol, 1.6 eq). Pasado el tiempo indicado, el crudo de reaccion se purifica mediante columna de
exclusion por tamafio de Sephadex™ G-15 dando lugar a DG2BPO (168 mg, 84%) como un solido

blanco.
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RMN-'H (400 MHz, D,0 + Na,COs, pD = 11) § ppm: 7.51 — 7.13 (m, 40H), 4.85 (d, J= 9.1 Hz,
8H), 4.26 (d, J=9.3, Hz, 8H), 3.57 (s, 16H), 3.43 (s, 8H), 3.27— 3.18 (m, 4H), 3.13 — 2.96 (m, 22H),
2.61-2.48 (m, 2H), 2.18 — 1.98 (m, 6H), 1.53 (s, 24H), 1.40 — 1.23 (m, 48H), 1.18 (s, 24H). RMN-
13C (100 MHz, D20 + Na,COs, pD = 11) § ppm: 1782, 175.1, 174.3, 171.2, 135.1, 129.4, 129.1,
127.5,74.7, 65.0, 59.6, 59.4, 46.2, 46.0, 42.3,39.2, 38.9, 29.8, 29.5, 27.5, 27.1, 26.5, 26.4.

Sintesis de DG3BPO

Resina Amberlist A-26
MeOH
1h, t.a.

DG3 ¥ § ¥ e
Bencilpenicilina TNW\/NWNW\/NWS > >> }
o] o o \>< . 2
2

tampén pH 10.4 O HN
3 dias, 4°C A
CO, Na*

DG3BPO

Tal y como se describe en el procedimiento general, este compuesto se obtiene al hacer
reaccionar DG3 (36 mg, 1.6:10> mmol, 1 eq.), tratado previamente con la resina de intercambio
idnico, con bencilpenicilina sédica (183 mg, 5.13-10"! mmol, 32 eq.) en tampdn carbonato acuoso (5
mL) durante tres dias a 4°C. A la reaccion se le afiade un exceso de BPO (18 mg, 5.13-10 mmol,
3.2 eq.) cada 24 horas y una vez transcurrido el tiempo de reaccion se purifica mediante columna de
exclusion por tamafio con fase estacionaria Sephadex™ G-25. Finalmente se obtiene DG3BPO (111

mg, 87%) como un s6lido blanco.

RMN-'H (400 MHz, D;0 + Na,COs, pD = 11) & ppm: 7.36 — 7.07 (m, 80H), 4.93 (d, J = 9.1 Hz,
16H), 4.33 (d, J = 9.0, Hz, 16H), 3.65 (s, 32H), 3.51 (s, 16H), 3.45- 3.37 (m, 4H), 3.26 — 3.02 (m,
54H), 2.83-2.68 (m, 2H), 2.26 — 1.93 (m, 14H), 1.61 (s, 48H), 1.52 — 1.33 (m, 112H), 1.26 (s, 48H).
RMN-C (100 MHz, D;O + Na,COs, pD = 11) & ppm: 177.9, 174.9, 174.6, 174.0, 171.0, 135.0,
129.5, 128.9, 127.3, 74.6, 64.9, 59.4, 59.2, 45.8, 42.1, 39.2, 38.9, 29.7, 29.6, 29.3, 28.3, 27.3, 26.7,
26.3,26.2.

Sintesis de DG4BPO

Resina Amberlist A-26
MeOH

HN™ ~0O
1h ta. H H H H H H
DG4 ’ N NWNMNMN - S
Bencilpenicilina \% Tc)(\é/v T I o T()(:N/\2< >2 >2 A
2

tampén pH 10.4 %0, Na* 2
f o ,'Na
4 dias, 4°C DG4BPO

Siguiendo el procedimiento general se trata DG4 con la resina de intercambio idnico y
posteriormente se disuelve (43 mg, 9.06-10~° mmol, 1 eq.) en tampon carbonato acuoso, pH 10.4 (5

mL) y se enfria a 4°C. Se afiade bencilpenicilina sodica (207 mg, 0.58 mmol, 64 eq.) y la reaccion se

203



Capitulo VIII

mantiene en agitacion durante 4 dias a dicha temperatura, refrescando cada 24 horas con un exceso
de BPO (21 mg, 5.80-102 mmol, 6.4 eq.). Tras la purificacion del crudo de reaccion mediante una
columna de exclusion por tamafio de Sephadex™ G-25 se obtiene DG4BPO (124 mg, 84%) como

un solido blanco.

RMN-'H (400 MHz, D,O + Na,CO3, pD = 11) 8 ppm: 7.46 — 7.19 (m, 160H), 4.92 (d, J = 8.5 Hz,
32H), 4.33 (d, J = 8.8, Hz, 32H), 3.79 — 3.56 (m, 64H), 3.51 (s, 32H), 3.45- 3.39 (m, 4H), 3.28 —
3.00 (m, 114H), 2.73-2.60 (m, 8H), 2.27 — 2.06 (m, 30H), 1.60 (s, 96H), 1.54 — 1.29 (m, 240H), 1.25
(s, 96H). RMN-13C (100 MHz, D20 + Na,COs, pD = 11) § ppm: 177.8, 174.9, 174.5, 173.9, 170.9,
135.0, 129.2, 128.9, 127.2, 74.6, 65.0, 59.4, 59.1, 45.8, 42.2, 40.1, 39.2, 38.9, 29.5, 29.4, 27.3, 27.0,
26.8, 26.2.

VIIL.5. Sintesis de estructuras RGD-dendriméricas

Sintesis de 2-(acriloiloxi)etil metacrilato (AEMA)

0]

o 0 BHT / Et;N
3 o
OH + —_—— /\/
YLO/\/ \)km DCM anh. YLO TO(\
16h; t.a.

AEMA

Este compuesto se ha sintetizado empleando protocolos previamente descritos.'®” Para ello se
disuelve 2-hidroxietilmetacrilato (2 mL, 16.44 mmol, 1 eq.) en DCM anhidro (10 mL) y se enfria en
bafio de hielo. Se afiade 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (butilhidroxitolueno o BHT) (36 mg, 1.64-10
"'mmol, 0.01 eq.) disuelto en DCM anhidro (10 mL) y trietilamina (2.4 mL, 17.35 mmol, 1.055 eq.).
Posteriormente se adiciona, gota a gota, cloruro de acriloilo (1.4 mL, 17.35 mmol, 1.055 eq.) en
DCM anhidro (10 mL). La mezcla de reaccion se lleva a temperatura ambiente y se mantiene
agitando durante 16h. Tras este tiempo, se elimina el disolvente a presion reducida, se disuelve en
hexano y se filtra. El filtrado se lava con H,O (3 x 30 mL), se seca con MgSO4 anhidro y se lleva a

sequedad, dando lugar al producto deseado (2.54 g, 84%) como un aceite amarillo pélido.

RMN-'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 6.43 (dd, J = 17.4, 1.4 Hz,1H), 6.20 — 6.08 (m, 2H), 5.85 (dd,
J=10.4, 1.4 Hz, 1H), 5.59 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 4.44 — 4.36 (m, 4H), 1.94 (s, 3H). RMN-13C (100
MHz, CDCls) § ppm: 167.3, 166.0, 136.1, 131.5, 128.2, 126.2, 62.5, 62.3, 18.4.
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Sintesis de DG1IAEMA

DMF anh.

o
16h, 50°C \\%Lo ]

0
Resina Amberlist A-26 ~/<\\ o 0P
MeOH o)
1h, ta. H /\)Lo/\/ j\
N A~N N
DG1 + AEMA — > Oj(\/ H
o~

Este compuesto se ha sintetizado empleando protocolos previamente descritos entre grupos
amino y el compuesto AEMA..'®’ Para ello, en un matraz de fondo redondo de 50 mL, se disuelve
DGI1 (52 mg, 1.38-10" mmol, 1 eq.), previamente tratado con la resina de intercambio idnico, en
DMF anhidra (20 mL). A esta disolucion se afiade AEMA (215 mg, 1.17 mmol, 8.4 eq.) y se calienta
a 50°C durante 16h. Tras este tiempo, se elimina el disolvente dando lugar a DGIAEMA (163 mg,

64%) como un solido viscoso de color amarillo palido.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) 3 ppm: 6.06 — 5.99 (m, 8H), 5.72 — 5.64 (m, 8H), 4.33 — 4.22 (m,
32H), 3.16 — 3.00 (m, 8H), 2.90 — 2.72 (m, 4H), 2.63 (t, J = 6.9 Hz, 16H), 2.38 (t, J = 6.9 Hz, 16H),
2.34 —2.29 (m, 2H), 1.86 (s, 24H), 1.59 — 1.13 (m, 16H). RMN-"C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm:
171.8, 170.0, 166.3, 135.6, 126.0, 62.4, 61.6, 48.5, 46.8, 45.3, 42.3, 38.2, 31.8, 30.1, 24.3, 17.8.
MALDI-TOF: calculado para CooH36Ne¢O34H" 1845.9, [M+H]" experimental 1845.4.

Sintesis de RGD-DG1

HO,C

e 0 o NH
RGDCys H \ H H 2 H
DG1AEMA %NWNWO\/\O&\S N NJVNWA\/VNTNHZ >2”
DMPP/PBS o o /I H 2l
3 dias; t.a. O OH °© °© NH

RGD-DG1

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disuelve DGIAEMA (10 mg, 5.4-107° mmol, 1 eq.)
y DMPP (0.04 uL, 2.7-10* mmol, 0.05 eq.) en PBS (6 mL) y se desoxigena con argdn. Por otro lado,
se disuelve RGD-Cys (39 mg, 8.64:10 mmol, 16 eq.) en PBS (6 mL) y también se desoxigena con
argon. Se adiciona la disolucion del péptido sobre la del dendrimero y se mantiene en agitacion

durante 3 dias a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, el crudo se purifica mediante columna
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de exclusion por tamafio de Sephadex™ G-25 para dar lugar al producto deseado (921 mg, 72%)

como un solido viscoso.

MALDI-TOF: calculado para Ca10H35:Ne2O9SsH4*" 1353.2, [M+4H]*" experimental 1352.6.

Sintesis de DG2AEMA
Resina Amberlist A-26
MeOH
DG2 + AEMA "t f/ W\/ W WO\/\O)H( }
DMF anh.
3 dias, 50°C

DG2AEMA

En un matraz de fondo redondo de 50 mL, se disuelve DG2 (6 mg, 5.79-10° mmol, 1 eq.),
previamente tratado con la resina de intercambio i6nico, en DMF anhidra (20 mL). A esta disolucion
se aflade AEMA (18 mg, 9.7-102 mmol, 16.8 eq.) y se calienta a 50°C durante 3 dias. Tras este
tiempo, se elimina el disolvente dando lugar a DG2AEMA (15mg, 66%) como un solido viscoso de

color amarillo palido.

Sintesis de RGD-DG2

HO,C
RGDCys

DG2AEMA — \% W m/{\/v W )HA /I jg\ IR M TNHz 22”

3 dias; t.a.

RGD-DG2

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disuelve DG2AEMA (2.5 mg, 1.39-10° mmol, 1
eq.) y DMPP (0.1 pL, 6.95-10"° mmol, 0.05 eq.) en PBS (5 mL) y se desoxigena con argon. En otro
matraz de fondo redondo, se disuelve RGD-Cys (20 mg, 4.46-102 mmol, 32 eq.) en PBS (5 mL) y
también se desoxigena con argon. Se adiciona la disolucion del péptido sobre la del dendrimero y se
mantiene en agitacion durante 3 dias a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, el crudo se purifica
mediante columna de exclusion por tamafio de Sephadex™ G-25 para dar lugar al producto deseado

(7 mg, 45%) como un so6lido viscoso.

VIIL.6. Sintesis de dendrimeros luminiscentes como marcadores biol6gicos

Sintesis de N-(3-azidopropil)-4-((3-azidopropil)amino)-1,8-naftalimida (7)
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N3

iy

0._0.__0 0._N.__O
DMSO
+ N3/\/\NH2 .
16h; 80°C
Br (] HN 7

1

N3

Se disuelve el anhidrido 4-bromo-1,8-naftalico (500 mg, 1.80 mmol, 1 eq.) y el compuesto 6 (2.7
g, 27 mmol, 15 eq.) en DMSO (2.5 mL) en un tubo sellado y se calienta a 80°C durante 16h.
Posteriormente se le anade DCM (50 mL) y se lava con HCI 0.5 M (3 x 30 mL). La fase organica se
seca con MgSQy se concentra y se eliminan las trazas de disolvente a vacio. El crudo se purifica
mediante cromatografia en columna de gel de silice (DCM:MeOH, 99:1) dando lugar al producto
(4.23 g, 68 %) como un sdlido amarillo. El compuesto 7 descompone a temperatura superior a 171

°C.

RMN-'H (400 MHz, CDCl;)  ppm: 8.57 (d, J= 8.1 Hz, 1 H), 8.45(d, /=8.5Hz, 1 H), 8.09 (d, J=
8.1 Hz, 1 H), 7.62 (t, /J=8.1 Hz, 1 H), 6.71 (d, /= 8.5 Hz, 1 H), 5.64 (t, /= 5.0 Hz, 1H), 425 (t,J=
7.0 Hz, 2 H), 3.69 — 3.49 (m, 4 H), 3.41 (t, /= 7.0 Hz, 2 H), 2.18 — 1.93 (m, 4 H). RMN-2C (100
MHz, CDCIl3) 6 ppm: 164.8, 164.2, 149.4, 134.6, 131.4, 129.9, 126.1, 125.1, 123.1, 120.5, 110.6,
104.4, 49.9, 49.6, 41.8, 37.7, 28.0, 27.9. ESI-TOF calculado para CisHi19NgO-H", 379.1631, [M +
H]" experimental, 379.1625.

Sintesis de DG2Naft-NHBoc

1 semana; t.a. ¢}

®
e} 'R
7 ‘2%/ N
CuS0,-5H,0 N \\&
2 o NH $
dg2-ino-NHBoc Ascorbato sédico Q ‘bé)
+BUOH:H,0 1:2 NH N d )
0
HN
— DG2Naft-NHB
N aft- oc

Se disuelven dg2-ino-NHBoc (317 mg, 0.34 mmol, 2.2 eq.), 7 (59 mg, 0.16 mmol, 1 eq.),
CuS0O4-5H>0 (4 mg, 0.016 mmol, 0.1 eq.) y la sal sédica del acido L(+)-ascorbico (13 mg, 0.064
mmol, 0.4 eq.) en una mezcla de terc-butanol: agua 1:2 (18 mL) y se deja en agitacion durante una
semana. Tras este tiempo, se elimina el disolvente, el crudo se disuelve en DCM (50 mL) y se lava
con una disolucién de NH4OH al 25% (3 x 30 mL). La fase organica se seca con MgSQs, se concentra
en rotavapor y se eliminan las trazas de disolvente a presion reducida para obtener el compuesto
DG2Naft-NHBoc (323 mg, 91%) como un s6lido amarillo.
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RMN-'H (400 MHz, DMSO-de) 8 ppm: 8.73 — 8.24 (m, 3 H), 7.98 — 7.91 (m, 2 H), 7.81 — 7.72 (m,
4 H), 7.44 — 7.97 (m, 3 H), 6.78 -6.67 (m, 8 H), 4.57 — 4.35 (m, 2 H), 4.32 — 4.19 (m, 2 H), 4.11 —
3.98 (m, 2 H), 3.87 — 3.82 (m, 2 H), 3.12-2.92 (m, 12 H), 2.90 — 2.80 (m, 16H ), 2.34 — 2.00 (m, 10
H), 1.44 — 1.17 (m, 120 H). RMN-5C (100 MHz, DMSO-ds) § ppm: 174.4, 155.5, 153.3, 140.2,
134.1, 130.0, 129.4, 123.1, 122.7, 121.9, 120.2, 118.6, 115.6, 108.0, 103.8, 77.3, 47.5, 47.3, 45.1,
44.8, 39.8, 38.2, 35.0, 34.3, 33.7, 29.8, 282, 27.6, 27.2, 27.1. ESI-TOF calculado para
Ci12H1ssN2024K2", 1132.9822, [M + KJ** experimental, 1133.1937.

Sintesis de DG2Naft

f\/
‘\/

ﬂé ii %MN%;CC}Q
.

o o
<

HCI 4M:dioxano / THF

DG2Naft-NHBoc
16h 0°C - t.a.

HN\_(\N DG2Naft

Bajo condiciones anhidras, se disuelve DG2Naft-NHBoc (105 mg, 0.047 mmol, leq.) en THF
(5 mL) y se enfria en bafio de hielo. Posteriormente se afiade, gota a gota, HCl 4M:dioxano (2 mL)
y se mantiene en agitacion durante 16h. Tras este tiempo se elimina completamente el disolvente
bajo presion reducida y el crudo obtenido se purifica mediante una columna pre-empaquetada de

Sephadex™ G10 para dar lugar a DG2Naft (79 mg, cuantitativamente) como un solido amarillo.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.74 — 7.80 (m, 23H), 4.64 — 4.34 (m, 4H), 4.33 —4.17 (m,
2H), 4.11 — 3.90 (m, 4H), 3.15 — 2.89 (m, 8H), 2.85 — 2.63 (m, 16H), 2.34 — 2.05 (m, 10H), 1.64 —
1.10 (m, 48H). RMN-"C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 173.9, 173.8, 163.8, 162.9, 157.9, 145.8,
144.7, 134.4, 130.5, 129.4, 124.1, 122.85, 122.5, 121.7, 120.1, 107.7, 103.6, 47.6, 47.3, 44.9, 44.1,
38.5,36.9,35.1,34.2,30.0, 29.2, 28.7, 27.2, 24.8. MALDI calculado para C72H124N2,OsNa* 1448.9,
[M+Na]" experimental 1449.5. UV (H20): Amax nm (g, cm™'M™): 258 (31361), 284 (27749), 447
(20682).

Sintesis de 3,5-bis(etoxicarbonil)piridina (8)

H,SO, / EtOH
HO ‘\ oH - - @ 5 ‘

~ 16 h, 80 °C =

El compuesto 8 se ha sintetizado tal y como se describe en bibliografia.!® Para ello se disuelve

el acido 3,5-piridindicarboxilico (12 g, 72 mmol, 1 eq.) en EtOH absoluto (150 mL) y se le afiade,
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gota a gota, H>SO4 (24 mL, 69 mmol, 0.96 eq.). La mezcla de reaccion se deja 16h a reflujo. Al cabo
de este tiempo se elimina el disolvente, se afiaden 60 mL de hielo-agua y se neutraliza con Na,CO3
1 M hasta pH 10. La fase acuosa resultante se extrae con Et;O (5 x 80 mL), se seca la fase organica
con MgSO; anhidro y se elimina el disolvente a vacio dando lugar a 8 (10.8 g, 67%) como un aceite

amarillo.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 9.36 (s, 2 H), 8.86 (s, 1 H), 4.45 (c, J= 7.1 Hz, 4 H), 1.43
(t,J=7.1 Hz, 6 H).

Sintesis de 3,5-bis(hidroximetil)piridina (9)

(0]
1) LiAIH, / THF AN
O HO™ Y OH
P 2) H,0 N
N 8 9

P2

Este compuesto se sintetiza como se recoge en bibliografia.!®® Se disuelve 8 (4 g, 18 mmol, 1
eq.) en THF (20 mL) y se afiade, gota a gota bajo agitacion vigorosa, una suspension de LiAlH4 (2.3
g, 59 mmol, 3.3 eq.) en THF (100 mL) bajo atmoésfera de nitrogeno. Después se adicionan,
lentamente, 30 mL de H,O para hidrolizar el exceso de LiAlH4 Aparece un precipitado blanco que
se filtra y el filtrado se evapora a vacio. El producto 9 se purifica por cromatografia en columna con

DCM:MeOH 9:1 dando lugar a un aceite incoloro (960 mg, 38%).

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 8.38 (s, 2 H), 7.66 (s, 1 H), 5.31 (t, J= 5.7 Hz, 2 H), 4.53
(d,J=5.7 Hz, 4 H).

Sintesis de 3,5-bis(bromoetil)piridina (10)

HO " oH HBr ag. Br N Br

\ —_— \

16h, 125 °C &
N 10

La sintesis del compuesto 10 se ha llevado a cabo tal y como se describe en bibliografia.'® Para
ello se afiade el compuesto 9 (960 mg, 6.9 mmol, 1 eq.) a una disolucion de HBr al 60% (10 mL) y
la mezcla de reaccion se calienta a 125°C durante 16h. Posteriormente se deja enfriar y se adicionan
50 mL de H»O para dar lugar a una disolucion amarilla a la cual se le afiade Na,CO; hasta pH 8. La
solucion acuosa resultante se extrae con DCM (4 x 50 mL), la fase organica se seca con MgSQOj4

anhidro y se elimina el disolvente a vacio obteniéndose 10 (1.3 g, 73 %) como un aceite incoloro.

RMN-'H (400 MHz, CDCl;) & ppm: 8.54 (s, 2 H), 7.75 (s, 1 H), 4.45 (s, 4 H).

209



Capitulo VIII

Sintesis de 3,5-bis(azidometil)piridina (11)

B N e NaN3/ DMF NS N
—

N 16h, 85°C N7
10 1"

Se disuelve 10 (343 mg, 1.3 mmol, 1 eq.) en DMF (5 mL) y se calienta a 85°C durante 16h. Tras
este tiempo, la mezcla de reaccion se deja enfriar, se afladen 80 mL de H>O y se extrae con DCM (5
x 25 mL). La fase orgénica se seca con MgSQO, anhidro y se elimina el disolvente a vacio dando lugar

a 11 (204 mg, 83 %) como un aceite marrdn. Por IR se observa la banda caracteristica del grupo

azida a 2089 cm’.

RMN-'H (400 MHz, CDCl5) & ppm: 8.55 (s, 2 H), 7.65 (s, 1 H), 4.44 (s, 4 H). RMN-3C (100 MHz,
CDCls) 6 ppm: 149.3, 135.3, 131.6, 52.0. ESI-TOF calculado para C;H7N;7H" 190.0841, [M + H]*
experimental 190.0836.

Sintesis del compuesto 12

N:N ‘N\ N=
|
o /N N
NH HN
"
CuS0,-5H,0
. Ascorbato sédico 0] Ay o)
dg2-ino-NHBoc -, NH
~-BuOH:H,0 1:2
t1uo Z'Ot HN NH
semana; t.a. o o
BocHN NHBoc
BocHN NHBoc
BocHN 12 NHBoc
BocHN NHBoc

Se disuelven dg2-ino-NHBoc (586 mg, 0.63 mmol, 2.2 eq.), 11 (54.5 mg, 0.29 mmol, 1 eq.),
CuS0s4-5H>0 (7.3 mg, 0.029 mmol, 0.1 eq.) y la sal sddica del acido L(+)-ascoérbico (23 mg, 0.116
mmol, 0.4 eq.) en una mezcla de terc-butanol: agua 1:2 (18 mL) y se deja en agitacion durante una
semana. Tras este tiempo, se elimina el disolvente, el crudo se disuelve en DCM (50 mL) y se lava
con NH4OH 25% (3 x 30 mL). La fase organica se seca con MgSO4 anhidro, se concentra en
rotavapor y se eliminan las trazas de disolvente a presion reducida para obtener el compuesto 12 (488

mg, 83 %) como un solido amarillo.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 8.58 — 7.93 (m, 4 H), 5.70 — 5.57 (m, 4 H), 4.36 — 4.16 (m,
4 H), 3.10 — 2.91 (m, 8 H), 2.91 — 2.76 (m, 16 H), 2.18 — 1.96 (m, 6 H), 1.51 — 1.10 (m, 120 H).
RMN-3C (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 174.8, 174.5, 148.9, 145.5, 135.5, 131.8, 123.0, 49.9, 45.1,
44.7, 38.3, 38.0, 34.1, 29.9, 29.8, 28.2, 27.6, 27.2. ESI-TOF calculado para Cio1H;77N2102K?**,
1038.3752, [M + K]** experimental, 1038.6558.
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Parte Experimental

Sintesis de DG2Pt
D
N— N/
|
- \ —
B K U P} F
D N=n ‘N\ N=N
>§_<N\ N o N A w0
QA _ NH HN
n-N—Pt F 13
¢]]
o) (0]
12 NH HN
THF HN NH
16h, 80°C o o
BocHN NHBoc
BocHN NHBoc
BocHN NHBoc

DG2Pt-NHBoc

BocHN NHBoc

El compuesto 12 (98 mg, 0.048 mmol, 1 eq.) y el compuesto 13'7! (28 mg, 0.048 mmol, leq.) se
disuelven en THF (10 mL) y la mezcla de reaccion se calienta a reflujo durante 16h. Tras ese tiempo,
se elimina el disolvente a vacio, se disuelve el residuo en EtOAc (30 mL) y se lava con H,O (3 x 30

mL). La fase organica se seca con MgSO, anhidro y se elimina el disolvente a presion reducida.

D
N~ N/
|
N\
_N—Pt
N | F -8 TFA
N
:[\.j ‘ N "\IZ
o P
NH HN
TFA / THF anh.
DG2Pt-NHBoc ~ — " o \a i’
16h, 0°C - t.a.
HN NH
(0] [¢]
H,N NH;
HoN NH,
H,N NH,
HoN DG2Pt NH,

El compuesto obtenido anteriormente se disuelve en THF anhidro (5 mL) y se enfria en bafio de
hielo donde se adiciona, gota a gota, TFA (2 mL) y se deja en agitacion durante 16h. Después de este
tiempo, se elimina el disolvente a vacio, el residuo se disuelve en 10 mL de EtOAc y se extrae con
H>O (3 x 10 mL). La fase acuosa se liofiliza y el sélido resultante se purifica con una columna pre-

empaquetada de sephadex™ G-10 para obtener DG2Pt (31 mg, 34%) como una sal de amonio.

RMN-'H (400 MHz, D,0) & ppm: 8.96 — 7.74 (m, 10 H), 5.74 (s, 4 H), 3.36 — 3.10 (m, 8 H), 3.09 —
2.90 (m, 16 H), 2.45 — 2.22 (m, 6 H), 1.78 — 1.22 (m, 57 H). RMN-3C (100 MHz, D,O) & ppm:
178.0, 177.6, 158.3, 158.1, 148.2, 147.8, 146.7, 145.5, 145.2, 142.3, 140.3, 137.5, 137.4, 132.3,
124.6, 123.8, 122.8, 117.6, 115.7, 115.6, 52.5, 51.1, 46.3, 46.1, 39.5, 39.2, 34.4, 29.6, 29.1, 27.9,
26.7,25.0. MALDI calculado para C7sHi27F2N2sO¢PtNa* 2564.3, [M+Na]" experimental 2564.1. UV
(H20): Amax nm (g, cm'M™): 246 (40615), 349 (40095).

211



YOVIYI 30
QvaiSy3AINN




ANEXO



YOVIYI 30
QvaiSy3AINN




Espectros de RMN
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Figura 139. Espectro de RMN-'H de terc-butil (3-bromopropil)carbamato (1) en CDCl3.
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Figura 140. Espectro de RMN-3C (SEFT) de terc-butil (3-bromopropil)carbamato (1) en CDCIs.
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Figura 141. Espectro de RMN-'H de di-terc-butil 2,2-bis(3-((terc-butoxicarbonil)amino)propil)malonato (2) en CDCI;.
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Figura 142. Espectro de RMN-3C (SEFT) de di-terc-butil 2,2-bis(3-((terc-butoxicarbonil)amino)propil)malonato (2) en

CDCls.

216



]

Espectros de RMN
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Figura 143. Espectro COSY de di-terc-butil 2,2-bis(3-((terc-butoxicarbonil)amino)propil)malonato (2) en CDCl;.
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Figura 144. Espectro HSQC de di-terc-butil 2,2-bis(3-((terc-butoxicarbonil)amino)propil)malonato (2) en CDCl;.
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Figura 145. Espectro de RMN-'H de dcido 5-amino-2-(3-aminopropil) pentanoico (3) en DMSO-ds.
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Figura 146. Espectro de RMUN-3C (SEFT) de dcido 5-amino-2-(3-aminopropil) pentanoico (3) en DMSO-ds.
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Figura 147. Espectro COSY de dcido 5-amino-2-(3-aminopropil) pentanoico (3) en DMSO-ds.
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Figura 148. Espectro HSQC de dcido 5-amino-2-(3-aminopropil) pentanoico (3) en DMSO-ds.
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Figura 149. Espectro de RMN-'H de dcido 5-((terc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-(terc-
butoxicarbonil)amino)propil)pentanoico (4) en CDCl;.
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Figura 150. Espectro de RMN-3C (SEFT) de dcido 5-((terc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-(terc-

butoxicarbonil)amino)propil)pentanoico (4) en CDCI;.
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Figura 151. Espectro COSY de dcido 5-((terc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-(terc-

butoxicarbonil)amino)propil)pentanoico (4) en CDCls.
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Figura 152. Espectro HSQC de dcido 5-((terc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-(terc-

butoxicarbonil)amino)propil)pentanoico (4) en CDCls.
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Figura 153. Espectro de RMN-"H de 5-((terc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-((terc-

butoxicarbonil)amino)propil)pentanoato de 1H-benzof1,2,3]triazol-1-ilo (5) en CDCIs.
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Figura 154. Espectro de RMN-'3C (SEFT) de 5-((terc-butoxicarbonil)amino)-2-(3-((terc-

butoxicarbonil)amino)propil)pentanoato de 1 H-benzo[1,2,3]triazol-1-ilo (5) en CDCI;.
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Figura 155. Espectro de RMN-"H de DGI-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 156. Espectro de RMN-3C (SEFT) de DGI-NHBoc en DMSO-ds.

223



Anexo

|

by, ¢4

NHBoc

BocHN NHBoc

Figura 157. Espectro COSY de DG1-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 158. Espectro HSQC de DG1-NHBoc en DMSO-de.
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Espectros de RMN
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Figura 159. Espectro de RMN-'H de DG1 en DMSO-ds.
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Figura 160. Espectro de RMN->C (SEFT) de DG1 en DMSO-ds.
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Figura 161. Espectro COSY de DG1 en DMSO-db.
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Figura 162. Espectro HSQC de DG1 en DMSO-db.
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Espectros de RMN
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Figura 163. Espectro de RMN-"H de DG2-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 164. Espectro de RMN-3C (SEFT) de DG2-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 165. Espectro COSY de DG2-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 166. Espectro HSQC de DG2-NHBoc en DMSO-de.
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Figura 167. Espectro de RMN-'H de DG2 en DMSO-ds.
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Figura 168. Espectro de RMN->C (SEFT) de DG2 en DMSO-ds.

229



Anexo

4,4, I
3,3, 73

EDA, 5,

5, DMSO-dg]

21,2,

H a c H a c;
N YA NW/Q{\/VNHz)
EDA by gy b, d, 2
o o 21

2.0

2.5

3.0

3.5

)

4.5

r5.0

r5.5

6.0

6.5

F7.5

8.0

8.5

L9.0

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
ppm

Figura 169. Espectro COSY de DG2 en DMSO-db.
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Figura 170. Espectro HSQC de DG2 en DMSO-ds.
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Figura 171. Espectro de RMUN-'H de DG3-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 172. Espectro de RMN->C (SEFT) de DG3-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 173. Espectro COSY de DG3-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 174. Espectro HSQC de DG3-NHBoc en DMSO-de.
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Figura 176. Espectro de RMN-3C (SEFT) de DG3 en DMSO-ds.
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Figura 177. Espectro COSY de DG3 en DMSO-db.
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Figura 178. Espectro HSQC de DG3 en DMSO-db.
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Figura 179. Espectro de RMN-'H de DG4-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 180. Espectro de RMN-3C (SEFT) de DG4-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 181. Espectro COSY de DG4-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 182. Espectro HSQC de DG4-NHBoc en DMSO-de.
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Figura 183. Espectro de RMN-'H de DG4 en DMSO-ds.
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Figura 184. Espectro de RMN->C (SEFT) de DG4 en DMSO-ds.
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Figura 185. Espectro COSY de DG4 en DMSO-db.
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Figura 186. Espectro HSQC de DG4 en DMSO-ds.
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Figura 187. Espectro de RMN-'H de DG5-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 188. Espectro de RMN->C (SEFT) de DG5-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 189. Espectro COSY de DG5-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 190. Espectro HSQC de DG5-NHBoc en DMSO-de.
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Figura 191. Espectro de RMN-'H de DG5 en DMSO-ds.
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Figura 192. Espectro de RMN-3C (SEFT) de DGS5 en DMSO-ds.
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Figura 193. Espectro COSY de DGS5 en DMSO-db.
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Figura 194. Espectro HSQC de DGS5 en DMSO-db.
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Figura 195. Espectro de RMN-'H de dg1Bn-NHBoc en CDCIs.
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Figura 196. Espectro de RMN-3C (SEFT) de dg1Bn-NHBoc en CDCIs.
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Figura 197. Espectro COSY de dglBn-NHBoc en CDCl;.
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Figura 198. Espectro HSQC de dg1Bn-NHBoc en CDCls.
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Figura 199. Espectro de RMN-'H de dg1Bn en D:O.
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Figura 200. Espectro de RMN-3C (SEFT) de dgIBn en D:O.
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Figura 201. Espectro COSY de dg1Bn en D:O.
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Figura 202. Espectro HSQC de dgl1Bn en D:O.
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Figura 204. Espectro de RMN-3C (SEFT) de dg2Bn-NHBoc en CDCIs.
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Figura 205. Espectro COSY de dg2Bn-NHBoc en CDCl;.
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Figura 206. Espectro HSQC de dg2Bn-NHBoc en CDCls.
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Figura 208. Espectro de RMN-3C (SEFT) de dg2Bn en D:O.
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Figura 209. Espectro COSY de dg2Bn en D:O.
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Figura 210. Espectro HSQC de dg2Bn en D:O.
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Figura 211. Espectro de RMN-"H de dg3Bn-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 212. Espectro de RMN->C (SEFT) de dg3Bn-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 213. Espectro COSY de dg3Bn-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 214. Espectro HSQC de dg3Bn-NHBoc en DMSO-ds.

252

ppm

ppm



Espectros de RMN

< 8 =3 858 8Q
N © © o IR 5=
[ INA !
o] o o
N NH )
©/\O ay [ ” a, ¢ H 3\ cs 2/ )2
2
ds
b1.2.3
Ci23
Bn
A3
aq
. T A FA s
4.61 2.00 12.70 18.08 1.14 6.21 56.40
. . . . T T . . T T . . . . . . . . .
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 O
ppm
Figura 215. Espectro de RMN-"H de dg3Bn en D:O.
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Figura 216. Espectro de RMN-3C (SEFT) de dg3Bn en D:O.
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Figura 217. Espectro COSY de dg3Bn en D:O.
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Figura 218. Espectro HSQC de dg3Bn en D:O.
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Figura 219. Espectro de RMN-"H de dg1-ino-NHBoc en CDCl.
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Figura 220. Espectro de RMN-'3C (SEFT) de dgl-ino-NHBoc en CDCI;.
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Figura 221. Espectro COSY de dgl-ino-NHBoc en CDCl;.
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Figura 222. Espectro HSQC de dgl-ino-NHBoc en CDCl;.
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Figura 223. Espectro de RMN-'H de dg1-ino en D:O.
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Figura 224. Espectro de RMN-3C (SEFT) de dgl-ino en D:O.
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Figura 225. Espectro COSY de dgl-ino en D:O.
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Figura 226. Espectro HSQC de dgl-ino en D:O.
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Figura 228. Espectro de RMN-'3C (SEFT) de dg2-ino-NHBoc en CDCIs.
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Figura 230. Espectro HSQC de dg2-ino-NHBoc en CDCls.
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Figura 232. Espectro de RMN-3C (SEFT) de dg2-ino en D:0.
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Figura 234. Espectro HSQC de dg2-ino en D:O.
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Figura 236. Espectro de RMN-">C (SEFT) de dg3-ino-NHBoc en CDCI;.
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Figura 237. Espectro COSY de dg3-ino-NHBoc en CDCl;.
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Figura 238. Espectro HSQC de dg3-ino-NHBoc en CDCls.
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Figura 242. Espectro HSQC de dg3-ino en D:O.
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Figura 249. Espectro de RMN-">C (SEFT) de dgIN3 en DMSO-ds.
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Figura 250. Espectro COSY de dgIN3 en DMSO-ds.
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Figura 252. Espectro de RMN-"H de dg2N3-NHBoc en CDCl.
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Figura 254. Espectro COSY de dg2N3-NHBoc en CDCls.
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Figura 256. Espectro de RMN-'H de dg2N3 en DMSO-dG.
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Figura 257. Espectro de RMN-">C (SEFT) de dg2N3 en DMSO-ds.
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Figura 258. Espectro COSY de dg2N3 en DMSO-ds.
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Figura 259. Espectro HSQC de dg2N3 en DMSO-ds.
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Figura 263. Espectro HSQC de dg3N3-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 266. Espectro COSY de dg3N3 en DMSO-ds.
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Figura 268. Espectro de RUN-'H de DG1AXO en D20 + Na:2COs.
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Figura 272. Espectro de RUN-'H de DG2AXO0 en D20 + Na:2COs.
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Figura 273. Espectro de RMN-3C (SEFT) de DG2AXO en D20 + NaxCOs.
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Figura 274. Espectro COSY de DG2AXO en D:0 + Na:CO:s.
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Figura 275. Espectro HSQC de DG2AXO0 en D20 + Na>COs.
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Figura 309. Espectro de RMN-'"H de RGD-DGI1 en D:O.
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Figura 310. Espectro de RMN-3C (SEFT) de RGD-DGI en D:O.
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Figura 312. Espectro HSQC de RGD-DG1 en D:O.
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Figura 315. Espectro COSY de DG2AEMA en DMSO-ds.
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Figura 316. Espectro HSQC de DG2AEMA en DMSO-ds.
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Figura 317. Espectro HMBC de DG2AEMA en DMSO-ds.
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Figura 318. Espectro de RMN-'"H de RGD-DG2 en D:0.
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Figura 319. Espectro de RMN-">C (SEFT) de RGD-DG?2 en D:O.

r0.0

0.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

ppm

4.5
5.0
5.5
+6.0
6.5

HO,C 70

H T Q Oy NH
g\ {/HWNWNWOV\OMS%R;%NKNWHKNHZ >2>2>2L L7.5

8.0

Lss
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

Figura 320. Espectro COSY de RGD-DG2 en D:O.
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Figura 321. Espectro HSQC de RGD-DG2 en D:O0.
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Figura 322. Espectro de RMN-'H de N-(2-azidopropil)-4-((2-azidopropil)amino)-1,8-naftalimida (7) en CDCIs.
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Figura 323. Espectro de RMN-">C (SEFT) de N-(2-azidopropil)-4-((2-azidopropil)amino)-1,8-naftalimida (7) en CDCl;.
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Figura 324. Espectro COSY de N-(2-azidopropil)-4-((2-azidopropil)amino)-1,8-naftalimida (7) en CDCI;.
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Figura 325. Espectro HSQC de N-(2-azidopropil)-4-((2-azidopropil)amino)-1,8-naftalimida (7) en CDCIs.
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Figura 326. Espectro de RMN-'H de DG2Naft-NHBoc en DMSO-ds.
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Figura 327. Espectro de RMN-">C (SEFT) de DG2Naft-NHBoc en DMSO-d.
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Figura 328. Espectro COSY de DG2Naft-NHBoc en DMSO-db.
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Figura 330. Espectro de RMN-'H de DG2Naft en DMSO-ds.
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Figura 331. Espectro de RMN-"C (SEFT) de DG2Naft en DMSO-ds.
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Figura 332. Espectro COSY de DG2Naft en DMSO-ds.
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Figura 333. Espectro HSQC de DG2Naft en DMSO-ds.
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Figura 334. Espectro de RMN-'H de 3,5-bis(etoxicarbonil)piridina (8) en CDCls.
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Figura 335. Espectro de RMN-'H de 3,5-bis(hidroximetil)piridina (9) en DMSO-ds.
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Figura 336. Espectro de RMN-'H de 3,5-bis(bromoetil)piridina (10) en CDCls.
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Figura 337. Espectro de RMN-H de 3,5-bis(azidometil)piridina (11) en CDCl3.
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Figura 338. Espectro de RMN-3C (SEFT) de 3,5-bis(azidometil)piridina (11) en CDCI3.
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Figura 339. Espectro COSY de 3,5-bis(azidometil)piridina (11) en CDCI;.
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Figura 340. Espectro HSQC de 3,5-bis(azidometil)piridina (11) en CDCl;.
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Figura 342. Espectro de RMN-'3C (SEFT) de 12 en DMSO-ds.
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Figura 343. Espectro COSY de 12 en DMSO-ds.
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Figura 344. Espectro HSQC de 12 en DMSO-ds.
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Figura 346. Espectro de RMN-3C (SEFT) de DG2Pt en D:0.
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Figura 347. Espectro COSY de DG2Pt en D:O.
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Figura 348. Espectro HSQC de DG2Pt en D:O.
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Figura 349. Experimento de RMN DOSY de DG1 en D:O.
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Figura 350. Experimento de RMN DOSY de DG2 en D:O.
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Figura 351. Experimento de RMN DOSY de DG3 en D:O.
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Figura 352. Experimento de RMN DOSY de DG4 en D:O.
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Figura 353. Experimento de RMN DOSY de DGS en D:O.
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Figura 354. Experimento de RMN DOSY de DG2Naft en D:O.
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Figura 355. Experimento de RMN DOSY de DG2Pt en D:0.
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Figura 356. Experimento de RMN DOSY de DGIAXO en D:O.

323



Anexo

DG2AXO L L ] A " ﬂ

c1x10%
b ] 9 oo w-op | .o o gep o

F1x10°
D
L1x10%
£
o
L1x107
T T T T T \71X10-8

30 25 20 15 1.0 05 0.0

95 90 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35
ppm

Figura 357. Experimento de RMN DOSY de DG2AXO en D:O0.
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Figura 358. Experimento de RMN DOSY de DG3AXO en D:0.
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Figura 359. Experimento de RMN DOSY de DG4AXO en D:O.
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Figura 361. Experimento de RMN DOSY de DG2BPO en D:O.
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Figura 362. Experimento de RMN DOSY de DG3BPO en D:O.
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Figura 363. Experimento de RMN DOSY de DG4BPO en D:0.
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Figura 364. Experimento de RMN DOSY de RGD-DG]1 en D:O.
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Resumen

Un dendrimero se describe generalmente como una macromolécula que se caracteriza por
poseer una estructura tridimensional altamente ramificada, ordenada y controlada, lo que le
proporciona un alto grado de funcionalidad superficial y versatilidad. Asimismo, un dendrén es como
una porcion en cuia de un dendrimero. El control de su estructura es la principal diferencia entre

éstos y los polimeros convencionales.'

Los dendrimeros han sido objeto de numerosos estudios debido a sus propiedades intrinsecas
unicas. El término dendrimero hace referencia a la similitud de su estructura con la copa de un arbol.
Tiene su origen en el griego, donde la palabra dendron significa drbol mientras que la palabra méros

significa parte.

El grupo de investigacion en el que se ha desarrollado esta tesis ha centrado su investigacion
en los ultimos afios en el estudio de estructuras dendriméricas con potenciales aplicaciones en dos
areas biomédicas: en el estudio de las reacciones adversas a firmacos (RAF), y en los procesos de
regeneracion tisular empleando células madre mesenquimales (MSC). Inicialmente, para estos
estudios se han empleado dendrimeros comerciales PAMAM. Posteriormente, y debido a las
necesidades que han ido surgiendo a lo largo de los afios, el grupo se embarco en el disefio y sintesis

de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales.

Las reacciones alérgicas a farmacos constituyen un problema sanitario importante ya que
existe un gran desconocimiento sobre sus mecanismos. Esto se traduce en una ausencia de pruebas
diagndsticas suficientemente sensibles y especificas. Este problema se ha manifestado en numerosos
foros cientificos, existiendo un acuerdo unanime entre todas las partes interesadas en este problema
(academia, industria, asociaciones de pacientes) para el desarrollo de iniciativas encaminadas a
resolver dichas limitaciones. Actualmente nos enfrentamos a dos grandes problemas a la hora de
abordar el estudio de los aspectos relacionados con la respuesta inmune (los procesos de reaccion

adversa a antigenos hapténicos -proceso alérgico- y en particular a firmacos):

- Menor sensibilidad de los métodos diagnosticos in vivo e in vitro que obliga a identificar
las nuevas estructuras hapténicas que inducen las reacciones.

- Una retirada de los kits comerciales habiendo dejado un vacio que debe ser solucionado.

En el grupo de investigacion se estudia la potencialidad de los dendrimeros para emular las

proteinas portadoras endogenas, que conforman el conjugado hapteno-portador, el antigeno
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responsable del proceso alérgico a medicamentos. Esta investigacion pretende siempre abordar dos

objetivos basicos:

- Disponer de una herramienta que nos permita estudiar el proceso de reconocimiento
molecular antigeno-anticuerpo responsable de las reacciones alérgicas a medicamentos.

- Desarrollar test in vitro para la deteccion de las reacciones alérgicas a medicamentos.

Inicialmente, el grupo desarrolld su investigacion empleando dendrimeros disponibles de

forma comercial (en particular PAMAM). 349!

Los alentadores resultados obtenidos, motivaron el planteamiento de una serie de objetivos
para avanzar en este area de trabajo. En primer lugar, se procedioé a disefiar un nuevo tipo de
dendrimero (dendron) que representara un modelo versatil a la hora de incorporar determinadas
funcionalidades en la estructura dendrimérica. Como resultado el grupo ha disehiado y patentado un
nuevo modelo de dendrimero basado en el acoplamiento iterativo de unidades de 2,2-
Bis(aminoalquil)propanamidas (BAPAD).!® Este tipo de dendrimero se ha estudiado en una primera
aproximacion utilizando unidades de 2,2-Bis(aminometil)propanamidas. Una vez puesto de
manifiesto la viabilidad de los dendrimeros BAPAD,!* es necesario ampliar el campo de trabajo
para poder extender la potencialidad de los mismos disefiando diferentes modelos y optimizando sus
sintesis y caracterizacion. De esta manera, se conseguira su aplicacion en los estudios biomédicos
que nos interesan. La sintesis del nuevo dendrimero BAPAD se abordo utilizando como sustrato de
partida el 4cido 3,3"-dicloropivalico. Los grupos amino que se obtienen de esta forma se encuentran
en posiciones relativas 1,3 lo que, para determinadas aplicaciones, donde la funcionalizacion del
dendrimero en su superficie requiere introducir grupos relativamente voluminosos, como pueden ser
determinados determinantes antigénicos, supone un problema de reactividad dado la congestion

estérica que se provoca.

Por otro lado, es necesario dotar a los procesos de regeneracion tisular de herramientas
adecuadas que permitan fijar las células en los sustratos adecuados para permitir su retencion en el
sitio apropiado para que se produzca el crecimiento celular y genere tejido. La adhesion intercelular
por los derivados dendriméricos puede presentar ventajas sobre otros métodos utilizados en la
actualidad, como es la inclusion de las células en polimeros o geles. Mientras que en estos métodos
la difusion de las células es grande, apareciendo fendmenos de migracion celular a otros tejidos, los
métodos que mejor resultado estan dando para aumentar la retencion celular en la zona de implante,
requieren de la funcionalizacion del polimero o gel con alguna unidad de reconocimiento celular. Sin
embargo, la baja difusion de oxigeno en estos geles, entre otros factores, hace que las células
localizadas hacia el exterior de la masa gel-célula pueda tener una aceptable oxigenacion, mientras
que en las zonas internas la menor difusion del oxigeno provoca que muchas de estas células mueran

antes de que arraiguen, formen tejido, generen irrigacion, etc.
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El grupo de investigacion en el que se ha realizado la tesis ha desempefiado estudios previos
para verificar la posibilidad de preparar estructuras dendriméricas que soporten en su superficie la
secuencia peptidica RGD como patrén de reconocimiento celular. Los estudios iniciales con el
derivado PAMAM-G1-(RGD) sobre MSC han sido positivos, observandose procesos de fijacion y
crecimiento celular inusuales.”® Asimismo, en el grupo se han empleado satisfactoriamente
dendrimeros como soporte para el tripéptido RGD.?*19:195 T 3 posibilidad de modificar la naturaleza
de las estructuras dendriméricas y controlar el nimero de grupos terminales en ellas, las convierte en
una herramienta muy poderosa. Estudios previos han demostrado que los conjugados de dendrimeros
PAMAM-RGD mejoran la eficacia de los farmacos hacia las dianas terapéuticas (Drug Delivery)'®*

y pueden usarse como vectores de distribucion. !

Asi, los objetivos planteados para esta tesis son:

- Extender la sintesis de estructuras dendriméricas amino terminales para obtener compuestos
mas versatiles. De este modo, se propone la sintesis de dendrimeros y dendrones donde los
grupos amino periféricos se encuentren en posiciones relativas 1-7, lo que formalmente
implica la preparacion de dendrimeros con brazos mas largos y que podran minimizar los
problemas de congestion estérica.

- Modificar las estructuras dendriméricas con determinantes antigénicos derivados de
penicilina para el estudio sobre la deteccion y el diagnoéstico clinico de reacciones alérgicas
a farmacos.

- La insercion de la secuencia peptidica RGD en estas nuevas estructuras para el estudio en
procesos de reconocimiento y fijacion celular que puedan ser utiles en procesos
biotecnologicos de regeneracion tisular.

- Combinar las estructuras dendriméricas con marcadores fluorescentes para obtener asi
unidades que interaccionen con sistemas biologicos que presenten propiedades

luminiscentes apropiadas.

1. Sintesis y caracterizacion de nuevas estructuras dendriméricas amino terminales.

En este trabajo se ha propuesto la sintesis, a través de una metodologia divergente, de nuevos
dendrimeros basados en enlaces amida con grupos amino terminales en los que la posicidn relativa

de dichos grupos es 1-7, dando lugar a estructuras menos congestionadas.

La unidad estructural elegida de crecimiento (mondémero) de estos dendrimeros es el acido 5-
amino-2-(3-aminopropil) pentanoico. Se ha elegido una tinica estructura tipo AB; sencilla que ya
posee los grupos terminales en las posiciones relativas deseadas, mientras que el acido carboxilico

acttia como unidad de conexion. La ruta sintética disefiada para la obtencion de este monomero consta
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de cuatro etapas en las que, inicialmente, se protege el grupo amino de la 3-bromopropilamina para
dar lugar al compuesto 1. Posteriormente se hace reaccionar 1 con di-ferc-butil malonato dando como
resultado el compuesto 2, cuyo tratamiento en medio 4cido a alta temperatura da lugar a 3. Por
estrategia sintética, es necesario que los grupos amino de este mondmero se encuentren protegidos,
de modo que, se lleva a cabo la proteccion de los grupos aminos de 3 para originar el monémero

deseado 4.

[¢] (0]
X >< NH, NH, NHBoc  NHBoc
(0] (0] (6]
Br ” O —_ >
T 1 NHBoc  NHBoc 3 4
HO (0] HO o
Br™ >""NH, 2

Figura 365. Esquema sintético del monomero o unidad de crecimiento (4)

Para la formacion de la estructura dendrimérica de primera generacion (Figura 366), se lleva a
cabo el acoplamiento entre dos unidades de mondémero 4 y etilendiamina, elegida como nticleo del
dendrimero. Para ello, se realiza un paso intermedio de activacion del grupo acido carboxilico de 4

originando el compuesto 5.

NHBoc NHBoc NH
HZN/\/ 2 o]

[e) N=N
N H
BocHN/vJ))‘\O’ \Q - > HoN NN NHz 4Hcl
. H
—_—— O
o So 4 5 DG1

BocHN H,N

Figura 366. Esquema sintético de DG1

La ruta sintética para la obtencioén de generaciones superiores, esquematizada en la Figura 367,

se basa en la sucesion de dos pasos:

- Acoplamiento entre el monoémero activado (5) y los grupos amino periféricos del
dendrimero mediante la formacion de enlaces tipo amida.

- Desproteccion de los grupos amino terminales.

Asi, mediante reacciones iterativas de acoplamiento/desproteccion se ha conseguido sintetizar
hasta la quinta generacion de esta familia de dendrimeros de poliamida, donde el nimero de grupos
amino terminales se va duplicando con el aumento de las generaciones. Por tanto, se han sintetizado

estructuras dendriméricas con 4, 8, 16, 32 y 64 grupos amino periféricos.
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Figura 367. Esquema sintético para la preparacion de los dendrimeros DG1-DGS

De manera paralela y debido al interés en estructuras dendriméricas estables, biocompatibles,
solubles en agua y que minimicen los efectos estéricos a la hora de incorporar otras funcionalidades
en su superficie, también se ha propuesto la sintesis de dendrones con la misma unidad estructural
en la que los grupos amino superficiales quedan en posiciones relativas 1,7. De este modo se ha
disefiado y optimizado la sintesis de tres familias de dendrones con el mismo esqueleto, pero con
diferentes grupos funcionales en la posicion del punto focal, lo que los hace extremadamente

versatiles para diferentes aplicaciones.

En la Figura 368 se muestran los dendrones sintetizados en este trabajo donde los puntos focales
varian entre: Acido carboxilico (protegido con el grupo bencilo), grupo alquino y grupo azida. En
todos los casos se ha sintetizado y caracterizado hasta la generacion 3, con 8 grupos amino terminales,

obteniéndose los dendrones en escala de gramos y con buenos rendimientos en todos los casos.
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Figura 368. Dendrones sintetizados: dg3Bn, dg3-ino y dg3N3

En este trabajo se ha disefiado una metodologia sintética eficiente y versatil para preparar
estructuras dendriméricas basadas en enlaces tipo amida, donde la escala de gramo se logra
facilmente con rendimientos muy buenos. Ademas, s6lo son necesarios procesos de purificacion a
partir de la segunda generacion, y éstos son muy sencillos tanto para las estructuras con los grupos

amino terminales libre como protegidos

Se ha llevado a cabo el disefio, la sintesis, purificacion y caracterizacion de una familia de 5
generaciones de dendrimeros amino terminales basados en enlaces tipo amida. Se han realizado
numerosos intentos para optimizar los procesos de acoplamiento/desproteccion de esta ruta sintética
y finalmente se ha conseguido poner a punto una metodologia eficaz empleando reactivos sencillos
y econdmicos, obteniéndose rendimientos superiores al 90% sin necesidad de procesos de
purificacion tediosos. Se ha propuesto una ruta sintética de pocos pasos, en la que el crecimiento de
cada generacion consta solo de dos etapas, una de acoplamiento y otra de desproteccion de los grupos
amino terminales. El uso de una tinica unidad de crecimiento (5) en la sintesis ha evitado la necesidad
de construir una familia de diferentes monémeros, al tiempo que simplifica la estructura final del
dendrimero. Esta metodologia sintética constituye una forma facil y eficaz para la preparacion de

dendrimeros basados en enlaces tipo amida.

Estos dendrimeros solubles en agua son aparentemente estables ya que se han realizado estudios
de estabilidad con el dendrimero de mayor generacion (DGS) sin observarse degradacion del mismo.
Las estructuras preparadas se han caracterizado y evaluado mediante espectrometria de masas (ESI
y MALDI-TOF), resonancia magnética nuclear (RMN-'H, RMN-*C, COSY, HSQC, DOSY),
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), y microscopia de fuerza atdbmica (AFM). También se
han realizado simulaciones de dindmica molecular (SDM) con el resultado de valores concordantes

con los determinados experimentalmente.'#!

Del mismo modo, se han obtenido los correspondientes dendrones con diferentes grupos

funcionales en el punto focal, proporcionando asi distinta reactividad y, por tanto, ampliando el rango
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de potenciales aplicaciones. Estos dendrones han sido completamente caracterizados por resonancia

magnética nuclear.

2. Sintesis de dendrimeros antigénicos para la deteccion de alergia a fAirmacos

Uno de los mayores retos para el diagndstico de alergia a antibidticos B-lactdmicos in vitro
consiste en emular los procesos de reconocimiento molecular que tienen lugar in vivo entre el

conjugado hapteno-portador y los anticuerpos.

En este caso se propone la sintesis del conjugado hapteno-portador, empleando como
macromolécula portadora los nuevos dendrimeros sintetizados en este trabajo. Estos dendrimeros
serian los sustitutos de las proteinas globulares en inmunodiagnostico. Las proteinas globulares son
muy susceptibles a condiciones desnaturalizantes como temperatura, luz, y pH, por el contrario, los
dendrimeros son inertes, con estructuras tridimensionales fijas. Estas propiedades hacen de estos
compuestos candidatos idoneos para su empleo en inmunoensayo. La presencia de grupos aminos en
su superficie permite la reaccion con los anillos B-lactamicos presentes en las penicilinas y, ademas,

son solubles en medio acuoso.

Se han sintetizado dos familias de dendrimeros antigénicos con distinto determinante antigénico
en cada una de ellas, como son amoxiciloilo (AXO) y bencilpeniciloilo (BPO) (Figura 369). Para
ello, se han llevado las reacciones en tampon carbonato empleando un exceso de farmaco. El tiempo

de reaccion es mayor cuanto mayor es la generacion del dendrimero para asi asegurar la
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.
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funcionalizacion de todos los grupos amino terminales.
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Figura 369. Estructuras abreviadas de DG4AX0 y DG4BPO

Dentro de cada familia se han obtenido 4 generaciones de dendrimeros antigénicos, duplicandose
el nimero de restos AXO y BPO en la periferia de dichas estructuras en cada generacion. La sintesis

de estos dendrimeros se ha obtenido con muy buenos rendimientos (entre 82% y 87%), y todos ellos
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han sido completamente caracterizados por resonancia magnética nuclear (RMN-'H, RMN-3C,

COSY, HSQC, DOSY) y HPLC.

3. Sintesis de estructuras RGD-Dendriméricas

Para alcanzar el objetivo de sintetizar dendrimeros que presenten en su periferia unidades de
RGD, se ha propuesto la unidén covalente de restos RGD-Cys mediante enlaces tipo amida a las

estructuras dendriméricas sintetizadas en este trabajo.

Para ello, tras mucho esfuerzo empleado para la optimizacion de la sintesis, se ha llevado a cabo
la reaccion de los dendrimeros de primera y segunda generacion con 2-(acriloiloxi)etilmetacrilato

167

(AEMA) previamente preparado’®’ para, posteriormente, hacerlos reaccionar con RGD-Cys. Esta
ultima reaccion sucede entre el doble enlace terminal presente en la estructura dendrimérica

modificada y el grupo tiol presente en el resto de cisteina de RGD-Cys.

De este modo, se ha sintetizado una nueva estructura dendrimérica con restos RGD en su
periferia, duplicandose el nimero de grupos funcionales respecto al nimero de grupos amino

terminales que posee el dendrimero de partida.

HO,C

H i 0 o o L N, iy
RGD-DG1 TNW“WOWOKASD\/N%M&NMNWNHZ )]
© o] oH o o NH 21,

DG1 ’ / ;
AEMA o’ 07 G R

HO,C

H H M\N Q H o H NH,
RGD-DG2 \{/NWNW,,AN/»\/NWOV\O)K(\S/;/\/N\”J\NJK/N\[MNTNHZ )2)2>J
o ] o o on o o) NH 2

DG2 AEMA Cys D G R

Figura 370. Estructuras simplificadas de RGD-DG1 y RGD-DG2

4. Sintesis de dendrimeros luminiscentes como marcadores biologicos

El grupo de investigacion en el que se ha desarrollado la tesis ha sintetizado dendrimeros
luminiscentes con excelentes propiedades para ser empleados como biomarcadores.!%+19116 Agi,
debido a las potenciales aplicaciones en bioimagen de estos dendrimeros luminiscentes, se ha
centrado el estudio en la sintesis y caracterizacion de nuevas estructuras dendriméricas, basadas en
las nuevas estructuras desarrolladas en las que los grupos terminales se encuentran en posiciones

relativas 1,7, pero con la insercioén de un nicleo luminiscente.
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Con el objetivo de introducir un nucleo fluorescente y debido a las potenciales aplicaciones
luminiscentes de los derivados de naftalimida, se ha disefiado la estructura de un dendrimero cuyo
nucleo estd formado por 4-amino-1,8-naftalimida, otorgando excelentes propiedades luminiscentes

a la estructura dendrimérica.

La sintesis de este compuesto se lleva a cabo mediante la reaccion tipo click entre el dendrén de
segunda generacion con un grupo alquino en el punto focal (dg2-ino-NHBoc) y el derivado de
naftalimida (7), que seguido de la reaccion de desproteccion de los grupos amino, da lugar a

DG2Naft.
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Figura 371. Esquema sintético de DG2Naft

Para llevar a cabo la sintesis del dendrimero fosforescente y debido a la experiencia del grupo
de investigacion, se ha elegido 3,5-bis(azidometil)piridina (11) como nucleo del dendrimero. Este

compuesto actua como punto de anclaje entre el dendrimero y el complejo de Pt (II).
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Figura 372. Esquema sintético de DG2Pt

Estos dendrimeros luminiscentes se han caracterizado mediante resonancia magnética nuclear
(RMN-'H, RMN-"C, COSY, HSQC, DOSY), espectrometria de masas (MALDI) y HPLC. Ademas,
se han analizado sus propiedades fotofisicas y se ha realizado un estudio en células mediante
microscopia Optica con resultados que indican su acumulacion, preferentemente en el citoplasma

celular.
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